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RESUMEN

El déficit hidrico induce respuestas como la modificacion en la proporcion de proteinas de la pared
celular. Dicha modiificacion juega un papel muy importante y poco entendido. Se estudiaron dos
clases de proteinas de la pared celular: HRGP (glicoproteinas ricas en hidroxiproling) y PRP2
{proteinas ricas en proling). Se cuantificd y cualiicd el entrecruzamiento de las HRGP-PRP de la pared
celular de plantas de frijol (Phaseolus vulgarns L) en condiciones de déficit hidrico usando cinéticas
para el crecimiento y desarrollo examinando seis zonas en plantas maduras: nddulo, raiz primaria, raiz
secundaria, tallo-raiz, tallo e intemodo y cuatro regiones anatomicas en plantulas: division-elongacion,
elongacion, intermedia y madura. Durante el crecimiento y usando impresion de tejidos, se obsenvd
que el déficit hidrico indujo la mayor frecuencia de la HRGP e intensidad a la reaccion inmune (IR
incrementada y la nula de la PRPQ. Durante el desarrollo, HRGP con alta frecuencia e IR! disminuida
alcanzando un Maximo a los 15 4, la AGP diminuyd al 50% la frecuencia. Durante el crecimiento,
usando nmunolocalizacion se observd que el deéficit hidnco indujo HRGP incremente IRl y PRP2 1o
disminuye. Durante el desarrollo, el déficit hidrnco determina incremento de Rl de HRGP a 15 d y de
PRP2 a 22 d. Durante el crecimiento y usando Westem blot, se observd: incremento en frecuencia y
solubilidad de HRGP, indujo a 1 h e! incremento © disminucion de solubilidad y/o frecuencia, indujo
mayor frecuencia y alta solubilidad en las regiones de elongacion, intermedia y madura, determind
mayor frecuencia, baja solubilidad y proteinas de bajo PM en las regiones division-elongacion,
intermedia y madura. Durante e desarrollo, se observd: HRGP incrementd frecuencia vy solubilidad, el
tiempo de incremento de solubilidad para HRGP fué de 8 d y para PRP2 de 15 d, HRGP es
mayoritaria en las zonas de nodulos, tallo e intemodo, PRP2 es mayoritaria en las zonas de nodulos,
raiz primaria, raiz secundana y tallo. Durante el crecmento y usando determimacion de proteinas
totales y de hidroxiprolina hubo alta frecuencia de modificaciones en proteinas con prolinas
hidroxiladas solubles e insolubles en la region de division-elongacion. Durante el desarrollo, el déficit
hidrico indujo el incremento de solubilidad de proteinas con prolinas hidroxiladas y de la fraccién
total, donde raiz primaria y raiz secundana tuvieron mayor frecuencia con solubilidad incrementada
de las proteinas con prolinas hidroxiladas. Los resultados sugieren que la HRGP funciona como
proteina estructural que entrecruza temporal y tejido-especificamente a la pared celular. La PRP2
ademds de tener una funcion estructural, especulativamente puede funcionar como molécula senal.
Comparaciones de secuencias de aminodcidos y perfiles hidropdticos sugineron, por un lado, un
mecanismo de accidn parecido al que usan algunos virus vegetales en la difusion de la infeccion,
usando propiedades de interaccion para su transpone con componentes orgdnicos como
citoesqueleto, chaperonas, cofactores de reconocimiento; 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, miosing, calreticuling, centrina ¥ una proteina cinasa dependiente de
calcio. Este trabgjo se realizd con el apoyo de los proyectos DGAPA IN206694 y CONACYT 1888-
NO212,
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INTRODUCCION

ESTRES BIOTICO Y ABIOTICO

El estrés se define usualmente como aquel factor externo que ejerce un efecto desventajoso
en un sistema. Harris (1981), usd el témino estrés como sinbnimo del estatus hidrico. El concepto
de potenciat © estatus hidrico tiene dos principales usos. Primero, e! potencial hidrico gobiema la
direccion del! flujo del agua a través de las membranas y en consecuencia a través de &érganos y
tejidos. El segundo uso es para medir el estatus hidnco de la planta. €l deéficit hidrico conduce a
cambios fisioldgicos como la inhibicion del crecimiento de la planta disminuyendo la sintesis de
proteinas, la sintesis de proteinas de la pared celular y 1a expansion celular, vy le fotosintesis (Ciere
estomatal y acumulacion de solutos y ABA) (Taiz et al., 1991).

En un contexto biologico, “estrés' debe tener una definicidn bioldégica, Mmas que una simple
ecuacion. Asi en e! caso de las plantas, se puede medir por sus efectos en el Crecmiento © en
procesos primarios de asimilacion, come 18 fijacidon del CO, o la captacion de minerales (Taiz et al,
1991).

Las plantas en vida natural © las crecidas en procesos agricolas estdn constantemente
sometidas a multiples formas de estrés, tanto bidtuco como abidtico. Dentro de los estreses bidticos
podemos mencionar principalmente los causados por patogenos como virus, bacterias, diversos
protozoarios, nematodos, hongos, insectos e incluso los causados por el ganado o el mismo
hombre.

En cuanto a los estreses abidticos, podemos mencionar aquellos comeo la sequia, la salinidad,
la carencia © exceso de nutrientes minerales, las varaciones extremas de temperatura y pH, la
presencia de metales pesados, los insecticidas, danc mecanico © quimico, etc.; lo que limita
considerablemente su desarrollo (Colmenero-Flores, 1997).

POTENCIAL HIDRICO Y PRESION OSMOTICA

Se han utilizado diferentes pardmetros para designar e! estado hidrico de una planta siendo
uno de los mas aceptados el potencial hidnco, el cual se define en términos del potencial quimico
del agua.

El potencial quimico del agua es una expresion cuantitativa de la energia libre ascciada con et
agua. En termodinamica, la energia libre representa un potencial para realizar un trabajo. Un punto
importante es que el potencial quimico es una cantidad relatva, expresada como la diferencia entre
el potencial de una sustancia en un estado determinado y el potencial de la misma sustancia en
condiciones estandar. Por razones histdricas y practicas, en el area de la fisiologia vegetal se ha
utilizado e! potencial hidrico.

Asi, los factores principales que contribuyen al potencial hidnco estdn representados en la
ecuacion
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W=P-m

dénde ‘I es el potencial hidrico, que estd directamente relacionado con el potencial quimico del
agua; depende de la concentracion, ya que a mayor concentracion mayor potencial hidrico; presiéon
osmotica, que estd asociada con soluciones de diferentes concentraciones; y gravedad cuyo efecto
depende del peso o densidad del agua.

P, es la presion osmotica y representa el efecto de la concentracion de solutos en el agua.
Durante el estrés por deéficit hidrico, se produce una elevacion en la concentracion de solutos
intracelulares que permite que e! potencial hidrico sea mas negativo que el del suelo, y el potencial
osmdtico se hace mdas positivo, |0 que permite a la planta la absorcion de agua del suelo.

Finamente =, expresa el efecto de la presion hidrostdtica en el potencial hidrico de una
solucion. Las celulas vegetales tienen una pared celular rigida, lo que les proporciona una presion
hidrostatica intema positiva, llamada presidn de turgor (Taiz and Zeiger, 1991).

Si ponemos nuestra atencion a definiciones operacionales aplicabies a las diferentes clases
de estrés que pueden ser impuestas a un organismo por un potencial hidnco desfavorable,
consideremos dos tipos de situaciones. Una, 1a menos ambigua de las dos, es el estrés agudo, que
se da cuando un organismo que estd totalmente adaptado a un potencial hidrnico es expuesto a
otro. £l organismo debera gjustarse fisicamente para sobrevivir. La otra situacidn es el estrés cronico,
que se presenta cuando un organismo estd completamente adaptado a un ambiente Que es
nhibitorio en virtud de su potencial hidrico, pero crece en €. Si el organismo en estas circunstancias
esta 0 No bajo estrés es menos obvio que en un estrés agudo (Brown 1990).

Es la norma para cualquier organismo, que tenga un oOptmo en cudlquier variable
fisicoquimica y el potencial hidrnco no es la excepcion. Cualquier organismo, especialmente los que
crecen en el suelo, deben considerarse afortunados si estan en un ambiente Sptimo. La gran mayoria
de los organismos tienen un éptimo, definido por su indice de crecimiento, el cudl estd por abgjo de
1.0 ¢y menor a O MPa). Con valores menores, 1a respuesta al crecimiento varia ampliamente en los
organismos mas 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 hidrico (Brown 1990).

Especificamente, el alargamiento de Ia célula vegetal es afectado grandemente con bajos
potenciales hidncos. El desamrollo de los tejidos florales, expansion de hojas y elongacion de los
tallos responden a una disminucidn en el potencial hidnco antes que las raices (Bozarth, et al. 1987).
Estas diferencias pueden ser usadas para investigar el efecto que produce una modificacion det
potencial hidnco y por lo tanto de {a presidn de turgor, en el posible entrecruzamiento de proteinas
de pared celuler en plantas.

Cuando se crecen plantulas en la oscuridad y con bgjos potenciales hidricos, las raices
crecen rapicdamente mientras que el crecimiente del los tallos se inhibe. La inhibicidn es seguida por
la acumulacion de solutos que mantienen el turgor cercano a un valor constante (Cavalieri and Boyer.,
19892; Bozarth et al, 1987), pero posteriomente este aumenta considerablemente sus valores de
presion. Por lo tanto, es posible que la disponibilidad de los sustratos y el aumento en la presion del
turgor pudieran estar implicados en la inhibicion del crecimiento del tallo cuando una pldntula es
sometida a condiciones de estrés hidrico. Se aumenta la posibiidad de que puedan estar
ocurriendo cambios bioquimicos en las paredes celulares ya que la extensibilidad de las paredes es
controlada metabdlicamente y puede ser modificada después de largos periodos de estrés
osmotico (Matthews et al.,, 1984; Iraki et al., 1989).

12 TESIS CON

FALLA DE ORIGEN



iQUE ES LA PARED CELULAR VEGETAL?

En contraste con las células de muchos eucariontes, las celulas vegetales estan rodeadas por
una pared celular (Varner and Linn, 1989).

La pared celular es un componente iImportante e intrigantemente complejo con caracteristicas
unicas relacionadas con el estado de crecimiento, desarrollo, tipo celular € interacciones ambientales
(Fry, 1994). Mas aun, la funcion de cada célula estd ampliamente definida por su pared. Por lo tanto,
las paredes celulares, colectivamente, son responsables directas de la forma y estavilidad de la
planta como un todo y modulamente de la forma de los diferentes organos vy tejidos con una fuerza
mecanica colectiva. Estd determinada por el patron de depdsito de los componentes de la pared
celular durante los eventos de division, crecimiento y maduracion celular, asi como por los procesos
de diferenciacidn que se dan conjuntamente durante el crecimiento y desarrollo de las plantas
(Walbot, 198S; Cassab and Vamer, 1988).

La pared celular se divide generalmente en primaria y secundaria. La pared celular primaria es
una pared O capa compuesta de un esqueleto microfibrilar, el cual es formado mientras la pared
celular esta creciendo (con un incremento del volumen imeversible). En la pared celular secundaria
las microfitrillas son colocadas después de cesado el crecimiento (Fry, 1994).

Concemiente al significado bicldgico, las paredes celulares primarias: 1) evitan la explosidn
osmaotica de los protoplastos; 2) limitan la expansion de la célula (y asi el crecimiento de la planta);
3) son una barrera a la penetracion por patdgenos (en interacciones planta-microbio); 4) median la
adhesiéon de células adyacentes con un tejdo; 5) contienen formas latentes de moléculas
senalizadoras enddgenas (oligosacarinas); 6) su funcidn es importante durante el desarrollo de la
planta (nuevos tejidos); y 7) son los mds definitivos componentes de distincion de los tipos celulares
(Fry, 1994; Showalter, 1983).

COMPONENTES DE LA PARED CELULAR

La pared celular primaria es una fabrica extraprotoplasmica compuesta de varios homo- y
heteropolisacdridos estructurales, pequenas cantidades de (glico)proteinas estructuraies y aigunas
veces lignina (Fry, 1994; Showalter, 1983).

Las paredes celulares pnmarias contienen del 5-10% de proteina y 2% de hidroxiprolina
(Hyp). El contenido de proteinas en la madera es muy bajo, pero en esclereidas de la testa de
semillas de soya es del 20% (tienen paredes ceiulares muy engrosadas), donde la extensind © HRGP
representa €l 7% del peso seco de las células (Cassab et al, 1985).

En generdl, las paredes celulares estan compuestas de celulosa, hemicelulosa, compuestos
pecticos, ligning, suberina, proteinas (estructurales y enzimas), algunos micronutrientes (calcio y boro)
Yy agua.
Las tres clases mayoritarias de proteinas estructurales de la pared celular son: HRGP (o
extensinas), proteinas ricas en prolina (PRP) y proteinas ricas en glicina (GRP).

Las extensinas son una familia de glicoproteinas con forma de rodillo, son relativamente ricas
en sering, valing, tirosing, lisina € histidina. Presentan un pentapeéptido repetido llamado Ser-(Hyp), v
un patrdén de glycosilacion en los residuos de sering e hidroxiprolina. Lla mayoria estan O-
glicosilicamente unidos a cortas cadenas de arabinosa (de una a cuatro), mientras Que las serinas
estan O-glicosidicamente unidas @ una sola unidad de galactosa. Se cree que después de la
secrecion hacia la pared celular, las extensinas rdpidamente se insolubilizan formando
entrecruzamientos intermoleculares de di-isoditirosina (Showalter, 1993).
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Las PRP son proteinas de la pared celular y casi todas miembros que contienen hidroxiprolina.
Hay dos subclases;: lIos componentes normales de 18 pared celular y las de las nodulinas (se
producen en respuesta a la infeccion de bacterias filadoras de nitrégeno) y forman parte de la pared
celular del nddulo. Todas tienen repetidos Pro-Pro dentro de una varedad de unidades repetidas
mas largas. Las PRP no tienen carbohidratos © muy poco glicosilados con cantidades equimolares de
Pro y Hyp. Estdn involucradas en varios aspectos del desamrollo, desde la germinacion hasta estadios
tempranos de nodulacion. la expresion puede ser regulada por hendas, elicitores enddgencs o
fungicos, etileno, cultivo celular y luz. Tienen un patron de expresion tejido y célula especifico
(Showalter, 1993).

Las GRP se caracterizan por su estructura primaria repetitiva, con un 70% de glicina arreglado
en su corta unidad repetida de aminodcidos: Gly-X donde X es generalmente Gly pero tambien Ala
© Ser. Tiene una cierta homologia con las citoqueratina. Se expresan en respuesta al desarrollo (de la
pared celular) y condiciones estresantes (las citopldsmicas). Generalmente las GRP colocalizan con
las PRP, las cuales generalmente se encuentran en haces vasculares (elementos del xilema) y
particularmente con tejidos que van a ser lighificados (Showalter, 1993).

En las paredes celulares del coleoptio de maiz, el 24% de la prolina pertenece a
hidroxiprolina y el resto a prolina (Carpita, 1986). También contienen grandes cantidades de
aminodcidos aromaticos comparados con prolina o hidroxiproling (el 0.3 v 1.2% del peso de la
pared celular en coleoptiios de 2 y 4 dias). Por otro lado, se habla observado que la hormona
vegetal quxina no tiene ningdn efecto en la incorporacion de amincacidos en ninguna fraccion
citopldsmica o de la pared celular en ningun estadio de desarrollo. Lo anterior fue sugerido porque la
incorporacion de maternal en la pared celular ocurria después de la elongacion celular y asi los
aminodcidos aromadticos participaban en el entrecruzamiento de la pared celular durante la
diferenciacion.

Los modelos tridimensionales de la pared celular aun no son lo suficientemente detallados en
cuanto a la organizacion de sus diferentes componentes asi como en la participacion de agentes de
entrecruzamiento (Carpita, 1986; Cooper and Vamer, 1983; Fry, 1982; Fry, 1983; Lamport and
Epstein, 1983; Markwalker and Neukom, 1976; Scalbert et al.,, 1985).

ANTECEDENTES SOBRE EXTENSINA

Aparentemente, Tupper-Carey y Prestly (1924) fueron los primeros en reportar la presencia
de proteinas en la pared celular primaria de células meristematicas (Preston, 1974). De las tres clases
mayoritarias de proteinas estructurales de la pared celular la mejor caracterizada es la extensing, una
glicoproteina rica en hidroxiprolina, componente importante de la pared celular primaria.  Se ha
sugerido que este polimero integral de la pared es importante en el control del crecimiento y que
juega su papel en la arquitectura de la pared celuler. Sin embargo, no hay una elucidacion total del
papel que juega en la arquitectura celular. Lamport y Northcote (1960) y Dougall y Shimbayashi
(1960), descubrieron que Hyp era el componente aminoacidico mayor de hidrolizados en paredes
celulares de cultivos de tejido. La evidencia de que estos aminodcidos estaban en una union
peptidica ha sido resenada. Lamport (1965, 1980), asumid que ia funcidn de las proteinas que
contienen hidroxiprolina estaba relacionada con la extensibilidad de la pared celular y les llamaron
extensinas.

Por muchos anos, lo Que se conocia de las extensinds era por extrapolaciones de la
caracterizacion de otras glicoproteinas ricas en hidroxiproling y de péptidos obtenidos por digestion
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enzimatica e hidrdlisis parcial de paredes de tomate, las cuales contienen arabinosa, galactosa, Hyp y
otros amino aciclos (valina, serina, treoning, lising vy tirosina) (Fig 1). A través de hidrdlisis alcaling, se
pudieron recobrar hyp-O-arabindsidos, confirmando la unidn glicosidica con el 4-OH del
aminodcido (Lamport, 1969). Lamport (1974) realizd la primera secuencia de aminoacidos de la
extensina: SOOOOYOVWYK, SOOOOK, SOOCCOV(YKK). El primer intento de solubilizacion de la
extensina de la pared celular fue fallida, con lo que se concluyd gue era caracteristicamente insoluble
en la pared. Chrispeels (1970) fue el primero en identificar una proteina que contenia Hyp extraible
con sales en raices de zanahoria y sugind que esta podia ser el precursor de una extensina
covalentemente unida a la pared celular. La sintesis ¥y secrecion de extensina en raices de zanahoria
se mostrd que era aumentada por la obtencion de rebanadas y aereacion del tejido, con lo que se
sugifd que estos fendmenos estaban involucrados en la reformacion estructural de la pared © como
una forma de resistencia a las enfermedades seguidas de una herida.

Stuart ¥y Vamer (1980), fueron los pnmeros en purificarla de diferentes plantas. Con todo
esto, las unicas funciones fisiolégicas que se le han atribuido a la extensina son en fa proteccidn del
ataque de patdgenos, la desecacidon en heridas superficiales, la morfogénesis y el control del
crecimiento, aunque su papel en la estructura de la pared celular y funcidn se mantiene especulativo
y controversial. Estudios en la inversion de Voaox fueron los que apoyaron la idea de que esta
proteina estd bajo un estncto control por desarrollo, pues observaron Que se sintetizaba en menos
de 10 min, de las 48 h del ciclo de vida de VoAox (Schiipfentbacher et al., 1986).

Tal vez el mejor ejemplo de su funcidn estructural fue el realizado con paredes celulares de
Clamydomonds en las cuales los componentes estructurales mayoritarios son  varias HRGP.
Evolutivamente, las HRGP de las Clarmydiomonas son antecesoras de las HRGP de plantas superiores y
ademds ambas muestran insolubilizacidon durante el depodsito de pared celular usando el
entrecruzamiento de isoditirosinas, mecanismo postulado para la direccidn de la insolubilizacion en
plantas (Waffenschmidt et al., 1993; Brady et al, 1996). las Clarmydiomonas elaboran dos tipos de
pared celular durante el ciclo celular: gaméticoAvegetativo (V) y zigotico (Z), las cuales se
insolubiizan después del ensamblaje. Las paredes V estdn compuestas de dos cgpas: extema
soluble en sal (W) vy la intema insoluble extraible con SDS/B-mercaptoetancl (W2). De estas, la Wé
es de particular interés por que se reensambla con un arreglo cristalino. El sisterma para estudiar este
ensamble fue a traves del monitoreo de mondmeros W6 por flucrescencia de FITC-estreptavidina vy
observado con microscopio  electronico, siendo mudltiples los  sittos de  nucleacion para el
reensambie (Goodenough et al, 1986; Cassab and Vamer, 1988).

Otro antecedente fue el investigado por Bradley et al. (1992) quienes enfocaron 13 atencion a
los cambios rapidos en la pared celular como una forma de activacion por defensa. Reportaron que
elicitores causaban un rapidc entrecruzamiento de proteinas ricas en (hidroxidprolina (33 y p100)
mediado por H,O, (insolubilizacion completa a los 2 min) y precedian a la activacion de defensas
dependientes de la transcripcion, demostrando que este entrecruzamiento esta bajo control del
desamolio. Mostraron que heridas locales inducian un rapida insolubilizacion en la regidn inmediata (5
mm alrededor), parcial extraibilidad en regiones adyacentes y sin pertubtaciones a mayores
distancias. Finalmente concluyeron que el insolubilizacion dependiente de un estimulo es una forma
nueva de regulacion celular con funciones potencialmente importantes en la flexibilidad de las
paredes celulares en la arquitectura final de la planta durante et desarrollo y el endurecimiento rapido
de las paredes celulares en estadios iniciales de defensa.

La transcripcion de los genes de extensing se regula durante el desarrollo de forma tejido-
especifica. Concluyd que la HRGP se expresaba fuertemente en tejidos meristematicos y en algunas
de estas células podian estar bajo condiciones de estrés (Ye and Vamer, 1991). Una expresion
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mayor de extensina se ha observado con estimulacion mecénica (Tiré et al., 1994), herida (Showalter
et al., 1991; Sauer et al., 1990) e infeccion (Niebel et al., 1993; Corbin et al. 1987).

Sewro m_cn,_T_
on o
« ~L,

i de los mayoritarios de |a extensina.

Fig 1. Nombre y estructura

OTRAS PROTEINAS ESTRUCTURALES

La extensina NO €s la unica proteina mayoritana estructuratl de la pared celular, sino como se
mencion® al principio, también son proteinas mayoritanas (as PRP y las GRP. Sin embargo, aqui solo se
profundizara con las PRP.

Las PRP son proteinas ricas en prolina. El andlisis proteico de algunas PRP (SoPRP1, SbPRP2 y
DcPRP1) han mostrado que el S0% de sus prolinas son hidroxiladas y que la hidroxilacién ocurre
especificamente en el segundo residuo de las prolinas en 10s Mmotivos repetidos pentaméricos
(PPVEK, PPVYK, PPVHK) (Averyhart-Fullard et al, 1988; Kieis-San Francisco and Tiemey, 1990;
tindstrom and VVodkin, 1991; Bradley et al., 1992; Millar et al., 1992).

Debemos tomar en cuenta que, al menos para leguminesas, varos productos génicos rncos
en prolina clonados eran genes de nodulings tempranas (por ejemplo, ENOD2 y ENOD12) que se
expresan tempranamente en el desarrollo de nodulos fiiadores de nirdgeno (Franssen et al,, 1987;
Scheres et al,, 1990).

Lo anterior sugiere que los resultados de andlisis cuantitativos de hidroxiprolina pueden incluir
algunos componentes de las diferentes familias génicas de PRP y glicoproteinas ricas en
hidroxiproling, incluyendo a las nodulinas asi 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 Nno estd bien entendido. Tal
vez, las altas concentraciones de PRP en nddulo regulan la arquitectura molecular del esqueleto de
una manera que permita nuevos destinos en el desamollo para las células e infeccidn por Rfizobium
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(Witson et al., 1994). Sin embargo, debe tenerse en cuenta la participacion de los carbohidratos que
rodean a una proteina, por ejemplo, Kjellbom et al. (1997), demostraron que cuando se agregaba
H,O, y peroxidasa a fracciones parcialmente purificadas de dos subfamilias de AGP (82 y 97 kDa), se
generaban complejos de 170 kDa 77 vitroy de 110 y 210 kDa 7 vivo, lo que sugeria que las formas
con masas moleculares mayores aparecian como el resuitado de un entrecruzamiento € incluso
sugeria 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 tenian mas complejos entrecruzados que las hojas jovenes, patrén similar al que presentan
las PRP y HRGP en las paredes celulares del frijol (Bradley et el., 1992).

INSOLUBILIZACION

Los constituyentes polimericos, excepto la lignina y la celulosa, son solubles en agua después
de su extraccion, pero dentro la pared se entrecruzan por enlaces covalentes y no covalentes. La
extensing extraible con sales es la mejor caracterizada.

Las extensinas poseen un blogque de tetrahidroxiproling que estd decorado con arabinosa
para darle rigidez (Van Holtz and Vamer, 1984; Williamson, 1996). Otras repeticiones comunes en 1a
secuencia pueden actuar como sitios de reconocimiento para entrecruzamiento, POr enzimas que
glicosilan o por dreas de interaccion idnica con otras proteinas y polisacdridos (Kieliszewski ancd
Lamport, 1994).

Esta proteina altamente Ddsica se une rapidamente al esqueleto de polisacandos presentes
en la pared celular, y tras algunas horas, estos se han unido covalentemente y son inextraibles de la
pared celular (Cooper and Vamer, 1983).

Cuando se produce la elicitacion por infeccion con hongos patdgenos, hay un incremento
en la expresion de extensina acompanado posteriomente por el entrecruzamiento acelerado de
esta (Bradley et al., 1992; Brisson et al,, 1994).

Segun Brisson et al. (1994) y Bradley et al. (1992), los constituyentes de la paredes celulares
son alterados cuando los tejidos sufren alguna herida © cuando su indice de crecimiento cambia
(Cassab> et al, 1985; Iraki et al., 1989; Hiroshi and Boyer, 1990). Lo antenor ha sugendo que la
inhibiciéon del crecimiento del tallo bajo condiciones de estrés hidrico pudiera deberse a cambios
ocurricdos en las proteinas de la pared celular (insolubilizacién).

Estudios involucrados en el andlisis de péptidos derivados de tripsina en la pared celular
revelaron la presencia de un asa intrapolipeptidica, que formatan la Idt de las dos tirosinas en la
secuencia Tyr-Lys-Tyr. Idt en esta forma no esta entrecruzada con otros polipéptidos y no contribuye
drrectamente a la formacidon del esqueleto de extensina (Brady et al, 19968). En base a lo anterior,
Brady et al. (1996), aislaron un Nuevo aminodcido: di-isoditirosinag, el cual estd compuesto de dos
moléculas de Idt unidas por una unidn bifenil. Basados en su estructura, existe la posibilidad de que
pueda formar uniones intra o interpolipeptidicas, 10 que seria de interés en la arquitectura de la
pared, pues podra atrapar otros polimeros de la pared, como las pectinas o permnitifa la
concatenacion interpolipeptidica.

Asi, una probable causa de la insolubilizacidn covalente de la extensinad resulta de la
formacidn de un compuesto formado por cuatro tirosinds acopladas oxidativamente llamada
di-isoditirosina ya que el dimero ditirosina No se presenta en plantas, siendo la isoditirosina (Idt) la
que ocurre in vivo y a traves de este intermediario es como se forma esta estructura tetramérica (Fry,
1982; Brady et al, 1996) (figura 2). Se habia sugerido que un acoplamiento de residuos de tirosina
mediado por peroxidasa, forman la Idt, que puede servir para entrecruzar diferentes polipéptidos
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de extensing, formando un esqueleto de extensina (Fry, 1988). Se ha sugerido que las familias de
proteinas ricas en prolina y en glicing, contienen cantidades apreciables de tirosina, que pueden
insotubilizarse en la pared vz entrecruzamiento derivado de tirosina (Showalter, 1993; Brisson et al.,
1994).

El entrecruzamiento directo interpolipéptido formado por di-isoditirosing, dentro © entre las
tres familias de proteinas ricas en tirosing, pudiera tener una funcidén en el ensamblgje o
endurecimiento de la pared celular. Asi, la cantidad y la cualidad de los polimeros individuales y de
los entrecruzamientos son lo que definen las propiedades fisicas y bioldgicas de la pared celular (Fry,
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CRECIMIENTO Y DESARROLLO

El término crecimiento toma una gran variedad de sentidos. En el ambito individual,
usualmente iNvolucra INCrementos en Masa seca de un organismo (o parte de uno), ya sea que vaya
acompanado por un aumento en tamarno © no (diccionaro).
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En un organismo, el crecimiento es la expansion ireversible (plastica) del tamano de la pared
celular y se acompana por la combinacidn: division celular y alargamiento celular. La division celular
no constituye, propiamente, el crecimiento ya Que este puede ocurrir sin incrementar el tamano de
las estructuras implicadas. El alargamiento celular implica absorcidn de agua, pero por si solo,
tampoco constituye un crecimiento, lo Que es evidente en plantas en las que hay un considerable
aumento neto del tamano celular en regiones maduras. No obstante, con pocas excepciones, el
crecimiento continuo requiere la produccidn de nuevas células y su alargamiento, y estos dos
pProcesos estan cercanamente asociados en espacio y tiempo (Steeves and Sussex, 1989),

Hay que tomar en cuenta que el indice de crecimiento y su limite varia entre especies e
individuos, pero las bases moleculares de estas variaciones aun no estdn determinadas (Doonan  J.,
1996). Doerner et al., 1996 sugieren que el indice de division celular es un factor crucial, al menos en
las plantas, para la determinacion del indice de crecimiento.

El crecimiento vegetal depende de las actividades de los meristemaos primarios, agrupaciones
de células indiferenciadas en las extremidades de las raices y de la region apical. Lta proliferacidn
proporciona a las células el mantenimiento del meristemo y la construccidn de nuevos tejidos
diferenciados (Doemer et al., 1996).

En teoria (Lockhart, 1965), el crecimiento ceiular se logra cuando la pared celular se expande
bajo el estrés de una presidn intema (turgor, ‘¢p). La absorcidn de agua de las células en expansion
es determinada principalmente por el gradiente del potenciat hidrico vy la conductividad hidraulica
entre la célula y el medio extemo (A'W),

La alta sensibilidad del crecimiento expansivo con répidas variaciones en el potencial hidrico
(‘¥) sugiere que, el efecto inicial de un ‘¥ reducido sobre la expansion es fisico y estd mediado por
Wp (Green et al., 1971; Acevedo et al, 1971). Esto implica que las hojas de las plantas que pueden
adaptarse a8 bajos W y mantener su crecimiento, lo hacen manteniendo el W¥p necesarno para el
crecimiento y A'V para la toma de agua. Un mecanismo adaptativo es el gjuste osmotico, en &l cual
una fuente baje de ‘M es compensado por un bajo potencial de solutos en el tejido (‘Ps) (Meyer and
Boyer, 1972). El ajuste osmdtico ha sido observado en hojas maduras y en crecimiento de varias
especies (Hsiao et al., 1976; Matsuda and Riazi, 1981; Michelina and Boyer, 1982), pero en algunos
de estos estudios el crecimiento foliar se inhibid sin una pérdida aparente de ‘V¥p en la zona de
crecimiento (Matsuda y Riazi, 1981; Michelina and Boyer, 1982; Matthews et al, 1984). Otro ejemplo
fue realizado en hojas de uva, donde cambios rapidos en la relacion ‘Wp-crecimiento ocurmeron por
cambios en turgor (Shackel et al, 1987). Esto implica que factores como ‘Wp limitan el crecimiento y
que esta reiscion depende det ambiente.

El crecimiento en si Nno forma un cuerpo organizado, pero si, al menos en teora, al
ensamblgje homogeéneo de las células. La formacion de un cuerpo organizado, implica Que celulas v
grupos de células en diferentes regiones del cuerpo sean estructural y funcionalmente distinguibles.
Los cambios que ocurren en estas ceélulas y grupos de células y la forma en las que podemos
distinguirlas constituye lo que se conoce como diferenciacion. Hay ocasiones en las cuales el
crecimiento ocurre sin diferenciacién o la diferenciacidn sin crecimiento, pero casi siempre es cierto
que ambos fendmenos ocuren en intima asociacion.

El destino celular en el desarrollo puede estar determinado por la posicion, lo cual esta
definido por las c<élulas vecinas. Por ejemplo, durante la formacidon de los pelos radicales, la
identidad celular es detenminada solamente después de que toda actividad mitdtica ha cesado y
son fuertemente influidas por las ceélulas 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 actividad
integrada del crecimiento y la diferenciacién. En el sentido limitado, el desarrollo abarca numerosos
procesos, como la division celular, el alargamiento celular, la sintesis de proteinas, la elaboracion de
materiales para la pared celular, 1as alteraciones cuantitativas y cualitativas en los organeios celulares,
entre muchas otras. Por lo tanto, es importante reconocer dos importantes aspectos del desarrollo y
analizar sus procesos en téminos estas dos categorias: el crecimiento y la diferenciacion (Steeves
and Sussex, 1989).

Voliendo a la pared celular, la complejidad y diversidad de células en una planta es debida,
en parte, a la composicion de estas. Como es bien sabido, da fuerza y forma a toda la planta. Asi, la
diferenciacion de las paredes celulares forma una varnedad de tipos celuiares especializados. Desde
el descubrimiento de las proteinas de las paredes celulares, se ha propuesto que su estructura estd
determinada, en parte, por la expresion a través del desarrolio de la planta. Por ejemplo, Shirsat, et al.
(1991) mencionan que el gen de la extensing estd probablemente expresado en distintas
localizaciones celulares y organo-especificas Que contribuyen con la habilidad de la planta de
responder @ ambientes especificos y del desarroilo.

Analicemos el desarrollo de una planta vascular. La planta vascular, como todo organismo
qQue se reproduce sexuadlmente, inicia su existencia como una simple célula, el huevo fertilizado ©
zigoto. la proliferacidn de estas células forma un embridn, dentro del cual, en estadios tempranos,
organos y tejidos comienzan a ser formados. En la embriogénesis temprana, dos regiones distintivas
se separan, aproximadamente en los polos opuestos, que subsecuentemente retienen la capacidad
de crecimiento continuo. Uno es el liamado meristemo apical de las partes aéreas, que produce un
sisterna aéreo en expansion por la formacion continua de tejidos y el inicio de una sucesion de hojas
y primordios. El otro, es el meristerno apical de la raiz, que similarmente forma un sistema de raices
en expansicn. De esta forma, el desarrollo de estos sistemas de terminacion abierta es repetitivo, ya
que la misma clase de tejidos y érganos es producida en una sucesion continua (Steeves and
Sussex, 1989). .

La actividad de los menstemos apicales produce un cuerpo en elongacion, llamado cuerpo
primario. En muchos casos, este cuerpo prmano constituye a toda la planta. En otros casos,
particularmente en plantas con un ciclo de vida largo, hay un componente adicional de! desarrollo
que aumenta el radio de los ejes. Estos resultados de la actividad de dos meristemos adicionales
niciados en el estadio postembrionico: el cambium vascular, contnbuye a la adicion de células al
sistema de conduccidn y el cambium de "corcho”, que produce el tejido protector que reemplaza a
la epidermis onginal. Estos meristemos y 10s telidos que producen, constituyen el cuerpo secundario
de la planta. El cuerpo secundanc no constituye toda la planta, sino que estda compuesta de unos
cuantos tipos de tejidos sin incluir érganos. En algunos casos, puede constituir la mayor parte del
cuerpo de la planta. Mas aun, especificamente la pared celular vegetal, que es una estructura
dindmica y capaz de alterar su composicion a través del desarollo, es capaz de responder a
estreses externos como son el atague de patogenos o la sequia (Shirsat, et ai. 1991).

En los parrafos anteriores, se ha usado deliberadamente la palabra desarrollo sin precisar su
significado. Asi, el desarrollo es la suma total de eventos que contnbuyen a la elaboracion progresiva
del cuerpo de un organismo involucrandose influencias ambientales y genéticas. Por ello, se deben
incluir todos o la mayoria de los procesos fisioldgicos de los organismos vivos. Es especialmente
cierto en plantas, Que todos los fendmenos fisioldogicos llevados a lo largo de la vida de un
organismo, estan encaminados a la elaboracidon progresiva de su cuerpo (diccionario; Steeves and

Sussex, 1989).

20



JUSTIFICACION

La Biotecnologia, en nuestros tiempos, juega un papel protagonista con un gran iIMPacto
benéfico en la sociedad. Especificamente, uno de los paradigmas biotecnoldgicos en el que
contribuiriamos con este proyecto de investigacion es en el drea de Biotecnologia vegetal, con la
caracterizacion molecular parcial de una variedad de frijol sometida a condiciones de sequia y su
efecto durante el crecimiento y desarrollo.

La sequia es una condicidn ambiental ciclica, recurrente e impredecible que aqueja a la
humanidad. Segun Hermndndez (1996), la sequia comenzd a ser estudiada cuando se convirtic> en un
problema social y dejé de verse como un fendmenoc natural, por lo cual se carecen de estudios
actualizados y antecedentes historicos para prevenir sus consecuencias. Por ello, muchos proyectos
de investigacion se han enfocado a obtener variedades vegetales resistentes a pestes, a salinidad y a
sequia. Sin embargo, dicha obtencion ha sido por métodos genetcos sin tomar en cuenta la
caracterizacion y la sistematizacion a nivel molecular de estas y otras vanedades.

Por otro lado, a nivel molecular generalmente se realiza la caracterizacidon de un gen y andlisis
de su expresion diferencial en diversos organos y tejidos de una planta bajo ciertos estimulos. Sin
embargo, dada la regulacion del estatus hidrico en distintas regiones anatdmicas, &rganos y tejidos,
fue que se considerd el estudio sistematizado del entrecruzamiento de proteinas de la pared celular
durante el crecimiento y desarrollo del frijol. Por lo anterior, se plantearon las siguientes hipdtesis y
objetivos.
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HIPOTESIS

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

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Investigar el efecto del deficit hidrico durante el crecimiento y desarrolio del frijol (Phaseoius
vulgarrs L),

OBJETIVOS PARTICULARES

Investigar el efecto del déficit hidrico en las diferentes regiones de la pldntula y zonas
anatomicas de la planta adulta mediante:
1. Determinacion cuadlitativa de proteinas de la pared celular (locatizacidn con  anticuernpos
especificos).
2. Determinacion cuantitativa de proteinas de la pared celular (relacién hidroxiprolina/proteina
soluble, hidroxiproiina insoluble y proteina soluble).
3. Andlisis temporal de solubilidad de proteinas de la pared ceiular bajo condiciones de deéficit
hidrico (intensidad de reaccidn a@ un anticuerpo y entrecruzamiento de proteinas) usando
cinéticas cortas vy largas.
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MATERIAL Y
METODOS

El indice de crecimiento, puede ser un indicador que puede llevar a conclusiones errdneas
del comportamiento fisicldgico. Los bajos potenciales hidricos normalmente tienden a bajar la
velocidad de las reacciones bioquimicas y a8 disminuir los indices de crecimiento en organismos que
pueden © no estar “estresados" (Brown 1990). Sin embargo, varos estudios indican que el déficit
hidrico modiifica diversas funciones bioldgicas, por ejemplo inhibe la expansion foliar en un rango de
tiempo desde minutos hasta meses, pero comunmente dias (Hsiao, 1973; Schultz and Matthews,
1993). Asi, la sensibilidad del crecimiento al déficit hidrico puede cambiar diuma y estacionalmente,
aunque el entendimiento de la naturaleza de la inhibicidn es limitado. Por todo lo anterior, fue que
se disenaron los métodos que permitieran tener un panorama completo desde diferentes puntos
de vista.

MATERIAL VEGETAL

Semillas de frijol (Phaseolus vuigarts L.) var. Negro Jamapa fueron esterilizadas en su superficie
con alcohol e hipoclonto de sodio al 5% (vAY), enjuagadas abundantemente y embebidas en agua
destilada estérnl durante 1 h, colocadas sobre todllas de papel himedo en charolas y finalmente
cubiertas con papel aluminio (Lara et al.,, 1984).

CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Se realizaron dos tipos independientes de experimentos, aquellos en los gue se analizd la
etapa de crecimiento y otros en ios que 1a etapa de desarrollo fué analizada.

Para la etapa de crecimiento, las charolas con las semillas fueron mantenidas a 25°C durante 3
dias en la oscundad. Las plantulas fueron transplantadas @ macetas con vermiculita, previamente
pesada, esterilizada y saturada con agua (control: 5 ml/gr) o solo humedecida (déficit: 1/12 del
volumen control). Las plantulas transplantadas se mantuvieron en la vermiculita durante 5 min, 30
min, 12 h, 18 h, 24 h y 36 h. Los hipocotilos de las plantulas se disectaron con una navaja de rasurar
en cuatro diferentes regiones: region de dvision o E1 (zona inmediata al cotileddén de 2-3 mm de
longitud, contiene células en division y en elongacion), regidn de elongacidn o E2 (comresponde a la
zona que forma el gancho, de 5-8 mm), region intermedia (células diferenciadas, zona de 7-10 cm)
y region madura (células totalmente diferenciadas, zona de 1 cm).

Para los experimentos correspondientes a la etapa del desarrolio, las pldntulas de 5 dias
crecidas en la oscundad se transplantaron @ macetas de pldstico con vermiculita, previamente
pesada, esterilizada y humedecida con la misma cantidad de agua que para Ios experimentos
anteriores. Previamente van Holtst et al. (1980) y van Holst (1981) probaron gue los hipocotilos
crecidos bajo estas condiciones son suficientemente homogéneos para permitir  estudios
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relacionados con el indice de elongacion celular y de la composicion de las paredes celulares
primarias. Cada plantula (Fig. 3) fué inoculada con Rhizobium tropici (cepa CIAT 899). Las plantas
fueron cultivadas en invernadero con luz natural a 25°C durante el dia v a 20°C durante la noche.

Las macetas se pesaron Yy regaron diarisamente para mantener las condiciones de déficit
hidrico. Las plantas fueron cosechadas a diferentes tiempos después del transplante: 7, 15 o 21
dias. Se disectaron seis tejidos: internodo, tallo, tallo-raiz, raiz primaria, raiz secundaria y nddulos.

Fig 3. Ia de frijol ida en Ia d 5 dias.

IMPRESION DE TEJIDOS

El andlisis por impresion de tejidos fué realizado como se describid previamente (Cassab et
al, 1987). Después del transplante de las plantulas a los medios experimentales durante los tiempos
determinados, se disectaron segun la region o tejido usando navajas de rasurar. La muestra de tejido
se colocd sobre una membrana de nitrocelulosa, previamente tratada con cloruro de calcio 0.2 M,
presionando ligeramente unos segundos. La membrana con la impresion dejada por el tejido, fué
tratada como Westem-blot, usando anticuerpos policionales dirigicdos contra PRP (SoPRP2 de soya)

© HRGP (extensina de soya).

INMUNOCITOQUIMICA PARA MICROSCOPIA DE LUZ

La inmunoiocalizacion muestra la localizacion de antigenos usando anticuerpos, gue pueden
ser proteinas u otros componentes celulares, generalmente en forma insoluble. Muestras de todos
los tejidos disectados se fijaron por 24 h en paraformaldehido y 1% glutaraldehido en PBS a 4°C.
Despues de tres cambios del buffer, los tejidos se deshidrataron con diferentes porcentajes de
etanol (10, 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-
lisma. La inmunocitoquimica fué hecha con la técnica para Western-blot, excepto que la
concentracion de los anticuernpos 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) ¥ el segundo anticuerpo fué
incubado 1 h. Llas muestras se revelaron con buffer AP (Tris HCI ph 9.71, cloruro de magnesio 10
mM y aforado a 10 ml con agua), 33 mi de BCIP ¥ 44 ml de NBT, por un tiempo maximo de 30 min.
La reaccion se detuvo con agua. Las micrografias fueron tomadas con una pelicula Kodak Ektapress
ASA 100. El control fué hecho usando suero preinmune y No se observo ninguna sefnal en las

muestras.
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EXTRACCION DE PROTEINAS DE LA PARED CELULAR

£l tejido fué tratado como describid Cassab et al, (1985). En un homogenizador de vidrio
frio, se colocaron individualmente las muestras. Se homogenizan con un buffer de acetato de
potasio al g 1% PH 5 con 4 mM Na S O,. Se centrifugaron a 6000 rom a 4°C por 5 min, eliminando
el sobrenadante. Se extragjo la pastilla (pellet) con Nonidet p-40 al 0.5% en 2 mM NaﬂS,Os y luego
se lavd exhaustivamente con 2 mM NaQS,Os. La pastilla final se resuspendi® en 100-200 mide 0.2 M
cloruro de calcio y 4 mM Na S0, centnfugando a méxima velocidad por 10 min. El sobrenadante

se conservod a -70°C. El pellet se secod vy se registrd su peso seco (Fig. 4).
3

EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES
El protocolo fué realizado segun Cassab et al, (1985). Las muestras, se homogenizaron en
0.2 M cloruro de calcio. Se centrifugaron 10 min a maxima velocidad. El sobrenadante se guardo a -

70°C. ta pastilla se secd en y se pesd para conocer su peso seco (Fig. 4).

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

La determinacion de proteinas se llevd a cabo segun el método de Bradford (Braciford,
1976). Las muestras se leyeron en un espectrofotdmetro a 595 nm de absorbancia con luz visible.
Los calculos se hicieron para que el volumen de cada muestra fuera de 6 mg de proteina.

CELULA
VEGETAL \
FRACCION DE PROTEINA
DE LA PARED CELULAR
¥ de ia pared celular) .
PROTEINA SOLUBLE ~ » PROTEINA INSOLUEBLE
(ut matucian) {40 peso seco)
o aa b ooo cfh 0| =2
N . z E -
DETERMINACION DE OETERMINACION DE oere oe oeve oe
HIDROXIPAOLINA PROT TOTAL HIDROXIPROLINA PAOT TOTAL
(BRADFORD) (8RADFORD)
Fig 4. Di e de de p da la pared celular. A partir de las céluias vegetales de
las plantas del frijol se obtienen dos tipos de ™ pr total y de Ia
lar). De estas e tanto pi como pi
lace que forman entre si, lo que les prop-: su 1, p
2, p con pero . con que se -,
proteina insoluble. A dichas de se les Ia ina y {as p por et

método de Bradford,
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DETERMINACION DE HIDROXIPROLINA

La determinacion de Hyp se realizd por el método de Drozdz et al. (1976). Cantidades
conocidas de las muestras (deshidratadas © en solucidn) fueron hidrolizadas 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 resuspendieron en un volumen conocido de HQOA Algunas muestras se centrifugaron 2
min en una Mmicrocentrifuga para eliminar el "humus”. Con un volumen conocido de las muestras se
realizd el ensayo colorimétrico. Estos ensayos se hicieron, por lo menos tres veces. Con la solucion
estandar de Hyp (5 mg/ml disuelto en H,O) se realizd la curva de calibracion. A cada muestria y a
cada estandar de Hyp (0.5 mgy 0.05 mg en 100 mi, de un stock de S mg/ml) se le adicionaron
60 mil dde buffer de citratos fresco (0.05 g cloramina T, 0.5 ml H,O, 1.0 ml solucion citrato-acetato
pH 6.3, 5.7 g NaAcetato:3H,O, 3.75 g Na citrato:3H,0 en 38.5% isopropanol-). Diez min después,
se adicionaron 120 ml de buffer 2 (0.5 ml icido percldrico y 2.5 mi solucion p-dimetil amino
benzaldehido 5% en isopropanol). Los tubos se colocaron inmediatamente en un bafo de agua
caliente a 60°C por 20 min. la concentracion de hyp de las muestras solubles se calculd de
acuerdo con la siguiente formula:

[Hyp] = (Q.D 560 muestra)1/o

a
donde
log jndar alto -0.5 mg-
{estandar bajo -0.05 mg-]
/o =
D. dndar_al
O.D. 560 estandar bajo
Y

a = (Q.D. 560 estandar alto)1/o

[Hyp estandar alto]

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

YYYY ug peso seco NN ug hyp
?

1 ug
= ZZ27ZZ ug hyp/ pg peso seco

La concentracién de hyp por microliro de solucion de las muestras en solucidn fué
calculada con esta regla de tres:

Vol usadio para la determinacion [Hypl
(formula)=AAAA ng Hyp (CCCC b
?

1l
= BBB ug Hyp/ ul CaCly
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS

Se armaron las cdmaras de electroforésis. Usando guantes, se realizd la mezcla para el gel de
corrida al 10% de acrilamida. Con una micropipeta se transfirid la mezcla a la cadmara. Se agregd un
poco de n-butanol sobre la superficie expuesta del gel. Se dejé polimerizar 1 h. El gel se lavd con
agua destilada. Los peines se colocaron. Se prepard la mezcla para el "stacking gel" y se transfirido
con una micropipeta. Se dejd polimerizar 30 min. Se quitaron los peines y se lavd perfectamente.
Las muestras se hirvieron durante & min con una solucion (2X "“magic mix™) (1.25 mt 1.5 M Tris pH
6.8, 4 ml 10% SDS, 2 mi glicerol, 1 mi B-mercaptoetanol y 20 ml azul de bromofenol). Un volumen
calculado para cada muestra se colocd en cada camil. La cdmara se llend con buffer de corrida 1X
(10X :3% Tris, 14.4% glicinay 1%-SDS) y se comeron a 10 mA por 5 h. Algunos geles se tileron con
plata ("Kit silver stain") segun las instrucciones de! fabricante (Sigma) y otros con Coomasie (0.4 g
azul de Coomasie R-250, 100 ml metanol, 100 ml agua destilada y 14 mi dcido acético glacial). Para
los geles tenidos con Coomasie, se usd una solucion destertidora (100 ml agua destilada, 100 mi
metanol y 20 ml 4cido acético glacial) que se cambid regularmmente hasta obtener la definicidn
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 semihumeda se llend con buffer de transferencia (1.5 g tns, 7.2 g 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 sandwich para cada gel dentro de la cdmara colocando papel filtro, nitrocelulosa, gel y
papel filtro. La cdmara se tapd y se conectd a la fuente de poder. Los geles se corrieron 8 150 mA-
50V por 3 h.

ELECTROFORESIS EN GELES CATIONICOS NEUTRALES

Se realizd la mezcla para el gel de corrida (1.94 ml 40% acrilamida, 2 ml buffer de
separacion pH 6.8 :4X (89.16 g MOPS, 6.6 g KOH, aforado a 500 mi, 1.18 ml de 2% bis-acrilamida,
2.94 ml agua destilada, 40 ml 10% APS, 4 mi TEMED). La mezcla se transfind y se agregd n-butanol.
Se dejd polimerizar. El gel se lavo. Los peines se colocaron. Se prepard la mezcla para el pregel
(1.02 ml glicerina, 1.2%9 ml buffer de staking pH 8.0:4X {1.32 g KOH, 5.27 g MOPS y aforado a 100
mi}-, 0.47 ml 40% acrilamida, 2.05 ml 2% bis-acrilamida, 20.5 m! 10% APS, 6.83 ml TEMED). Se dejo
polimerizar. Se quitaron los peines y se lavo el gel. Las muestras se mezclaron con buffer de cormrida
(0.1 ml B-mercapto etanol, 0.2 ml 20% glicerol, 0.5 ml buffer de apilamiento:4X {0.2 mi agua y
0.015% pironina Y}) y se colocaron los volumenes calculados por carril. la camara se llend con
buffer de electrolitos fresco (1X) pH 6.8 (1.552% histiding, 0.42% MOPS) Los geles se corrieron a
10 mA y se tineron.

TRANSFERENCIA DE GELES CATIONICOS NEUTRALES

La unidad de transferencia semi-himeda se llend con buffer de transferencia (10% metanol,
23.28 g histiding, 6.9 g MOPS y aforado a 1500 ml). El papel filtro, la nitroceiulosa y los geles se
embebieron en el buffer 2 min. Se hizo un emparedado para cada gel dentro de la cdmara. Los
geles se comeron a 150 mA-S0 V por 3 h.
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WESTERN BLOT

La técnica de Western blot se realizé como o describe Towbin et al., (1979). Después de
realizar la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, la membrana se sumergid en
agua y se hivid 4 min. Se colocd en buffer de bloqueo 1 h a 42°C con agitacion. Se lavé con TBS.
Se agrego el buffer de bloqueo con anticuerpo policional primario a una dilucién de 1:10000 (anti-
extensing) o de 1:1000 (anti-SoPRPY) y se dejo durante 3 h con agitacion. Se lavd con TBS y se
agrego buffer de bloqueo (10 mib) con el anticuerpo secundario (anti-conejo) durante 1 h. Se lavd
con tris borato de sodio (TBS). Se reveld con buffer AP. La reaccidon se detuvo con agua.



CRECIMIENTO

METODO CUALITATIVO

IMPRESION DE TEJIDOS

Para conocer la localizacion de forma rapida v tejido-especifica de las proteinas solubles
de la pared celular (PRP2 y HRGP) bajo condiciones control y de déficit hidnco, se usd la técnica
sencilla y rapida de mpresion de tejidos (similar al westem blot), en la que se usan cortes de
tejidos que se presionan sobre membranas de nitrocelulosa tratadas con cloruro de caicio v el
conteniddo de las células cortadas se transfiere pudiendo localizar de forma tejido-especifica,
adaidos nucléicas, cienos carbohidratos y proteinas. (Reid and Pont-Lezica, 1992).

Epidermis

- TZEIS CoN
fALLA DE ORIGEN

Precursores de
haces vasculares

de una de frijol n ia region madurs que

Fig. S.

Para el andlisis por impresion de tejidos, las plantulas fueron transplantadas a vermiculita
(bien regada o con 1/12 del volumen de agua control) durante diferentes tiempos (0O, 1, 24 o 36
h); las plantulas fueron seccionadas en cuaro regiones (division-elongacidn E1, elongacion E2,
intermedia y madura). Anticuerpos anti-SoPRP2 y anti-extensina fueron utilizados para visualizar la
intensidad de reaccion inmune (i.ri). Los resultados observados sobre las tiras de nitrocelulosa
tratacias con 10s anticuerpos para las diferentes regiones del hipocotio se resumen en la tabla 1
(para identficacidn de tejidos ver fig. 5).
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(l.ri.) se on -} sin (+)} poca Lri., (++) mediana i.ri. y
{(+++)altalri. h = halus, p = p.hv. = de haces

REGION DE DIVISION-ELONGACION (EI)

Los datos en general, mostraron que para la PRP2 de la region E1, al tiempo O hubo un
aumento de solubilidad en los p.h.v. de los controles asi como en el cortex de ios que estaban
en condiciones de déficit hidnco, posiblemente por una relocalizacion desde los p.hv. como
una posible senal de alerta.

En el caso de las HRGP al tiempo O ¥ 36 h no se observaron cambios significativos en 1a
irk ni en los controles ni en los de déficit. Después de 1 h, el patrén es el mismo que los
controles aunque hay una alta insolubilizacion en la epidenmis. A las 24 h con déficit hidnco se
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observd un incremento de iri. 8 mediana y puntual en la epidemmis y p.hv, posiblemente por
una relocalizaciédn de dichas proteinas a este tejido como una posible forma de accién ante la
falta de agua; tal vez por eso también la HRGP en cortex se encuentra totalmente insolubilizada.

REGION DE ELONGACION (E2)

En la region EQ las plantulas control vy las de déficit hidrico, mostraron para las PRP2 a
tiempo O una sola variacion del iri.: de bajo a nulo en médula bajo condiciones de déficit.
Ademas, la mediana solubilidad en los p.h.v. ¥ la baja iri. en la epidemis pudiera implicar una
relocalizacion. En el caso de las HRGP se observd la presencia con baja iri. en ia regiéon del
conex y médula mientras que las PRP2 no. También el aumento a8 mediana i.r.i. en p.hv. fue
observado en ambas condiciones.

Para las HRGP después de 1 h se observd una disminucidn a nulo iri. en 1a epidermis de
los de déficit hidrico, lo que implica una mayor insolubilidad a tiempos cortos y un aumento, con
respecto al tempo O, a mediana iri. para los controles en p.hv. A las 24 h se observd una
disminuciéon de la solubilidad en los p.hv, con respecto al tiempo anterior; en ambos puntos &l
control estuvo totalmente insoluble y el de déficit con poca solubilidad. Al parecer, este tiempo
de tratamiento esta en el limite de 1o que la planta puede usar COMO recurso para sobrevivir,
debido a que puede observarse un marchitamiento fuerte y en ocasiones Nnecrosis en esta
region; a las 36 h disminuye el iri. en la epidermis aungue aumenta moderadamente en los p.h.v.
y se observa la presencia de un halo.

REGION INTERMEDIA

Las PRPZ no mostraron ninguna diferencia del deéficit hidnco con respecto al control. Se
observd una mechana solubilidad en los p.h.v. bajo ambas condiciones. Las HRGP a tiempo O
mostraron un ligero aumento de la solubilidad en la epidermmis de las plantulas con déficit. Con
respecto a las PRP2 se observd un leve aumento a baja solubilidad en cortex y médula y una
disminucidn en p.h.v.

Después de 1 h de déficit hidrico, las HRGP mantuvieron la tendencia aumentar la
solubilictact en la epidermis de las plantulas y, ademads, con un halo. El conex y p.hv. también
aumentaron la solubilidad con respecto al trempo 0 (a8 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.hv.). Es
posible que ese ncremento vy la presencia de otros cormponentes celulares faciliten la
redistnbucidn de las proteinas solubles en los tejidos que van a la periferia del hipocotilo. Sin
embargo, el déficit hidnco induce una ligera insolubilizacion observada en p.h.v. solo después de
un lapso de tiempo como el usado en esta cinetica.

A las 24 h se observd en epidermis una disminucidn de la solubiidad de la HRGP en las
plantulas con déficit y la presencia de un halo en los controles; lo anterior sugiere una respuesta
adelantada e incrementada cuando las condiciones de crecimiento de la plantula no son las
Sptimas en el caso de este tejido. El cortex ¥y p.h.v. mostraron una disminucion de la solubilidad
en ambas condiciones con respecto al tiempo anterior (nula iri. en ambos Casos), pero mayor
para los controles y ligeramente mayor solubilidad en las plantulas con déficit hidrico.

Finalmente, a las 36 h de tratamiento se observd que la insolubilizacion se mantuvo en la
epidermis de ambas condiciones, correlacionando con la misma observacion del tiempo
antenor, incluso para los p.h.v. El cortex también se mantuvo con baja solubilidad de proteinas. £l
caso de la medula fue constante en todos los tiempos en esta region independientemente del
tratamiento. No hubieron diferencias significativas en estos tejidos a los tiempos de tratamiento.
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REGION MADURA
En la regidn M al tiempo O se observd que las PRP2 se mantuvieron con el mismo patrén

que en la region intermedia. En cuanto a las HRGP se observd una baja solubilidad en casi todos
los tejidos, tanto controles como en déficit, excepto en los p.h.v. de los controles (medhiana i.r.i.

y halo).

Despueés de 1 h, las HRGP mostraron un incremento de solubilidad en los p.h.y.; alta y con
halo en los controles y mediana y puntual en los de déficit. Esto indica que la solubilidad
disminuye ligeramente en las plantulas con déficit. En la médula diminuyd la intensidad (nula) con
respecto al tempo O; en el casc de los otros tejidos, se mantuvo la misma tendencia que en el
tempo antenor.

A las 24 h deja de observarse el halo que tenian las plantulas en déficit pero se mantiene
la misma respuesta. En el cortex de los controles disminuye a nula solubilidad mientras que los de
déficit se manuenen con la misma respuesta con respecto al tiempo anterior. Los p.h.v. de los
controles disminuyen su solubilidad 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
solubihdad; la insolubiizacidn paulatna en los controles posiblemente se deben al proceso del
mismo crecimiento pues en condiciones de déficit hidrco la mediana solubilidad se mantiene sin
vanaciones durante toda la cinética, indicando que en esta zona anatdmica permanecen
proteinas en forma soluble comMo una respuesta 8 condiciones inadecuadas de agua.

Finaimente, a las 36 h las condiciones se igualan en la epidermis el cornex y la médula. Los
p.h.v. mostraron un aumento de insolubilidad en las plantulas control mientras que las de déficit
se mantuvieron con el mismo comportamientoque a 1 hy alas 24 h,

En general puede resumirse que at tiempo O la PRP? en E1 de las plantulas con déficit
hidrico es mayoritaria y muestra halus en cortex, lo que sugiere que dicha localizacion es
resultado de otro tipo de estrés (herida) dando lugar a movimientos transversales hacia regiones
mds extemas como posible senal de ulerta. En E2 nuevamente es mayoritana en p.h.v. para ambas
condiciones hidricas, solo que el déficit hidrico deja de mostrar halus indicando que esta
condicidn modifica la solubilidad de los componentes del halus pero no de las proteinas de la
pared celular; la epidermis muestra baja solubilidad sugiriendo que su presencia es debida al
proceso del crecimiento ademds que a las condiciones hidricas. Cabe mencionar que la mayor
wvariacién en cuanto a solubilidad se observd en la region de elongacidn, posiblemente debido a
la mayor importancia Gue tiene esta region por ser en la que se estan requiriendo proteinas de la
pared celular, entre otros. En | y M s& observa mayontariamente en p.h.v. independientemente de

las condiciones hidricas.
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Para la HRGP en condiciones de déficit hidrico se cbserva en E1 un incremento transitorio
de la solubilidad en la epidermis a las 24 h que no se observa en los controles, sugiriendo una
regulacion del crecimiento por este tejido; los p.h.v. mostraron un lento decremento de la
solubilidad indicando que a mayor tiempo de exposicién en estas condiciones la insolubilizacidn
se retrasa (con respecto a los controles); el corntex y la médula se mantuvieron sin mucha
variacion en la solubilidad a lo largo de la cnética. En E2 de Ios de déficit hidrico en p.hv. se
observa mediana solubilidad con halus casi toda la cinética mientras que en 1os controles sdlo
fue un incremento transitorio lo gue sugiere que una condicion hidnca desfavorable modifica los
procesos de insolubilizacion de la HRGP. Sin embargo, hay gue tomar en cuenta que para los
nempos finales este tejido tiende a la necrosis coincidiendo con el aumento de insolubilidad a
las 24 h. De forma comparativa, Ye y Varner (1991) realizaron investigaciones examinando los
niveles de MRNA y de las proteinas HRGP y GRP durante el desarrollo de tejicdos en soya por
medio de tissue printing inmunoblot ¥y tissue pnnting RNA blots. Disectaron los hipocotios de
pléntulas de 3 dias en internodos (1° y 2°, elongacion; 4° y 6&°, células diferenciadas), desde la
punta hasta la base. En ei primer intemodo (0.5 cm) encontraron una alta expresion de la HRGP
en las células del cambium y epidermis al igual que la proteina. En el segundo intemodo (2 cm),
los mRNA de la HRGP se localizaron en cambium y en pocas capas de celulas del cortex
rodeando el floema prmano Yy en algunas ceélulas del parenquima alrededor del xilema primaric
pero no en la epidermis; la proteina desaparecid de la epidémis pero se mantuve coincidiendo
con el cambium y las capas del contex alrededor del floema pnmano. En general, 1a HRGP soluble
fue abundante en las regiones apicales del hpocotlo y de las raices jovenes. Comparando con
nuestros resultados, observamos k@ presencia de la proteina en ambos tejidos en la region E1 en
baja proporcion al igual que Médula pero muy aumentada en p.hyv, 10 que coincide en parte
con lo encontrado por dichos autores en el segundo internodo, ya que E2 mostrd baja
deposicidn en cortex y p.hv, aungque difiere con apancion en eprdérmis. Las diferencias en
deposicion de ia proteina pueden deberse a que los anucuerpos no tengan acceso a las HRGP o
que se encuentren diluidas por el mismo crecimiento Yy no puedan ser detectadas © que existan
diferencias con respecto a las especies utlizadas o a las condiciones en que se realizaron los
ensayos, dando lugar a procesos de insolubilizacion de las proteinas en la pared celular.

En | de los de déficit hidnco se observa en epidermis un incremento de solubilidad de la
HRGP de 0-1 h indicando que 1a alta solubllidad a tiempos conos es dingida por el deficit hidrico
mientras que durante el crecimiento esta condicion se retrasa. En p.h.v. la maxima solubilidad se
observa a 1 h pero en menor proporcion que Ios controles, 1o que sugiere que esta condicidn
hidrica nduce a una baja INsolubilizacidn de la HRGP con respecta a los controles (alta
solubilidad), pero la presencia del halus parece ser una condicion aingida por el crecimiento.
Cabe mencionar que a tlempos Mas 1argos este tepdo tende al marchitamiento qQue concide con
el aumento de la insolubilidad a las 24 h. En la regidn M de los de deéfict higdnco se observa en
epidemis la presencia de halus a 1 h indicando que el deéficit hidnco induce la presencia de
otros componentes celulares ¥y en consecuencida Que el proceso de crecimiento toma vias
altemas para la sobrevivencia celular. En p.hv. se observa un incremento que se mantiene hasta
36 h mientras Que los controles muestran un incremento transitono con halus 1o gque indica que
esta condicidn hidnca intwbe la presencia del halus e induce a una baja insolubilizacion donde la
presencia del halus parece ser una condicion dingida por el crecimiento. Comparando con los
resultados de Ye y Vamer (1991), del 4° y 6° intemodos, m RNA HRGP se expresaba solamente
en células del cortex al igual que la proteina aunque en algunas ocasiones también se localizd en
algunas celulas del parénquma alrededor del xilema primario, alrededor del loema secundario y
epidemis. Lo antenor coincide con nuestros resultados en 1 al tiempo 0, pues se observd
reaccion inmune en cortex y p.hv. aunque no en epidenmis. Sin embargo en M, si hubo la
presencia de HRGP al tempo O en epidermis, cortex, médula y mayormnente en p.h.av.
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ANALISIS POR INMUNOLOCALIZACION

Dado que muchas de las proteinas de la pared celular se insolubilizan debido al manejo vy
al proceso natural de crecmiento, entonces se debia detemninar la  localizacion y
comporamiento de las proteinas de la pared celular, tanto solubles como insolubles, bajo
condiciones control y de deéficit hidnco durante este proceso, por lo gue se usd la técnica de
inmunolocalizacion de proteinas. Para el andlisis por inmunolocalizacion, las plantulas fueron
transplantadas a vermiculita (bien regada © con un volumen menor de agua). Se cosecharon &
diferentes tiempos (O, 1, 24 © 36 h); se fijaron en FAA para después cortarse transversalmente; se
utilizaron anticuerpos ant-SoPRPE2 y anti-extensina. Los resuitados de intensidad de la reaccion
antigénica de los dos anticuerpos, en funcidn del tiempo para las diferentes regiones del
hipocotio, se resumen en la tabla 2 (las mismas zonas anatdmicas de la figura 5 fueron analizadas

aqui).

REGION DE DIVISION-ELONGACION (El)

Los datos en general, muestran que los controles de la regidn E1 tienen una i.r.i. maxima en
conex y p.hv. para ambas proteinas a las 24 h de tratamiento que después disminuye. En
condiciones de deéficit hidnco, la PRP2 tiene su maxime 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 localizacidn tisular, aungue
también se observd que hubo un aumento de r.i. en corex y médula en los mismos tiempos.

Aparentemente, los datos indican que la mayor iri. en la PRP2 estd en los p.h.v. desde
tiempos MUy Cercancos 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 tejido ¥y condiciones de crecimiento pero aumentando al cortex en esta
respuesta. Lo antenor sugiere un mayor efecto en la respuesta en p.hwv. y positlemente una
mayor participacion de la HRGP en esta region a tiempos mas conos que la PRP.

REGION DE ELONGACION (E2)

Lta PRP2 de ias plantulas control y las de déficit hidnco, en la regién E2 mostraron una 1.r.i.
maxima en cornex, p.h.v. y medula después de 1 h. La HRGP tuvo su maxima i.r.i. tanto para la de
105 controles como para los de déficit hidnco en meédula y p.hov. a las 24 h. La ir.i. maxima solo
fue observada bago deéficit hidnco y predominantemente en p.hv. y en menor proporcion en
médula y conex.

LOs resultados anteriores sugieren una mayor partcipacion de la PRP2 e tiempos cortos
(desde el tiempo cero hasta las 24 h)en p.h.v, Ccorex y médula como un evento de la misma
elongacion mas que por el tratamiento hidnco, mientras que 1a presencia de la HRGP altamente
reactiva solo se observa bajo el tratamiento de 24 h de défiat hidnco en los mismos tejidos que

para la PRP2.

REGION INTERMEDIA
La region | no mostrd 1a presencia de PRP2 en ninguna zona anatomica sino hasta las 24 h.

A diferencia de las regiones antenores, se observd la participacion de la epidermis como tejido
en el que se encontraron bajos Niveles de PRPE, aparentemente con un retraso en la respuesta en
condiciones de deéficit. El mismo retraso (alargamiento) en la respuesta de los de déficit  fue
observado para los demds tejidos. La presencia de HRGP en las piantulas con deéficit hidrico
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mostrd un.aumento de baja @ mediana iri. en p.h.v, de nula a mediana iri. en medula y de nula
a bgja i.ri. en cortex; respuestas que se mantuvieron desde las 24 h.

En ensayos previos, se habia observado la participacion intensa de la PRP2 a tiempos muy
cercanos a cero (5 s) en la regidn de elongacion (E2) (datos no mostrados), o que sugeria que
la epidermis funciona como un tejido de control del crecimiento, ya que después de este
tiempo de tratamiento se observaba la desaparicion de las proteinas y hasta las 24 h se
observaba nuevamente una participacion (disminuida) de la PRP2 en la epidermis con respecto a
la otra region.

REGION MADURA

En esta region se observd la participacion de la PRP2 la epidenmis, con un retraso de su
aparncion bajo condiciones de déficit pero con un adelanto de la respuesta en la meduia. Los
p.h.v. mostraron una solubiiicdad que fue en aumento transitono cuando estatban en déficit hidrico
iniciando @ 1 h, con un maximo a las 24 y terminando a las 36 h; en condiciones control solo se
observé una baja 1r.i. constante desde las 24 h. La HRGP mostrd diferencias para los de déficit
hidrico en la médula (mediano y aumento transitorio) v el corex (bajo aumento puntuadl) a las 24
h.

Esta region v la anterior tienen cantidades similares de estas proteinas, Io que sugiere que
estas regiones tienen un mayor control del crecimiento a tempos mayores a 24 h de tratamiento
asi como la participacion de la PRP2 en este control por medio de la epidermis.

En general, {a PRPY se encuentra presente a tiempos cortos en las regiones no
diferenciadas pero con mayor intensicdad en p.hwv. de E1 (en déficit hidrico se retrasa la
respuesta) ya que en £2 la respuesta parece deberse al proceso de elongacion mas que at
déficit hidrico. La regidn | y M muestran un aumento de iri. a8 parur de las 24 h, retrasado en | y
adelantado en M en condiciones de déficit. Las HRGP muestran una mayor iri. después de 1 h
de tratamiento con deéficit hidnco en las regiones con ceélulas no diferenciadas, especificamente
en conex y p.h.v. La regidn | muestra la presencia de proteina en p.h.v. y meédula mientras que las
diferencias en M fueron en médula ¥ cortex. En conclusion, o antenor sugiere gue la localizacién
de la PRP? en regiones no diferenciadas es una serfial inmediata en respuesta a condiciones poco
favorables ya que los p.h.v. son las vias de comunicacidn a toda la planta mientras que la HRGP
responde tardigmente y conuntamente con la PRPR en tejdos diferenciados, por lo que su
funcion estructural es consecuencia de la posibie presencia inicial de la PRP? en las mismas
regiones de la plantula.
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ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Para revelar el comportamiento de las proteinas de la pared celular en condiciones de
déficit hidrico durante el crecimiento a nivel molecular, alicuotas de la fraccion de proteina total y
de la fraccidn de proteina de la pared celular (ver fig. 4), fueron comidas en geles de SDS o
catonicos neutrales (por la naturaleza positiva de la HRGP). Después de la transferencia, los geles
se revelaron usando anticuerpos policlonales anti-SLPRP2 o anti-extensina (Towbin et al., 1979).
Algunos geles fueron tenidos con Azul de Coomasie y otros con plata. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura 6.

REGION DE DIVISION-ELONGACION (E))

Los datos mostraron gue la HRGP total en plantulas control aumentd transitoriamente de
solubilidad (de nula a baja iri): entre 0-1 h y después dicha fraccion dejd de extraerse ademas
de apreciarse una segunda banda de menor PM (ambas bandas con PM determmuinados entre los
30 y 40 kDa). Bajo condiciones de déficit hidnco también hutbo un aumento transitorio a los
mismos tiempos pero mucho mayor (de nula a alta ir.i.). y se observd una banda intensamente
tenida a 1 h de tratamiento. La fraccidn de la pared celular control se mostrd insoluble durante
toda la cinética mentras que las condiciones de défict hidnco mostraron el mismo
componamiento que en la fraccion total. Los resultados anteriores indican que el déficit hidrico
induce la aita solubildad de las HRGP después de 1 h de tratamiento mientras que el proceso de
crecimiento solo requiere baja solubilidad de proteinas totales después del mismo tempo de
tratamiento. El tratamiento sostenido por mds de 1 h da como resultado la insolubitizacion de las
HRGP en ambas condiciones.

la PRP2 total en pldntulas control Mostrd una banda que aumentd hgeramente de
solubilidad entre 1 y 24 h (nula-baja a bagja i.r.1.) mentras que en deéficit hidrnco hubo la presencia
de dos bandas a partr de 1 h de tratamiento con un incremento transitono mayor a 1 h (nula-
baja a baja-media i.r..) y un decremento de solubiidad a las 24 h (a baa 1.r.i.) Que se mantuvo
hasta el final de la cineuca. Las plantulas de la fraccion de la pared mostraron dos bandas al
tiermpo nicial con tendencia a la insolubilizacion: mayor para la de bajo PMm.

Los resultados anterores indican que el defiat hidnco induce la aita solubilidad de las
HRGP despues de 1 h de tratamiento mientras qGue el proceso nomal de crecrmiento solo
requiere baja solubllidad de proteinas totales después del mismo tiempo de tratamiento. El
tratamiento sostenido por mas de 1 h dd como resultado la msolubilizacion de las HRGP en
ambas condiciones. La aparente contraposicion de los resultados obtenidos para las PRP? indican
por una parte, gue el déficit hidnco induce un incremento transitorno de solubllidad de las PRP2
después de 1 h de tratamiento y la presencia de otros miembros de la famiia de menor PM en la
fraccion total mientras que el proceso de crecimiento requiere bala solubllidad de proteinas
otales a tiempos largos v la presencia de miembros de bajo PM a tiempos menores a 1 h. Por
otro lado, la presencia de dos bandas no solo puede indicar que se trata de miembros de la
misma familia dle la PRPQ, aunque hay evidencia previa que asi 1o sugiere y porque coincide con el
rango de pesos moleculares con los de las proteinas P33 vy P36. También cabe especular que la
segunda proteina de menor PM podria deberse a una protedilisis inducida por el deficit hidrico
(constante) © por el proceso de crecimiento (transitoria) (Villanueva, MA. comunicacion
personal).
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REGION DE ELONGACION (E2)

La HRGP en la fraccion total mostré una banda gue incrementd de intensidad (de nula-
baja a baja i.ri) y se insolubilizd después de 1 h de tratamiento; en condiciones de déficit
hidrico, la banda de 1 h incrementd notablemente su solubilidad (de nula-baja a aita ir.i.) pero
a tlempos mds largos se insolubilizd. En el caso de la HRGP de la pared celular, bajo
condiciones control se observé una banda que tuvo un bajo incremento de solubilidad a 1 h
de tratamiento (de nula a baja i.r.i.) y posteriormente se insolubilizd; en condiciones de déficit
hidrico se observd el mismo comportamiento pero con un incremento de nula a alta
solubilidad en tiempos cortos de tratamiento.

Ltos datos mostraron una banda para la PRP2 de la fraccion total control y de déficit en
1y 24 h y dos bandas a las 36 h de watamiento, todas de baja solubilidad, aunque en
apariencia, la solubiidad aumentd ligeramente. En el caso de la fraccion de la pared celular, la
unica banda tendic a la insolubilizacidn a tiempos mencres de 1 h, mientras Que en
condiciones de déficit hidnco la insolubilizacion se observd después de 1 h de tratamiento. Lo
anterior muestra que para la PRP2 la fraccidn citopldsmica se mantiene con baja solubilidad
después de 1 h de tratamiento y hasta las 36 h hay la aparicion de una segunda proteina de
bajo peso molecular, mientras que en la fraccidn de la pared celular la PRP2 se insolubiliza a
tiempos cortos (como maximo 1 h, para el caso del déficit hidrico), lo que significa que una
fraccion Nno observable en el citopiasma se mantiene con bagja solubilidad y que la proteina
que se observa en la fraccidn no proveniente de la pared celular no comresponde a proteina
de la pared y en consecuencia es proteina sintetizada de novo. Asi, tanto el proceso de
crecimiento como el de déficit hidrico muestran gran similitud en el comportamiento proteico
para la region de elongacion. Para el caso de la HRGP, los datos muestran un comportamiento
muy similar tanto en la fraccidn total como en la de la pared celular pero en los de déficit
hidrico hay un incremento muy significativo de la solubilidad después de 1 h de tratamiento.
Esto significa que el proceso de crecimiento requiere de baja solubilidad de las HRGP en E2
mientras que el deficit hidnco induce a la alta solubilidad de estas proteinas tanto en la fraccion
total como en la pared celular, siendo asi el tempo 1 h © menor, un momento crucial para la
planta puesto que a mayor tiempo el marchitamiento y necrosis son evidentes en esta region.

Compdarando con la region anatodmica anterior, la fraccidn total control de la HRGP
mostrd que la fraccion total control incremento la solubilidad desde el tiempo inicial pero no
se observd la presencia de la segunda banda que muestra E1, la insolubilizacidn se observo en
ambas regiones desde las 24 h. En condiciones de déficit hidrico, también se observd el
incremento en la solubilidad para E2 desde el tempo inicial y el mismo incremento de alta
solubilidad a 1 h de tratamiento. En cuanto a la fraccion de la pared ceiular, los controles
mostraron un incremento de nula a baja solubilidad después de 1 h en E2 mientras que en
condiciones de déficit hidnco se observd exactamente el mismo comportamiento para ambas
regiones. Para la PRP2 se observeo un compornamiento muy similar para ambas regiones,
excepto que hubo insolubilizacidn al tiempo inicial ¥ la aparicidn 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 vy @ presencia de una banda a las 36 h en E2
mientras que en E1 esta segunda proteina de Lajo PM se observd desde 1 h de tratamiento y
hasta el final de la cinética. En cuanto a la fraccion de la pared celular, la PRP2 mostrd un
decremento de solubilidad al tiempo inicial y después de 1 h se observd otro decremento de
solubilidad manteniegndose insclubie hasta el final de la cinética; las pladntulas 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.

REGION INTERMEDIA

La HRGP total control se mantuvo insoluble todo el tiempo mientras que en déficit se
observe un gran aumento de la solubilidad a 1 h de tratamiento para posteriomente
insolubilizarse. La HRGP control de la fraccion de la pared celular mostrd un aumento de baja a
alta solubilidad entre el tiempo inicial ¥y 1 h, después se insolubilizd; en el caso del déficit
hidrico hubo una insolubilizacidn 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 hidrico induce la alta solubilidad en las proteinas totales mientras que las
de la pared celular se insolubilizan, o gue sugiere el entrecruzamiento y agregacion en la
pared celular de la PRP2 como de la HRGP, pueden funcionar como indicadores de muerte
celular proxima en base a condiciones hidricas desfavorables.

La PRP2 total control mostrd fluctuaciones entre nula y baje solubilidad durante la
cinética. La PRP2 total de las plantulas con déficit hidrico mostrd 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 fraccion de la pared
celular mostrd baja solubilidad hasta 1 h e insolubilizacion después de 24 h. Finalmente, la PRP2
de la fraccion de la pared celular con déficit hidrico mostréd un aumento transitorio que,
despueés de 1 h tendid a la insolubilizacidn asi como la presencia en algunas muestras de una
segunda proteina de bajo PM a 1 h. Aparentemente, esta proteina tiene mayor solubilidad. Los
resultados indican un ligero aumento de la solubilidad de las proteinas totales en funcion del
tiempo y por otro lado una disminucion de la solubilidad de las proteinas de 1a pared celular
en funcidn del tiempo. También se observa que cuantitatvamente hay mas proteinas solubles
bajo condiciones de déficit hidrico que en los controles. Asi, durante el crecimiento hay baja
solubilidad de proteinas totales y una tendencia a la insolubilizacion en la fracciéon de la pared
celular mientras que el deéficit hidrnco mantiene un incremento sostenido de baja solubilidad en
la fraccion total. Adicionaimente, la fraccion de la pared incrementa ligeramente 1a solubilidad y
hace aparncion la proteina de bajo PM a 1 h que después se insolubiliza.

Comparando con la regiéon anatdmica anterior, la fraccion total control de ia HRGP se
mantuvo insoluble todo el tiempo, mientras que en deéficit se observd un gran aumento de la
solubilidad a 1 h de tratamiento para posterionmente insolubilizarse. La HRGP control de la
fraccidn de la pared celular mostrd un aumento de baja a alta solubilidad y después la proteina
se insolubilizd, pero en el caso de las de déficit hidrico hubo una insolubilizaciéon a tiempos
menores a 1 h. Los resultados obtenidos indican que el crecimiento induce la alta solubilidad
proteica en la pared celular mientras Que el déficit hidnco induce la alta solubilidad en las
proteinas totales y Que las proteinas de la pared celular se insolubilicen. Por otro lado, la PRP2
de la fraccion total se mantuvo insoluble at tiempo incial, incrementd de nula-baja a baja
solubilidad a 1 h pero disminuyd de baja a nula solubilidad a las 24 h y no se observd la
presencia de la segunda proteina de bajo PM a las 36 h, mientras que en condiciones de
deficit hidrico el comportamiento fue muy similar con respecto a E2 con excepcion de que no
hubo la presencia de la segunda banda a las 36 h. En cuanto a la fraccion de la pared celular
control, la PRP2 mantuvo el mismo comportamiento ai tiempo inicial que en E2 pero | 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 tuvo el mismo comportamiento para ambas regiones; las pldntulas con
déficit hidrico mostraron la misma baja solubilidad al tiempo inicial en E2 e I, pero’'a 1 h de
tratamiento | mostro un incremento de nula-baja @ baja solubilidad y la presencia en algunas
muestras de la segunda proteina de bajo PM.

REGION MADURA

En la region M se observo que la HRGP total en plantulas control se mantuvo insoluble
a lo largo de la cinética pero con déficit hidrico se observé una banda que pasd de estar
insoluble a alcanzar una notable solubilidad a T h de tratamiento. En la fraccién de la pared
celular, Ios controles mostraron una banda gue aumentd de forma transitorio su solubilidad en
la primera hora de tratamiento normal pero en condiciones de déficit hidrico se observd que
la unica banda se insolubilizd. Asi, durante el proceso de crecimiento las proteinas localizadas
en la fraccion total estan insolubles o en cantidades muy pequenas por o gue no se observan
pero en la fraccion de la pared celular se observa un incremento en la solubilidad, lo que
sugiere que el crecimiento induce el debilitamiento de los enlaces de las proteinas de la pared
celular en la primera hora de tratamiento. Por otro lado, el déficit hidrico induce la alta
solubilidad de la HRGP en la fraccion total después de una hora de tratamiento, pero este
incremento no proviene de proteinas 77 mure, sino sintetizadas de novo, ya que en la fraccién
de la pared celular la proteina se insolublliza a tlempos menores 8 1 h, 1o que fisicamente
coincide con ¢! hecho de que la radicula sea mas fibrosa.

La PRPR total de los controles mostrd una banda que incrementd la solubilidad vy a las
36 h ademads, se observd una segunda banda; en condiciones de déficit hidnco se cbservoe
una banda que aumentd transitoriamente @ 1 h de tratamiento y nuevamente a las 36 h. En
cuanto a la PRP2 de pared en plantulas control se cbservd una total iInsolubilizacion, pero con
déficit hidnco se observd una o dos bandas que incrementaron transitoriamente de solubilidad
a 1 h de tratamiento. Los resultados anteriores indican que el proceso del crecimiento
requiere, en general, de baja solubllidad de la PRP2 de la fraccion total y solo hasta después de
36 h de tratamiento es que se requiere la presencia de una segunda proteing de bajo PM pero
las proteinas localizadas en la pared celular se mantienen insolubles, suginendo que las
proteinas solubles en citoplasma se sintetizaron e nNovo y su orgen no es proveniente de la
pared celular. De forma similar, el deficit hidrico, requiere de una baja solubilidad en la fraccidn
citoplasmica, pero No se observa la participacion de una segunda proteina de bajo PM,
aunque 13 fraccion de la pared celular muestra un incremento importante en la solubilidad a 1 h
de tratamiento; lo anterior sugiere que el déficit hidrico 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
dara como resultado una insolubilizacion generalizada.

Comparando con la region anatdmica anterior, todas las fracciones de la HRGP
mostraron el mismo comportamiento que esta region. La fraccion totat control de ta HRGP
mostrd insolubilizacion desde el tiempo inicial. En condiciones de déficit hidrico, se observd
insolubilizacién al tiempo inicial y un incremento a alta solubilidad de una banda a 1 h de
tratamiento. En cuanto a la fraccion 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; v en
condiciones de déficit hidrico, se observo una banda con baja solubilidad inicial e
insolubilizacion el resto de la cinética.
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Para la PRP2, la fraccidn total control mostrd una banda que disminuyd de solubilicdad a
1 hy el resto de la cinética se mantuvo con la misma tendencia, excepto que, se observd la
presencia de la segunda proteina de bajo PM a las 36 h. En condiciones de déficit hidrico, el
comportamiento fue muy similar, solo que a las 24 h hubo insolubilizacion de la Gnica banda.
En cuanto a la fraccion de la pared celular control, la PRP2 mostrd insolubilizacion de la banda
desde el tiempo inicial mientras que [a regidon anterior mantuvo una banda hasta 1 h de
tratamiento; las plantulas con déficit hidrico mostraron insolubilizacidn al tiempo inicial; pero a 1
h de tratamiento, se observaron una © dos bandas que incrementaron la solubilidad, pero la
segunda proteina de bajo PM mostrd un incremento diferencial con mayor solubilidad que la

banda de alto PM.
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Resumiendo, durante el crecimiento la PRP2 total tiene una nula © baja solubilidad en la
region E1 y conforme se va alejando, tiende a la insolubilizacion. Después de 1 y 36 h se
incrementa cualitativamente la solubilidad; ademds, en EQ y M hay la presencia de una proteina
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 insolubilizd a tiempos menores a Thy M
qQue se mantuvo insoluble todo el tiempo. Cabe mencionar la presencia de una segunda
banda de bajo PM e incrementada diferencialmente con respecto a 1@ de mayor PM en E1 al
tiempo inicial. Lo anterior sugiere que el crecimiento mantiene soluble a 1a PRP2 total porque es
sintetizada de novo y podria transportarse e insolubilizarse rapidamente en la pared celular, o
bien, moverse de las regiones maduras hacia las inmaduras M, como se observaa 1 hy 24 h
de tratamiento. En cuanto a la PRP2 de la pared celular, el crecimiento la mantiene soluble sélo
al tiempo inicial, y mayormente, en la regidn E1, en donde se observa una segunda proteina de
bajo PM con aita solubilidad, pero a tiempos mayores hay insolubilizacion. En cuanto a la
HRGP, hay una tendencia a la insolubilizacion a tiempos cortos. Durante el crecimiento, la HRGP
se mantiene soluble hasta 1 h.: la fraccion total solo es soluble en la region indiferenciada (E1 y
EQ), mientras que la pared celular muestra solubilidad de la proteina en la regidn diferenciada (1
Y M), mostrando incluso un incremento en la solubilidad a 1 h en estas regiones. Lo anterior
sugiere que el crecimiento favorece la alta solubilidad de la pared celular en la regidon
diferenciada en la primera hora de tratamiento y la proteina no proveniente de la pared celular
sintetizada en bajas cantidades muy posiblemente es transportada totaimente a la pared celular
en donde se insolubiliza.

En condiciones hidricas desfavorables, la PRP2 muestra un incremento en la solubilidad
citopldsmica a 1 h de tratamiento en todas las regiones vy la presencia de la proteina de bajo
PM en la regicn E1 a partir de 1 h y hasta el final de la cingética. En la fraccion de la pared celular
también hay la presencia de la proteina soluble pero solo hasta la pnmera hora de tratamiento
y posteriormente se insolubiliza en todas las regiones. Ademads, la presencia de la proteina de
bajo PM solo se observa en | y M con una solubilidad cushtativamente mayor que la de alto
PM. Lo antenor es indicativo de que el déficit hidnco induce a la insolubilizacion de la PRPQ de
la pared celular después de 1 h de tratamiento; asi como de la proteina de bajo PM en E1
desde tiempos cortos en la fraccion total y en la fraccion de la pared celular cde |y M. En el
caso de la HRGP, el tiempo es un factor importante para la solubilidad de la proteina. La HRGP
durante condiciones de déficit hidrico mostrd un incremento importante en la solubilidad de la
proteina citoplasmica de todas las regiones en la primera hora mientras que la pared celular
solo incremento la solubilidad en iguat magnitud en E1 y E2 mientras GQue las regiones restantes
tendieron a la insolubilizacion.
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METODO CUANTITATIVO

ANALISIS DE LA DETERMINACION DE PROTEINAS
TOTALES Y DE HIDROXIPROLINA

Para conocer la cantidad de las proteinas ricas en hidroxiprolina (PRP2 y HRGP) en
funcidn de las proteinas totales y de la cantidad de proteinas de la pared celular en forma
insoluble, se hizo la determinacion de proteinas totales y de hidroxiproling. Las plantulas fueron
sometidas por diferentes tiempos a condiciones controladas hidricamente o con déficit
hidrico, los hipocotilos se cortaron en las diferentes regiones y el tejido se homogeneizo,
centrifugd vy lavd exhaustivamente, para el caso de las proteinas de 1a pared celular. En el caso
de las proteinas totales, el tejido homogeneizado se centrifugd una vez y en ambos casos se
separd el sobrenadante de la pastlla (pellet), el primero se guardod a -70°C vy el segundo se
secd para conocer el peso seco de las (pellet), realizd la deteminacion de proteinas totales
segun el metodo de Bradford (Bradford, 1976) y la determinacion de hidroxiproling (Hyp) por
el método de Drozdz et al. (1976). Las muestras se leyeron en un espectrofotémetro a 595
nm o a 560 nm de absortancia con luz visible para uno u otro metodo (Fig. 4). Finalmente se
hicieron los cdlculos necesarios para conocer las cantidades de proteina total o de la pared
celular (ug proteina o Hyp/ ug peso seco © pg de proteina o Hyp/ pl CaCly), v finaimente la
relacion hidroxiprolina/proteina. Los datos fueron agrupados en cuatro rangos arbitrarios de
solubilidad (insoluble, baja, mediana y alta solubilidad) y tres tipos de resultados: 1) relacion
hidroxiprolina/proteina soluble total y de la pared celular; 2) hidroxiproling 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 indican la solubilidad (en funcidn de la cantidad) y
localizacion de las proteinas totales (citoplasmicas y de la pared celular) o de la pared celular.
Al hacer la relacion hidroxiprolina/proteing, los datos del tipo 1 indican cudnta de la proteina
total obtenida (tipo 3) se encuentra como proteina hidroxilada (PRP2 y/o HRGP) en cada una
de las regiones del hipocotlo. Finalmente, los datos del tipo 2 nos indican cuanta proteina
hidroxilada esta insoluble en la pared y el tipo de enlaces que tiene, por lo que la alta
solubilidad indicara enlaces fuentes pero hidrolizables y la mediana solubilidad indicard un tipo
de enlaces mas fuertes (menos hidrolizables). Asi, los datos del tipo 2 y 3 son comparables
con los del tipo 1. Los resultados obtenidos en este experimento se resumen en la figura 7.

REGION DE DIVISION-ELONGACION (E1)

Ltos datos control y con déficit hidrico del tipo 3 de la fraccidn total no mostraron
cambios en la solubilidad de proteinas con respecto al tiempo. La fraccion de la pared celular
control mostré un aumento a baja solubilidad después de 24 h de tratamiento mientras gue
este aumento No se obiservd con déficit hidrnco. Los datos control del tipo 1 en la fraccion
total mostraron insolubilidad mientras la fraccion de la pared mostrd una baja solubilidad que a
fas 24 h disminuyd y a las 36 h volvid a aumentar. En cuanto a las plantulas con déficit hidrico
se observo en la fraccion total un aumento transitorio hasta mediana solubilidad a las 24 h y su
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posterior disminucién mientras que en la fraccion de la pared celular se observd un aumento
sostenido a mediana solubilidad desde 1 h de tratamiento. Los datos control del tipo 2
mostraron una disminucion transitoria de 13 extraibilidad de proteinas insolubilizadas en la
pared celular después de 1 h de tratamiento pero después se mantienen con alta solubilicdad
hasta las 36 h; en el caso de los datos obtenidos con déficit hidrico se observd una alta
solubilidad a lo largo de todo el tiempo.

Los datos en general, muestran que en 1a regidon E1 las proteinas solublies de la pared
celular estan insolubles cuando perciben el déficit hidrico (no hay aumento en la solubilidad a
las 24 h como en los controles). En la relacidn hyp/prot, el déficit hidrico disminuye la
insolubilidad de las proteinas solubles totales de forma transitorio (maxima solubilidad a las 24
h) y después aumenta (baja solubilidad) mientras que la fraccion de la pared muestra un
aumento mas rapido (desde 1 h del tratamiento) y la mantiene hasta las 36 h. Lo anterior
sugiere que las proteinas hidroxiladas en condiciones de déficit hidrico son del upo HRGP
mientras que durante el crecimiento hay una participacion conjunta de HRGP como de PRP2
(fig. 6, HRGP pared déficit, HRGP pared control y PRP2 pared control). Los resultados de hyp
insoluble control indican que una fraccion importante de la proteina soluble se insolubiliza y
cambia el tipo de enlace por uno més fuerte durante el crecimiento; mientras que durante el
déficit hidrico el aumento en la hidroxiprolina soluble no tiene efecto en la extraibilidad de a
hyp insoluble. Posiblemente las modificaciones observadas para los datos del tipo 2 en
condiciones control son eventos de la misma fisiologia de la pared celular durante el
crecimiento pero cuando las condiciones hidricas son desfavorables dichos eventos se ven
alterados (fig. 7; ver como complemento la tabla 2).

REGION DE ELONGACION (E2)

Las plantulas control en la region E2 mostraron para los datos del tipo 3 de la fraccidon
total una bgja solubilidad nicial y después su insolubilizacidon, mientras que la fraccion de la
pared celular tambien mostrd baja solubilidad inicial, después insolubilizacion, ¥ a las 24-36 h,
nuevamente baja solubilidad. En la relacion del tipo 1 total se observéd una constante
insolubilidad, mientras que en la fraccion de la pared celular se observo insolubilidad hasta 1 h
y después un aumento a baja solubilidad. Para los datos del tipo 2 se observd una alta
solubilidad a o largo de la cnétca.

Las plantulas con deéficit hidrico mostraron para los datos del tpo 3 y 1 de la fraccion
total y de la pared celular la misma tendencia que los controles. Para los del tipo 2 se observd
una mediana solubilidad inicial y despueés un incremento de esta a lo largo de la cinética.

Los datos en general, muestran que en la region E2 las proteinas solubles y las
hidroxiladas de la fraccion total y de la pared celular tienen el mismo comportamiento
durante et crecimiento nomal que en condiciones de déficit hidrico. Lo anterior sugiere el
déficit hidrico no es un factor que deé lugar a cambios cuantitativos proteinicos, sino mas
bien, dichos cambios son inducidos por las condiciones del mismo crecimiento. Los
resultados de hyp insoluble indican que una fraccion importante de la proteina soluble se
insolubiliza y tiene un tipo de enlace inicial mas fuerte con relacidn a los tiempos siguientes en
la cinética; posiblemente estas modificaciones también son parte de la misma fisiologia de la
pared celular durante el crecimiento en esta region anatdmica (fig. 7).
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REGION INTERMEDIA

las plantulas control en la regidn | mostraron para el tpo 3 insolubilizacion todo el
tiempo mientras que la fraccion de la pared celuldr también mostré igual comportamiento gue
Para E2. En la relacion tipo 1 de la fraccion total se observo una insolubilidad inicial con un
incremento transitorio a mediana solubilidad a la pnmera hora de wtatamiento y después
disminuyd mientras Que para la fraccion de la pared se cbservd una constante insolubilidad.
También para los datos del tipo 2 se observd uma constante alta solubilicad.

Las plantulas con deéficit hidrico mostraron para los datos del tipo 3 de ta fraccion total
y de la pared celular la misma tendencia que para ta region anatdmica antenor. Para la relacidn
tipo 1 de la fraccion total se observd insolubilidad inicial con un sumento transitorio a baja
solubilidad e insolubilizacidn en los tiempos restantes de la cinética. Para la fraccion de la
pared celular se observd insolubilizacidn sostenicla hasta las 24 h y a las 36 h un incremento a
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baja solubilidad. Para los datos del tipo 2 se observd una alta solubilidad a lo largo de la
cinética (fig. 7).

Los datos en general, muestran que la region | se comporta de forma muy similar a la
region E2 y a las proteinas solubles e hidroxiladas insolubles de los controles. Lo anterior
sugiere que ni el déficit hidrco ni la region anatdmica son factores cue modifiquen
cuantitativamente las proteinas durante el crecimiento. Los resultados de hyp insoluble no
indican variaciones con respecto al tiempo de tratamiento.

REGION MADURA

Las plantulas control en la regién M mostraron para los datos del tipo 3 de la fraccion total
una insolubilizacién constante mientras que la fraccion de la pared celular tamién mostrd igual
comportamiento que para E2 e I. En la relacion tipo 1 de la fraccidon total se observd
insolubilidad inicial con un aumento transitorio @ 1 h y después una disminucidn mientras que
para la fraccidon de la pared se observd insolubilidad constante. Para los datos del tipo 2 se
observd una constante alta solubilidad y después una disminucidn a mediana solubilidad
después de 36 h de tratamiento.

Las plantulas con déficit hidrco mostraron para la relaciéon de! tipo 3 de la fraccion total
y de la pared celular las mismas tendencias que para las regiones anatdmicas E2 e | asi como
para las condiciones controladas. En la relacion tipo 1 de la fraccidn total se observd
insolubilidad constante y para la fraccidon de la pared celular se observd insolubilizacion
sostenida hasta las 24 h, y a las 36 h, un incremento a bgja solubilidad. Para los datos del tipo 2
se observd el mismo comportamiento que para .

Los datos en general, muestran que la regidon M se comporta de forma muy similar a la
region E2 y a las proteinas solubles e hidroxiladas solubles de la pared durante el crecimiento.
Lo anterior sugiere un comporamiento uniforme en funcidn del tiempo que no es debido al
deficit hidnco. El aumento en la solubilidad de proteinas hidroxiladas de los controles sugieren
que este se debe al crecimiento. finalmente, los resultados de hyp insoluble muestran
variaciones en la solubilidad despueés de 36 h cuando las condiciones hidricas son favorables,
pero cuando no son favorables esta variacidn no se presenta, o que sugiere que el
crecimiento es el que afecta la cualidad en los enlaces de las proteinas hidroxiladas a tiempos
cortos pero no asi cuando las condiciones hidricas son desfavorables (fig. 7).
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El andiisis de la determinacion de proteinas totales y de hidroxiprolina fué usado para
conocer la cantidad de proteinas ricas en hidroxiprolina (PRP2 y HRGP) en funcidn de las
proteinas totales ¥ de la cantidad de proteinas de la pared celular en forma insoluble. En
resumen, se observd que la proteina soluble de la fraccion total tiende a estar insoluble © a
insolubilizarse (regidn E2) independientemente del tratamiento hidrico. La fraccion de la pared
tendid a la insolubilizacion en £1 y a la baja solubilidad en las demas regiones excepto en los
controles, donde se observd una bgja solubilidad en todas las regiones anatdmicas entre las
24 y 36 h. En la relacidn hyp/prot se observaron variaciones en la solubilidad debidas al déficit
hidrico, como fueron la disminucion de ésta después de 1 h de tratamiento en la fraccion total
de las regiones diferenciadas y el aumento transitorio en E1. La fraccion de la pared mostré un
aumento paulatino en la solubilidad bajo condiciones de déficit hidnco en todas las regiones
anatomicas. Finalmente, los datos de las proteinas hidroxiladas insolubles en la pared celular
indicaron que el déficit hidrico afectd la cualidad en los enlaces entre estas proteinas ya que se
observaron cambios en la solubilidad bajo condiciones controladas hidricamente. Los datos
sugieren que las proteinas hidroxiladas que tienen mayor participacion en condiciones de
déficit hidrico son HRGP, mientras que en condiciones hidricas controladas, la participacion es
conjunta para la HRGP y la PRP2 (ver fig. 5), donde aparentemente el crecimiento €s el que
tiene el mayor efecto sobre la estructura final de las proteinas de la pared celular.  Sin
embargo, las variaciones en la solubilidad parecen estar ligadas en mayor proporcion con el
déficit hidrnco que con el crecimiento.

Otra forma de explicar las diferencias en cantidad de proteinas hidroxiladas fue
sugerida por Carpita (1986), quien menciona que en coleoptilos de maiz de 2 y 4 dias,
donde las cantidades de proling, fenilalaning y tirosing a las 12 h de haberlos marcado con
aminoa'cidos{" eran muy similares y los aminodcidos aromaticos mostraban una mayor
incorporaciéon en secciones de coleoptilos viejos mientras que en la regién de elongacion era
reducida. Ambos amincdcidos se acumulaban a indices mas rapidos de los que podian ser
usados; o que posiblemente pudo deberse a un incremento artificial en la pozas
citoplasmicas que podrian inducir una via de 'detoxificacion” alternativa ademas de la
incorporacion a maternal no identificado.
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HERIDA

Un estrés bidtico o abidtico ejerce un efecto desventajoso en el crecimiento de las
plantas. Las heridas al igual que la sequia u otros factores ambientales son un estrés abidtico
que altera el crecimiento y desarroilo de las plantas (Colmenero-Flores, 1997). El disefio de
este experimento se realizd por la sospecha de que las raices de las plantulas crecidas en la
oscuridad al ser trasplantadas a la vermicuiita podian haber sufrido algun tipo de herida y los
resultados que observabamos eran efecto de la herida mas Que del déficit hidrico. Asi,
plantutas de frijol crecidas en la oscuridad y seccionadas hasta la raiz principal con la ayuda de
una navaja, luego las plantulas fueron transplantadas a vermiculita (bien regada o con 1/12 del
volumen de agua control) durante diferentes tiempos (O, 1, 12 h); las plantulas fueron
seccionadas en cuatro regiones (division-elongacidén E1, elongacion E2, intermedia | y madura
M). Se realizd el protocolo para westem blot. Anticuerpos anti-SOPRP2 fueron utilizados para
visualizar las bandas. Los resultados observados sobre 1as tiras de nitrocelulosa tratadas con los
anticuerpos para las diferentes regiones del hipocotilo se muestran en la figura 8 (para
identificacién de tejidos ver figura 5).

REGION DIVISION-ELONGACION (El)

La figura 8 muestra Que en plantulas control hay una tendencia al incremento en la
solubilidad de las proteinas totales mientras que las proteinas de la pared celular tienden a la
insolubilizacién, primero de las proteinas de bajo PM y posteriormente a las de alto PM.
Durante el déficit hidnco, la tendencia es hacia el incremento rgpido (1 h) en la solubilidad de
las proteinas totales asi como a la presencia de proteinas de bajo PM. En el caso de las
proteinas de la pared celular, la tendencia es la misma que durante el crecimiento. En
condiciones de herida la tendencia es hacia la rapida solubilidad y postenor insolubilizacion en
ias proteinas totales mientras que las proteinas de la pared celular tienden a la alta solubilidad y
a la insolubilizacion diferencial: primero las de bajo PM y después las de alto PM.

REGION ELONGACION (E2)

Los datos de la region E2 mostraron que durante el crecimiento hay una tendencia al
incremento en la solubilidad de las proteinas totales mientras que las proteinas de la pared
celular tienden a una rapida insolubilizacion. Durante el déficit hidrico, la tendencia es hacia el
incremento sostenido de la solubilidad de las proteinas totales; en el caso de las proteinas de
la pared celular, la tendencia es @ una lenta insolubilizacidn. En condiciones de herida la
tendencia es hacia la rdpida solubilidad (en los primeros minutos) y a la posterior
insolubilizacion de las proteinas totales mientras Que las proteinas de la pared celular se
mantuvieron insolubilizadas.
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REGION INTERMEDIA (1)
Los datos de la regidn | mostraron que durante el crecimiento hay un incremento

transitorio en la solubilidad de las proteinas totales mientras que las proteinas de la pared
celular tienden 4 la insoiubilizacidon. Durante el déficit hidrico, 1a tendencia es hacia el
incremento sostenido de la solubilidad de las proteinas totales mientras que las proteinas de la
pared celular muestran un inCremento  transitorio con su maxima solubilidad a 1 h y
posteriormente  se insolubiliza. En condiciones de herida, la tendencia es mantener la
insolubilizacion de las proteinas totales e insolubilizar las proteinas de la pared celular.

REGION MADURA (M)
Los datos de la regidn M mostraron para las tres condiciones nula ir.i. en la

fraccion de proteinas totales y de la pared celular. Los datos mostrados en la figura 7 indican
que durante el crecimiento hay un incremento transitorio en la solubilidad de las proteinas
totales mientras que las proteinas de la pared celular se mantienen insolubles. Durante el déficit
hidrico, !a tendencia es hacia el incremento transitorio y ligeramente mayor que durante el
crecimiento en la solubilidad de las proteinas totales, mientras que fas proteinas de la pared
celular muestran un iNCreMmento transitorno mayor que las proteinas totales con su Maxima
solubilidad a 1 h y la presencia altemativa de una o dos bandas que posteriormente se
insolubilizan. En condiciones de herida la tendencia es mantener la insolubilizacion de las

proteinas totales y de la pared celular.
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Flg 8. Western hlo! de proteinas de ia pared celular con herida. Se muestra !a reaccién inmune a los anticue
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DESARROLLO

METODO CUALITATIVO

IMPRESION DE TEJIDOS

Para conocer la locahizacidn de forma rapida v telido-especifica de la HRGP  soluble de la
pared celular y de una proteina arabinogalactana (AGP) bajo condiciones control o con déficit
hidrico durante e! desarrollo se uso la técnica de impresion de tejidos. Esta técnica fué la misma
que en la seccidn de crecimiento, solo que para este andlisis se utlizaron plantas adultas,
primero transplantadas @ vermicuiita (bien regada o con 1/12 del volumen de agua que para los
controles) e inoculadas con Rhzobwrm tropici para producir nodulos. Los resultados se
analizaron después de 8, 15 © 21 dias. Las plantas fueron seccionadas en cCinco-seis zonas
anatémicas: nddulo (después de 15 dias), raiz secundaria, raiz primaria, tallo-raiz, tallo e
internodo. Se utilizaron anticuerpos anti-JimS y anti-extensina para visuahzar la intensidad de
reaccién inmune (i.r.i.) en cada tejido. £l anticuerpo JimS reconoce carbohidratos especificos en
las proteinas arabinogalactanas (AGP), el cual fue usado para conocer la relacidn de las proteinas
de Ia pared celular con otros componentes de la misma (entrecruzamiento de macromoléculas),
de la membrana plasmatca, de la matnz extracelular (idenudad celular y en la comunicacion
ceélula-célula —Kreuger and van-Holist, 1996-) o con gomas y exudados (excretadas durante la
produccidn de heridas —halus-), y su regulacion durante el desarrollo y en condiciones de déficit
hidrico. Las AGP tambien son proteinas ncas en hidroxiprolina. Los resultados observados sobre
las tiras de nitrocelulosa tratadas con los anticuerpos para los diferentes tejidos de la planta se
resumen en la tablae 3 (para identficacion de regiones ver fig. 9).

NODULO RAIZ SECUNDARIA TALLO
Epidermis Mataniloms .
iy Moauta
Tejido Floema
infectado 3
Cortex
Corten
e
Tejido vascular Endodermis
Flg. 9. Esquema de los tejidos cbasrvados en tres de las zonas e

tas plantas del frijol

52

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




ivaA !

JRCN

]
o
.

Prot |t(dias) | 1 Prot |t(dias) I [ ]
NODULO {N} TALLO-RAIZ(TR) |
Cortex | Tej. Vasc. | Tej. Infect. Epidermi Cotex | Endodermis | H.Vasc.
Ctl [Déf [Ctl {Déf |Cu D&l Cu (D& [Cu |Déf |Cu D& [CH |Dét
AGP 18 Sn [Sn [Sn {Sn |Sn {(Sn AGP |8 e - T fee T
15 Nd [Nd [Nd [Nd |Nd |Nd 15 B BRI
N [ + 4 |- + Fi] . . 4 + + - -
HRGP {8 Sn [Sn [Sn [Sn |Sn [Sn HRGP |8 + e - . 4+ [+th [+ e
15 e |4 (44 (4 + . 15 L R Y PV FY I Hfe |
F 444 |44 |44 [eee [0eh |44 Fi + |+ . |4 |e .
RAIZ SECUNDARIA (RS) TALLO(T)
Epidermls | Cortex |Endodermis{ H.Vasc. Epidermis | Cortex | H.Vasc. | Médula
Ct {Déf ICU {Déf (Ct [Dét [CH |Déf Ct {04f [Cu {Déf {C pat [Cu (Déf
AGP |8 R AGP (8 T T
15 - 15 - - o (e [+ e
21 . + . . il - +h [¢ [ee [ .
HRGP |8 + e [o " . HRGP |8 . . N . s+h [++h (- N
1§ + +» |- - - o |- 15 - [ CE TR Y e |4
F] " o |eh |+ |- +th [+h 2. . sh [es [oe [o. ]
m:Wm RP) NTERROD0 [0}
pidk Cortex H. Vasc. Epidermis { Cortex [ H.Vasc. | Médula
Co |Déf [ctl Déf |Cu [D# [CH |Déf Ctl |Déf [Cu [Déf |cu |Déf [Cu |D4f
AGP |8 . . - . . [T . AGP |8 + | - ¢ e 0 . .
15 UM (S AR R PO PO P 15 + e |- I+ I+ |- -
21 +. . . |+ . . i} . . . " Je . .
HRGP |8 . ¢ |- . “ole e |t HRGP |8 . + |+ |+ |¢hp |4¢ ¢ 14
15 4 + |+h |. + + [ 15 . ¢+ {¢h |+h [e¢ |+
I $o 140 e Ted (e [0 14 Tee 1] . le ¢ Tee lee .

Tabia 3. Cinética Inmunogénica por impresién de tejidos para observar proteinas solubles de la pared celular durante el desarrallo. Regiones anatémicas
on lag que hubo reaccién inmune a los anticuerpos antiJim$ {AGP} o anti ina (HRGP) en condiciones control o de déficit hidrico a diferentes
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ZONA DEL NODULO (N)
La AGP de las plantas control mostréd nula-bgja solubilidad en cortex, baja solubilidad en

tej. vasc. y nuia en te). infect, mientras que en las plantas con déficit hidrico se mostrd una
disminucion a nula solubilidad en cortex y nula-baja en tej. vasc. y un incremento en tej. infect. a
los 22 dias de tratamiento. En el caso de la HRGP se otservd en los controles una disminucion
desde alta hasta bagja solubilidad en cortex, tej. vasc. y te). infect, respectivamente, y en las
plantas con deficit hidnco se observd la misma disminucion pero desde mediana hasta nula i.r.i.
en los mismos tejidos. Después de 22 dias de tratamiento, se observd el mismo patrén para el
cortex y tej. vasc. que en el tiempo antenor y un incremento a mediana iri. con halus en tej.
infect. en los controles pero no asi para los de déficit hidrico, los cuales mostraron un
incremento en los tres telidos con respecto al tiempo anterior. Sin emargo en comparacion
con los controles solc en tey. vasc. se observd un aumento que posiblemente se debe al
tratamiento.

Los datos en general, mostraron que la HRGP en N es la proteina de mayor presencia en
forma soluble, sobre todo en la regidn del cortex y con una visible disminucion conforme el
tepcddo tiene una localizacion mas interna. Por otro lado, la presencia de halus en el tejido
infectado a los 22 dias es indicativo de la presencia de otros componentes celulares © del
propio tejido infectado, el cua!l aparece por las condiciones del desarrollo y no de! déficit

hidrico.

ZONA DE LA RAIZ SECUNDARIA (RS)

Las plantas control y las de déficit hidrico, mostraron para la AGP en todos los tejidos una

nula ifi. y soic a los 22 d una sola variacion dei i de nulo a bajo en el cortex de los
controles. Para las HRGP se observd un aumento de 12 ir.i. en funcion de! tiempo en la epidermis
y el conex de los controles; la endodermos y los h. vasc. Mostraron un ©ajo y lento incremento
de la 1Lr.i. Para las plantas con déficit hidnco se observd en epidermis y endodermis una
disminucién importante en 1a wri. (de alta a nuld). El contex y h. vasc. mostraron la misma
tendencia al incremento pero mas lento (de nula a nula-baja) ¥ con la presencia de halus a los
292 dias.
En general se observa una total insolubilizacion de la AGP a lo largo de! tiempo en todos
los tejidos mientras que la HRGP tene comportamientos similares en epidermis-endodermis vy
cortex-h. vasc., tanto de los controles, como de los de déficit hidrico aunque con
localizaciones cle solubilidad diferentes en cada caso. ESto sugiere Gque esta zonad anatomica es
muy sensible a los cambios hidnco dando como resultado una acumulacidn de proteinas de la
pared celular en forma altamente soluble con poca solubilidad mientras que en condiciones
control, la acumulacién es debida al propio desarrolio.

ZONA DE LA RAIZ PRIMARIA (RP)

La AGP mostro un comportamiento similar al de la zona anatdmica anterior con
pequenas diferencias, sobre todo en la endodermis donde se obsend un ligero aurmento a
nula-baja i.ri. en los controles a los 22 dias, mientras que los de déficit hidrico mostraron una
mediana i.r.i. y una disminucidn y aumento de nula a baja ir.i. La HRGP mostrd para los controles
incrementos simiares con respecto al tempo en epidermis-cortex y disminucidon e incremento
de la 1.r.1. en endodermis-h. vasc. En las plantas con déficit hidrico se observd una disminucion y
aumento de la i.ri. enia epidermis y h. vasc. mientras que en el cortex y endodermis se observd
un ncremento de la iri. y ademds para el pnmero la presencia del halus.

En general, la AGP parece variar poco en 1a RP excepto en endodermis. Los controles de
la HRGP mostraron smilitud en la solubilidad proteica para algunos tejidos, aunque dichas
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similitudes no se comparten entre las plantas control vy las de déficit hidrico, lo que 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 proteinas en epidermis y
cortex o total modificacién de los procesos del desarrolio.

ZONA DEL TALLO-RAIZ aTr)

la AGP de los controles y plantas con déficit hidrico mostrd nula i.r.i. en epidermis-h.
vasc. El conex-endodemis de I0s controles mostrd una disminucion y aumento de la ir.i. en
funcién del tiempo Mmientras que en condiciones de déficit hidrico se observd un nulo i.ri. en el
cortex pero una disminucion de mediana a baja ir.i. en la endodermis. La HRGP de las plantas
control mostrd una disminucion Yy aumento de la iri. en epidermis-endodermis mientras cue en
cortex se observd un incremento constante con respecto al tiempo (de nula a baja ir.i.) ylos h.
vasc. mostraron un incremento de baja a mediana iri. y disminucion a baja. Las pilantas en
condiciones de déficit hidrico mostraron un aumento y disminucion de la iri. en epidermis-
corex mientras que la endodermis mostrd un iri. constante (con halus a ios 8 dias) y h. vasc.
mostraron una disminucion de baja a nula ir.i. entre los 15 y 22 dias.

De la zona TR se concluye que la AGP tiene una parucipacion importante en la
endodermis, sobre todo en condiciones de déficit hidrico, 10 que indica que el estado hidrnico
de la planta estimula la solubilidad de la AGP de forma temprana pero diferente al Que produce
el desarrollo en el mismo tejido. Para ia HRGP se observa que el déficit hidrico es un factor que
modifica la solubilidad de dicha proteina, sobre todo después de 15 dias de tratamiento se
observan las mayores diferencias en cuanto al incremento, disminucion o presencia de halus.

ZONA DEL TALLO (T)
Para la AGP, los controles mostraron un iNncremento de nula @ mediana iri. y disminucion

a baja en h. vasc. y en medula se observd un incremento transitorioa baja i.r.i. En condiciones
de déficit hidrico se observd un incremento a mediana iLr.i. con halus en cortex y en h. vasc. se
obsernvd un incremento de nula a mediana iri. mientras que médula y epidermis tuvieron el
mismo comporamiento que los controles. Los controles de la HRGP mostraron nula iri. en
epidermis, un incremento de nuia a nula-bajea y disminucion y a baa iri. en corex, una
disminucidon de mediana iri. con halus a Ba@ vy un incremento a mediana i.ri. en h. vasc. y
finalmente un ligero incremento de nula a nula-baja Lr.i en medula. Las plantas en condiciones de
déficit hidnco mostraron en la epidenmis un ligero aumento de nula a8 nuila-baja 1.ra., el cortex
mostrd un incremento constante en la cineética de nula a nula-baja a baja iri, en h. vasc. se
observé una mediana i.r.i. a o largo det tempo (con halus a los 8 dias, al igual Que el control), y
la meédula Mostréd un pequeno aumento de nula a nula-baja ir.i. y disminucion a nula a los 22
dias.
En general se obbserva que la AGP participa en cortex y mayormente en h. vasc. baje
condiciones limitantes de agua, lo Que sugiere que cuando esta condicidn se mantiene por
largos periodos de tiempo (22 dias) provoca los cambios en solubilidad de dicha proteina e
incluso la participacion de otras (halus). La HRGP mostrd ligeras diferencias entre los controles y
los de deéficit hidrico, siendo el mas importante el de la presencia de halus en el cortex después
de 99 dias de tratamiento normal, o que sugiere que 1a falta de agua por periodos prolongados
en este tejido de la zona T estmula la solubilidad de esta proteina de la pared y de otras de

menor peso molecular.



ZONA DEL INTERNODO (1)
En los controles de la AGP se observd una dismmucidon de baja a nula iri. en la

epidermis; el conex mostrd un mcremento de nula 8 baja iri. y posterior disminucidon, en h.
vasc. se observo una disminucion de mediana @ baja iri. y un incremento nuevamente a
mediana. La médula se mostrd con nuia iri Las plantas en déficit hidrico mostraron una
disminucion de bajd a nula tr.i. en la epicermis y cortex, en h. vasc. se observd una baja ir.i.
constante y meédula con nula iri. constante. Los controles de la HRGP mostraron un leve
incremento de nula a nula-baja il en epidermis; @n cortex se observo un incremento de baja a
baja-media iri. con halus y una disminucidn a nula i.r.i. Los h. vasc. mostraron un incremento de
baja i.r.i. puntual con halus @ mediana y en medula se observd una disminucidn de baja a nula
tri. En las plantas bajo condiciones de déficit hidrnico se obsernvo una disminucion de baja a
baja-nuia i.r.i. en epidemmis; se observd un incremento de aja a baja con halus (igual que el
control) y una cisminucidn a nula-baja 1.r.i. en el cortex. Los h. vasc. mostraron una disminucicn
de mediana a baja i.r.i. y nuevamente un incremento @ mediana Lr.i. y la médula mostrd et mismo
comportamiento que kos controles.

En resumen, la AGP se localiza mayoritariamente en los haces vasculares y al parecer hay
diferentes cambios en la solubilidad debidos al proceso del desarrollo o al estado hidrico dei
suelo, por o Que tienden a la insolubilizacidn en condiciones de déficit hidrico v a la alta
solubilidad durante el desarrollo. La HRGP mostré mayores diferencias en 18 solubilidad de esta
proteina en h. vasc., los datos indican la participacion temprana de otras proteinas (halus)
durante el desarrollo que no se presentan cuando las condiciones hidricas son desfavorables,
io que sugiere que el déficit hidrico inhibe © bloqQuea dichas proteinas provenientes de T ©
bien desvidandolas hacia RS, en donde se acumula a tiempos tardios del desarrollo provocando
modificaciones de esta zona y en general de toda la plkanta.
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De estos resultados podemos analizar de forma general que N es la Zzona de mayor
presencia en forma soluble de la HRGP. Aqui podria realizar su papel estructural y ademds de
proteccion, aparentemente retarclado por las condiciones de déficit hidrico. La RS parece tener
poca participacion de ambas proteinas en forma soluble, especiaimente de la AGP gue muestra
una mayor sensibilidad 8 la insolubilizacion © entrecruzamiento por el déficit hidrico y el
desarrollo  posiblemente debida a una cadena de tratamientos extra € intracelulares
(comunicacion célula-céiula). Por otro lado, pareciera que el déficit hidrico es el disparador
para la acumulacion de la HRGP en forma soluble en epidermis y endodermis, sobre todo
después de 8 dias de ratamiento. Esto suglere gue estos tejidos tienen una funcidn regulatona
temprana durante el desarrollo, pues los controles indican un incremento de dicha proteina
mientras que en déficit se observa una total insolubilizacion. En cuanto a los demas tejidos de
RS, se observa una tendencia al ncremento de la solubilidad en funcidn del tiempo en el caso
de los controles, mientras que en las plantas con déficit hidrico esta solubilidad tiende a
retrasarse y presentarse en menor proporcion. Esto indica gue la solubilidad de esta proteina v
su proporcion son condiciones Impornantes para el correcto desarrollo de esta zona
anatdmica. la RP tiene un comportamiento simildr @ la RS y TR de la AGP, excepto que la
endodermis es el tejido que muestra mediana solubllidad a tiempos cortos de estimulacion
hidnca desfavorable. La HRGP muestra una tendencia a aumentar la solubilidad con respecto al
tiempo en todos los tejidos, siendo mayor en 1a epidenmmis, endodermis v h. vasc en plantas con
deéficit hidnco, lo que sugiere que estos teidos son Importantes para mantener la porcién no
aérea de la planta en buen estado hidnco. La presencia del halus en el cortex de todas las
ZONas anatomicas Parece ser una constante y en consecuencia indica la participacion de
componentes celulares alitamente solubles diferentes a la AGP (exudados excretados durante la
produccién de heridas), con locatizacion tejido-especifica y con un efecto o funcidn que aun
queda por detenminar, pues su presencla adelantada o retrasada esta determinada tanto por el
desarrolio como por el tratamiento. El TR ¥y T mostraron para la HRGP, una tendencia a la
insolubllizacidn en todos los tejidos, excepto en la endodemis donde la mediana solubiiclad
se mantuvo constante a lo largo de la cnetica; o anterior indica que la solubilidad y la
localizacion son factores importantes para la funcion, tanto de la AGP como de la HRGP. En el T
se observd, a diferencia de las anternores zonas anatémicas, que la AGP aumentd la solubiidad
en funcién del tempo en los h. vasc. durante el défict hidrico. Asi, los resultados ndican un
papel diferente en funcion del tempo, de la zona anatdmica y del estado hidrico dominante
(transporte a otras celulas como una via de modificar la pared celular resultando una nueva ruta
de desarrollo) (Kreuger and van Holst, 1996). Finaimente, el | mostrd una mayor participacion de
la AGP soluble en la epidermis y h. vasc., determinada principalmente por el desarrollo ya que el
déficit hidrico disminuye 1a solubidad en estos tejidos. Para la HRGP se observo una ligera
tendencia al aumento de la solubiidad en la epiderms, cortex y h. vasc. durante el deéficit
hidrico lo que indica que dicho tratamiento es el Gue da lugar a estos cambios en la solubilidad
y posiblemente a su efecto.

En invesugaciones realizadas 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 prnting y
RNA blots, encontraron gque en tallos maduros (6-10 dias), los 3enes de HRGP se expresaban en
céiulas del cornex y en pocas capas de las células del conex que rodean el floema primario. En
general, la HRGP soluble de tejidos maduros se encontraba solamente en pocas capas de
células dei conex rodeando los haces vasculares. Comparando con los resultados de T a los 8
dias, solo coincide con la presencia de HRGP en h.vasc. ya Que en cortex no hubo ninguna

reaccion inmune.
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ANALISIS POR INMUNOLOCALIZACION

Para este andlisis, plantas fueron transplantadas a vermicuiita (bien regada o con un 112
del volumen control de agua) y crecidas por 8, 15 o 22 dias; ios tejidos se fijlaron en FAA para
después cortarse transversaimente; se utilizaron anticuerpos anti-SbPRP2 y anti-extensina. La
localizacion de los anticuerpos v la intensidad de la reaccion antigénica en funcién de! tiempo
para las diferentes regiones del hipocotio, se resumen en la tabia 4 (se analizaron las mismas
Zonas anatdmicas y telidos esguematizados en la figura 9).

ZONA DE NODULOS (N)
La PRPZ de las plantas control mostraron a lo largo de la cinética en el cortex nula

actividad; en tej. vasc. y en tej. infect. un incremento Para la primera de nula a baja iri. y para la
segunda de nula a media i.r.. Para las plantas en déficit hidnco se observe un incremento Mayor
en conex y tej. vasc. a los 22 dias de tratamiento. la HRGP de las plantas control mostraron a los
Q2 dias baja i.ri. en conex y tej. vasc. y mediana i.r.i. en tej. infect. Las plantas con déficit hidrico,
maostraron una disminucidn de alta a baja iri. en conex y de alta 8 mediana i.r.i. en tej. vasc.
pero un incremento de mediana a aita en tej. infect. a lo largo de la cinética.

Los datos en general, muestran que la HRGP tiene una menor cantidad a los 15 dias de
crecimiento normal en cortex y te). vasc,, la cual aumenta a 1os 22 dias pero de forma inversa en
tey. infect. lo que sugiere que en condiciones de déficit hidrico la HRGP tiende a disminur en
funcién del tiempo en tejidos cercanos a la superficie. El incremento de i.r.i. en te). infec. puede
deberse al aumento en numero de bacteroides en este tejido. Sin embargo, la mayor
disminucion de los otros teldos sugiere la senesencia como proceso de desarrolio del ndduio
vy podria también dar lugar a dicho decremento en la cantidad. A diferencia de la anterior, la
PRP2 muestra la mayor solubilidad en cortex vy tej. vasc. durante el déficit hidrico, 1o qQue sugiere
que el desarrollo normal modifica su cantidad y posiblemente su funcidn en la arquitectura del

nodulo

ZONA DE LA RAIZ SECUNDARIA (RS)
La PRP2 de las piantas control mostrd un incremento de nula a baje iri. entre los 8 y 15

dias en epidermis; el cortex mostrd una disminucion de baja a nula iri. entre los 15 y 22 dias, la
endodermis y h. vasc. mostraron la misma tendencia: mdxima intensidad de reaccion a los 15
dias y despueés una disminucidn importante. En cuanto a las plantas con déficit hidrico también
se observd un incremento en epidermis de nula a baja i.ri. y de nula 8 mediana en h. vasc.,
mientras que corex y endodermis se mantuvieron con la misma ir.i. a lo largo de la cinética. La
HRGP de las plantas control mostrd un incremento de nula a baja i en conex entre los 15 y 22
dias; en cortex se mantuvo con nuia iri y en endodermis y h. vasc. se observd una disminucion
de mediana a nula iri. entre los 15 y 22 dias. Para las plantas con déficit hidrico se observd
mediana i.r.i. en epidermis ¥y baja ir.i. en los demads tejidos.

En general, se observa que el déficit hidrico podria estmular la solubilidad de ia PRPR en
cortex, y haces vasculares mientras que la HRGP siempre mostréd menor cantidad en todos los
tejidos observados. Cabe mencionar Que en condiciones de desarrolio normal se observd una
mayor cantidad de la PRP2 a los 15 dias en endodermis y h. vasc. y un poco menor para la
HRGP en ios mismos tejidos, io que sugiere un posible movimiento de estas proteinas a otras
zonas anatémicas, en especial ia PRP2 que es mads soluble.

58



Pt Tridas) T T [ ] | Prot |1 (dias) T 11 [ ]
NODULOWN) | | TALLO-RAIZ(TR) | |
Cortex Tej. Vasc. | Tej. Infect. Epidermis | Cortex h. vasc.
Cu |Dé |Cu |Déf |CU |péf Cti |Dét |Cd [Déf |Cu |04 |Cu |Dét
PRP2 |8 BRI CEDEE
PRP2 (15 . - B . . B 15 nd [¢++ [nd [e+e {nd [#4¢ |nd |++
21 . + + L2 RT3 Y H] . + N . - " . -
HRGP |15 ad {se¢ Ind [eee Ind [4s HRGP {15 ¢ Te be To Teae Toew oo Tod
] v e e [ee [ [ene 3l <[ [ [ fees [eee {4 Te
RAIZ SECUNDARIA [RS) TALLO(T)
pidermis | Cortex lodermis | h. vasc. Cortex h.vasc.  |Médula
Cu D& (Cti [Déf [CU ID4f [Cu |Déf C (D& [Cu [04f [Cu [Déf {Cu {Dat
PRP2 |8 B OO R PRP2 |0 o [¢ 4. I e ] e e
1§ ¢ fnd |+ {nd [4++ [nd [ees [nd 15 e T e T
I + + . + . . + *" 2 . . . . e {4 .
HRGP |15 - Ind |- |nd j*¢ [nd ¢+ [nd HRGP |15 « e e fee o |- [e e+
A + | + . + . + il " . + . T EED
RAIZ PRIMARIA (RP) INTERNODO {l)
Epidermis | Cortex E h. vasc. Cortex hovasc.  [Médula
cd [o# [Cu Déf [Cu [Dét [Cu |Déf Cll [D#f [CU |D4f |Ct [Déf |Cu |Déf
PRPZ {8 . e T e T UL PRP2 10 - < qe lee Qe fo N
15 . 7D 4 [ 444 400 [4e e 15 - . . + B .
2 . + | ¢ |- ¢ . ¢ F] - . ¢ [er e fe e
HRGP |15 T e [ [er [eae [eee [ae eee HRGP |15 PO PO R YRR PYYY RYYSN PR Y
N . R + + + . + + F1 . . + + 30 +

Tabla 4, Inmunolocalizacién de protsinas de a pared celular durante ¢l crecimiento. Zonas anatdmicas en las que hubo reaccion inmune a
los anticuerpos anti-SbPRP2 o anti-extensina en condiciones control o de déficit hidrico a diferentes tiempos. La intensidad a la reaccién
Inmune {ir..) se expresd en unidades arbitrarias: {-) sin reaccidn, (+) poca L, (+¢) mediana iri.y {++¢) akta iri. h = halus, p = reaccién
inmune puntual, nd= no determinado.

NIOMNMO 30 VTTV4
NOO 3184l




ZONA DE LA RAIZ PRIMARIA (RP)
La PRP2 de los controles se mostrd sin cambio en la epidermis a lo largo de la cinética; el

cortex mostré una disminucion de baja a nula iri. entre los 15 y 22 dias; l1a endodermis y los h.
vasc. mostraron la misma tendencla que en la zona RS. Para 10s de déficit hidrico se obsend un
incremento y disminucion de nula a alta y a baja iri. en epidermis y conex, mientras que en
endodermis ¥ h. vasc. se observo la misma tendencia que los controles. La HRGP de los
controles mostrd Nula iri. en la epidermis y baja iri. en conex a lo large de la cinética; una
disminucion de alta a nula iri. en endodermis ¥ de alta a baja en h. vasc. En los de déficit
hidrico se observd la misma tendencia Que los conuoles para la epidermis y endodermis, una
disminucion de mediana a baja i.r.i. en cortex y de alta a baja i.r.i. en h. vasc.

En general se observa una tendencia a una posible mayor solubilidad de la PRP? a los 15
dias de déficit hidrico en epidermis 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 lkocalizacion de ambas
proteinas lo que sugiere que cada proteina tiene una actvidad y localizacidon tiempo v tejido

especifica.

ZONA DEL TALLO-RAIZ (TR)
La PRP2 de las plantas control mostrd un incremento de nula a baja i.ri. en epiderms; el

cortex y h. vasc. Mostraron una disminucidn de baja a nula ir.. y endodermis de alta a nula. Los
de déficit hidrnico mostraron una 1.ri. maxima a los 15 dias de estimulo en todos los tejidos. La
HRGP de los controles mostrd una disminucion de baja a nula i.ri. en epidermis, mientras que en
los demas tejidos mantuvieron la iri. a lo largo de la cinética: baja en cortex, alta en
endodemos y mediana en h. vasc. Para los de déficit hidrico se observd la misma tendencia
qQue los controlers en epidermis, endodermos y h. vasc. Mientras que cortex mMostrd una
disminucion de baja a nula 1r.i.

Los datos en general sugieren gue al igual que RS y RP, el deéficit hidnco podria estimular
la alta solubiidad de la PRP2 en esta zona después de 15 dias de tratamiento y una posible
mowviizacidn de esta proteina como parte de los procesos bioldgicos de la planta. ta
localizacion de la HRGP esmuy sumilar @ RP, solo Que se mantiene ausente por mas tempo en
endodermos y h. vasc. Tanto en condiciones control como de deéficit hidrico, lo que indica que
la posible solubiizacion se debe a los eventos del mismo desarrollo y no a los producidos por

el deficit hidrico.

ZONA DEL TALLO (T)
La PRP2 de los controles mostrd una disminucion de baja a nula iri. en la epidermis entre

los 8 y 15 dias; el cortex mostrd un incremento transitono de nula a baja iri; en h. vasc. se
observé una disminucion de baja a nula iri. y un aumento a mediana iri; en meédula se
mantuvo una baja wri Las plantas con déficit hidrico mostraron la misma tendencia que 1os
controles en la epidermis y muy similar en h. vasc, una disminucion de baja a nula i.r.i. en cortex
entre los 8 y 15 dias, ¥y entre los 15 y 22 dias para la médula. La HRGP de los controles mostrd
un incremento de nuld @ mediana iri. en epidermis, de nula a alta en h. vasc. y de baja a
mediana en meédula. Para los de défiat hidrico se observé nula iri en epidermis, una
disminucion de mediana a nula i.r.i. en cortex y de mediana a baja en medula, y para h. vasc. se
observd un incremento igual que los controles.

Los datos en general muestran una pPosible tendencia a la insolubilizacidon de la epidermis
y cortex tanto de la PRP2 como de la HRGP y una tendencia similar para h. vasc. y medula. Esto
sugiere que el tallo es una zona anatdmica que tiene poca dindmica en cuanto a la solubilidad
de estas proteinas con respecto a las zonas previas, aungue siguen siendo los h. vasc. donde
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podria haber mayor solubiidad de estas proteinas solo que a tiempos mas prolongados de
crecimiento normal.

ZONA DEL INTERNODO (1)

La PRP2 de los controles mostrd nuia iri. en la epidermis y el cortex y mediana ir.i. en h.
vasc. durante, el crecimiento normal y un incremento de nula @ baja iri. en médula. Las plantas
con deéficit hidnco mostraron la misma tendencia que los controles en la médula, un incremento
de nula a mediana ir.i. en epidermis, y una disminucion de alta a mediana ir.i. en h. vasc. entre
los 15 y 22 dias y la misma iri. que los controles en meédula. La HRGP de los controles mostro
nuta i.ra. en epidermis, un incremento de nula a baja ir.i. en cortex, alta i.r.i. en h. vasc. y baja en
meédula. Para los de déficit hidrico también se observo nula ir.i. en epidermis, y alta en h. vasc. y
una disminucion de mediana a baja i.r.. en conex y medula.

Los datos en general sugieren que el defiat hidrico induce pocos cambios en 1a
solubilidad de ambas proteinas, aunque se observan diferencias en la cantidac de la PRP2 del
cortex Yy h. vasc. hasta los 22 dias pero muy pocas para la HRGP: médula y corex solo a los 15
dias, lo que sugiere que el intemodo 4l igual que el tallo son zonas anatdmicas diferenciadas
con pocas posibilidades para una dindmica de estas proteinas.

En general, los datos sugieren en N una mayor participacion de la HRGP en forma soluble
que de la PRP2 con una mayor solubiiidad a ios 15 dias y después con una disminucion en los
tejidos vascular e infectado. Al parecer, ¢n RS v RP, la PRP? es la que tiene mayor solubilidad,
sobre todo a los 15 d, condicion similar para la HRGP pero en menor proporcion; ko anterior
sugiere Qque el tiempo de tratamiento es un factor importante para la mowvilizacion de ambas
proteinas sobre todo en h. vasc. Yy endodermissEn el caso de TR, se observa mayor cantidad de
la PRPR entre ks 8 y 15 d con déficit hidrico y entre Ios 15 y 22 d para la HRGP, lo que sugiere
Que un Mismo tratamiento produce efectos de mowiiizacion temporal y espacial diferentes para
cada una de las proteinas 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 nomal de
desarrollo en esta zona. Finalmente, | muestra alta i.r.i. para ambas proteinas en h. vasc. a lo largo
de la cinética, pero para la PRP2 muy probablemente debida a las condiciones hidricas mientras
qQue para la HRGP no pues mantiene la misma tendencia que los controles. Lo anterio indica gue
el déficit hidnco es un factor que determina la localizacion y posible mowilizacidon por
redistribucion de la PRP2 mientras Que el proceso normal de desarrcllo o determina para la

HRGP.
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ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Para revelar el comportamiento a nivel molecular y la proporcion de las fracciones de
proteinas totales y de la pared celular en condiciones de déficit hidrico durante et desarrolio,
alicuotas de la fraccion de proteina total y de la pared celular, fueron analizadas por geles de
SDS © catonicos neutrales (por la naturaleza positiva de la HRGP) y Western blot con
anticuerpos policlonales anti-SOPRP2 o anti-extensina. Los geles fueron tefidos con Azul de
Coomasie © con plata. Los resultados en conjunto provenientes de la electroforesis se muestran

en la figura 10.

ZONA DE NODULOS (N)
La fraccion total de la PRP? no mostrd diferencias debidas al déficit hidrico, solo un

incremento transitorio a ios 15 dias de nula a baja-media ir.i. La fraccidn de la pared mostrd el
mismo incremento transitorio también a los 15 dias pero los controles tuvieron una ir.i. media y
los de déficit hidnco una baja-mediana ir.i. la fraccion total de la HRGP control mostrd un
Incremento sostenido a mediana iri. entre los 15 y 22 dias mientras que los de déficit hidrico
mostraron un incremento constante de baja-nula a alta ir.i. a lo largo de la cinética. La fracciéon
de la pared mostrd para los controles un incremento transitorio de alta a mediana-alta i.r.i.
durante la cinetica, pero las plantas con défiat hidrico mostraron un solo incremento a los 22
dias de nula a baja i.r.i.

Los datos en general, muestran pocas diferencias debidas al deficit hidrico para la PRP2
tanto de la fraccion total como de la pared celular. Sin embargo, la fraccion de la pared muestra
una mayor solubilidad en 1os controles con respecto a la fracaidn total, lo que sugiere que una
mayor proporcidn de estas proteinas son moduladas por el desarrolio, y en condiciones de
déficit hidrico, esta solublidad se mantene. Esto sugre que dicho tratamento restringe el
aumento de solubilidad a pesar de que a los 22 dias se tene una total insolubilidad en ambas
condiciones. En cuanto a la HRGP se observan cambios de solubilidad en la fraccion total
siendo notabile el INncremento entre los 15 ¥y 22 dias de los de déficit hidnco, mientras que 1a
fraccion de la pared indica un iNcremento smilar al de la fraccidon total pero en menor
proporcion. Esto sugiere que el tratamiento prolongado del deficit hidnco modifica cuantitativa
(cantidad) y cuahtatvamente (solubillidad) dicha proteina. Por otro lado, el desarrollo en la
fraccion total no muestra cambios en la solutilidad durante la cinética pero en la fraccion de la
pared se observa una disminucion relativa en 1a solubilidad posiblemente debida al grado de
diferenciacidn celular (en senescencia) pero aun asi es interesante resaltar la aita solubllidad de

esta proteina a tempos largos.

ZONA DE LA RAIZ SECUNDARIA (RS)
La fraccion total de la PRP2 mostrd un solo incremento de ©aa iri. a ks 8 dias en

condiciones control y nula ir.i. a lo largo de toda la cinética para la condicidn de déficit hidrico.
ta fraccion de la pared mosrd durante todos los tiempos nula iri. tanto para los controles
como para el defiat hidrnico. La fraccion total de la HRGP control mosrd un decremento
transitorio de media-aita a baja-nula a alta ir.i. durante la cinética. La fraccion de la pared mostrd
un comportamiento similar al de la fraccion total, siendo para los controles media-aita a nula a
mediana i.r.i., y para las plantas con déficit hidnco de aita a nula a media-alta i.r.i.

Los datos en general, muestran que ia PRP2 tiene baja solubilidad en amiboas fracciones io
que sugiere Gue en su MAayor Proporcion se encuentra entrecruzada con fuertes enlaces gue en
consecuencia hacen dificil su extraccidn. En cuanto & la HRGP se observa un comportamiento
similar, tanto para la fraccion de proteinas totales como para las de la pared celular en ambos,
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controles y los de déficit hidrico; es decir, un decremento transitorio a los 15 dias con un
aumento igual © mayor al inicial en el caso de la fraccion total pero menor para fraccion de la
pared. Esto sugiere una correlacion entre los incrementos y decrementos de ambas fracciones
pero ademds un comportamiento similar cuando son estimulados por el desarrolio o por
condiciones hidricas desfavorables.

ZONA DE LA RAIZ PRIMARIA (RP)

La fraccidn total de la PRP2 control mostrd un solo incremento de nula-baja iri. a los 15
dias pero en condiciones de déficit hidrico se observé un incremento a baja i.r.i. a los 8 dias de
tratamiento. La fraccion de la pared mostrd para los controles el mismo incremento al mismo
tiempo de tratamiento y para los de déficit hidrico se mantuvo durante toda la cinética con nula
iri. La fraccion total de la HRGP control mostrd un decremento transitorio similar al de RS: de
mediana a baja-nula a alta i.r.i. durante la cinética y para los de déficit hidrico de baja a nula a
alta ir.i.. La fraccion de la pared tambien mostrd este comportamiento: para los controles fue de
mediana a nula a baja L.r.i. ¥ para las plantas con deéficit hidrico de alta a nula @ mediana ir.i.

Los datos en general, muestran Que la PRP? se insolubiliza rapidamente (fraccion de la
pared ceular) pero la fraccion de proteinas totales indica que el déficit hidnco induce a que
proteinas diferentes a las de la pared se encuentren en forma soluble a tiempos conoes, mientras
que en condiciones control el desarrollo induce esta baja solubilidad solo después de 15 dias
de tratamiento. En cuanto a la HRGP se observa un comportamiento similar ai observado tanto
en la zona anatdmica RS como en la fraccion total, es decrr, un decremento transitorio a los 15
dias con un aumento menor al incial, Indicando una correlacion entre los incrementos y
decrementos de ambas fracciones y el tipo de tratamiento: desarrollo o déficit hidnco. Sin
embargo la mayor solubilidad de la fraccion tatal a los 22 dias sugiere la presencia de proteinas
diferentes a las de la pared que posiblemente son requerkdas para el funcionamiento celular
optimo. En cuanto a las plantas de deéficit hidrico, ademas de 1o anterior los datos indican que
una mayor proporcion de estas proteinas totales forman parte de la fraccion de la pared celular
y que por las condiciones desfavorables hidricas se mantiene en forma altamente soluble
posiblemente como una manera de contender con las nuevas condiciones.

ZONA DEL TALLO-RAIZ (TR)

La fraccion total de la PRP2 mostro un solo incremento de nula a nula-baja iri. a los 15
dias. La fraccion de la pared igualmente mostd el mismo incremento al mismo tlempo de
tratamiento pero de mediana Lr.i. La fraccion total de la HRGP control mostro un incremento de
baja-nula a alta ir.. entre 1os 15 y 22 dias de tratamiento y para los de déficit hidnco se obsernd
una disminucion transitoria de media a baja-nula a alta iri. La fraccion de la pared mostrd para
los controles una disminucion de bagia-mediana a nula Lri. y para las plantas con déficit hidnco
de alta a nula ir.i. entre los 8 y 15 dias. R

Los datos en general, muestran un incremento de la PRP2 a los 15 dias de tratamiento,
pero dicho incremento es debido solo al desarrollo ya que no hay diferencias con respecto al
deficit hidrico; por oto lado, la baja solubilidad en la fraccion total indica Que una gran
proporcion de estas proteinds solubles forman parte de la fraccion de la pared celular. En
cuanto a la HRGP control se observa un incremento hacia alta solubilidad inducida por el mismo
desarrollo en la fraccidn total, en condiciones de déficit hidrico se observa un comportamiento

63



INTERNOSO 0 - [

— — 2 .- ~
TaL0 S S v
TALLO-RAIZ . - v . ]
nalzommamia [ 1 - | . - ]
RAIZ SECUNDARIA = e[ - L ]
noouLo | - U - 4
- we PR |
PRP2 TOTAL DEFICIT HRGP TOTAL DEFICIT
INTERNODO . g. -
TaLLO S
TALLORAIZ E -
RAIZ PRIMARIA s
RAIZ SECUNDARIA .
noDULO m - -
™ e
PRP2 PARED CONTROL
INTERNOBO . . - .
TAaLLO E . | v [ﬂ - D.‘ -
TALLO-RAIZ . -~ . ’ i [,
RAIZ PRIRARIA - IV el < '
Ralz sRcuNBARIA . “9— l
NODULO E - - ; -
™ - .o e
PRP2 mo ntncrr HROP PARED DEFICIT
. awe meAccIon T masarms, ] wewana Lre. . aava .
Fig. 10. Westermn biot de proteinas de la pared celular ) on forma de
dﬂmlodulapi.nhm:onluw- s
anti-extensina de las total o de la
M:ﬂul&m:mhmcmaamn Mo.mw(m 1l22d-). La intensidad a
on sin reaccion inmune,

rolo-dhlrLL.lhc-y/o
da los

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




simitar al de RS y RP; pero en la fraccion de la pared celular el comportamiento es
aparentemente inverso al de la fraccion anterior, 0 que indica que las proteinas solubles en la
fraccicn total pueden ser de una naturaleza diferente a las de la pared celular.

ZONA DEL TALLO (T)
La fraccidn total de la PRP2 mostrd un solo incremento de a nula-baja iri. a los 15 dias en

condiciones de déficit hidrico. La fraccion de la pared igualmente mostré un incremento de
baja iri. al mismo tiempo de tratamiento. la fraccion total de la HRGP mosrd un
comportamiento similar a la zona TR, para los controles y para los de déficit hidrico, para los
primeros fué de baja-nula a alta ir.i. entre 10s 15 y 22 dias de tratamiento y para la segunda se
observd una disminucion transitoria de media a nula a aita i.r.i. La fraccion de la pared mosud
para los controles baja-mediana iri. a los 15 dias y para las plantas con déficit hidrico un
decremento constante de media a baja-media a nula-baja i.r.i.

Los datos en general, muestran un incremento de la PRP2 a los 15 dias durante el
desarroilo normal; ademds, la baa solubilidad en la fraccion total indica Que una gran
proporcidon de estas proteinas solubles forman parte de la fraccidn de la pared celular. En
cuanto a la HRGP control se observa un incremento hacia alta solubilidad inducida por el
desarrolloc en la fraccion total; en condiciones de défict hidrico se observa un comportamiento
similar al de RS y RP (decremento transitono en la solubllidad); pero en la fraccion de la pared
celular el comportamiento para ios controles es con un solo incremento a los 15 dias, 1o gque
sugiere que las proteinas altamente solubles tienen un desuno diferente al de formar parte de la
pared celular. En cuanto a las plantas con deéficit hidnco se observa un decremento constante
en la solubiidad lo Que sugiere, por un lado, que las proteinas solubles desde los 8 dias son de
origen exclusvo de la pared celular (se insolubilizan en funcion del tiempo), mientras que las
proteinas de la fraccidn total tienen un comportamiento y posiblemente una funcidn y destuno
diferente a las de la pared celular.

ZONA DEL INTERNODO (1)
La fraccidn total de la PRP2 mostrd un solo incremento de nula-baja iri. a los 15 dias en

ambas condiciones. La fraccidn de la pared mostrd un Incremento al mismo tempo de
tratamiento de nula-baja iri. solo para los controles. La fraccion total de la HRGP control mostd
un INcremento constante de nula a baja-nula a@ aita iri. y para los de deéficit hidrico se cbservd
una disminucion transitona (similar a las zonas anatomicas anteriores) de media a nula a media
Lri. La fraccidOn de la pared mostrd para los controles nula-baja rri. a los 22 dias y para las
plantas con deficit hidnco media ir.i. a los 8 dias.

Los datos en seneral,'rnuestran una baja-nula solubilidad de la PRPR a los 15 dias debido
principaimente al desarrollo; también, la baa solubiidad en la fraccion de la pared sigue
inchicando que la solubilidad es dingida por el desarrollo. En cuanto a i@ HRGP controi se
observa un comportamiento similar al del tallo, con un INncremento constante de la solubilided
inducida por el desarrollo en la fraccion total; en condiciones de déficit hidrico también se
observa un comportamiento similar al de RS, RP, TR y T (decremento transitoric en la solubiidad).
Sin embargo, en la fraccidon de la pared celular el comportamiento para los controles es con un
solo incremento de la solubllidad a los 22 dias, lo que también sugiere que las proteinas
altamente solubles tienen un destino diferente al de formar parte de la pared celular. En cuanto
a las plantas con déficit hidrico se observa un aumento a mediana solubilidad a los 8 dias, lo
que sugiere que las proteinas solubles de la fraccion total tienen un destine mayorntano en la
pared celular para insolubilizarse con el tiempo pero las proteinas solubles que aparecen a los
99 dias pueden tener una funcion 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
solubllidad hasta los 15 dias en la fraccion total mientras que en la fraccion de la pared solo a
los 15 dias muestra algunas diferencias en la solubilidad de dicha proteing; asi los resultados
indican que aparentemente las diferencias en solubilidad sdlo se deben al desarrollo mds que al
deéficit hidrico. La HRGP de 1a fracctdn total muestra una solubilidad inicial mediana y después de
una disminucion hay otro increment® adn mayor a los 22 dias con déficit hidnco; sin embargo,
hay diferencias en la solubiidad: a kos 8 dias con déficit hidnco la solubilidad es mayor en ta
region aérea y menor en la radicular, a los 15 dias hay mayor insolubilizacion en la mayoria de las
zonas anatomicas, Y a los 22 dias hay un incremento imponante de solubilidad en casi todas las
zonas y ligeramente menor en | Esto sugiere un patrdén de solubilidad similar debido al
desarrolio (comparando con los controles): regiones como las raices en las que predomina la
HRGP en forma soluble a los 8 d, o insoluble a los 15 dias, pero el gran incremento en la
solubiliddad a los 22 dias en la reqidn aérea sugiere que es debida desarrollo normal mas gue a
la condici®dn hidrca, pero ademas podria indicar un momento importante de sintesis de nueva
proteina durante el desarollo (inicio en la formacion de botones florales). La fraccion de la
pared celular muestra mayor solubildad a los 8 dias en la regidn radicular y aérea cuando la
planta es someuda a déficit hidnco vy en menor proporcidn en condiciones control, 1o que
coincide con los resultados de la fraccion total indicando que una parne importante de la
fraccion total son proteinas de fa pared; a Ios 15 dias la mayor diferencia a s la insolubilizacion
en Nddulo con respecto al control, 1o que también coincide con lo observado en la fracciéon
total. Finalmente, a los 22 dias la mayor solubilidad se vuelve a observar en la regidn radicular
aunque disminuye la solubilidad en los Nnddulos y aumenta en la RP. LO anterior sugiere que tanto
el déficit hidrico como el desarrollo son moduladores de la solubilidad de la HRGP tanto en la

fraccion total como en la de la pared celular.
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METODO CUANTITATIVO

ANALISIS DE LA DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES
Y DE HIDROXIPROLINA

El andlisis de la determinacion de proteinas totales y de la de hidroxiprolina con proteinas
totales y de la pared celular (ambas en forma insoluble) durante el desarrollo de la planta del
friol bajo condiciones de déficit hidrico, fué realizado para conocer cuantitatvamente, el
destino de las proteinas ricas en hidroxiprolina (PRP2 y HRGP) en estas condiciones. Este se
realizd como se describid anteriormente (ver matenal y método). Los datos fueron nuevamente
agrupados en cuatro rangos arbitranos de solublidad y tres tipos de resultados: 1) relacidn
hidroxiprolina/proteina soluble total e hidroxiprolina/proteina soluble de la pared celular, )
hidroxiprolina insoluble de la pared celular y 3) proteina soluble total y proteina soluble de la
pared celular, cada uno para las condiciones control y de deéficit hidrico. Los datos del tpo 3
indicaron la solubiidad y la localizacion subcelular: proteinas citoplasmicas (fraccidn total) y/o
de la pared celular (fraccion de la pared celular). Los dates del tpo 1 indicaron cudnta de la
proteina total obtenida (datos de upo 3) se encontro hidroxilada (PRP? y/o HRGP y/u otras) en
cada una de las zonas anatémicas de la planta. Finalmente, los datos del tipo 2 nos indicaron
cuanta proteina hidroxilada estaba insoluble en la pared y el posible tpo de enlaces que tiene,
de tal modo que la alta solublidad indicd enlaces fuertes pero hidrolizables mientras que la
mediana solubildad indicd enlaces mds fuertes y menos hidrolizables o extraibles. Los
resuitados en comunto provenientes de la electroforesis se muestran en la figura 11.

ZONA DE NODULOS (N)

Las plantas control en la zona N mostraron para la relacidn de upo 3 de la fraccion total
medhiana solubilidad constante, simiar 3 la fraccidn de la pared celular: baja solublidad
constante. En la relacion tpo 1 de la fraccion total se observd baja solubilidad constante
mientras que para la fraccidn de la pared se observd insolubilidad constante. Para los datos de
tpo 2 se observd una alta solubiidad constante.

Las plantas con déficit hidnco mostraron para la relacion de tpo 3 de la fraccion total un
decremento de mediana 8 baja solubllidad y de la fraccion de la pared celular se observd un
incremento de nula a baa solubiidad. £n la relacion tpo 1 de la fraccion total se observo
nsolubilidad a lo largo de la cinéuca y para la fraccion de la pared celular se observe un
incremento de nula a alta solubihdad. Para los datos de tpo 2 se observd un incremnento de
baja a mediana solubiidad

Los datos en general, muestran que una proporcion considerable de l1a prolina de las
proteinas totales control (datos de tipo 3) se hidroxila (datos de upo 1), pero no asi las
provenientes de plantas en condiciones de deéficit hidrico, las cuales disminuyeron totaimente
su solubilidad, 10 que indica que el déficit hidrico modifica la naturaleza de las proteinas totales
(citoplasmicas y de la pared celular). Las proteinas de la fraccidn de la pared celular control
muestran Que una cantdad importante de la fracadn total son proteinds de la pared celular
pero estas proteinas no se encuentran en la fraccion de proteinas hidroxiladas solubles sino en
las insolublilizadas; por otro lado las proteinas de las plantas con déficit hidrico muestran que a
los 15 dias todas las proteinas totales son de un tipo diferente a las de la pared celular y que las
pocas que hay estan nsolubles en la pared pero con un tipo de enlaces hidrolizables. A los 22
dias la mayor parte de proteinas totales son proteinas de la pared celular en forma altamente
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soluble pues la fraccion insoluble muestra enlaces débiles altamente hidrolizables. Esto indica
que una condicién hidrica desfavorable y sostenida incrementa la cantidad de proteinas
solubles hidroxidables. A mayor tiempo, se incrementa la cantidad de proteinas insolubles
facimente hidrolizables. Lo anterior sugiere Que el deéficit hidrico afecta la cualidad en los
enlaces de las proteinas hidroxiladas y entrecruzadas en fla pared celular.
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ZONA DE LA RAIZ SECUNDARIA (RS)

Las plantas control en la zona RS mostraron para ka relacion de tipo 3 de la fraccion total
un decremento de alta a nula solubilidad entre 1os 8 vy 15-22 dias, mientras Que la fraccion de la
pared celular se mostrd insolubfe en toda la cinética. En la refackdn upo 1 de @ fraccion total
se observd un incremento de nula a baj solubilidad constante mientras que la fraccion de la
pared Mostrd un decremento de baja a nulka solubilidad entre los 8 vy 15-22 dlas. Para los datos
de tipo 2, los controles mostraron baja solubilidad toda ta cinética.
Las plantas con deéficit hidrico mostraron para i3 relacion de tpo 3 de la fraccion total un
decremento de alta a nula solubilidad y un ncremento a baja solubilicad a los 22 dias. Para la
fraccion e la pared celular se olservd un comportamiento muy simitar: disminucikdn de
mediana a nula solubilidad vy un incremento a baja solubitidad. En 1a relacikdn tipo 1 de 1a fraccikdn
total se observd insolubilidad a lo largo de la cinética y para la fraccion de la pared celular se
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observd un incremento transitorio de nula a alta solubilidad entre los 8 y 15 dias. Para los datos
de tipo 2 también se observd un incremento transitorio de nula a baja solubilidad,

Los datos en general, muestran que al comparar las proteinas totales control (datos de
tipo 3) con las que se hidroxilan 1as prolinas (datos de tipo 1) hay una gran cantidad de prolinas
en proteinas totales solubles a tiempos cortos que aparentemente No se hidroxilan pero un
pequena proporcion de estas proteings son de la pared celular. Por otro lado a tiernpos mas
largos se observa baja hidroxilacion de proteinas totales. Las proteinas de la pared celular
muestran un tipo de enlace hidrolizable (mediana insolubilidad); todo ko anterior sugiere que a
tiempos corntos hay una mayor cantidad de proteinas solubles con un destino diferente al de la
pared celular (transporte) ¥y solo una pequena proporcion de prolinas se hidroxila a tiempos
mads largos como parte del proceso de desarrollo de esta zona anatomica. En el caso de las
proteinas totales bajo condiciones de déficit hidrico se observa la misma tendencia que los
controles pero con un incremento de solubilidad a los 29 dias, de manera similar las proteinas
de la pared celular pero en menor pProporcion a tempos conos, Lo anterior indica que todas
estas proteinas tienen un destind mayontano para la pared celular a los 8 y 22 dias ya que la
proporcion hidroxilada de la pared a los 15 dias parece provenr de las proteinas
insolubilizadas con enlaces hidrolizables. Es posiole que el défiat hidrico modifique la
naturaleza de los eniaces (soluble-insoluble), su posible destino y el tiempo de accion de las
proteinas. Finalmente, al comparar los resultados de hidroxiprolina insoluble control (datos de
tipo 2), con las proteinas hidroxiladas de la pared (datos de tpo 1), se observd baja
solubilidad a tiempos cortos en proteinas hidroxiladas pero mediana insolubilidad durante toda
ia cinética en proteinas insolubles, 1o que ademas sugiere que por ser una zona de crecimento
constante, requiere un tpo de enlaces fuertes pero hidroilizables. Sin embargo, en condiciones
de déficit hidrico se observd una modificaciodn en la insolubllidad con respecto a los controles,
mostrando enlaces fuertes e insoiubles a los B y 22 dias y sdlo a los 15 dias se observd una
mediana insolubilidad. Lo antenor podria inaicar que el déficit hidrico modifica el utpo de
enlaces para cambiar la estructura radical (raices mas fibrosas) en busqueda de fuentes de agua

Craices mas largas) (Tomos and Pritchard, 1994)

ZONA DE LA RAIZ PRIMARIA (RP)
Las plantas control en la zona RP mostraron para la relacion de tipo 3 de la fraccion total

un decremento transitono de mediana a nula solubiidad entre [os 8 y 15 dias, mientras que la
fraccion de ia pared celular se mostrd insolutsle durante toda 13 cnética. En la relacidn upo 1 de
ia fraccion total se observd un Incremento transitorio de nula a alta solubllidad entre los 8y 15
dias mientras que la fraccion de la pared mostro un decremento de agja a nula solubilidad entre
los 8 y 15-22 dias. Para los datos de tipo 2, 1os controles mostraron nula solubilidad durante
toda la cinética. :

Las plantas con déficit hidrico mostraron para la relacion de tpo 3 de la fraccion total un
incremento transitono de nula a baja solubilidad enue ios 8 v 15 dias y para la fraccion de la
pared celular se observd un incremento de baja solubilidad a los 22 dias. En la relacion tipo 1
de la fraccion total se observd baja solubilidad a los 22 dias y para la fraccion de la pared
celular se observé un decremento-incremento de mediana a nula a baja solubilidad. Para los
datos de tipo 2 se observo un incremento de baja solubilidad a los 22 dias.

Los datos en general, muestran que al comparar las proteinas totales control (datos de
tipo 3) con las que se hidroxilan (datos de tipo 1) hay una mediana cantidad de prolinas en
proteinas totales solubles a los 8 y 22 dias que aparentemente no se hidroxilan i estédn en la
fraccion de la pared celular, pero a los 15 dias se observa una alta solubilidad de proteinas
hidroxiladas que aparentemente NO tienen su origen en esta zona anatomica (posiblemente
transportadas). En cuanto a las proteinas hidroxiladas de la pared celular solo muestran baja
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solubilidad a los 8 dias (datos de tipo 1); lo anterior sugiere que a tiempos cortos hay una
acumulacion de proteinas totales solubles con un destino mayoritario diferente al de la pared
celular (solo una pequea proporcion de proteinas de la pared celular se hidroxila). A los 15
dias se observa una alta acumulacion de proteinas hidroxiladas solubles que aparentemente no
tienen un origen en esta zona anatdmica 1o que posiblemente INdica que provienen de la zona
RS que habia mostrado enlaces hidrolizables de las proteinas insolubles en la pared celular. En
el caso de las proteinas totales bajo condiciones de déficit hidrico se observa baja solubilidad a
los 15 dias pero con hidroxilacion de prolinas en proteinas solubles a los 292 dias, lo que sugiere
que a los 15 dias estas proteinas son utilizadas en procesos diferentes a los estructurales pero
no asi a los 22 dias, donde una pequena cantidad de estas prolinas en proteinas solubles se
hidroxila y otra proveniente de la hidrolizacidn de la pared celular podria tener un papel
estructural y posiblemente de otro tpo (mensajero). Esto sugiere que el deficit hidrico modifica
la naturaleza de los enlaces a trempos largos en la RP y su posible destino-funcidon de estas
proteinas. Finaimente, al comparar los resultados de hidroxiprolina insoluble control (datos de
tipo 2), con las proteinas hidroxiladas de la pared (datos de tpo 1) se observd baja solubilidad
a uempos cortos en proteinas hidroxiladas pero alta insolubilidad toda la cinética en las
proteinas insolubles. Esto ndica que las proteinas hidroxladas provienen de la fraccién total,
pero anterior a los 8 dias las proteinas de la pared ya estaban insolubllizadas. Sin embargo, en
condiciones de deéficit hidnco se observo la misma solubllidad a los 8 dias que los controles lo
que sugiere que estas proteinas provienen de ord zona anatdomica cercana, positlemente RS.
La baja solubilidad a los 22 dias es de origen de las proteinas insolubilizadas en la pared celular
ya qQue observamos enlaces fuertes hidrolizables, I© que sugere Que el deéfiat hidrico
incrementa el transporte proteico de proteinas insolubilizadas en la pared celular a otras zonas
anatdmicas a las que se les modificd el upo de enlaces cuyo probabile propdsito sea el de
servir como senal Inducida por las condiciones hidricas desfavorables

ZONA DEL TALLO-RAIZ (TR)
Las plantas control en la zona TR mostraron para la relacion de tipo 3 de la fraccidn total

un iNcremento constante de nula a baja y a media solubillidad mientras que la fraccion de la
pared celular se mostrd insoluble durante toda la cinética. En la relacion tpo 1 de la fraccion
total también se observd insolubilidad constante mientras Gue la fraccion de la pared mostrd un
decremento de mediana a nula solubilidad entre los 8 y 15-22 dias. Para los datos de tipo 2, los
controles mostraron un decremento de baja a nula solubllidad entre los 8 y 15-22 dias,

Las plantas con déficit hidnco mostraron para los datos de tpe 3 de la fraccion total un
incremento de aja @ mediana solubilidad entre los 8-15 y 22 dias. En la fraccidon de la pared
celular se observd una disminucion constante de mediana a baje a nula solubllidad. En la
relacion tpo 1 de la fraccion total se observd insolubilidad a lo largo de la cinética y para la
fraccion de la pared celular se cbservd un incremento de baja solubilidad a los 22 dias. Para los
datos de tpo 2 se observd un decremento de baja a nula solubilidad entre los 8 y 15-22 dias.

Los datos en general, muestran que las proteinas totales control (datos de tipo 3) se
iNncrementan de forma constante pero al comparartas con las que se hidroxilan {(datos de tpo
1), observamos que no hay proteinas y que las pocas existentes son proteinas hidroxiladas
solubles de la pared celular (8 dias) pero al parecer tienen su ongen en la fraccidn insoluble,
pues muestra una mediana insolubilidad (enlaces fuertes hidrolizables). Lo anterior sugiere que 8
tvempOos conos hay una tendencia a hidrolizar proteinas insolubilizadas 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
mayor requerimiento de este tipo de proteinas para los procesos normales del desarrollo en
esta zona anatomica. En el caso de las proteinas totales bajo condiciones de déficit hidrico se
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observa una tendencia similar a la de 1o0s controles pero con un incremento de soiubilidad a los
8 dias (de nula a baja solubilidad), de igual forma las proteinas hidroxiladas totales se mantienen
casi insolubles; las proteinas de la pared celular muestran que una Sran proporcidn de proteinas
totales a tiempos coros son proteinas de la pared celular pero que con el tiempe tienden a la
insolubilizacion e incluso mantienen un tipo de enlace similar al de los controles como el
observado en la fraccion insoluble a los 8 dias de tratamiento (poco hidralizable). En cuanto a
las proteinas hidroxiladas de la pared celular a los 22 dias, los datos sugieren que su posible
origen es a partr de las proteinas totales qQue van en aumento, lo anterior indica que a tiempos
cortos los enlaces se hidrolizan (proceso de desarollo) mientras que las proteinas de la pared
celular (no hidroxiladas) se incrementan debido al efecto que produce el déficit hidrico desde
tempos tempranos.

ZONA DEL TALLO (T)

Las plantas control en la zona T mostraron para los datos de tipo 3 de la fraccidn total un
incremento constante de nula a baja @ mediana solubilidad, mientras Gue 1a fraccion de la pared
celular se Mostré insoluble toda la cinética. En la relacion tpo 1 de la fraccion total se observd
un decremento de baja a nula solubilidad entre los 8 y 15-22 dias, mientras que la fracciéon de
la pared se mMostrod insoluble. Para los datos de tpo 2, esta también se mostrd insoluble.

tas plantas con déficit hidrico mostraron para los dates de tpo 3 de la fraccidn total un °
incremento de nula a baja solubilidad entre los 8 y 15-2¢ dias; para la fraccion de la pared
celular se observd un incremento transitorno de nula a baja solubiidad. &n la relacion tipo 1 de la
fraccion total se observd insolubilidad a lo largo de la cinéuca y para la fraccidn de la pared
ceiular se observé un incremento de alta solubilidad a los 15 dias. Para los datos de tipo 2 se
observd un incremento transiterio de nula a baja a nula solubilidad.

Los datos en general, muestran que al comparar las proteinas totales control (datos de
tipo 3) con las que se hidroxilan (datos de upo 1), las prmeras muestran un inCremento
proteico en funcidn del tiempo, mientras gque las segundas sdlo muestran pocas proteinas
hidroxiladas las cuales tienen un desuno diferente al de la pared celular que se muestra en su
fraccién en forma insoluble. Esto comrelaciona con la cantidad de proteinas insolubles (datos de
tipo ). Lo anterior sugiere que a mayor tiempo hay una mayor cantdad de proteinas totales
solubles con un destuno mayoritano diferente al de la pared celular vy solo una proporcidn
minima se hidroxila a tempos cortos Yy forma parte de la fraccion de la pared celular soluble
(HRGP y PRP?) como parnte del proceso de desarrollo de esta zona anatomica. En el caso de las
proteinas totales bap condiciones de défict hidrnico (datos de tpo 3), se observa una
tendencia a incrementar las proteinas totales solubles pero sin llegar a las cantdades finales de
los controles. Comparando las proteinas hidroxiladas (datos de tpo 1) con las proteinas de la
pared celular (datos del tipo 3), observamos un incremento de las proteinas de la fraccion
soluble a los 15 dias que correlaciona con el Incremento de las proteinas hidroxiladas, o que
implica Gue una gran proporcidon de las primeras se hidroxilan pero tambien otra proporcion
proviene de la disminucion en la insolubilidad de las proteinas entrecruzadas en la pared ceiular
(datos de tpo 2). Lo anterior sugiere que el déficit hidrico modifica, en esta zona anatémica, los
enlaces proteicos a lempos coros dando lugar a un Incremento de la fraccion hidroxilada y
altera la acumulacion de proteinas totales solubles a tempos largos.

ZONA DEL INTERNODO (1)

Las plantas control en la zona | mostraron para los datos de upo 3 de la fraccion total un
decremento de alta a mediana a alta solubllidad mientras que Ia fraccion de la pared celular
mostréd un INcremento de nula a baja solubilidad entre los 8-15 y 22 dias. En la relacion tipo 1
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de la fracciéon total y de la pared se mostraron insolubies. Para los datos de tipo 2, se mosrd un
incremento transitorio de nula a baja a nula solubilidad.

Las plantas con déficit hidrico mostraron para la relacion de tpo 3 de l1a fraccion total, un
decremento-incremento de baja @ nula a mediana solubilidad. Para la fraccidn de la pared
celular se observod también un decremento-incremento de baja a nula a baja solubilidad. En la
relaciédn tipo 1 de la fraccion total y de ia fraccion de la pared, las proteinas se mostraron
insolubles. Para los datos de tipo 2 se observo un decremento constante de mediana a baja y a

nula soiubilidad.

Los datos en general, muestran que &l comparar las proteinas totales control (datos de
tipo 3) con las que se hidroxilan (datos de tipo 1), que las primeras disminuyen, y aumentan la
cantidad de proteinas que aparentemente no se hidroxilan, mientras que 18s proteinas de la
fraccion de la pared celular solo incrementan a los 22 dias, lo que sugiere Que una pequena
proporcion de proteinas totales son proteinas de la pared celular pero diferentes a las
hidroxiladas (posiblemente del tipo de las AGP u otras). Al comparar los resultados de
hidroxiprolina insoluble control (datos de tpo 2), con las proteinas hidroxiladas de la pared
(datos de tipo 1) se observa una disminucidn en la insolubllidad a los 15 dias pero
aparentemente estas proteinas hidrolizadas no pasan fécimente a la fraccidn soluble como en el
caso de otras zonas anatomicas, o que sugiere que estas proteinas son susceptbles de ser
hidrolizadas pero se mantienen en la pared celular. En el caso de las proteinas totales bajo
condiciones de déficit hidnco se observa una tendencia similar a la de los controles, pero con
una solubilidad menor que iIgualmente no se hidroxilan (insoilubies), y de manera similar a esta
fraccion, las proteinas de la fraccidn de la pared celular disminuyen e incrementan, lo que indica
que la mayoria de estas proteinas tendran un destno en la pared celular pero de naturaleza
diferente a la proteinas hidroxiladas. En cuanto g las proteinas insolubles (datos de tipo ) se
observa un incremento en la Insolubihdad en funcion del tiempo, [0 que sugiere que, al igual
qQue en T, las proteinas hidrolizadas se mantenen en iz pared ceiular (no pasan a la fraccion
soluble hidroxilada; datos de tipo 1) como una altemativa para e! desamrollo en condiciones

adiversas hidricas de esta zona anatdmica.
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ANALISIS
COMPUTACIONAL

COMPARACION DEL PERFIL HIDROPATICO DE
LA PRP2 CON OTRAS PROTEINAS.

Para iniciar esta seccion, debe aclararse que los datos presentados y el andlisis que se
desprendid de los mismos son altamente especulativos. Sin embargo, muchos de los resultados
obtenidos en las dos secciones anteriores arrojaron informacion sugerente de una funcidn adicional
a la estructural de las PRP por lo gque se realizd un andlisis computacional.

Para obtener informacion qQue apoyara la funcidn propuesta para ia PRP2 de proteina senal
(capaz de moverse), se realizd una blsgueda y comparacion de la secuencia de aminodcidos con
otras secuencias de proteinas conocidas que pudieran tener esta funcion usando el programa
computacional GCG (GETSEQ y BESTFIT). Las proteinas buscadas y comparadas fueron: la proteina
del movimiento del virus del mosaico de la coliflor (Thomas and Maule, 1995; Waigmann et al.,
1994), la proteina del movimiento del virus del mosaico de la colifior cepa cm-1841, la proteina del
movimiento del virus del clavel, la proteina del movimiento de! virus de la higuera, proteina
hipotética del gene 2 del virus del pez gato, cadena alfa del fibrindgeno de lamprea (Wang et al.,
1989), proteina LENOD? de ia lupina (Szczyglowski and Legocki, 1990), cortactina de gallo (Wu et
al., 1991), el precursor de la glicoproteina 1 de la superficie celular (proteina B de la capa externa)
(proteina 1 de la capa S) de Clostridiurm (Fujino, et al, 1993), el precursor de la proteina del
antigeno S de Pasmodium fBicipoarum (Bickle and Coppel, 1992), el precursor de la proteina
defectiva del corion-1 FC106 de Drosoptrla (Waming, et al, 1990), la involucrina (Eckert and Green,
1986), el gene USO7 relacionado con el citoesqueleto (Nakajima et al, 1991) y las gluteninas
(Anderson et al.,, 1989).

Adicionalmente, se realizd el andlisis de estos polipéptidos por perfil hidropdtico y
comparandoios con el de la PRP2 utllizando el programa computacional SEQWEB PACAGE. Los
resultados anteriores nos proporcionaron una idea aproximada sobre sus posibles estructuras y
funciones.

El resumen de los resultados obtenidos con las 14 proteinas se muestra en la tabla 5. Segun
las caracteristicas proteicas, se dividieron en 7: presencia © ausencia de movimiento, capacidad de

73



adhesion, polimorfismo molecular; peso molecular, localizacion intra & extracelutar, capacidad de
insolubizacién y estabilidad de la molécula a altas temperaturas o condiciones desnaturalizantes.

Proteina Adhesion | Pelimorfis | No. residuos aa| Loc. Sol. eferencia
relacionadia mo extra &
por similitud e cel insol.
icentidad con PRP
Prot. B capa ext. en + - 1664 - nsol Fupno et at, 1993.
Chosanamur
Precursor de la prot. - + (sphcing) 940 - nsol arrung et al. 1990.
Defectuosa del
conon en Lrosopvwie
Ivolucnna + + 585 (humeana) - nsol Eckert and Green. 1986.
560 (chimpance)
835 (orangutén)
Glutenina + (prope. + 848, 838, 660, - nsol Anderson et al. 1989.
wiscoeldst ) 648
Precursor de la - . 961 - nsol MWang et al. 1989.
cadiena alfa cet
fibnnégeno en
Ferromezon
LENOD? - +(fam. 434 + nsol SzCZygiowsk and
gérwca) Legocki. 1990.
Prec prot. antgeno S . -+ 593 - sol Bickle and Coppel.
en Aasmochum Moo,
Prot hipotetca del - - 9061 - sol
gene L en ictarnct
Cortactina + (socaa| + (prod. 563 - sol Fu etal. 1991,
memb o RE) | sfternativos)

Prot mov. virus ce la + - 320 - soi Thomas anc Maule.
colfior Ceitopi) [1995.
Prot. mov. virus del + . 327 - sob
MOsaco de la cohfior (aitopi)
cepa cm-1841 .
Prot. mov. virus clave! + . e - sol

(citopl)
Prot. mov. vinus del + - 3e3 - sol
mosaco de la hhguera (ctophd
Gene USO7 en - - 1790 - sol Nekapma et ol. 19971,
Sacchaomees (citopty

Tabia S. blisi

de
usados en la comparacién con la PRP2.
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En la tabla 6, se muestran seis caracteristicas proteicas: capacidad de entrecruzamiento,
existencia de dominios repetidos ricos en aminodcidos como prolina © hidroxiprolina, con
capacidad de unidn a alguna estructura celular implicacla en su funcidn © en su regulacién,
porcentaje de similitud, porcentaje de identidad y resumen de funciones mas importantes.

El agrupamiento de los polipéptidos se realizd en base a tres criterios. Los del grupo 1
poseen caracteristicas comunes con la PRP2, como son el entrecruzamiento, la insolubilizacion,
poseen dominios repetidos que pueden formar a-hélices, estabilidad de la moiécula en
condiciones desnaturalizantes y localizacion principalmente extraceluiar. Los polipéptidos del grupo
2 poseen la caracteristica de asociarse con componentes del citoesgueleto © de la membrana para
su funcidn, posiblemente como proteinas senal.

Finalmente, los polipéptidos del grupo 3, que son proteinas del movimiento, proteinas que
pueden moverse a través de plasmodesmos, usando componentes membranosos (reticulo
endoplasmico y membrana plasmatica).

Dentro de los polipéptidos del grupo 1 estdn la proteina B de la capa extena de
Clostridium, el precursor de la proteina defectuosa del corion de Orosopfiia la involucring, la
glutening, el precursor de la cadena o del fibrindgeno de Petrovnizon, la noduling LENOD?, el
precursor de la proteina del antigeno S Pasmodium, la proteina hipotética del gene 2 /ctalurid y la
cortactina.

En el grupo 2 esta la cortactina y la proteina del gene LSO 7 de Saccharomyces.

El grupo 3 esta formado por la proteina del movimiento del virus del mosaico de la colifior,
la proteina del movimiento del virus del mosaico de la coliflor cepa cm-1841, la proteina del
movimiento del virus del clavel, la proteina del movimiento det virus del mosaico de la higuera y el
gene USOT7 de Saccharomyces.

Es interesante observar que la cortacting y el gene USO7 de Saccharomyces comparten
caracteristicas de dos grupos, 1 y 2, para la primera proteing; v, 2 y 3 para la ultima. Lo anterior
sugiere que las PRP2 podrian tener funciones adicionales a las que posee.

Podemos ocbservar que el entrecruzamiento es una caracteristica Gue comparte el grupo 1
con la PRPZ, excepto la proteina hipotética del gene 2 de /clo/urid, Ninguna proteina de los otros
grupos tiene esta caracteristica.

Muy cercana a la caracteristica anterior son la insolubilidad y la estabilidad. Las proteinas
insolubles son las proteinas del grupo 1, excepto la proteina hipotética del gene 2 de /ctalurid. En
cuanto a las que tienen una mayor estabilidad son todas las proteinas del grupo 1 y el gene USO7
de Saccharomyces del grupo 2-3.

En cuanto a los dominios repetidos, todos los polipeéptdos tienen regiones ncas en
aminoacidos cargados positivamente. De estos, los que poseen en su secuencia principalimente
prolna son la proteinag B de la capa extemna de Clostiaium, el precursor de la proteina defectuosa
del corion de Drosophis, la glutenina, la nodulina LENOD? vy la cortacting, todos pertenecientes al
grupo 1.
Le parte del polimorfismo fué un pardmetro que se tomd en consideracion porque las PRP,
asi como las HRGP, son proteinas de familias multigénicas y en consecuencia polimorficas. Asi,
proteinas polimorficas son el precursor de la proteind defectuosa del corion de Lrosophia, 1a
glutening, la involucring, la nodulina LENOD®, el precursor de la proteina de! antigeno S$ de
Plasmocdciurmy la cornacting, que también son del grupo 1.

El numero de residuos de aa que se considerd para hacer comparaciones con el de la PRP2
(aproximadamente, 570 residuos), fué menor de 1000 residuos para la involucring, la glutening,
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precursor de la cadena «o del fibrindgeno de Peromizon la nodulina LENODS, la proteina
hipotética del gene 2 de /ctaiurd la corntactina y las protefnas del movimiento de los virus.

Las proteinas con localizacion extracelular son la proteina B de la capa externa de
Clostrichium, el precursor de 1a proteina defectuosa del corion de Orosophia la glutenina vy la
nodulina LENOD®, clasificadas en el grupo 1.

Prot. relacionada Entrecry | Dominio | Se une o regula Similitud | Identidad | Funcion Gpo
por similitud e zamient repetdo &) (%)
identidad con PRP.
Prot. B capa ext. en + + (ncos + (une & fernting) 256 256 Factor cle onclaje a un 1
Chostrahum en pra) segmento dupikc aco
Precursor de la prot. + + (ncos + (tepdo especifica y, 419 42.7 Estatwkza estructura, 1
defect. conon en en pro) sohcing) entrecruza prot. conon
Droscpins cascaron
InvolGcnng + + (ncos | + (prot memb ) 36 36 Entrecruza proteinas 1
engluy memorana.
ac qghu)
Giutenna + + (ncos + (puentes disuthuro) 259 252 Propreciad viscoeléstca, 1
en pro) 333 333 “chiclosa”
Precursor de ta cadens; + + (nco + (puentes nte- € 429 28.6 Cubrerta de los enrocitos 1
alfa gel fionnogeno en en ser, g, | inter-moleculares) (corversion del ibnndgeno o
Petrovmzon try) fionna) catalizada por
rombina (entrecruzamento
de coctenas)
LENOD? +* + (nco + (compuestos 307 341 Estacios temprancs del 1
enpro, excretados) desarrolio del ndaulo. Prot.
40%) néduio it de la pared
Prec. prot. antigeno S + + (ncos 545 4545 1
en Pasmoaium enargy
lis)
Prot. hepotencs Gel - 333 333 1
gene 2 en icrotard
Cortactina - + (nco + (fosfonla sa) 58.3 58.3 Asociacibn con F-actina (7). 1e
en pro, Organuzacion de la estructura
ser, trea) celuiar, aiferenciacidn, Cicio
celular, crecimiento,
panstormacidn
Prot. mov. virus colifior - + (mernbrana y RE) 50.0 420 Trarsporte del virus. Modifica 3
tamana de.
Prot. mov. virus - + (membrana y RE) 500 420 Transporte de! vings. Modifica 3
mosaco coliflor cepa e p mos
em.1841%
Prot. mov. virs clavel - + (membrana y RE) 572 497 Transporte del viris. Modifica 3
tamaio de plasmodesmaos
Prot. mov., virus - + (membrana y RE) 644 59.7 Transporte del vinus. Modifica 3
mosaco higuera tamano de
Gene UsO7en - + (ncos + {(caicio) 421 6.3 Similar & proteinas del 2,3
Sacchawomces enasp y citoesqueleto. Gene esencial.
Siu). Proteine motora.
de P con la PRP1, Seis sticas de los
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Para la caracteristica de adhesidn, solo tres proteinas del grupe 1 la poseian (la proteina B
de la capa extema de Clostrigium, involucrina y glutenina), mientras que todas las de los grupos 2y
3 la presentaron, excepto la proteina del gene USO7 de Saccharomyces.

El movimiento se evalud por la funcién hipotética sugerida para la PRP2, y las proteinas que
lo mostraron son todas las del grupo 3. Es importante notar que la proteina del gene USO7 de
Saccharomyces, es diferente de las proteinas del movimiento pero con caracteristicas moleculares
similares y que comparten con la PRP2.

Los perfiles hidropdticos de las proteinas se muestran en el apeéndice C.

Las gréficas de los perfiles hidropaticos se compararon con un paguete computacional
suizo, en base a las regiones de mayor sobrelapamiento permitiendo pequenos espaciamientos a
lo largo de las secuencias.

La proteina B de la capa extema de Clostridium, se translapd casi totalmente con el C-
terminal de la PRP2. El C-terminal es una regidn que codifica para una proteina del gene llamado
CipA, la cual es componente del celulosoma. Fijino et al. (1993), indicaron que las regiones
repetidas ricas en prolinag, posiblemente estaban implicadas en el anclaje del celulosoma a la
superficie celular. Tiene una localizacion extracelular al igual que la PRP2.

El precursor de la proteina defectuosa del corion de Drosop/nd, mostrd en la comparacion
con la PRP2 un traslape con su region C-teminal. Lo anterior, se comelaciona con fa similitud e
identidad que fueron de 42.1%, en ambas. El C-terminal de este precursor proteico sufre
modificaciones postraduccionales (splicing altemativo) que hacen que esta sea la regidn menos
conservada, dando lugar a tres productos génicos de diferente tamano y posiblemente con
diferente funcion. Sin embargo, la secuencia con la que se compard comesponde al producto
genico mayoritano. La funcion que se le ha atnbuido es la formar entrecruzamientos intermoleculares
dlineando las proteinas para formar la envoitura del queratinocito, usando para ello a una
transglutaminasa (Waming et al., 1990).

La involucring humana es una proteina con una secuencia de amino dcidos muy similar a la
de la PRP2. Muestra un mayor traslape en la zona del C-terminal. Al igual que las PRP’s, las
involucrnas animales son capaces de entrecruzar con otras proteinas de la membrana plasmatica
usando para ello una transgiutaminasa, que andlogamente para el caso de las PRP © HRGP es una
peroxidasa (Eckert and Green, 1986).

Las gluterinas del trigo poseen una propiedad viscoeldstica que les da una consistencia
"chiclosa" caracteristica. Son proteinas de reserva vy, al igual que las PRP, se insolubilizan por el
entrecruzamiento de la proteina a través de puentes disulfuro entre residuos de cisteina. El traslape
de esta proteina con la PRP2 fue en una pequena zona del N-terminal y en todo el C-teminal. Lo
anterior pudo ser por los dominios repetidos ncos en prolina que estas proteinas poseen
(Anderson et al., 1989).

El precursor de la cadena alfa del fibrindgeno de Pezromizon muestra un traslape con la
PRP2, principalmente, en el C-terminal. Wang et al. (1989), infirieron que esta regidn era la que
llevaba a cabo el entrecruzamiento de las cadenas del fibrindgeno que por conversidn catalizada
por una trombina, daban lugar al fibrindgeno. Este entrecruzamiento crea una cubierta, inicialmente
suave y, posteriomente dura en los entrocitos. Sin embargo, es una proteina no-glicosilada.

La nodulina LENOD2 mostrd un traslape total con la secuencia de aminodcidos de la PRP2.
Lo anterior es sorprendente, dado que son proteinds 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 porcentgie de similitud e identidad fue 36.7% y 34.1%,
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respectivamente. Ademas, es una proteina nédulo especifica que posee casi el mismo Ntmero de
residuos de aminodcidos que la PRP2. .

El precursor de la proteina del antigeno S de Pasmodium, es una proteina estable en
condiciones desnaturalizantes qque muestra un gran polimorfismo, aunque tiene una localizacion
vacuolar. Cuando se le compara con la PRP2, se observa un traslape casi total en el N-terminal y
completo en el C-terminal (Bickle and Coppel, 1992).

La proteing hipotética del gene @ /ctaluricd se traslapd con 80 aa del C-terminal de 1a PRP2. Es
importante notar que esta proteina forma parte del canal viral del pez gato y cuya similitud e
identidad fué del 33.3%. Esta proteina es soluble, lo que correlaciona con la obtencidn de una
fraccion soluble de PRP2 localizada en el citoplasma celular.

la cortacting traslapd casi en su totalidad con la PRP2. Un sobrelapamiento importante al
inicio de N-teminal, pero sobre todo en el C-teminal. Es una proteina que se asocia con
componentes de la membrana plasmatica de las células animales. Se ha sugerido que puede
funcionar como un regulador dentro del ciclo celuler y los procesos de diferenciacion vy
crecimiento. También se ha sugerido que puede actuar en la organizacion de la estructura celular ya
que puede tener interacciones proteina (membranal)-proteina (Citoesqueleto). La similitud e
identidad fueron del 58.3%, lo Que apoya en gran medida las caracteristicas comunes con la PRP2.

La proteina del movimiento del virus del mosaico de la coliflor es una secuencia de 325
aminodcidos. Tiene varias regiones y dominios: un dominio de uniéon al RNA, una regidon espaciadora
altamente conservada, una cgja G, una caja D (posiblemente regulada por fosforilacion), un motivo
LPL, dos regiones esenciales para que tenga efecto la actividad bioldgica (una en el N-terminal y otra
en el C-terminal), una alfa hélice (implicada en el esparcimiento de la infeccion) y un dominio £ de
80 aa que incrementa et tamano limite de exclusidn de los plasmodesmos.

Al comparar dicha secuencia con la de la PRP2 se observo que sobrelapa en varias regiones.
En el centro, las regiones que sobrelapan son el dominio de unidn a RNA y en varios puntos det
dominio funcional E. Al realizar el alineamiento de aminodcidos del domimio funcional, se obtuvo
una similitud del 46% y una identdad del 23%. Al realizar el andlisis conjunto con el perfil
hidropatico se observé que en el C-terminal hay un traslape con la regidon espaciadora y con una
region esencial para la funcion bicldgica. También se observo un sobrelape en regidn N-terminal,
con una region hidrofilica y con ia segunda region esencial para que se lleve a cabo Ia actividad
bioldgica. Comparten también la alfa hélice, que en la proteina viral funciona en el esparcimiento de
la infeccidn.

Dado que se desconocia si las similitudes e identidades de la proteina anterior con la PRP2
eran aleatorias, se hicieron comparaciones con tres diferentes proteinas del movimiento de virus
vegetales: la proteina del movimiento del virus del mosaico de la coliflor cepa cm-1841, la proteina
del movimiento del virus del clavel v la proteina del movimiento del virus del mosgico de la higuera.
En general, estas tres proteinas también traslapan con las mismas regiones y dominios funcionales. Lo
anterior sugiere otra posible funcion andloga de la PRP2 con la de las proteinas de!l movimiento
virales.
La proteina codificada por el gene USO7 de Saccharormyces, tiene un sobrelape con la PRP2
en la region del C-terminal. La secuencia repetida de esta region, sugiere que es una a-hélice,
homdloga con la de proteinas del citoesqueleto. Algunos dominios repetidos posiblemente sirvan
como unidn a vesiculas, por lo que su posible funcidn motora sea en el transporte de vesiculas por
union @ microtubulos. Es una proteina que se ha sugerido esta involucrada en la via de secrecion de
proteinas desde el RE y AG, hasta su destino final. Es una proteina 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 impedian la segregacion sexual. Ademds, las mutantes mostraban modificaciones
morfoldgicas en el grosor de la envoltura nuclear, RE y multiples vacuolas.

FUNCION ALTERNA: EXPORTACION DE LA
PRP2.

A manera de discusion, podemos decir que las plantas durante su desarrollo llevan a cabo
numerosos eventos de senalizacion intracelular: incremento o disminucion de la concentraciéon de
hormonas, modificacion de la concentracion de metabolitos, fosfonlacion o defosforilacion de
proteinas, induccidn o inhibicidn en la expresion génica, etc. Pero también, estas senales pueden
modificarse cuando la planta es sometida a algun tipo de estrés, por ejemplo, déficit hidrico.

Las plantas elaboran un gran nimero de respuestas de defensa cuando son expuestas a
estreses bidticos © abidticos. Entre elias la activacion transcnpcional de los comespondientes genes
de defensa (Cramer et al,, 1985). Se ha senalado la produccion de senales difusibles en el sitio de
reconocimiento molecular que pueden inducir la transcnpcion de genes de defensa en l0s tejidos
vecinos. Aunque la naturaleza de estas moléculas senal es desconocida. Se sabe que tanto
productos de rompimiento fungicos © de la pared celular actian como potentes elicitores en
respuestas de defensa (Darvill and Albersheim, 1984).

La induccion preferencial de miembros individuales de la familia génica de las glicoproteinas
ricas en hidroxiprolina en interacciones compatibles versus incompatibles, sugiere que estos son
regulados por mecanismos de senalizacion diferentes o Que un mecanismo de sefalizacion comun
es moduiado por otros factores especificos para cada tpo de interaccion. Esta respuesta puede
reflgjar diferencias en la habilidad de tejidos individuales para producir y responder a8 una senal
comun. La activacion selectiva de rutas de senalizacion por estrés con diferentes caracteristicas
funcionales pueden ser impornantes en el desplegado de la defensa de las plantas en diversas
situaciones biclogicas (Templeton et al, 1990). Durante la infeccion causada por hongos y elicitores,
la epidermis aparentemente libera una senal difusible, ya que se acumulan glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina en el parénquima perivascular. Ademds, Corbin et al. (1987) indican que un numero
de distintas senales enddgenas por estrés (interacciones compatibles versus incompatibles, asi como
en tejidos heridos) estan involucradas en la mnduccion de transcritos de glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina.

Evidencia proporcionada sobre estos eventos de senalizacion sugieren la acumulacion de
azucares como la trehalosa (Fanas-Rodriguez et al, 1998) vy la induccidn en la expresion de ciertos
genes como en el caso de proteinas LEA, proteinas de choque calérico, proteinas Que transfieren
lipidos © las PRP. Colmenero-Flores et al. (1997), sugieren la existencia de una interrelacion en 1a
expresion de estos genes para la sobrevivencia de las plantas. Pero, aunado con el conocimiento
de las funciones de algunas proteinas y la gran homologia con las PRP2, se pueden sugerir modelos
de accion en los que no solo estén implicadas las interacciones proteina-proteina que se dan por
reconocimiento de dominios repetidos dando lugar al entrecruzamiento proteico, sino que a
través de este mecanismo de reconocimiento de secuencias © motvos se produzcan
interacciones con otros componentes celulares que sirvan de senal como respuesta al deéficit
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hidrico © como en el caso de los plasmodesmos, donde cambios en su arquitectura (ltaya et al.,
1998) y conformacion basica (Baluska et al. 2001) principalmente durante el desarrollo,
permitiendo cruzar proteinas de poco mas de 50 KDa (Pickard and Beachy, 1999).

Mucha de la evidencia mostrada en la dlineacion de secuencia de aminodcidos y perfiles
hidropaticos, apoyan la funcidén de las PRP-HRGP en la formacién de una barrera contra los
patdgenos o de proteccion a heridas o estreses abidticos a través de entrecruzamientos
covalentes. También se ha sugerido que las regiones ricas en prolina tienen interacciones proteina-
proteina, como mostrd el andlisis de caracteristicas de todos los peéptidos del grupo 1 (ver tablas
Sy 6). Por otro lado, al comparar la secuencia de la proteina del movimiento del virus del mosaico
de la colflor y las regiones y dominios que posee (Thomas and Maule, 1995; Waigmann, 1994),
con las regiones de mayor similitud e identidad de las HRGP y PRP, se observd que compartian el
dominio de unidn con el RNA (ver gpéndice C). Ademds, en la comparacion de los perfiles
hidropdaticos se observd un sobrelape con la region hidrofilica que es esencial para la actividad
bioldgica de esta proteina, compartiendo el dominio de unidn con el RNA v la regidon del carboxilo
terminal que es una regidn altamente conservada y que tambien tiene que ver con su funcicén
bioldgica (ver apéndice C). Con estos datos, se apoya indirectamente la posible funcidn altema y
andloga de la PRP.

Nuestros resultados apoyan evidencias de asociacion de las PRP con componentes de la
matnz extracelular o del citoesqueleto, como en la implicacidn de la PRP3 y PRP4 de Arabidowpsis
en la determinacion de la estructura de la pared celuiar durante el desarrollo y el modelaje de la
matriz extracelular (Tiermey and Bemhardt, 1998). Funcionaimente, podrian tener papeles similares a
otros complejos de proteinas como: a) la profilina, donde la proteina une mondmeros de acting,
poli-L-prolina v lipidos de polifosfoinositol, la cual estd implicada en 1a morfogénesis y regulacion
de la formacion de estructuras de F-acting del citoesqueleto localizada en regiones celulares
especificas a través de la interaccidon con secuencias ricas en prolina (Mahoney et al, 1997); b) las
isoformas de polen capaces de romper la citoarquitectura por asociacion con poli-L-prolina vy
acting (Gibbon et al, 1998); <) la unidn de ias fimbrias de Porphryromonas gingialis a PRP, PRG
(glicoproteinas ncas en prolina) y estaterinas, Que funcionan como receptores y se ha sugerido
que fa aparicion de sitios de unidon se debe a cambios conformacionales y especificamente en
regiones de péptidos comunes (Amano et al, 1998); d) observamos que todos los cases
anteriores son muy similares al comparar con la cortacting y la proteina codificada por el gene
USO7 de Saccharomyces, el cual estd relacionado con el citoesqueleto y aparentemente es
requerido para el transporte intracelular de proteinas y se regula con calcio (Nakajima et al., 1991);
finalmente, ) la relacion de los virus y proteinas del movimiento, asi como la arquitectura y funcién
de los plasmodesmos que no solo son canales citopldsmicos, sino que permiten la descarga de
macromoléculas al floema como un sistema de transferencia a larga distancia reguiado por caicio
(Baluska et al, 2001), de forma selectiva usando chaperonas plasmodesmales y proteinas de
anclaje (Lucas, 1999) o importe no-selectivo de moléculas de hasta 50 KDa (Ruiz-medrano et al.,
2001; Imlau et al., 1999).

Los datos especificos Que apoyan la posible existencia de la funcidn hipotética del
movimiento de las PRP, fueron los polipéptidos del grupo 3, ya que las diferentes proteinas del
movimiento de virus vegetales tienen un porcentgje de similitud promedio del $5.25% para
regiones compartidas importantes en la funcion bioldgica. Por otro lado, el descubrimiento del
ransporte de material viral infeccioso usando los plasmodesmos, guid al descubrimiento de
proteinas vegetales, incluyendo factores de transcripcion, capaces de usar esta via de transito por
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medio de componentes ceiulares involucrados en la mediacion y regulacion de su transporte asl
como de factores fisioldgicos ¥ del desarrollo (Lucas, 1995; Lucas, 1999).

Mencionaremos tres posibles hipdtesis usando como modelos: a) la carga de moléculas en
tejidos fotosintéticos (source; carbono filado y nitrégeno) y descarga a tejidos fotosintéticamente
inactivos (sink; tejidos apicales aéreos y radicales, camtoium vascular, &rganos en desarolio, raices,
&rganos de almaceén, tumores INcucidos por A tumetaciens, etc.) (Oparka and Santa Cruz, 2000);
) la funcidn de las proteinas virales el movimiento; ¥ ¢ Modelo de trdfico macromolecular a
través de los plasmodesmos Por medio de chaperonas (Lucas, 1999).

Recordemos brevemente las caracteristicas de 10s plasmodesmos (figura 11), el modo de
accion de las proteinas del movimiento de virus vegetales (figura 14) vy e movimiento de
macromokéculas a traveés de los plasmodesmos (figura 13).

LOS PLASMODESMOS

Los plasmodesmos tikenen una funcion importante en el establecimiento de la continuidad
citopldsmica entre las células vecinas dentro de &rganos y tejidos. Son canaies recubienos por
membirana plasmatica que establecen rutas intercelulares responsables det tréfico célula-célula de
moléculas y macromoléculas (metabolitos, iones, agua, proteinas y 4cidos nucleicos). Entre las
células adyacentes queda un annulus ctopldsmico formado de memtrana citopldsmica y RE
apresado en el centro llamado desmotibulo.
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Elementos tardios estabilizan la estructura intema limitando el lumen y la porosidad (Baluska
et al, 2001) definiendo el tamano del poro del plasmodesmo. La membrana plasmatica y el
- desmotubulo estan densamente cubiertos con proteinas globulares integrales de membrana
(citopldsmica y del RE) y proteinas especiales de union (Oparka et al., 1999; Ding et al., 1992),
interconectadas con elementos “spoke-like” (Lucas, 1999). La conductividad plasmodesmal
originalmente reportada fue de 800-1000 Da, o que sugeria que el didmetro de los microcanales
formados en el annulus citopldsmico era de 3 nm, estableciendo un primer nivel de control sobre
lo que se puede mover a través de esta ruta “simpldsmica™: iones y pequernios metabolitos
(azucares, acidos organicos, aminoacidos, hormonas), que pasan por difusion. Esta via es
importante durante condiciones de estrés, pues funciona con un control metabdlico y fisioldgico,
ya que el limite en tamano de exclusion (SEL) es regulado por gradientes transcelulares inducidos
por presidn del turgor (Oparka and Prior, 1992), ATP (Cleland et al, 1994), calcio (Baluska et al.,
2001), luz (Epel and Erlanger, 1991) y oftras senales ambientales. Los cambios del turgor o
inducidos por hendas aumentan el establecimiento de dominios especiales aislados
simplasmicamente.

Estudios de transfeccidn no invasiva usando 1a proteina verde fluorescente han mostrado
que los plasmodesmos existen en tres configuraciones bdsicas: cerrado, dilatado y abierto
(Crawford and Zambryski, 2000). Todo sugiere fuertemente que los plasmodesmos son
~organelos” contractles que fluctian en estas tres configuraciones y que la actomiosina y centring
son las fuerzas que participan formando una entrada sensible al calcio (Baluska et al.,, 2001).

Se ha mostrado que el SEL no es universaimente vélido y muchos plasmodesmos existen
naturalmente en forma dilatada permitiendo el paso de moléculas mas grandes. Algunos datos
revelan que los plasmodesmos en regiones sink estadn dilatados lo que estd directamente
relacionado con la fuerza sink (habilidad competitiva de los organismos heterdtrofos para importar,
procesar y guardar fotoasimilados). Asi, en la regidn sink de las hojas, la proteina verde fluorescente
(27 KDa) con proteinas fusionadas de diferentes pesos moleculares (hasta poco mas de 50 KDa)
podian moverse libremente en Ambidopsss (Imlau et al, 1999), tabaco (Oparka et al., 1999) y
otras plantas y érganos (ltaya et al, 2000). Incluso, alteraciones mas dramaticas fueron reportadas
en celulas corticales de raices de trébol y tomate parasitadas con nematodos. Aqui, los
microcanales se alargaban y el desmotubule central desaparecia (Hussey et al, 1992), mostrando
una estructura similar a los poros de los elementos de la criba (Baluska et al, 2001).

Andlisis de translocacidn han revelado la presencia de mas de 150 proteinas, cuyo rango
en peso molecular va desde 10 hasta 100 KDa, las cuales estan en un constante intercambio
(Nakamura et ai, 1993; Fisher et al. 1992; Sakuth et al, 1993). Aparentemente, estas proteinas
tienen la capacidad de incrementar el SEL potenciando su propio transporte, ademds de la
identificacion de homdlogos de chaperonas en el la via de translocacidn del floema de Ricinus
commurnis sugiere el desdoblamiento y redoblamiento como un paso importante en el proceso
de tradfico por medio de los plasmodesmos (Schobert et al, 1995). Utilizando técnicas de
inmunofluorescencia se han podido identificar algunas proteinas presentes de forma enriquecida,
coma acting, miosina VI, caireticulina localizada en RE, centrina y proteina cinasa dependiente de
calcio (White 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 miosina VIl es exclusiva de plantas (Hodge and Cope, 2000) y la calreticulind es una
proteina conservada del RE que secuestra calcio. Estas dos proteinas y la actina estdn
especialmente enriquecidas en la porcion extema del plasmodesmo, agrupadas en campos
puntuales donde sus cuellos funcionan comao un “esfinter” (Radford et al.,, 1998) y asociados con
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elementos corticales del RE. La participacion de acciones coordinadas entre actina y miosina en
plasmodesmos abiertos/dilatados/cerrados, tiene soporte por hallazgos de depolimerizacidn de F-
actina en plasmodesmos dilatados (Ding et al, 1996). Por otro lado, la inhibicidn de ATPasas de
miosina constrinen [0s cuellos de los plasmodesmos (Radford and White, 1998) y dilata los
elementos del RE cercanos al plasmodesmo (Samgj et al, 2000); por lo que la constriccidon vy el
mantenimiento de la constriccion debe ser un proceso dependiente de ATP (deplecion de ATP

abre los plasmodesmos).
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Los plasmodesmos pueden ser simples, en forma de H o ramificados (Oparka et al., 1999).
Al dividirse la célula, se forman plasmodesmos simples cuando las paredes celulares nuevas son
depositadas entre las células hijas, © en paredes celulares pareadas ya establecidas. Tienen una
sola membrana piasmadtica alineada con el canal que contiene el RE axial para formar el
desmotibulo.

Durante la elongacidn celular, los plasmodesmos simples pueden tener diferentes gradios de
alteracion estructural. Una forma comuin de estas modificaciones involucra la ramificacion inicial en
forma de H, hasta producir los ramificados que tienen una cavidad central conspicua en tejidos
maduros (Itaya et al, 1998; Oparka et al., 1999). Lo anterior sugiere que la forma y funcion se
regulan por el desarrollo. Asi, los primeros, generalmente se localizan en tejidos jdvenes o sink, los
de forma H en la zona transicion sink-source y los plasmodesmos ramificados en los tejidos
maduros o source (Oparka et al., 1999) (fig. 13).

El sistema wvascular vegetal comprende los elementos conductores xilema y floema. Estdn
involucrados en el intercambio de nutrientes entre drganos de localizacion distante. El flujo en el
xilerna es hacia aniba por medio de filas de células muertas (traqueas y elementos del vaso) cuyo
flujo es dingido por el potencial hidrico (gradiente tensional). Del otro lado, el floema se compone
de células vivas que forman el sistema de tubos de la criba. Las hojas maduras funcionan como sitios
en los cuales los “fotosintatos” son cargados hacia el sistema de tubos del floema en las venas
menores actuando como una fuente de carbon fijado. Los maternales cargados dentro de esta red
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venas entran a los componentes de fa via a larga distancia del floema a un flujo dirigido por presicon
que logra 1a translocacion (figura 14).

APOPLASMA SIMPLASAIA

Paredes celulures y espacios intercelulares que forman | Componentes citoplasmicos de las celulas vivas,
un continuum (no-viva),

y ue se via simple d y | C citoplasmicos unidos por el plasmalema, el
difusion relacionada con gradientes. cual deli los citop os de los no-
citoplasmicos en la pl.mu
Constituye el ESI"ACIO LIBRE. Movimiento regulado por FUERZA OSNOTICA. La

acumulacion sequiere energia.

Movimiento y comunicacion intercelular es facilitado por

Baja capacidad acarreadora
PLASMODESMOS.

Tabila 7. D entre Yy

Siguiendo la evolucion de los plasmodesmos, el cuerpo de la planta estd compuesto en
esencia de dos grandes compartimentos, el simplasma y el apoplasma. El apoplasma es la parte no-
viva o pared celular, mientras que el simplasma es la parte viva o citoplasma. El apoplasma tiene una
baja capacidad acarreadora. Las conecciones plasmodesmales permiten tanto 13 difusion como el
fluio de masa en direcciones especificadas por gradientes de concentracidn o por fuerzas
osmaoticas © hidrostaticas generadas dentro del simplasma.

Los tejidos sink reciben nutrientes por liberacion simplasmica via plasmodesmos © a través del
apoplasma via sistema de transportadores de azucares localizados en 13 membrana plasmatica del
complejo elementos de la criba-células acompantes (CA-EC) y células meristemadticas circundantes o
recibidoras (Ruiz-Medrano et al, 2001).

1IPOS [ABUNDANCIA PLASMODESMAL MODO DE DESCARGA

1 Muchos plasmodesmos on todas las interfases celulares entre ol mesofilo y el Simplasmico
comphejo CA-EC.

Apoplasmico

2. Pocos plasmodesmos
2b CA-EC estan aislados, en apariencia, apoplasmicamente Apoplasmico
2 Al frecuencia de plasmodesmos en haces vasculares, pocos internos y CA-EC Apoplasmico

puecden estar aisladaos

Tabia 8. Tipos de carga del floema.

Hay algunos detalles concemientes al concepto y témino “descarga del floema™ que es
necesano tomar en cuenta (abla 7, figura 14, extremo superior derecho). La frecuencia
plasmodesmal es un indicador del potencial de descarga y se define como el nimero de
plasmodesmos a lo largo o asociados con una pared celular en particular o interfase y se expresa en
numero de plasmodesmos por um de pared celular (drea de contacto con pared). Retomando la
frecuencia plasmodesmal y suponiendo que la presencia de un alto nimero de plasmodesmos en
una interfase, entonces habra una mayor posibilidad de que el transporte siga una nuta simpldsmica.
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Mientras que con una frecuencia plasmodesmal baja hay una gran probabilidad de
descarga apopldsmica en el floema. van Bel y Gamalei (1992) reconocen cuatro
subgrupos derivados de los antes mencionados, basados en el origen de las plantas
con flores, que sugiere Que el primer ancestro tenia carga simpldsmica (incluye
muchas especies tropicales) y uno mas avanzado de origen reciente para los de
carga apoplésmica (dominante en herbaceas) (tabla 8).
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MODO DE ACCION DE LA PROTEINA DEL MOVIMIENTO DE VIRUS VEGETALES.

Estudios celulares y moleculares han proporcionado el soporte experimental de que los
plasmodesmos tienen la capacidad de permitir €l paso de proteinas y 8cidos nucleicos con pesos
moleculares mayores a 1 KDa: @) por induccion del incremento del SEL (mayor de 20 y menor a 60
KDa);, b) facilitando el movimiento hacia las ceélulas vecinas; y c) mediando el transporte célula a
céluia cle transcriptos infecciosos. Aunque algunos virus parecen requerir de proteinas adicionales
para una infeccion efectiva. Como en el caso del virus de! mosaico del trébol que requiere de
cuatro proteinas esenciales para el trafico del RNA viral (Lough et al, 1998).

Los virus vegetales poseen una proteina del movimiento (PMV), generalmente de bajo peso
molecular (30 kDa, para la de! virus del mosaico de la colifior), las cuales se han localizado en la
region cercana a los plasmodesmos. La PMV interacciona con complejos proteicos especificos de la
membrana plasmatica (Mezitt and Lucas, 1996), con elementos corticales de la cara citopldsmica del
RE (Heilein et al, 1998) y con el citoesqueleto (McLlean and Zambryski, 2000) incrementando el SEL.
Es asi como puede llevar @ cabo su transporte como compiejo PMV-VRNA (DNA) (Mezitt and Lucas,
1996) (figura 15).

Boyco et al. (2000) han sugerido la PMV confiere una estabilidad congelada en los
microtubulos, posiblemente via contactos laterales con protofilamentos de microtubulos e
interacciones con sitios de nucleacion de microtibulos. Lo gue hace que estas propiedades sean
cruciales para la efectividad del transporte de las particulas virales a través de los plasmodesmaos,
donde la interaccion con RE y acting del citoesqueleto pudieran estar implicadas en el incremento
del SEL. También se sabe que las paredes celulares poseen microdominios alrededor de los
plasmodesmos caracterizados por una composicion tnica de pectina (Orfila and Knox, 2000). La
enzima pectin metilesterasa, es responsable de la desterificacion de pectinas secretadas y
localizadas en los plasmodesmos (Morvan et al, 1998). Doroknov et al. (1999) y Chen et al. (2000)
reportaron que la PMV det virus del mosaico del tabaco interactua directamente con esta enzima y
Que esta interaccion es esencial para la dilatacion de los plasmodesmos. La pectin metilesterasa
puede cambiar rapidamente 18 estructura de las pectinas de la pared celuiar especiaimente las de la
interfase pared celular-membrana plasmdtica, que afectan directamente la estructura del
plasmodesmo.

La respuesta de las plantas al ataque de patdgenos ha mostrado una cantidad de respuestas
de defensa sistémica. En esta situacion, las senales moviles en el loema parecen funcionar activando
genes de defensa en tejidos no infectados (figura 14, infenor izquierda). Por ejemplo, en solanaceas,
el dafo por mordisqueo de insectos da lugar a la induccion sistémica de inhibidores de proteinasas.
En este caso, la senal mévil es un 18-mero, la sisteming, producida por las células acompanantes
(Jacinto et al., 1997). El receptor asociado a membrana y su activacion causa ia sobreregulacion de
una proteina cinasa activada por mitégenos (MAP) v la via de sendlizacion del jasmonato (Ryan,
2000). La activacion de estas senales en cascada se transmiten a los tejidos circundantes donde ios

genes de defensa se encienden.

MOVIMIENTO DE MACROMOLECULAS A TRAVES DE PLASMODESMOS

El concepto simplasmico, esta basado en bases anatdmicas del plasmodesmo. El anuius
citoplasmico, formado entre la membrana v localizado centraimente con el reticulo endopldsmico
apresado, establece la via simplasmica para la difusion de metaboiitos, iones y posiblemente
pequenas hormonas. Lo anterior estd de acuerdo con los detalles ultraestructurales del anulus y del
tamano limite de las moléculas que pueden pasar de una célula a otra (moléculas mayores a 1 KDa
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son incapaces de pasar por los microcanales) (Lucas, 1998). Varios estudios han demostrado que
los plasmodesmos, ademds de permitir el intercambio de pequenos metabolitos tienen la capacidad
de mediar el transporte célula a célula de proteinas y dcidos nucleicos (carga apoplasmica) (Lucas,
1999). .

Utilizando coinfeccion de PMV  marcada fluorescentemente y e RNA  marcado
covalentemente resuita en un trafico instantdneo tanto de la proteina como del RNA. Lo anterior
establece que la capacidad de los plasmodesmos para mediar el trasporte célula a ceélula de
macromoléculas existe como una forma de facilitar el tréfico de complejos macromoleculares
enddgenos (Lucas and Wolf, 1993).

Hay un fuerte soporte 4a la hipdtesis de que el floema tiene la capacidad de translocar sefiales
con secuencias especificas. Experimentos con plantas transgénicas que expresaban GFP (proteina
verde fluorescente) o la infiltracidn en hojas source con GFP insertada en el T-DNA de Agrobacternum
tumefaciens da lugar a la pérdida progresiva de GFP-mRNA y GFP asociada con fluorescencia en
tejidos sistémicos. Lo que es consistente con la produccion, en células del mesdfito, de moléculas
con secuencias especificas que pueden moverse via plasmodesmos hacia el tejido vascular, donde
entran en la via de translocacion del floema. Algunos candidatos son fragmentos de RNA de doble
cadena (dsRNA), los dsRNA y los cRNA. Usando diferentes teécnicas, se observd que los
plasmodesmos de los tejidos sink sirven como una via dindmica para el tréfico de proteinas y
complejos RNA-proteina (figura 14, inferior derecha) (Oparka et al., 1999). Lo anterior, refleja la
participacion de grupos especificos de moléculas producidas por la activacion de programas

discretos del desarrollo.
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Cientos de proteinas han sido detectadas en la via de translocacion del floema, pero muy
pocas han sido caracterizadas a nivel molecular (Ruiz-Medrano et al., 2000).

Existe evidencia directa de que proteinas enddgenas, sintetizadas en una célula en
particular, son subsecuentemente transportadas hacia las céluias vecinas (o més distantes). Estos
descubrimientos establecen un nuevo paradigma para entender la manera que las plantas
superiores controlan ciertos procesos durante su crecimiento y/o desarrolio. Mezitt v Lucas (1996),
han discutido sobre el concepto de programacion del desarrollo, que involucra control
supracelular regulado por el tréfico plasmodesmal de moléculas informacionales (proteinas de
control  supracelular, SCP) y sus presuntos cofactores en la interaccidn con  proteinas
plasmodesmales para potenciar el control temporal y espacial. Ademads, la circulacion a larga
distancia de las SCP dentro del floema proporciona un mecanismo por el cual las senales
localizadas en los meristemos apicales de la parte aérea pueden vigjar para encender otras fases
dentro del desarrollo de la planta.

Kreuger y van Holst (1996) sugirieron un posible mecanismo de accion de las AGP, dado
Que poseen una vida media muy corta (10 —-15 min). Esto podria implicar un sistema actvo y
susceptible a cambios ambientales de degradacion y reciclamiento tanto de las AGP, como de las
proteinas con las Que interacciona. Tomando en cuenta que el epitope es esencial para la
actividad, puede ser un vehiculo para enviar mensajes, modificando de esta manera el control de
la posicidn celular por alteracidn en a interaccion con las células vecinas, ¥y en consecuencia, de su
desarrollo. Altermnativamente podria cambiar moléculas diferentes que contengan epitopes que
puedan ser modulados de forma similar como una herramienta para modificar l1a pared ceiular.

Woehlecke et al. (1998), encontraron que el tamano de los poros de las ceélulas det
parénquima en los intemodos de Plragrntes australis (CAV) tin. ex Steudel, eran mas grandes en
las regiones en crecimiento de las paredes primanas (en elongacidn), que en las regiones que ya
no crecian y estaban endurecidas (celulas de las regiones intermedia y madura). Dicha regulacion
parece estar asociada con la presencia de acido indolacético (laminodcidos); y por otro lado,
parece incrementar el tamano del poro en ausencia de azdcares consumibies. Con lo anterior,
puede inducirse un efecto en la elongacion celular ("teona acida™) y por otro la regulacion del SEL
en base al nivel citosolico de ATP (Cleland et al, 1994). Asi, el tamano del poro controla
programas que determinan la expansion de la pared celular durante el crecimiento vy 13 resistencia
de estas en las ceéiulas restantes

Existe una atractiva posibilidad con respecto a la miosina Vill, que por analogia con la
miosina | (estabiliza las microvellosidades del epitelio intestinal), reguia la arqQuitectura det
plasmodesmo via formacion de cadena radial de unidn entre el desmotibuio y la membrana
plasmatica. Lo anterior daria lugar al esquema de qQue miosinas no convencionales son mas
importantes para la generacion de tensidn en la membrana plasmatica que para la generacion de
motilidad citoplasmica (miosina ). Una caracteristica importante en la secuencia de la miosina Vil es
su C terminal Unico, que tiene vanos sitios de fosforilacion para las proteinas cinasas A y C.
También, la presencia de cuatro motivos IQ de unidn a calmoduling, que implica la regulacion con
calmodulina y calcio (Reichelt and Kendrick-Jones, 2000), sugiere que la calreticuling localizada en
RE puede regular la arquitectura de! plasmodesmo por su capacidad buffer para el caicio (Baluska
et al, 1999). El calcio intracelular regula la permeabilidad plasmodesmal a 1os pocos segundos;
cuando se eleva el calcio citopldsmico causa el cierre inmediato de los plasmodesmos, implicando
respuestas ambientales, como la luz (Epel and Eranger, 1991). Junto con el calkcio, los
fosfoinositoles (IP, € IP,) inhibieron el tranporte célula-célula y el IP; pudo transporntarse rapidamente
por los plasmodesmos. Asi, las vias de senalizacion dependientes de calcio pueden ser

88



controladas por IP; (Frankiin-Tong et al,, 1996). La hipdtesis predice que plasmodesmos sink se
mantienen activamente en una configuracion abierta por una regulacion local mediada con
calreticulina de los niveles citopldsmicos de calcio que sensiblemente modulan la contractibilicad
producidad por actomiosina y centring; por lo que la miosina VI, centring y calreticuling serian los
principales candidatos en la modulacion de la fuerza sink via apertura de plasmodesmos sink
(Baluska et al., 2001).

Las plantas se adaptan a estimulos ambientales y ataque (luz, patdgenos, sequia o déficit de
nutrientes) a nivel celular, de tejidos o de todo el organismo. La funcidn del sistema de
comunicacion inter-organo fue identificada por estudios de induccion floral. El sistema de
comunicacion es una combinacion de programas genéticos en los meristemos apicales aéreos y
senales ambientalmente activadas. Es muy compleja la forma en que las plantas responden a un
estimulo determinado para dar lugar a una relocalizacion de recursos y ser almacenados como una
fuente limitada de recursos. Un ejemplo bien conocido es la liberacion de ABA en el xilema bajo
condiciones de sequia (Jackson, 1997) dando lugar a respuestas diferenciales en tejicdos distantes.
El mecanismo por el cual ABA induce la translocacion de recursos se ha obtenido por la
caracterizacion de ICK1 (inhibidor de una proteina cinasa dependiente de ciclina inducida por
ABA), que directa o indirectamente, tiene un control diferencial en el ciclo celular asi como el
indice de crecimiento de tejidos radicales y aéreos (Wang et al.,, 1998) (figura 14).

Cambiando un poco de tema y en relacion con ciertos componentes celulares, podemos
mencionar a la trehalosa. La trehalosa (a-D-glucopiranosil-{1-1]-a-D-glucopirandsido), es un
disacarido poco comuin en el reino vegetal. Evidencias indican que es el componente principal de
érganos simbidticos, donde aparentemente es sintetizado por el simbionte bacterial (Mdller et al.,
1994; Schubert et al, 1992). Especialimente en la simbiosis RAzobriurndeguminosa, la trehalosa se
acumuia en los nddulos en desarrollo (Streeter, 1985), ademds de que muestra un alto grado de
estimulacion en respuesta a estrés por sequia exhibiendo un contenido relativamente alto de agua,
lo que pudiera proporcionarle a la planta una mayor resistencia a la sequia (Farias-Rodriguez, et al.,
1998).
Lo anterior sugiere que las plantas noduladas tienen una ventaja selectiva ante la sequia. Por
otra parte, aunque a trehalosa se encuentra claramente compartamentalizada en el citoplasma del
huésped, también se encontrd en Grganos agreos del hospedero a concentraciones muy bajas. La
alta concentracion de trehalosa en el nodulo hace considerar que tras alcanzar ciertos niveles, es
como puede entrar al xilema y viajar a érganos aéreos, lo que pudiera estar sucediendo con la
PRP2.
La ventgja selectiva que significa la resistencia a la sequia por medio de altas
concentraciones de trehalosa como mecanismo osmorregulador, provoca una necesidad, por
parte de la planta hacia el osmoprotector producido por los bacteroides en el nodulo. Es decir,
bajo condiciones normales en el régimen de agua, el citoplasma de las células infectadas en los
nédulos contiene  altas concentraciones de solutos, iones y proteinas, pero cuando estd
involucrado el déficit hidrico, una bacteria que sintetiza un compuesto osmoprotector como
respuesta a esta situacion le pemite a la planta una gran ventaja adaptativa ante condiciones
climaticas adversas. Asi, la disminucidén del potencial hidrico causado por la sequid, incrementa la
sintesis de trehalosa mientras que el bajo indice de hidrdlisis pemite el "escape” det nddulo, para
actuar cComo osmoprotector en otras partes de la planta (Farias-Rodriguez et al,, 1998).

Los datos mencionados sobre la trehalosa (Farias-Rodriguez, 1998), los de la AGP (Kreuger
y van Holst, 1996) y los de las proteinas del movimiento de algunos virus de plantas (Mezitt and
Lucas, 1996), pueden correlacionarse con los resultados obtenidos aqui, especificamente cuando
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la proporcion de proteinas totales en plantas adlultas en condiciones de déficit hidrico se modiifica
(fig. 10). Los resultados indican la presencia de proteinas diferentes a tas HRGP o PRP, las cuales
incrementaban su concentracion para luego disminuirla dramdticamente. Posiblemente, o 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 interaccidn a
plasmodesmos, como en el caso de proteinas del moviento de virus vegetales; por otro lado,
podria haber un mecanismo, aparentemente guiado por la disminucion en el potencial hidrico, que
indujera el aumento en las concentraciones proteicas ¥ de otros componentes celulares (iones y
azucares), como el mostrado con 3 trehalosa (Farias-Rodriguez et al., 1998) y que correlaciona
con la alta acumulacion de ENOD2 y de PRP2, en [os nddulos de frijol. Alternativamente, podria
darse una modificacion de la posicion celular por alteracion en la interaccidén con las células
vecinas y en consecuencia de su desarrollo por la disolucidn de la interaccidon proteina-proteina,
como en el caso de las AGP (Kreuger y van Holst, 1996).

MODELOS
Con todo lo anterior, Yy nuestros resultados, pudimos inferir que fas PRP2 no solo funcionan

como proteinas estructurales de la pared celular sino que podia tener otra importante funcion
fisiologica como proteina senal durante condiciones de déficit hidrico. En algunos experimentos
realizados con plantulas de frijol simulando sequia usando diferentes concentraciones de ABA,
con inmunolocalizacion se observd 8 presencia incrementada de PRP en células acompanantes
(comunicacion personal, Colmenero y Covarmubias), lo que sugiere fuertemente una posible
transiocacion desde el complejo céiulas acompanantes-elementos de 13 criba (CA-EC) para pasar a
la via de translocacion del floema. El modelo por el cual la PRP2 es capaz de vigjar usando la via
dde transporte a larga distancia se discute a continuacion.

Como se menciond al inicio de esta seccion, y habiendo recordado las caracteristicas de
los plasmodesmos (figura 12), el modo de accion de las proteinas del movimiento de virus
vegetales (figura 15) y el movimiento de macromoléculas a través de los plasmodesmos, se
sugieren tres posibles modelos que pudieran estar funcionando para el transporte de la PRP2:

a) Modelo de propagacion de infeccion viral por medio de proteinas virales
det movimiento (PMV) (Mezitt and Lucas, 1996).

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

<) Modelo de tréfico inespecifico de macromoléculas (Oparka et al.,, 1999).

Con respecto al primer modelo, mencionaremos los resultados obtenidos por Lucas and Wolf
(1993), quienes utiizando coinfeccion de PMV marcada fluorescentemente y el RNA marcado
covalentemente, observaron un trafico instantdneo tanto de la proteina como del RNA. Lo anterior
estableci® qQue la capacidad de los plasmodesmos para mediar el trasporte célula a célula de
macromoléculas existia como una forma de faciitar el trafico de complejos macromoleculares
endogenos. Existe evidencia que apoya que los plasmodesmos de plantas superiores tienen trafico
selectivo (Lucas et al., 1993; Perbal et al, 1996). Un ejempio es la proteina RPP13-1 de 13 KDa, que
codifica para un miembro de la familia génica de la tio-redoxina, cuya expresion estd confinada a las
ceélulas acompanantes en hojas y tallos del arroz (Ishiwatari et al. 1998). Cuando la RPP13-1 marcada
con fluorescencia era microinyectada a las células del mesofilo, se movia de una célula a otra por
medio de los plasmodesmos que facilitatban su transporte. Por otro lado, RPP13-1 ademas de inducir
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el incremento del SEL se establecio la importancia de cinco amino dcidos en el N-terminal y los
residuos del 101-108 para una interaccidon efectiva con los plasmodesmos. Lo anterior proporcion®d
datos valiosos con respecto a motivos esenciales de interaccion con plasmodesmos para el
transporte de célula a célula (Lucas, 1999).

Es posible sugerir que las PRP2 posean motivos esenciales reconocidos por alguna
proteina-cofactor (compiejo PRP2-proteina o cofactor de unidn al citoesqueleto) e interactuar con
algin componente del citoesqueleto, moviéndose de esta manera en el citoplasma (posiblemente
miosina Vil (Fig. 16), como pudo inferirse de los resultados obtenidos en la determinacion de
proteinas totales, donde se observd un incremento de proteinas de naturaleza diferente a las de la
pared celular. Posterior @ su “llegada”, se lleva a cabo una interaccion con proteinas
plasmodesmales tanto de la membrana plasmatica como del RE con un posiblemente anclaje a
través del reconocimiento de dominios © secuencias especificas. El direccionamiento proteico se
identifica y regula por medio de dominios, para llegar al sitio blanco: los plasmodesmos.
Finalmente, con el reconocimiento-union temporat a proteinas globulares especificas localizadas en
RE apresado y membrana plasmatica, que es lo que determina y reguia el upo de moléculas que se
moverdn hacia las celulas vecinas para liegar a la via de flujo de larga distancia del floema, de forma
similar a como 1o hacen los virus (figuras 15 y 16).

Lucas (1999) propuso un modelo basado en una de las pnmeras evidencias de proteinas
enddgenas que traficaban en el floema, la proteina KNOTTED1 (KN1) que controla ei destino final
de los meristemos vegetativos y florales. Se demostrd la pianta tenia factores de transcnpcidn con
propiedades funcionales casi idénticas a las de la PMV: incrementaba el SEL hasta 40 KDa y se
propagaba réapidamente (Lucas et al, 1995). Experimentos realizados con proteinas del floema de
la calabaza, mostraron translocacion acompanada de incremento del SEL, cuyo tamano iba de 9-
200 KDa, sugiriendo fuertemente que esta proteind se desdobla para ser transportada a través de
los microcanales plasmodesmales.

Experimentos usando KN1 y modificando su tamano por unidn covalentemente a particulas
de oro de diferentes tamanos (1.4, 6 y 15 nm)), se observd que no cancelaba la capacidad de
interactuar con los plasmodesmos ni de transiocarse, pero €l movimiento era reducido, o que
sugeria que complejos de este tamano llegan a limites fisicos para los microcanales produciendo un
entorpecimiento esténco durante el proceso de translocacidn. Lo anterior did evidencia directa de
que una combinacion de proteinas desdobladas y el incremento fisico en el diametro de los
microcanales plasmodesmales estdn involucrados en la ranslocacion de proteinas (Lucas, 1999)

Con estas bases experimentales, propuso un modelo que muestra la posible forma de tréfico
macromolecular a través de los plasmodesmos en tres pasos: 1) interaccion con chaperonas para
unirse posteriormente a receptores plasmodesmales; 2) produccidn de un cambio conformacional y
transferencia al stio de unidn para aumentar el SEL; y 3) translocacién de la proteina desdoblada a
través del microcanal plasmodesmal dilatado para, finaimente, liberar las macromoléculas a la ceélula
adyacente (figura 17).

Retomando lo anterior, 1a PRP2 pudiera ser translocada por su interaccion con chaperonas y
posterior reconocimiento de secuencias especificas por receptores plasmodesmales; dicha
interaccion induce la translocacion y finalmente el redoblamiento vy liberacion de la proteina de una
célula a otra hasta llegar a la via de fiujo a larga distancia del floema. |

El altimo modelo, se basa en los res tipos v las tres conformaciones de los plasmodesmos.
Los plasmodesmos se encuentran en tres tipos: simples, en forma de H o ramificados, y estan
localizados en diferentes organos y telidos segun su capacidad fotosintética: nula o sink, alta o
source y moderada o sink-source). Dicha capacidad es regulada principalmente por el desarrolio;
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es decir, hay plasmodesmos simpies en tejidos sink, plasmodesmos ramificados en &rganos source
y plasmodesmos en forma de H en tejidos que se encuentran en la region de transicion sink-source.
En el caso de las tres conformaciones: abierta, dilatada o cerrada tienen lugar por la participacion
de acciones coordinadas entre actind y miosina Vill en los plasmodesmos. Hay que senalar que la
frecuencia plasmodesmal como indicador del potencial de descarga es un pardmetro que debe
tomarse en cuenta, dependiendo del tipo celular en un tejido en particular.

incrementa

CELULA 2 la sintesis CELULA 1
V] de prot. estrés
Membrans. \‘
L~ PRP2 soluble en
\[ plasméllc‘l ~> citoplasma
Prot. unidn « PRP2y (V] U é/
citoesqueleto
m S
Moo — A
o Prot. globular mRNA
RE reconoce
sec.unidny
mov. en el Incrementa traduccién de
plasmodesmo prot. estrks v elde
prot. pared celuler
Complejo — S

PRP2-prot. unidn citoesq.
(cotactor) é/
Presenciade PRP2 en

otras células

funciona como sefial en Comp. citoesqueleto

respuesta sl délicit hidrico

PRP2 es dirigida o)
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(unién no covalente)

Dispara sintesis de PRP2
Movimiento celcel PRP2 )
como sefal

Fig. 16. Modelo sugerido de exportacién de |a proteina rica en prolina (PRP2) de la pared celular del frijol.

En los modelos anteriores, se postula un transporte altamente selectivo y/o dependiente de
proteinas endogenas para el transporte de macromoléculas a través de los plasmodesmos. Oparka
et al. (1999), demostraron que proteinas comao la esporamina (20KDa) y patating 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 I3 evidencia Que indicaba la division funcional entre los tres tipos

de plasmodesmos.
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Sitio de uron SEL - Porticulas de om: 1.4, 6y 15 nm ...
Fig. 17. Modelo de trafico de macr a través de por medio de chaperonas. Tres pasos
estin ir en la ion célula a célula de proteinas a través de [ de
ta izquierda representa el movimiento célula a célula de KN1 y el comportamianto de KN1 .nlru:ruz-do. El
diagrama de la derecha se en la por la inu de KN1 con oro.
Note que este no dar la exacta de los componentes mostrados para la maquinaria
de trar en un catular En el primer paso (1), una chaperona
citoplasmica se une a KN1 y el complajo chaperona-KN1 Ga con un | El
chaperona.KN1 es liberado al orificio del y se une al sitio de ditatacidn SEL {2). En
esta fase, un estd i tanto para KN! Como para !a chaperona para

permitir el acceso a | sitio de unién SEL. En el tercer paso (3) @i complejo chaperona KN1 ya desdobiado es
translocado a través del microcanal y es liberado en el citoplasma de |a célula vecina. Este proceso Involucra

un conjunto unico de proteinas localizadas dentro del microcanal te KN1
entrecruzado es capaz de unirse a la chaperocna e conelr Sin g0 como
KN1 cn!rucruzado no pucdn tener el apr el se une al sitio de unién SEL
el macamumo de Y y al se b en el paso 2. Los conjugados de

oro 1.4 nm-KN1 ‘n unen ala a lo de cada
paso durama 1a tr: Los de oro 6 y 15 nm-| KN1 también se unen a la chaperona e
neler . Como =l fisico el pare entrar y unirse al sitio de

c
unién SEL, ta translocaclén se detiene entre el paso 1 y el paso2. Cuando KN1 entrecruzado o el compisjo de
oro de 6 y 16 nm.KN1 se unen al receptor plasmodeasmal o al sitio de unidn SOL, bloquean el acceso a eatos
sitios para otras proteinas capaces de traficar (Kragler et al., 1998).

Sugerian que si en hojas sink los plasmodesmos permmitian el movimiento sin restriccion de la
GFP descargada en el floema, entonces otros tipos de solutos y macromoléculas (como ia PRP2)
también se descargarian al floema usando la misma via, tomando en cuenta que el tamano de las
macromoléculas para traficar libremente tiene un rango de 50-60 Kda, por lo que parece
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innecesario el reconocimiento, interaccion especifica con proteinas © transportadiores
plasmodesmales.

Sin embargo, en regiones source, el movimiento de la GFP  se mostrd restringido, y solo se
observd tréfico extensivo cuando existia la presencia de la PMV, la cual modifica el SEL
plasmodesmal, aunque no queda descartada la actividad de algun otro factor enddgeno del
movimiento (Mezzit and Lucas, 1996), chaperonas, etc. Concluyeron que la permeabilidad de los
plasmodesmos dependia del tipo de tejido examinado: sink © source. Por otro lado, dicha
permeabilidad también puede incCrementarse por traumas fisioldgicos como la respuesta a
inhibidores metabdlicos, estrés anaerdbico, inhibidores de la polimeracion de acting o estrés
osmotico. La explicacion es que dichos traumas modifican la estructura de los plasmodesmos
ramificados hasta tener una permeabilidad similar a la de los plasmodesmos simples, como un
mecanismo que facilite la répida entrada de macromoléculas en las células de los diferentes tejidos

dafados.

De esta forma, la PRP2 podria moverse desde las céiulas de las raices (tejidos sink) y ser
translocados por medio de plasmodesmos simples hasta liegar a la via de fluyio det floema, vigiando
sin ninguna restriccidn y con un movimiento inmediato como molécula serial hasta aquellos tejidos

mas sensibles, como son los meristemaos apicales.
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CONCLUSIONES

1 €l efecto que el déficit hicinco produce durante el crecimiento y desarrollo del friiol es una compleja regulacion
temporal y espacial en la nsolubiizecion o entrecruzamiento de las ghcoproteinas en la pared celular, por 1o que la
hipdtesis nula que refiere que el deéfiot hidnco no produce ningun efecto durante el crecimiento y desarrclic del fryol
queda rechazada.

2 Dento de ios métodos cualitativos, el efecto del déficit hidnco observado usando impresion de tejdos durante
el crecimiento de las plantulas se halld mayor frecuencia e incremento en la Intensidad de la resccion inmune de la HRGP
en forma soluble (20:14), mentras Que la PRP2 con baja frecuencia e intensidad de la reaccion inmune disminuida (1:1).
Lo antenor muestra que el deéficit hidnco induce la mayor participacion de la HRGP soluble (intensidad de la reaccion
Inmune iNncrementada).

3 £l efecto de! deficit hidnco usando et andlisis por INMunolocalizacion fué una Mayor frecuencia € INcremento en la
intensidad de {3 reaccidn inmune de la HRGP (19:16) en formma soluble e msoluble; mientras que la PRP? presenta una
menor frecuencia € Intensidad de 1a reaccion nmune  Ncrementada (18:10). Lo antenor muestra que el déficit hidnco
induce el incremento de la intensidad de la reaccion inmune de | 8 HRGP v el decremento de la PRP2,

4 El efecto del deficit hidnco observado en los Westem blots se halld un incremento en la frecuencia y la
solubilidad de la HRGP (8.6). siendo l& fraccion total la de mayor frecuencia con respecto a la fraccidon de la pared
celular (4:2). La PRP2 muestra una menor frecuencia con alta solubihdad (6:5), siendo la fraccidn total la de mayor
frecuencia (3.2); la fraccion de la pared celular para ambas proteinds es la Gue tende a insolubiizarse (2:1). €n las
regiones E1, | y M de la fraccion de la pared celular hay proteinas de bajo peso molecular (PM). Lo antenor mosto que
el déficit hidrico a) incrementa la solubilidad de la HRGP vy la PRP2; b) FHRGP tiene una mayor partcipacion que ia PRP2; c)
el tempo de induccion con déficit hidnco es 1 h, dando como efecto el iIncrementc © disminucion en la solubilidad y/o
frecuencia para ambas proteinas, d) las regiones E2, | y M son las Gue presentan mayor frecuencia con alta solubilidad; )
las regiones €1, 1 y M son las Que presentan mayor frecuencia con bae solubiidad vy proteinas de bajo PM.

5 Dentro de las metodos cuanttatvos, €l efecto del défict hidnco observado usando la determinacion de
proteinas totales y de hidroxiproling clurante el crecimento de las pldntulas se encontrd una mayor frecuencia de
modificaciones en proteinas hidroxiadas solubles e nsolubles en E1 con respecto al resto de las regiones anatomicas

(9:3:2:1).

S Dento de los métodos cualitatvos, el efecto del déficit hidnco observado usando la wnpresion de tejidos
durante el desarrollo de tas plantas hubo una mayor frecuencia con intensidad de la reaccion Inmune  disminuida en
HRGP (32:19) con un maxmo a los 15 o (7:8.4) v la intensicdad de 13 reaccion Inmune  Incrementada tuvo un méximo a
ios 8 d (6:3:4). ta AGP diminuyd en un 50% la frecuencia con intensidad de la reaccion inmune  aisminuida (16.10)
alcanzando el maxmo a los 22 c (3:3:4). Lo antenor sugiere que el deficit hidnco induce una Mayor paraciPacion de la
HRGP con baja intensidad de la reaccion inmune hasta los 15 d y una casi nuia partcrpacion de la AGP en estas

condiciones hidncas.

7 El efecto del deficit hidnco observado en los andhisis por iInmunolocalizacion sugiere Que un MIsMo tratamiento
produce efectos de aita solubilidad y/o insolubilidad temporal ¥y espacial diferentes para cada una de las proteinas
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estudiadas. Asi, el ciéficit hidrco es un factor Que determing una Mayor ParICIRacIon a tempos medios (HRGP) v tardios
(PRP2) mientras que €l proceso de! desarrollo la determina tempranamente.

8 El efecto de! deéfict hidnco observado en los Western biot sugiere que el déficit hidrico: a) induce la mayor
paracipacion de la HRGP soluble que de 1a PRP2 soluble, ©) induce un incremento en la solubilidad de la HRGP; c) et
tempo de induccion en el incremento de solubiidad de la HRGP es a los 8 d mientras que para la PRPR es alos 15 d; o)
ei vtempo de induccion para la nsolubiizacion de ambas proteinas es a los 15 d; ) la HRGP tiene una mayor
parcpacion en nodulos, tallo e ntemodo (4.5.5); £ la PRP2 muestra mayor parucioacikon en nodulos, raiz pnmana, raiz
secundana y tallo (2.3.2:2), 9) tanto el deficit hidrico como el desarrollo son modi. de la solt de la HRGP
tanto en la fraccion total como en la de la pared celular.

Q Dengo de los meétodos cuantitatvos, el efecto del déficit hidnco observado usando la determinacion de
proteinas totales y de hidroxproiina durante el desarrollo fue que el déficit hidnco induce un incremento de la
solubihdad de las proteinas con prolinas hidroxiadas y de la fracoion total (13:10), siendo la zona R1 la de mayor
frecuencia de incremento en la solubdidad de las proteinas con prolinas hidroxiladas (4:2).

10 La herida da lugar a que las proteinas de la pared celular se entrecrucen rapida y mayontanamente en todos las

regiones de la plantuta

Al Se dentficaron dos polipéptidos con el anticuerpo policional anu-PRPZ. Los pesos moleculares apvommados

fueron 33 y 36 Kda; estos pueden ser diferentes proteinas pero con ¢ 1O
modificacion postraduccional del mismo polpépudo. Se observd una regulacion d-ferencual duranle el crecimiento,

durante el desarrolio ¥ durante el déficit hidnco.

12 La presencia de safal ctopldsmica en las inmunolocaiizaciones sugiere que las proteinas de la pared celular
pueden estar uniclas O en componentes u organelos celulares (membranosos © det citoesqgueleto).

13 La co-extraccion de las PRP2 con proteinas totales junto con una reaccion negativa de unidn del antcuerpo
sugiere una Posible asociacion (especifica) No observada con las HRGP.

14 Se proponen las siguentes funciones. a) HRGP es una proteina estructural, el enrecruzamiento se manifiesta
preferentemente durante el desamrollo vy con déficit hidnco, v b) PRP2 es una proteina estructural, el enrecruzamiento se
manifiesta preferentemente durante €l crecimiento (tamano) asi como con deéficit hidnco. B! posible movimiento de la

proteina(s) de un tepdo a oiro sugiere una funcion de pProteina senal

15 De los datos obtenicios s¢ propone et siguiente significado bioldgeo como sigue.

- Fase raprda
T, modificaciones Muy pequenss de la presion det turgor, entrecruzamiento de

Intracelular. Proteccion “transitona”:
proteinas de la pared celular, proteinas entrecruzadas no-covalentemente se lberan, sintesis de proteinas (cofactores).

- Fase lenta.
Extracelular, Interruptor Que “encienda © apague” mecanismos de alamma por medio del rafico de moléculas mensajeras

para proteger (crecimiento) y contender (desarrollo) con ambientes hostiles (deéficit hidnco): modificacion del SEL,
aismInUCIon de ATP, disminucion de la presion del turgor, translocacion, radfico a largs distancia.

Y
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PERSPECTIVAS

1.- Confirmar la hipdtesis del movimiento de la PRP2.

a) Analizar la expresion del mRNA de PRP2 mediante hibridaciones m sitv y
compararla con el patrén de localizacion de la proteina del movimiento

b) Realizar un vector de PRP + PVF (proteina verde fluorescente) e inyectar en células

para verificar movilizacion.

Q.- Determinar que tipo de material proteico se une & las PRP2 usando una doble
sefal con anticuerpos para PRP2 y para componentes del citoesqueleto (profiling,

actina, etc.)

3.- Investigar que otros factores bidticos o abidticos producen la misma respuesta
cbtenida a tiempos cortos (ni herida ni déficit hidrico ni crecimiento).

a) Determinar variaciones en el potencial eléctrico a tiempos cortos.

) Determinar variaciones de diferentes hormonas a tiempos coros.

<) Investigar efecto de exceso o falta de iones y/o nutrientes.

4 .- Experimentar con variedades resistentes o susceptibles a sequia.
5.- Experimentar con mutantes parciales en pared celular celular.

6.- Experimentar con varios medios estresantes que provogquen una respuesta de
deficit hidrico usando cultivo de tejidos.

7.- Experimentar con diferentes fracciones de agua para producir déficit hidrico
asi como déficit por falta' de riego.

8.- Determinacion de di-isoditirosina bgjo las diferentes condiciones.
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APENDICE A

Bonilla 1., C. Mergold-\ﬁllaseﬁor, M. E. Campos, N. Sanchez, H. Pérez, L.
Ldpez, L. Castrejon, F. Sanchez y G. I. Cassab. 1997.

Las paredes celulares abemrantes de los nddulos de la raiz de frijoles
deficientes de boro no tienen proteinas ricas en hidroxiprolina/oroteinas ricas
en prolina unidas covalentemente.

Plant Physiol. 115:1329-1340.
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Fig. 14b.

dela ol perfil de la PRP2 con Ia cortactina de galio.
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