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1. RESUMEN

La contaminacion del suelo por metales pesados es un problema latente en México y a nivel
mundial. Técnicas no tradicionales y econdmicamente viables para la remocién de metales
pesados, como la fitorremediacion, han cobrado importancia y despertado interés. En la
naturaleza existen pocas plantas hiperacumuladoras e hipertolerantes, las cuales acumulan
metales y los secuestran a través de transportadores especificos presentes en el tonoplasto
(membrana de la vacuola). Antes de poder utilizar plantas modificadas genéticamente con fines
de fitorremediacion, se deben conocer los mecanismos de la toma, traslocacion y secuestro de
metales. A la fecha, la funcién de transportadores de interés para la fitorremediacion es
desconocida o su caracterizacion esta incompleta.

Por eso se propone un estudio subproteémico diferencial del tonoplasto, que pretende
identificar aquellas proteinas que en la presencia de elevadas concentraciones de zinc, un
micronutriente que puede volverse toxico, revele aquellas proteinas directamente involucradas
con su toma y secuestro al interior de la vacuola.

Se obtuvo una fraccion pura del tonoplasto por electroforesis de zona de flujo libre, que
separa a las endomembranas segun su carga superficial neta en una capa de flujo laminar
continua. Por western blot se identifico a la fraccion pura de tonoplasto. Esta fraccion se marco
con fluoroforos CyDyes para poder hacer una comparaciéon cuantitativa en la expresion de
proteinas entre la muestra control y la tratada con zinc gracias a la técnica de Electroforesis en
Gel Diferencial (DIGE). Se identificaron ocho proteinas cuya expresion cambia
significativamente en la presencia del metal, cuatro aumentan su expresion y cuatro disminuyen.
Con la futura identificacion y caracterizacion funcional de estas ocho proteinas, se
contextualizara su papel en la tolerancia a metales pesados y podra usarse esta informacion para

el disefio de plantas ttiles en fitorremediacion.



2. INTRODUCCION

2.1 Contaminacion por metales pesados, el caso de México

Los metales pesados se definen comiinmente como aquellos elementos quimicos que poseen
una densidad especifica de méas de 5 g/cm® (Jarup, 2003). Tienen ademas propiedades
metalicas, como ductilidad, conductividad, estabilidad como cationes, especificidad por su
ligando, etc. y su numero atdmico es mayor a 20 (Lasat, 2000). Las emisiones de metales
pesados pueden ocurrir por una amplia gama de rutas, que incluyen al aire, al suelo y las
aguas superficiales, que después se integran a los mantos acuiferos o se utilizan en las tierras
de cultivo.

Ademas de los procesos industriales que utilizan metales pesados, ciertas practicas en
la agricultura contribuyen con este tipo de contaminacién por el uso de pesticidas y
fertilizantes que los contienen. Segun la SEMARNAT (Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales) (México, 2000), la discusion actual sobre dichas sustancias ha cobrado
mayor importancia porque suelen incluir elementos téxicos como plomo, cadmio, arsénico o
dioxina, que resultan del empleo de resduos industriales contaminados o fango de las
alcantarillas, como fuente barata de nutrientes minerales tales como zinc o hierro. La
contaminacion del suelo por cadmio aumenta por esta via, causando que su incorporacion por
vegetales y legumbres sea mayor y, en consecuencia, el consumo de productos agricolas sea
la fuente mas importante de exposicion de la poblaciéon no fumadora a este metal (World
Health Organization, 1992). También la mineria deja expuestos depositos minerales o roca de
desecho que tiene por resultado la lixiviacion de metales pesados. Por otra parte, una gran
variedad de desechos domésticos y pinturas contienen metales pesados que son simplemente
descargados al ambiente. Las fundidoras, por su parte, expiden altas concentraciones de
metales al aire, igual que los humos expedidos por los medios de transporte (Pilon-Smits,

2004), que eventualmente a través de la lluvia llegan al suelo y con el tiempo son arrastrados



a mantos acuiferos, rios y lagos, hasta llegar al mar. Cabe mencionar que dicha contaminacion
del aire puede viajar grandes distancias y contaminar lugares alejados de la zona de donde son
expedidos (Beyer et al., 1985). Las emisiones industriales de metales pesados, sobretodo
cadmio, cobre, plomo, niquel y zinc al medio ambiente, han sobrepasado los ciclos
biogeoquimicos naturales en varios ecosistemas (Nriagu, 1996). Las actividades militares,
como el entrenamiento con armas, las municiones y la manufactura de explosivos,
contribuyen fuertemente con la contaminacion del suelo por metales pesados (US Army
Environmental Center, 2003). Los metales pesados son considerados peligrosos en México,
segin la Norma NOM-052-ECOL, que es el codigo de clasificacion de las caracteristicas que
contienen los residuos peligrosos llamados CRETIB y que significan: corrosivo, reactivo,
explosivo, toxico, inflamable y bioldgico infeccioss. Esta Norma toma en cuenta desechos que
contienen metales pesados, entre los que se encuentan a manera de ejemplo, residuos
provenientes del cadmizado, lodos del tratamiento de aguas residuales en la produccion de

baterias de niquelcadmio, residuos de los hornos de produccion de las baterias de mercurio, etc.

2.2 Riesgos por el contacto con metales pesados

Los metales esenciales son requeridos por todos los organismos en pequefias
cantidades para poder llevar a cabo reacciones cataliticas especificas. Ejemplos de ello es la
hemoglobina, que tanto en vertebrados como en invertebrados contiene hierro, la
hemocianina, pigmento de moluscos y crustaceos, que contiene cobre y la vitamina Bi,, que
contiene cobalto (Clark, 1992).

Sin embargo, a niveles que exceden sus requerimientos, tanto los metales esenciales
como los no esenciales, pueden perturbar el metabolismo al unirse a proteinas de manera no
especifica; por ejemplo al unirse al grupo sulfhidrilo, ocasionan dafo oxidativo debido a su

capacidad de catalizar reacciones redox. Esto puede traer como consecuencia la desactivacion



de reacciones enzimaticas esenciales, por enmascarar los grupos cataliticamente activos o por
desnaturalizacion de las proteinas (Benavides et al., 2005), dafio a las estructuras
fundamentales (especialmente membranas) y modificaciones al DNA (mutagénesis) (Clemens
et al., 2002). Ademas, los metales pesados tienen una alta afinidad por moléculas organicas y
tienen la habilidad de reemplazar cofactores cationicos de proteinas (Driger et al., 2004).

Las principales amenazas para la salud humana debidas a la exposicion a metales
pesados, estan asociadas principalmente a plomo, mercurio, cadmio, arsénico y aluminio. La
toxicidad producida por los metales de transicion involucra generalmente, neurotoxicidad,
hepatotoxicidad y nefrotoxicidad; estas diferencias en toxicidad que presentan los diferentes
metales en el cuerpo dependen de su solubilidad, absorcion, transporte y reactividad quimica
(Stohs & Bagchi, 1995).

La Secretaria de Salud en México advierte que las personas deben evitarel contacto con
metales pesados en la NOM-117-SSA1-1994, que es una norma sobre bienes y serviciosen la
que se establecen los métodos para la determinacion de cadmio, arsénico, plomo, estafiohierro,
zinc y mercurio en alimentos, agua potable y agua purificada por espectrometria de absorcion
atomica (Moctezuma, 1995).

La exposicion humana al cadmio puede causar dafio a los rifiones, especificamente una
disfuncion tubular, disminuyendo la tasa de filtracion glomerular y aumentando el riesgo a
desarrollar calculos renales. Una exposicion a largo plazo a altas concentraciones de cadmio,
puede causar dafio al esqueleto, una combinacion de osteomalacia con osteoporosis. En
general, el contacto con cadmio tiene como efecto la desmineralizacion del esqueleto, que
como consecuencia final, aumenta la probabilidad de fracturas. Segin la IARC (International
Agency for Research on Cancer), al cadmio se le considera con potencial carcinogénico para

humanos (http://www.iarc.fr/). La toxicidad del zinc provoca en humanos ndusea, vomito,

dolor epigastrico, diarrea y letargo. La sobredosis cronica del metal puede inducir deficiencia



en el nivel del cobre en el organismo y alteraciones en la respuesta inmune, asi como cambios
en el perfil lipidico de la sangre (Fosmire, 1990).

La exposicion prolongada del suelo a metales pesados, resulta en una marcada
disminucién en la actividad enzimdtica de procesos biogeoquimicos de la microflora y fauna
(Tyler et al., 1989).

El cadmio puede alterar la toma de minerales como Ca*", Mg®", P y K en plantas por
su efecto en la disponibilidad de éstos o por la reduccion en la poblacion de la microfauna del
suelo (Benavides et al., 2005). Asimismo, la apertura estomatal, la transpiracion y la
fotosintesis se afectan en presencia de este metal. A simple vista, las plantas pueden presentar
clorosis, enrollamiento en las hojas y una reduccidén en el crecimiento o enanismo. En
particular, se ha reportado que el cadmio afecta directamente el balance de agua en las plantas
(Costa & Morel, 1994).

El zinc (Zn®") es un metal de transicién y ocupa el lugar 23 entre los elementos mas
abundantes de la tierra. Posee dos facetas interesantes: es un micronutriente esencial aunque
en exceso es toxico (Broadley et al., 2007). Actia como cofactor metalico en un gran nimero
de metaloproteinas. Entre las mas de 400 proteinas presentes en plantas que contienen zinc se
encuentran los factores de transcripciéon con dedos de zinc, como la superdxido dismutasa
Cu®"/Zn*", la anhidrasa carbonica, las Zn®*" metaloproteasas y también la RNA polimerasa
(Desbrosses-Fourage et al., 2005). El exceso de zinc en plantas, que ocurre sobretodo en
plantas en suelos contaminados por actividades mineras y de fundicion, inhibe el crecimiento
de la raiz, disminuye la tasa fotosintética y provoca clorosis por deficiencia de hierro, siendo
mas sensibles a este metal, las células en alargamiento y division, lo cual puede provocar
pérdidas importantes en agricultura ya que reduce la cosecha (Woolhouse, 1983; Chaney,

1993).



2.3 Métodos utilizados para la remocion de metales pesados

Se han investigado diversas técnicas para remover metales pesados que se desechan al suelo
tendientes a recuperar las areas contaminadas y asi, disminuir los riesgos para la salud
humana y para los ecosistemas, minimizando la entrada de elementos toxicos a la cadena
alimenticia (Krdmer & Chardonnens, 2001). Existen métodos tradicionales para la extraccion
de metales pesados, entre ellos estd el retirar el suelo contaminado trasladandolo a lugares
asignados para desechos peligrosos, aumentando asi el riesgo de dispersion de los
contaminantes por particulas de polvo durante su transporte (Lambert et al., 2001). Otro
método es enterrar el estrato de suelo contaminado, sustituyendo la segunda capa de 12
pulgadas de suelo por la primera, considerando que ahi se encontraran los metales. Después se
sugiere que se cubra con corteza de arbol, pedazos pequefios de madera o arena limpia
(HMRC, 2000). Lo anterior definitivamente no da una solucidn, solamente relocaliza el
problema.

Otra técnica in situ, es la estabilizacion o inmovilizacién de los metales en el suelo
mediante la adicion de sustancias quimicas que causan la formacion de minerales que
contienen metales en formas que no son facilmente absorbidas por plantas o animales
(Lambert et al., 2001). También se pueden inmovilizar metales, dependiendo si se trata de
cationes o aniones, variando el pH del suelo a 6.5 o mas basico, lo cual provoca que los
cationes sean mas insolubles y no se incorporen facilmente a las plantas. Lo anterior funciona
bien con la mayoria de los metales, con la excepcion del cromo. La aplicacion de fosfato es
otra opcidn para inmovilizar metales, al disminuir la disponibilidad de metales cationicos por
su efecto de contrapones o quelante (NRCS, 2000). De la misma forma, se utilizan agentes
quelantes como el &cido nitrilotriacético de sodio, para extraer los metales pesados, método
rapido y eficiente para la extraccion de plomo y cadmio (Lim et al., 2004).

Asimismo, se pueden usar tratamientos a altas temperaturas, conocidos como

vitrificacion del suelo, cuyo resultado es la obtencion de un material granular que no se puede



filtrar. Ademas de los costos que este proceso involucra, un problema grave es que al calentar
el suelo de 1,600 a 2,000° C se tarda mucho tiempo en regresar a su temperatura original,
(VKI, 2003). Otro método relacionado con altas temperaturas es el Método de Calentamiento
por Vapor (300-800° C), en el que se pone en contacto el suelo con vapor, para vaporizar los
contaminantes, que en un paso posterior son absorbidos por carbon activado (Ministry of the
Environment Japan, 2002).

Un método adicional para la remocién de metales pesados in situ es la remediacion
electrocinética, en la que se crea un campo eléctrico por el que se hace pasar el suelo
aplicando una corriente directa de bajo voltaje. Sin embargo, al utilizar esta técnica, se ha
visto que se producen productos secundarios que son perjudiciales para la microfauna del
suelo (US Army Environmental Center, 2003).

Aparte de los problemas inherentes a cada método de remediacion de metales pesados
mencionados, se trata de métodos invasivos, cuyos costos son muy elevados pudiendo oscilar
entre 10 y 100 délares por metro cubico (m®) in situ; por su parte la remocién de metales
pesados ex situ podria tener un costo de 30 a 300 délares/ m® (Watanabe, 1997). Shmaefsky
(2002), expone que el costo de excavar suelo de su lugar de origen y llevarlo a un relleno

sanitario especial, es aproximadamente de 2 millones de dolares por hectarea.

2.4 Biorremediacion

Debido al alto costo y a la baja practicidad que representan los métodos convencionales para
descontaminar suelos, existe un gran interés tanto cientifico como comercial en métodos
alternativos de bajo costo. Aunque numerosas técnicas de limpieza de contaminantes pueden
ser consideradas, la biorremediacion in situ, representa la solucion mas efectiva, debido a su
bajo costo, hasta cinco veces menos que los métodos descritos arriba y la mas amigable,

ecologicamente hablando. La biorremediacion es el uso de organismos bioldgicos para



mejorar la calidad del ambiente al explotar su habilidad de poder desarrollarse en presencia de
sustancias peligrosas, incluyendo las toéxicas o simplemente compuestos nocivos en lugares
contaminados (Lees & Senior, 1995).

Dicha técnica es una tecnologia alternativa muy atractiva, ya que involucra procesos
biologicos, que ademds se pueden seleccionar y mejorar aquéllos que muestren una rapida
remocién de sustancias quimicas peligrosas o metales pesados del suelo, del agua e incluso de
la atmosfera.

La biorremediacion puede ser usada directa o indirectamente, para tratar desechos
inorganicos a través de la transformacion de compuestos que contienen nitrégeno o azufre e
incluso, la inmovilizacion/movilizacion de metales pesados (Lees & Senior, 1995).

De la biorremediacién se desprende el concepto de fitorremediacion, que es el empleo
de plantas para la remocion de contaminantes de suelos, sedimentos y aguas freaticas (Dietz
& Schnoor, 2001; McGrath & Zhao, 2003). Estos métodos utilizan la capacidad de algunas
plantas, natural o genéticamente modificadas, para extraer, desintoxicar y/o secuestrar
contaminantes ambientales del suelo y del agua (Meagher, 1998).

La fitorremediacion se puede aplicar tanto a contaminantes organicos como
inorganicos. Esta técnica se ha dividido en varios subtipos, siendo los dos mas importantes: la
fitoestabilizacion, que es el uso de plantas para reducir la biodisponibilidad de contaminantes
en el ambiente y la fitoextraccion, que es el uso de plantas acumuladoras de contaminantes
para remover metales o sustancias organicas del suelo in situ, al concentrarlas en sus partes
aéreas que son cosechables (McGrath & Zhao, 2001; Salt et al., 1998). La fitoextraccion tiene
como fuente primaria de energia la luz solar y se lleva a cabo in situ, minimizando el contacto
humano y los costos (Pilon-Smits, 2004). Esta alternativa es la técnica mas efectiva, ya que al
final del periodo de crecimiento, la parte aérea de la planta es cosechada, secada o incinerada
y el material rico en contaminantes se descarga en un deposito especial o en una fundidora. La

energia obtenida al quemar la planta podria sostener la tecnologia si los humos pueden ser
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limpiados apropiadamente, por ejemplo con carbon activado para reciclarlos en procesos
industriales donde se utilicen, proceso conocido como fitomineria (Chaney et al. 2000;
Kramer, 2005 a). La fitomineria puede generar ganancias por la extraccion de metales de
cuerpos mineros que de otra forma no son rentables (Robinson et al., 2003). Se ha reportado
el uso de pirdlisis para la recuperacion de metales pesados de plantas hiperacumuladoras
(Alkorta et al., 2004). La parte aérea de la planta cosechada después de la extraccion de los
metales puede ser utilizada con fines no comestibles, por ejemplo para madera o para fabricar
papel corrugado.

Para que la fitoextraccion sea efectiva, la biomasa obtenida debera tener
concentraciones mucho mas altas del metal que la que existe en el suelo, siendo esto el cuello
de botella de esta tecnologia (Krdmer, 2005 a).

Dejando a un lado el menor costo que representa el uso de plantas para la extraccion
de metales pesados del suelo, en cuanto a dafios al ecosistema, es una técnica con menos
problemas secundarios de los que presentan los métodos tradicionales mencionados
anteriormente, ademas de que es mas agradable a la vista y socialmente mas aceptada. Los
sistemas de raices de las plantas enriquecen el suelo, al afadir materia organica y al aumentar
la capacidad de union del agua y nutrientes esenciales a las particulas del suelo. También las
raices estabilizan el suelo contra la erosion, previniendo la contaminacion secundaria de areas
aledanas por arrastre por agua o aire (Meagher, 1998).

Una planta ideal que pueda ser utilizada para la fitorremediacion de metales pesados
deberd poseer multiples caracteristicas entre las que destacan rapido crecimiento, raices
profundas, biomasa abundante, facil de cosechar y capaz de tolerar y acumular una amplia
gama de metales pesados en sus partes aéreas, es decir, deben ser hipertolerantes e
hiperacumuladoras (Clemens et al., 2002). El factor de bioconcentracion en plantas
hiperacumuladoras, es decir, la proporcion de concentracion de metal en sus tallos con

respecto a la del suelo, es generalmente mayor a uno y llega a alcanzar niveles de 50-100
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(McGrath & Zhao, 2003). El fenomeno de hiperacumulacion es raro, pero ocurre en plantas
terrestres. Por su parte, una planta hipertolerante es aquella que posee mecanismos internos de
desintoxicacion que le permiten secuestrar metales y metaloides en la vacuola.

A pesar de que la lista de plantas hiperacumuladoras identificadas a la fecha sigue en
aumento, hasta el momento, no se ha descrito alguna planta que cumpla con todos los criterios
deseables. Muchas de las plantas hiperacumuladoras identificadas poseen una biomasa muy
pequeiia y crecen lentamente. De tal manera, comprender los mecanismos bioldgicos de la
hiperacumulacion puede ayudar en el desarrollo de plantas modificadas genéticamente para la
fitorremediacion de metales pesados. La ingenieria genética puede ser utilizada para transferir
genes involucrados en la hiperacumulacion a plantas no acumuladoras que crecen mas rapido
y poseen una biomasa mayor (Salt et al., 1998). En este sentido serd muy conveniente disefiar
plantas que sean clones estériles para aplicaciones de fitorremediacion, porque no hay
necesidad de que las plantas se reproduzcan y su esterilidad evitaria el riesgo de fertilizacion

cruzada con plantas de tipo silvestre (Dietz & Schnoor, 2001).

2.5 Papel de la vacuola en la acumulacion de metales

Existe evidencia de que los metales y metaloides son secuestrados en las vacuolas de las hojas
en plantas hiperacumuladoras de zinc, cadmio, niquel y arsénico (McGrath & Zhao, 2003). La
vacuola es el compartimento subcelular mas grande de una célula vegetal madura ocupando
hasta el 95% del volumen celular total. El citosol en dichas células se observa como una
delgada capa entre la membrana plasmatica y la membrana vacuolar llamada tonoplasto
(Figura 2.1). La vacuola posee varias funciones dentro de la célula: recicla componentes
celulares, genera la turgencia celular, mantiene la homeostasis i6nica, regula el pH
citoplasmico, almacena Ca’" y esqueletos de carbono en forma de malato y secuestra
xenobidticos y iones toxicos como Na' y metales pesados, entre otros (Maeshima, 2001;

Neuhaus & Martinoia, 2001). En condiciones fisiologicas el lumen vacuolar tiene un pH de
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alrededor de 4.8, mientras que el pH citosdlico es de 7.6, es decir, hay una diferencia de
alrededor de dos ordenes de magnitud entre el citoplasma y el lumen de este compartimento
(Figura 2.4) (Barkla & Pantoja, 1996). El gradiente de pH se mantiene por la presencia de dos
bombas de protones presentes en el tonoplasto: la H-ATPasa vacuolar, que utiliza la
hidrolisis de ATP para conducir H™ hacia dentro de la vacuola y la H'-pirofosfatasa vacuolar
(V-PPasa), que utiliza la hidrolisis de pirofosfato para transportar protones hacia el lumen

vacuolar.

Reticulo endoplasmico liso
| . Nucleolo

Vacuola

Cloroplasto - ' . st
P / ‘ _ Reticulo endoplasmico

rugoso

" Aparato de Golgi
- Mitocondria

Figura 2.1 Componentes tipicos de una célula vegetal.
Adaptada de: http://www.kensbiorefs.com/ cellstructure.html

En las plantas, los procesos de transporte activo secundario a través del tonoplasto son
aquellos que dependen de la fuerza motriz de los protones, formada por un gradiente de pH y
por un potencial eléctrico, generados por las bombas de protones, H-V-ATPasa (Figura 2.2)

y V-PPasa (Neuhaus & Martinoia, 2001).
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. Citoplasma

Vo

Lumen vacuolar

Figura 2.2 H'-V-ATPasa

El transporte de protones a través del dominio integral V, del citoplasma al lumen vacuolar,
(en azul) es impulsado por la hidrolisis de ATP por el dominio periférico V; (en verde). El
dominio catalitico V; estd formado por las subunidades A y B en una conformacion As;Bs. Vy
esta formado por subunidades a y ¢ del complejo ace.

Adaptada de: http://biochemistry.utoronto.ca/ manolson/bch.html.

Se han identificado varios tipos de transportadores activos secundarios en el
tonoplasto que incluyen simportadores y antiportadores. Simporte es el transporte de solutos
acoplado al movimiento de protones en la misma direccion. Antiporte es el transporte
acoplado de solutos y protones en direcciones opuestas, también llamado intercambiador

(Reuss, 2001) (Figura 2.3).

Lado externo Q

° ° Qo ® @ ° °
Canal Canalidnico de yniportador Intercambiador Simportador Transporte activo
idnico  compuerta o Antiportador acoplado a la

. hidrélisis de ATP
Lado interno

Figura 2.3 Ejemplos deTransportadores Membranales

Los iones estan representados como pequeiias esferas grises, mientras que los iones/solutos de mayor
tamafio como esferas rosas. Adaptada de:
http://www.chemistry.emory.edu/justice/seminar/images/fig3.19.gif
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El papel central de la vacuola en la hiperacumulacion de metales es el transporte de
metales pesados a su interior, en la mayoria de los casos en contra de su gradiente de
concentracion y por tanto, es dependiente de mecanismos de transporte activo. Entre los
transportadores de metales que se pueden encontrar en el tonoplasto, estan aquéllos que
necesitan de la fuerza motriz de los protones para llevar a cabo la acumulacion del metal
pesado, como antiportadores Metal/H'. También se encuentran los transportadores
energizados directamente por la hidrolisis del ATP entre ellos, los transportadores ABC (ATP
Binding Cassette) y las ATPasas del tipo P (Theodoulou, 2000; Williams & Mills, 2005).

Una vez que los metales se encuentran dentro de la vacuola son quelados por
diferentes sustancias, para alejarlos de reacciones que pudieran catalizar y controlar su
toxicidad. Ademas, la acidificacion de la vacuola también contribuye a que los metales sean
retenidos en este compartimento. Entre los agentes quelantes de los metales en la vacuola, se
encuentran los acidos organicos y algunos aminoacidos, particularmente la histidina (Cobbett,
2000). Se tiene evidencia de que el zinc estd unido predominantemente a malato en las hojas
de Arabidopsis halleri (Figura 2.4) (Sarret et al., 2002) y aunque no se tiene evidencia de otro
metal quelado de esta manera, es probable que, por complementacion de cargas, otros metales
interactien con diversos acidos organicos que se acumulan en la vacuola de las células
vegetales a altas concentraciones, como el citrato y el fumarato (Ryan & Walker-Simmon:s,
1983). Otro tipo de agentes quelantes son el tripéptido glutation (GSH) (y-glu-cis-gli) y sus
oligébmeros llamados fitoquelatinas (PC) que tienen la estructura general (y —Glu-Cis)n-Gli
(n=2-5). Se ha visto que in vivo, el cadmio y el arsénico forman complejos con PC. El
mecanismo de desintoxicacion de metales por PC es mas complejo que la simple quelacion
del metal dentro de la vacuola, éste debe activar la sintesis de la PC, ser quelado en el
citoplasma y luego transportado en forma de complejo a la vacuola, donde probablemente

forme un complejo con azufre o acidos organicos (Cobbett, 2000).
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2.6 Transportadores de metales en plantas

Antes de poder utilizar plantas modificadas genéticamente con fines de
fitorremediacion, se deben conocer los mecanismos de la toma, traslocacion y secuestro de
metales. A la fecha, las funciones de ciertos transportadores centrales para la fitorremediacion
se desconocen o su caracterizacion esta incompleta (Alkorta et al., 2004).

El genoma de A. thaliana codifica para méas de 150 transportadores de cationes
diferentes que pertenecen al menos a nueve familias (Pilon-Smits & Pilon, 2002). Hasta
ahora, s6lo pocos genes responsables del transporte de metales han sido identificados y/o
aislados. Se propone que muchos de ellos se localizan en la membrana plasmatica y estan
involucrados en la toma de metales hacia dentro de la célula, aunque también se han
identificado otros en membranas internas, que regulan su almacenamiento y pueden ser
especificos de ciertos tipos de células (Clemens , 2001; Pilon-Smits & Pilon, 2002).
Frecuentemente, existe mas de un sistema de transporte para un metal, cada uno posee
capacidades y afinidades diferentes para su sustrato. De especial interés para la
fitorremediacion son aquéllos que son selectivos para una amplia gama de metales y tienen la
capacidad de transportar con alta afinidad mas de un metal a la vez (Pilon-Smits & Pilon,
2002).

Las familias de genes involucradas en el transporte de metales identificadas hasta
ahora en plantas, incluyen a las que codifican las siguientes proteinas:

e Las CPx-ATPasas de metales pesados, un grupo de la superfamilia de las ATPasas
tipo P llamadas asi porque comparten un motivo intermembranal cisteina(C)-
prolina(P) e histidina o serina(x) (Williams et al., 2000).

e Los NRAMPs (por sus siglas en inglés, Natural Resistance-Associated
Macrophage Protein) (Nevo & Nelson, 2006).

e La familia de facilitadores de difusion de cationes o CDF (Cation Diffusion

Facilitator family) (Hall, 2002).
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e La familia ZIP que toma su nombre de los primeros miembros que fueron
identificados ZRT (Zinc Regulated Transporter), IRT-like Protein (Iron Regulated
Transporter) (Guerinot, 2000).

e Los antiportadores cation/H" (Hall & Williams, 2003).

e Los transportadores ABC (ATP- Binding Cassette) son una superfamilia que son
activos en el transporte de una amplia gama de sustancias que incluye alcaloides,
aminoacidos, azucares y sus conjugados, péptidos y sus conjugados, metales
pesados quelados y lipidos (Liu et al., 2001).

Entre los transportadores conocidos que se localizan en membrana plasmatica se
encuentra el transportador IRT1, que media la toma de hierro (II) y pertenece a la familia ZIP.
También tiene la capacidad de transportar Zn>" y Mn”", asi como Cd*" (Rogers et al., 2000).
En Arabidopsis se encontraron los transportadores ZIP [-3 que presentan diferentes
afinidades por Zn" en el intervalo nanomolar. ZIP] y ZIP3 se expresan sobretodo en raices y
se inducen cuando hay deficiencia de este metal, sugiriendo un papel en la toma normal de
este micronutriente (Krdmer et al., 2007). Otro transportador de membrana plasmatica que se
ha identificado es el transportador putativo de cobre, COPT1 (Hall et al., 2003).

Una desintoxicacion eficiente por parte de la planta requiere de mecanismos de
transporte que acumulen al compuesto téxico o metales pesados, lejos de los procesos
metabolicos, en un compartimento definido: dentro de la vacuola (Figura 2.1). Sin embargo, a
la fecha se han localizado muy pocos transportadores de metales en el tonoplasto.

Recientemente se ha demostrado que A/MTP1, un transportador de zinc localizado en
el tonoplasto que pertenece a la familia CDF, esta involucrado en la desintoxicacion de este
metal, mediando su acumulacién en la vacuola, y en la tolerancia basal al Zn*" sobretodo en
células de tejidos en crecimiento (Desbrosses-Fonrouge et al., 2005). Asimismo, AtMTP3
también se localiza en la vacuola de las células vegetales y estd involucrado en la homeostasis

del zinc, aumentado la tolerancia al metal si se expresa ectopicamente (Arrivault et al., 2006).
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Varios de los 11 miembros de la familia CAX (Cation exchanger) de intercambiadores
vacuolares cation/H', han sido caracterizados como capaces de transportar metales pesados.
Los genes CAX1 y CAX2 (Figura 2.4) codifican antiportadores Ca’/H™ de alta y baja
eficiencia, respectivamente (Hirschi et al, 1996). CAX1 se expresa sobretodo en las hojas.

Una mutacion en la His®*®

del dominio repetitivo C-2 de CAX1 identifico a este residuo como
clave en la selectividad idnica, haciendo a este transportador mas afin a metales pesados como
Cd*" y Zn*", que a Ca*" (Shigaki et al., 2005). Otro miembro de la familia, CAX2, parece
mediar la toma de Cd*" y Mn’" aunque con baja afinidad. Plantas transgénicas que
sobreexpresan la proteina A#fCAX2 son més tolerantes a niveles elevados de Mn”>" (Hirschi et
al., 2000).

Los NRAMPs, que estan presentes desde bacterias hasta el hombre, juegan un rol
importante en la homeostasis i6nica. Los miembros de esta familia comparten una alta
identidad en las secuencias de sus proteinas con las de mamiferos, 40% plantas, 28% levadura
y 55% en mosca (Nevo & Nelson, 2006). En plantas han sido implicados en el transporte de
una amplia gama de cationes metalicos divalentes, entre ellos esta AfNRAMP3 (Figura 2.4),
que es un transportador de Fe’™ que se encuentra en el tonoplasto y se expresa en tejido
conductivo, postulandose que puede estar involucrado en el transporte de metales a larga
distancia entre los tejidos de la raiz donde se acumulan y la parte aérea (Thomine et al., 2003).
Cuando este transportador se elimina, aumenta la resistencia al cadmio, mientras que si se
sobreexpresa, confiere hipersensibilidad al mismo. Tanto AINRAMP4 como ArNRAMP3
juegan un papel en el transporte de Cd*". Entre los transportadores ABC que han sido
caracterizados, se encuentra el AtMRP2. Este gen en levadura codifica para un transportador
ABC que tiene la capacidad de transportar al cadmio conjugado con dos moléculas de
glutation S (conjugado GS2) (Lu et al., 1998). AtMRP3 es el tinico miembro de plantas que
tiene la capacidad de suprimir la hipersensibilidad de la levadura ycfi4 deficiente en un

transportador tipo ABC vacuolar que transporta conjugados de glutation y tiene un papel en la
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desintoxicacion de metales como cadmio y mercurio (Tommasini et al., 1998). AtMHX
(Figura 2.4) es un transportador del tonoplasto que intercambia protones por Mg®™ y Zn*".
Esta codificado por un solo gen en 4. thaliana (David-Assael et al., 2005).

Siendo el secuestro de los metales parte esencial del proceso de desintoxicacion de la
planta, es necesario acelerar la identificacion de los transportadores involucrados en esta
tarea. Por eso se propone un enfoque protedmico para la identificacion de proteinas de
membrana de tonoplasto involucradas en la tolerancia a metales pesados. Un estudio
protedémico completo se espera que represente un analisis que comprenda todas las proteinas
expresadas en un tiempo determinado, bajo condiciones determinadas, en un organismo
particular (Barbier-Brygoo & Joyard, 2004). Un estudio subprotedémico dirigido al tonoplasto
permitiria identificar proteinas que serian poco abundantes en un estudio protedmico general
de toda la célula donde no se detectarian y que pudieran estar localizadas en esta membrana.

Ademas de que el estudio de transportadores de metales pesados ayudaria en el disefio
de plantas para fitorremediacion, se conocera mas sobre los mecanismos bioldgicos basicos
que estan involucrados en estos procesos y las enzimas que forman los pasos limitantes
(Pilon-Smits & Pilon, 2002). Asi mismo, otra manera de optimizar la tolerancia a metales es
identificando genes reguladores que controlen la activacion de genes inducidos por metales y
sobreexpresarlos (Pilon-Smits & Pilon, 2002), que bien podrian identificarse a través de un
estudio subprotedmico. Un resumen de los procesos y transportadores vacuolares

identificados a la fecha, se presenta en la Figura 2.4.
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Figura 2.4 Diversos procesos de transporte a través del tonoplasto y la membrana plasmatica.

1 a 2: Bombas de protones. 1 Pirofosfatasa vacuolar (V-PPasa), 2 H'-ATPasa vacuolar (V- H'-
ATPasa). 3: Transportador ABC. 3 Subgrupo MRP (MultiResistance Protein) que transporta complejo
fitoquelatina-cadmio PC-Cd** (PC: PhytoChelatin). 4 a 7: Antiportadores. 4 AIMHX, 5 AtfCAX2, M*
puede ser Cd*, 6 ANHX, 7 AtCAXI1. 8: NRAMPs. 8 A/NRAMP3. 9: De la familia ZIP.
9Transportador de fierro de membrana plasmatica IRT. 10 a 12 Canales idnicos. 10 Canal 4/TPC1
tipo SV (Slow vacuolar), 11 Canal de malato, 12 Canal FV (Fast vacuolar).

2.7 Proteomica de la vacuola

Recientemente varios grupos han iniciado a catalogar proteinas que se localizan en el
tonoplasto, usando técnicas de separacion tradicionales; incluyendo la purificacion de
vacuolas por lisis osmotica de protoplastos y centrifugacion de microsomas en gradientes de
densidad (Szaponarski et al., 2004; Carter et al., 2004 a ; Shimaoka et al.; 2004; Sazuka et al.,
2004; Endler et al., 2006; Jaquinod, 2007; Schmidt, 2007). Sin embargo, la identificacion de
proteinas de origen mitocondrial, de cloroplasto, de reticulo endoplasmico y aparato de Golgi,
indican que en esos estudios no se pudieron obtener preparaciones puras del tonoplasto. El

encontrar proteinas contaminantes, que claramente no son del tonoplasto, causa incertidumbre
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sobre si es correcto asignar proteinas desconocidas como pertenecientes a esta membrana y
resalta la necesidad del uso de otras técnicas para obtener fracciones suficientemente puras.
Entre los transportadores encontrados en estos estudios protedmicos, se identifico un
transportador putativo de Zn>", dos transportadores NRAMP que transportan una amplia gama
de metales divalentes, un transportador putativo de cobre y transportadores tipo ABC del

tonoplasto MRP1 y MRP2 (Carter et al., 2004 a; Shimaoka et al., 2004; Endler et al., 2006).

2.8 Regulacion por sustrato de los genes de transportadores

Hirschi (1999) demostr6 que la expresion de CAX1, a nivel de transcrito, se incrementd mas
de 12 veces al agregar su sustrato (Ca™) al medio. El aumento fue dependiente de la
concentracién de Ca™ agregado. También se ha demostrado que el nivel de transcrito del
antiportador vacuolar Na'/H" AtNHXI aumenta en la presencia de NaCl, KCI y el regulador
de crecimiento de plantas ABA (Acido abscisico) (Shi & Zhu, 2001). Estos resultados indican
que la expresion de transportadores vacuolares puede estar regulada por su sustrato, por lo
tanto, se sugiere que se puede encontrar una diferencia en la expresion proteica de los
transportadores del tonoplasto entre plantas control y plantas tratadas con metales pesados.
Esta diferencia podria dar una nueva perspectiva sobre el funcionamiento y expresion de
ciertas proteinas del tonoplasto o proteinas que las regulan, lo que podria ayudar ademas, en
la identificacion de nuevos transportadores en esta membrana que jueguen un papel en la

tolerancia e hiperacumulacion de metales pesados.

2.9 Arabidopsis halleri y Arabidopsis thaliana como plantas modelo

Arabidopsis es miembro de la familia Brassicaceae que incluye aproximadamente 340
géneros y mas de 3350 especies, que viven en un amplio nimero de habitats y con diversas

condiciones ambientales, incluyendo suelos contaminados con altas concentraciones de
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metales pesados (Alonso-Blanco & Koorneef, 2000). Dentro de la familia Brassicaceae se han
identificado 11 géneros y 87 especies de plantas hiperacumuladoras de metales (Pollard et al.,
2002; Vara & Oliveira, 2003).

Entre la lista de plantas hiperacumuladoras identificadas en sitios contaminados con
metales pesados, como representantes del género destaca la presencia de Arabidopsis halleri,
que es capaz de hiperacumular Zn®" y Cd*" y exhibe tolerancia a ambos metales (Driger et al.,
2004).

A. halleri se considera como una pseudo-metalofita porque se encuentra en lugares
contaminados y no contaminados con metales pesados presentando por lo tanto poblaciones
metaliferas y no metaliferas. Las poblaciones metaliferas se encuentran sobretodo en Europa
central y del este, en paises como Alemania, Hungria, etc. y puesto que esta especie se
encuentra usualmente en comunidades de suelos contaminados, se usa como indicadora de
contaminacion por metales pesados (Bert et al., 2000).

Se ha demostrado que A. halleri es capaz de acumular més de 10 000 pg Zn g’ en
base a su peso seco en la parte aérea de la planta (Zhao et al., 2000). La concentracion de Zn
en las hojas de A4. halleri es 100 veces mayor que la que se presenta en otras especies como A.
lyrata y A. thaliana. En A. halleri se ha demostrado que el Zn se acumula predominantemente
en las vacuolas de células del mesofilo de las hojas y en una zona estrecha en forma de anillo
en la base de los tricomas (Kiipper et al, 2000).

Para el presente estudio se propone el uso de A. halleri, debido a su propiedad
hiperacumuladora, pues se puede estudiar el efecto tanto de zinc como de cadmio sobre la
expresion de proteinas en el tonoplasto. Ademads, esta planta es una de las plantas mas
cercanamente emparentada a A. thaliana, segin estudios filogenéticos que compararon la
variacion nucleotidica entre secuencias del gen de la chalcona sintasa codificado por el ntcleo

y el gen matK del cloroplasto (Koch et al., 2001). Similarmente, Weber et al. (2004), reportan
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que el analisis y comparacion de varios cientos de fragmentos de cDNA en un barrido de
cDNA-AFLP de ambas especies A. thaliana y A. halleri mostr6 una similitud del 94%.

A pesar de las ventajas al utilizar A. halleri como una planta modelo en un estudio
protedbmico de tolerancia a metales pesados como el presente, hay varios obstaculos
significativos que deben ser vencidos antes de que esto sea posible. 4. halleri es una planta de
crecimiento lento y de biomasa pequefia, -caracteristicas tipicas de una planta
hiperacumuladora de metales pesados, que requiere de la polinizacion cruzada por insectos
para reproducirse sexualmente y cuya viabilidad de semillas es baja (Bert et al., 2000). Asi, la
disponibilidad de semillas y sobrevivencia de la planta son muy bajas y es dificil obtener
suficiente material para un estudio protedmico. Por eso, resulta necesario desarrollar un
método para propagar esta planta sin necesidad de reproduccion sexual y poder obtener la
gran cantidad de biomasa requerida para un estudio protedmico de membrana de tonoplasto.

Se puede argumentar que A. thaliana sea un modelo mas conveniente para este
estudio, pues aunque no acumula metales pesados, si tiene la capacidad de tolerar ciertas
concentraciones de zinc. Ademas de que muchas proteinas que se han demostrado
importantes para la tolerancia a metales, ya se han identificado en A. thaliana (Kobae et al.,
2004; Weber et al., 2004). Entre estas proteinas se incluyen transportadores que parecen
compartirse entre A. thaliana y A. halleri, si bien se expresan a niveles inferiores en la
primera (Krdmer, 2005 b). Los beneficios de emplear 4. thaliana son su capacidad de
autopolinizarse, su alta produccion de semillas y su ciclo de vida mucho mas corto que el de
A. halleri. Ademas, con el genoma de A. thaliana secuenciado (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000) y con la gran cantidad de informacion y recursos disponibles para esta planta,
se facilita de manera considerable la identificacion de proteinas.

En todo caso, 4. halleri como planta hiperacumuladora y A4. thaliana como planta

tolerante al zinc, podrian ser una buena fuente de genes involucrados en fitorremediacion.
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2.10 Ventajas de la electroforesis por flujo libre

La meta final de un analisis protedmico de un compartimento subcelular deberia ser la
identificacion exhaustiva de proteinas residentes, excluyendo proteinas de otros
compartimentos celulares. Llegar a esa meta depende de la efectividad y confiabilidad del
procedimiento de separacion del compartimento de interés.

Un método de separacion de endomembranas que permite obtener una fraccion pura
de tonoplasto para poder asignar inequivocamente proteinas identificadas al tonoplasto es la
electroforesis zonal de flujo libre (FFZE). El método se basa en la carga superficial de la
endomembrana, que es la carga neta de una membrana en funcién de su contenido proteico
particular. Esta técnica se ha aplicado a la separacion exitosa de células intactas, organelos y
de sistemas membranales y componentes celulares (Hannig & Heidrich, 1974). Brevemente,
las diferentes endomembranas son separadas en una capa delgada de buffer y son colectadas
en 96 pozos diferentes por el modo de flujo continuo que presenta esta técnica, ademas se
pueden procesar grandes cantidades de material simultaneamente (Canut et al., 1999).

Después de obtener una fraccion pura de tonoplasto, las proteinas son separadas en 2
Dimensiones (2-D), inicialmente por su punto isoeléctrico, separando a las moléculas en un
gradiente de pH sujeto a un campo eléctrico, que hace que las proteinas migren al pH al que
su carga neta es cero.

El uso de métodos tradicionales de enfoque isoeléctrico en gel o gel “strips” tiene
como efecto que proteinas membranales permanezcan insolubles o precipiten. Sin embargo, al
manipular las condiciones en las que se corre la muestra se pueden prevenir estos problemas.
Se utilizan detergentes neutrales o zwitteridnicos para evitar la precipitacion de proteinas

membranales durante la electroforesis.

24



3. HIPOTESIS

La presencia de la concentracion méxima tolerada de zinc cambia la expresion proteica

del tonoplasto de células del mesofilo de Arabidopsis.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

4.1.1 Propagacion de Arabidopsis halleri

Desarrollar un protocolo de propagacion in vitro de A. halleri para obtener suficiente
biomasa para un eventual estudio protedmico comparativo en la expresion de proteinas
del tonoplasto.

4.1.2 Proteomica de Arabidopsis thaliana

4.1.2.1 Realizar un estudio comparativo en la expresion de proteinas del tonoplasto de

plantas de A. thaliana en ausencia y presencia de zinc.

4.2 Objetivos particulares
4.2.1 Propagacion de A. halleri
e Ya que la viabilidad y sobrevivencia de A. halleri es baja, se pretende obtener
callo de hoja para su propagacion in vitro
e Formular un medio de cultivo para la diferenciacion de brotes adventicios sobre
callos de A. halleri
e Disefiar un medio de cultivo para el enraizamiento de brotes adventicios.

e Establecer condiciones para el cultivo hidropdnico de plantas maduras de A.

hallleri
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4.2.2 Proteomica de A. thaliana
e Obtener una fraccion pura de tonoplasto utilizando la técnica de Electroforesis
Zonal de Flujo Libre
e Separar las proteinas del tonoplasto por su punto isoeléctrico y por SDS-PAGE
e Analizar la diferencia en el patron de proteinas utilizando la técnica de
Electroforesis en Gel Diferencial (DIGE)
e Seleccionar las proteinas cuya expresion aumente o disminuya en presencia del

metal pesado
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5. METODOLOGIA

5.1 Material vegetal
Las plantulas de Arabidopsis halleri se obtuvieron de semillas otorgadas por la Dra. Ute
Kriamer del Max-Planck Institute for Plant Molecular Physiology en Golm, Alemania. Las
semillas fueron esterilizadas con etanol 100% por un minuto, un tratamiento con hipoclorito
de sodio (NaOCl) 15% w/v por 15 minutos y enjuagadas con agua milli-Q estéril para
remover la solucion de esterilizacion. Las semillas se conservaron a 4°C por 5 dias para
vernalizarlas. Las semillas esterilizadas y vernalizadas se cultivaron en Metromix 500 en
invernadero a 25°C y con un fotoperiodo de aproximadamente 12 horas luz/oscuridad o se
pusieron a germinar en tubos Eppendorf con medio Hoagland 0.25X (Hoagland & Arnon,
1938) y agar 0.8%. Después de seis semanas de crecimiento, las plantulas germinadas in vitro
que sobrevivieron se transplantaron a contenedores hidroponicos de 15 litros (25 plantas por
contenedor) con medio Hoagland al 0.25X (Cosio et al., 2004) se transfirieron a tierra
(Metromix 500, Sun Gro Horticulture).

Para Arabidopsis thaliana se trabajo con la variedad Columbia, usando semillas del

stock del laboratorio, tratadas de la manera descrita y sembradas en sustrato Metromix 500.

5.2 Propagacion vegetativa de A. halleri

La propagacion vegetativa de la planta, se intentd usando diferentes métodos descritos a
continuacion.

5.2.1 Estolones

A. halleri presenta crecimiento vegetativo natural, dando lugar a estolones después de
aproximadamente 17 semanas de crecimiento. Con ayuda de una navaja, se separ6 la planta
hija 6 ramet, se tratd con polvo para enraizar comercial (alfanaftilacetamida 0.12% w/w, acido
indol-3 butirico 0.06% w/w, diluyentes 99.82%; Fax, México) y se sembrd en sustrato

Metromix 500.
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5.2.2. Enraizamiento de hoja
Se tomaron hojas saludables de plantas de 7 semanas, se separaron con cuidado de la base del
tallo, procurando que parte del tallo principal o de la raiz forme parte de la hoja, el peciolo se
tratd con polvo para enraizar y se sumergio en medio Hoagland 0.5 X cubriendo el recipiente
con papel aluminio para evitar el crecimiento de algas. Una vez que se observo la formacion
de la raiz, la planta se transfiri6é a un contenedor de hidroponia para su crecimiento.
5.2.3 Propagacion por callo (tejido indiferenciado)
Para la generacion de callo, se cortaron hojas con navaja de diferentes plantas de 13 semanas
que lucian saludables. Se esteriliz6 el tejido con etanol 70% v/v por un minuto y se enjuago
con agua MilliQ estéril, luego se tratd6 con hipoclorito de sodio (NaOCl) 1.6% w/v por 10
minutos y se enjuagd cinco veces con agua estéril. Se cort6 cada hoja en cuatro partes y se
colocd cada uno de estos pedazos en cajas Petri en dos medios diferentes; 1 y 2. El medio 1
consiste en sales MS (Murashige Skoog) (Murashige & Skoog, 1962; Gamborg et al, 1968) y
vitamina B5 suplementado con 1 mg/L de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (2.26 uM),
0.1 mg/L de furfurilaminopurina (kinetina) (0.23 pM), sacarosa 3% (w/v) y agar 1% (w/v) a
pH 5.70 (Vera-Estrella et al., 1992). El medio 2 es el medio 1 suplementado con dos
reguladores adicionales del crecimiento de plantas: 0.05 mg/L de 2,4-D (0.226 uM) y 0.05
mg/L. de BA (6-Bencilaminopurina) (44.38 uM) (Dal Corso et al., 2005). Las cajas se
conservaron en la oscuridad a una temperatura promedio de 25°C. Después de dos semanas,
se cortaron los callos formados por la mitad y se trasplantaron en condiciones estériles a
medios frescos. Cada cuatro semanas los callos de transfirieron a medio nuevo.

Para obtener un cultivo de células en suspension de A. halleri, los callos se
transfirieron a medio 1 liquido y se incubaron en la oscuridad con agitacion continua (110
rpm, 25°C). Las células se transfirieron a medio fresco cada semana (Vera-Estrella et al.,

1992).
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Para regenerar plantas, primero tiene que observarse la formacion de raices en el callo
(Fig. 5.1). Los callos con raices se transfirieron a medio de regeneracién que consiste en
medio MS con 2,4-D 2.26 uM y BA 0.044 uM. Para la regeneracion de las raices en los
brotes adventicios, se utilizO medio de enraizamiento que contiene sacarosa 1%, 0.5
vitaminas, 0.5X MS y 2,4-D 1.36 uM (Dal Corso et al., 2005) y medio de enraizamiento 2

que consiste en la base de MS con 2,4-D 9 uM (Vera-Estrella et al., 1992).

Figura 5.1 Formacion de raiz en callo
de A. halleri.

Aparicion de raices con apariencia de
pelusa blanca tras crecimiento en medio
de regeneracion.

5.3 Curva de tolerancia a zinc en A. thaliana

Se ha determinado que el valor de la tolerancia a un compuesto dado puede asignarse como la
concentracion mas alta a la que todavia se observa alargamiento de la raiz y aumento en la
biomasa (Bert et al., 2003). Se germinaron semillas (5 por caja) de A. thaliana en agar 1% con
1/10 de medio Hoagland (Hoagland & Arnon, 1938) sin y con concentraciones crecientes de
ZnSOq: 10, 20, 30, 40, 50, 100 y 150 uM. Considerando que la concentracion real de zinc en
una solucion compleja depende de la cantidad que esté libre y no de la quelada a ligandos, se
determind la concentracion libre de zinc en todos los medios utilizados. Existen reportes de
que el EDTA presenta una unién mas fuerte al zinc que a otros metales divalentes como Mg*"
y Ca*". El EDTA quela el Zn*" libre incluso en la presencia de altas concentraciones de otros
cationes divalentes (Nyborg & Peersen, 2004). Como al medio Hoagland se le agrega Fe-

EDTA, esto podria afectar la cantidad de zinc libre en solucion. Por eso, se utilizd el
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programa Geochem 2.0 (Parker et al., 1995), disefiado para calcular equilibrios de especiacion
para soluciones en sistemas acuosos, en términos de reacciones de formacion de pares metal-
ligando, es decir, reacciones de asociacion de complejos y reacciones de precipitacion para
solidos.

Las cajas se mantuvieron en posicion vertical en cuarto de crecimiento a 25°C con un
fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad. Diariamente, durante 10 dias y entre las 10:00 y
11:00 horas, se midio el largo de la raiz de cada planta (Fig. 5.2 A). Ademas, se germinaron
semillas (16 por caja) en los mismos medios y bajo las mismas condiciones, en cajas Petri en
posicion horizontal para después de dos semanas de crecimiento obtener el peso fresco de las

plantas (Fig. 5.2 B).

Figura 5.2 Tolerancia de A. thaliana a zinc.

A. Medicidn diaria del crecimiento de la raiz primaria de A. thaliana en 0.1X
Hoagland, agar 1% y ZnSO4 50 uM.

B. Germinacién y crecimiento de 4. thaliana en 0.1X Hoagland, 1% agar y diferentes
concentraciones de ZnSOy

Otro método utilizado para analizar el alargamiento de la raiz y asi poder confirmar la

concentracion mas alta de ZnSOy4 que tolera A. thaliana, fue el descrito por Schat y Bookum
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(1992), para el caso, las raices de plantas de cuatro semanas de edad transferidas a medio
hidroponico, son sumergidas en una solucion en agitacion constante de carbon activado 2%
(w/v) en agua para ser tefiiddas de negro. Después de la tincion, las plantas se trataron con
diferentes concentraciones del metal desde 20 uM a 1.5 mM, evaluando el crecimiento de las
raices nuevas que no tienen una coloracion negra. Todos los dias entre las 11:00 y 12:00
horas, se midio el largo de la raiz, desde la base hasta la punta. La concentracion mas alta del
metal a la que todavia se observa alargamiento de la raiz se compard con la determinada por

otros métodos para establecer la concentracion méxima de tolerancia al zinc (Fig. 5.3).

Figura 5.3 Raiz de A. thaliana tipo silvestre tefiida con carbon
activado.
Medicion diaria del largo de la raiz desde su base hasta la

punta. Color negro caracteristico adquirido por la inmersion en
carbon activado.
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5.4 Aislamiento de membranas microsomales
Como primer paso en la purificacion del tonoplasto, se aislaron las membranas microsomales
de las hojas de plantas maduras de 4. thaliana. Las semillas se sembraron en Metromix 500 y

después de dos semanas de crecimiento, se trasplantaron a contenedores de hidroponia con
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0.5X Hoagland, en el que sobrevivieron mas del 80% de las plantas trasplantadas.
Independientemente de que hayan sido tratadas con zinc o se hayan mantenido como plantas
control, se colect6 la parte aérea considerada el lugar donde las plantas hiperacumuladoras
secuestran los metales transportados. Las membranas microsomales se aislaron por
ultracentrifugacion segin la metodologia propuesta por Barkla y colaboradores (1995). A
partir de 30 g de peso fresco (alrededor de 50 plantas) para 300 ml de medio de
homogenizacion para cada preparacion microsomal. En total se necesitaron 18 preparaciones
microsomales para un solo experimento de separacion por FFZE. La parte aérea de las plantas
se separ0d de las raices con una navaja sobre una placa de vidrio. Se homogenizé en una
licuadora Waring por 5 veces en medio de homogenizacion en intervalos de 20 segundos con
descansos de 10 segundos. El medio de homogenizacion consta de manitol 250 mM, glicerol
10% (w/v), fluoruro de metilfenilsulfonil (PMSF) 1 mM, Tris 30 mM, albumina de suero
bovino (BSA) 0.5% (w/v), EGTA 5 mM, hidroxitolueno butilado (BHT) 1mM, dibucaina
0.05 mM, sulfato de magnesioS5 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM, benzamidina 0.9 mM,
metabisulfito de potasio 25 mM y polivinilpirrolidona 10 000 (PVP-10) 5% (w/v). El pH se
ajusta a 8.0 con dacido sulftrico (H,SO4). La PVP-10 se adiciona al medio para unir
compuestos fenolicos liberados de la vacuola. El EGTA previene la agregacion de las
membranas y une metales pesados libres. La BSA sirve como sustrato para la actividad de las
proteasas. La BHT se adiciona para inhibir la oxidacion de lipidos y el PMSF sirve para
inhibir la actividad de las proteasas (Barkla et al., 1995).

El homogenizado se paso por cuatro capas de gasa y se centrifug6é a 12 100 g por 20
min en una centrifuga Sorval modelo 5C (Dupont, México) empleando un rotor tipo JA20,
para eliminar los restos celulares y los cloroplastos y mitocondrias intactos. El sobrenadante
se centrifugd en una ultracentrifuga Beckman tipo L8M en un rotor tipo Ti 60 a 100 000 g
por 50 minutos a 4° C. Cada pastilla obtenida se resuspendi6 en 250 ul del buffer de

suspension que consta de manitol 400 mM, glicerol 10% (w/v), TrissMES (pH 8.0) 6 mM y
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DTT 1.3 mM. El pH se ajust6 a 8.0 con Tris 6mM. La fraccion obtenida de membranas

microsomales se congeld en nitrogeno liquido y se guardo a -80°C hasta su uso.

5.5 Electroforesis de Zona de Flujo Libre

La fraccion de membranas microsomales se separ6 por Electroforesis de Zona de Flujo Libre
(FFZE) (Becton Dickinson Proteomics, Munich, Alemania) para la obtencién del tonoplasto
puro, que se ha aplicado exitosamente a la separacion de células intactas, organelos y sistemas
membranales y componentes celulares (Hannig & Heidrich, 1974).

Para la separacion por FFZE, la muestra microsomal se diluy6 a la mitad en medio de
separacion (ver abajo) y se centrifugd a 14 000 g por 20 minutos a 4°C. La muestra (8 mg) se
inyectd por flujo continuo (1.2 ml/h) usando la manguera de entrada de muestra anddica. La
camara del FFE tiene 7 mangueras de entrada de medio con las siguientes composiciones de
buffer: el buffer de separacion TEA 10 mM, 4cido acético 10 mM y KCl 2 mM, mas sacarosa
250 mM, que se usa en las mangueras 2 a 6 y el medio de estabilizacion TEA 40 mM, &cido
acético 40 mM y KCIl 8 mM, mas sacarosa 180 mM que es para las entradas 1 y 7. El medio
del catodo para el electrodo negativo esta compuesto por TEA 100 mM, acido acético 100
mM, KC1 20 mM y pH 7.4 con NaOH. El medio del anodo para el electrodo positivo consiste
en TEA 100 mM, 4cido acético 100 mM, acetato de potasio 20 mM, formaldehido 0.4% para
prevenir la disipacion de cloruro por la oxidacion anddica y se ajusta el pH a 7.4 con NaOH.
El medio para la contracorriente que es para las entradas C1 a C3 (C es por contracorriente)
del aparato, es la misma que el medio de separacion.

La electroforesis se llevo a cabo a 750 V (volts) constantes, la tasa de flujo de los
medios es de 250 ml/h y la temperatura de la corrida es de 5°C que se mantiene por un flujo
continuo de refrigerante debajo de la placa de separacion de vidrio de un bafio de agua en

circulacion.
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Las fracciones se colectaron continuamente al final de la camara de separacion en un
colector de 96 fracciones en placas de ELISA de pozo profundo (4 ml/pozo: ver Figura 5.4),
para juntar toda la muestra recolectada y asi identificar al tonoplasto, o en placas de ELISA
regulares (250 ul/pozo), para visualizar y monitorear la separacion midiendo la O.D.,g9 en un
lector de microplacas (Power Wavex Select, Bio-Tek Instruments, Inc; Bad Friedrichshall,

Alemania).

Figura 5.4 Representacion del
método de Electroforesis de
Flujo Libre.
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Antes de cargar la muestra, se hizo una prueba del equipo usando un colorante, sal
trisddica de acido 2-(4-Sulfofenilazo) 1,8-dihidroxi-3,6-disulfénico de naftaleno (SPADNS)
inyectado en las entradas para medio 2, 4 y 6 que debe producir una raya rojiza que no tenga
mas de 15 pozos poco profundos de ancho con claras lineas de division transparentes entre
cada una de las bandas de coloracion. Lo anterior confirma el correcto flujo laminar en la
camara de separacion y asegura la ausencia de burbujas o fugas dentro de la misma.

Después de la separacion, cada fraccion colectada en la placa de ELISA de pozo
profundo se juntd con la misma fraccion de otras placas (en total se colectan las fracciones de
6-7 placas que resultan en un volumen final aproximado de 30 ml por fraccion). Las

fracciones recolectadas se centrifugaron a 100 000 g por 45 minutos en un rotor tipo 52.2 en
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una ultracentrifuga Beckman tipo L8-M. La pastilla se resuspendio en 50 ul de medio de

suspension (ver seccion 5.4) y la proteina se congelo a -80°C hasta su uso.

5.6 Determinacion de proteina y concentracion de la muestra
El contenido proteico de las fracciones se midié por una modificacion al método de union al
colorante (Bradford, 1976) en el que la proteina de membrana se solubiliza parcialmente con
0.5 % (v/v) de Triton X-100 por 5 minutos antes de la adicion de la solucion Bradford
concentrada (Bio-Rad, México). Se utiliza como estandar BSA y se mide la absorbancia a 595
nm.

La proteina (30 pg) se precipitdé diluyendo la muestra 50 veces en etanol:acetona 1:1
(v/v) incubandose toda la noche a -30 °C segun el método de Parry et al. (1989). Las muestras
se centrifugaron a 13 000 g por 20 minutos a 4 °C en un rotor F2402 en una centrifuga de
mesa modelo GS-15R (Beckman, México). Las pastillas se secaron al aire y se
resuspendieron con buffer de Laemmli (1970) con concentracién final de SDS (Dodecil

sulfato de sodio) (2.5% [w/v]) para someterse a la electroforesis.

5.7 Analisis por western blot de las fracciones separadas por FFZE

Para identificar las fracciones en donde se encuentra el tonoplasto puro, se hizo un analisis
por western blot. La solucidon de proteina se calentd a 60°C por 2 minutos y se cargaron las
muestras (15 pg/pozo) en mini-geles lineales de acrilamida 10% (w/v). La electroforesis se
corrid a 200 V por 45 minutos a 4°C en una camara de electroforesis extra ancha (Scie-Plas
Ltd., Warwickshire, U.K.). Los geles se prepararon para la transferencia incubandolos en
buffer de transferencia (metanol 25% (v/v), Tris 0.025 mM, glicina 0.192 mM). Las proteinas
en el gel se transfirieron electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (ECL,
Amersham, U.K.) con un voltaje constante de 100 V por 75 minutos. Después, las membranas

se tifleron con Ponceau S 0.1% en &cido acético 5% (v/v) para visualizar las proteinas y
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marcar la posicion de los marcadores de peso molecular. Las membranas se bloquearon con
TBS (Tris 100 mM, NaCl 150 mM) con azida de sodio 0.02% (w/v) y de leche en polvo libre
de grasa (Carnation) 5% (w/v) por 2 horas a temperatura ambiente. Las membranas
bloqueadas se incubaron por un minimo de 3 horas a temperatura ambiente con los
anticuerpos primarios correspondientes, después se les agregd una dilucion 1:5000 de
anticuerpos secundarios (de cabra anti-conejo o —ratdon) conjugados con peroxidasa de rabano.
La inmunodeteccion se llevd a cabo usando el sistema de analisis ECL de western blotting
quimioluminiscente (Amersham).

La fraccién que corresponde al tonoplasto se identifico usando proteinas marcadoras
para las diferentes endomembranas. Para el tonoplasto, se us6 AVPI1, la V-PPasa de
tonoplasto que trasloca H™ (Parry et al., 1989). Para membrana plasmatica se utilizé la
proteina AHA3, una H'-ATPasa tipo P (Parets-Soler et al., 1990). El reticulo endoplasmico se
detectd con calreticulina, CRT1 (Nelson et al., 1997) y el aparato de Golgi con RGPI
(Dhugga et al.,, 1997), una proteina glicosilada reversible. Las fracciones de FFZE
correspondientes al tonoplasto, libres de la presencia de otras membranas, se juntaron para

tener toda la muestra correspondiente al tonoplasto puro.

5.8 Enfoque isoeléctrico de tonoplasto puro usando tiras de IPG

La muestra de tonoplasto puro, obtenida por FFZE, se limpi6 con el ReadyPrep 2-D Cleanup
Kit (BioRad, Hercules, CA, USA), para remover sales y compuestos fenolicos siguiendo las
instrucciones del proveedor y poder asi separar las proteinas segin su pl. Si solamente se
quiere separar a las proteinas en su primera dimension, la pastilla proteica se resuspende en
200 pL de buffer de rehidratacion, que contiene urea 7 M, tiourea 2 M, detergentes CHAPS
(3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propansulfonato) 6 ASB-14 (amidosulfobetaina-14)
2% 06 4% (w/v) como se indica, DTT 50 mM, anfolitos Bio-Lyte 0.2% (w/v) (BioRad,

Hercules, CA, USA) y azul de bromofenol 0.002% (w/v). Si la muestra va a ser analizada por
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DIGE, la pastilla se resuspende en 30 pL del mismo buffer adicionado con Tris (pH 8.5) 10
mM sin el DTT ni los anfolitos, que contienen aminas primarias que interferirian con el
marcaje de las proteinas con los fluoroforos. Se marca con los fluor6foros CyDye como se
describe en la seccion 5.9, se agrega el mismo volumen (30 pl) del buffer con la
concentracion de DTT y anfolitos 2X, para tener la concentracion final correcta, y se agregan
140 pl del buffer 1X para tener un volumen final de 200 pl requerido para rehidratar la tira de
IPG.

La muestra se carg6 en el pozo para electroforesis de IPG (Protean IEF Cell, BioRad,
Hercules, CA, USA) y una tira de 11 cm., pH 3 a 10 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) se coloca
encima de la muestra con el gel viendo hacia abajo, asegurandose que no queden burbujas de
aire atrapadas debajo del gel. Encima de la tira se distribuyeron 1.5 ml de aceite mineral para
prevenir la evaporacion de la muestra durante la rehidratacion. La rehidratacion activa de la
tira IPG en gel fue de 16 horas a 50V. Antes de realizar el enfoque, un pedacito de papel filtro
mojado se insertd entre cada electrodo y la tira IPG, para prevenir la formacién de sales en
exceso en el electrodo. El enfoque isoeléctrico se llevd a cabo usando un programa de
enfoque de 3 pasos que consiste en 250 V por 20 minutos, 10 000 V por 2.5 horas y
finalmente 10 000 V por 40 000V/h con una rampa de voltaje rapida. Las tiras del IEF se
incubaron en buffer de equilibrio (urea 6M, SDS 2%, glicerol 20%, Tris-HCL, pH 8.8 50
mM), primero adicionandole DTT 2% (w/v) por 10 minutos en agitacion para reducir las
cisteinas, y después yodoacetamida 2.5% (w/v) por 10 minutos para alquilar las cisteinas y
minimizar el barrido vertical en la segunda dimension. Las tiras se lavaron con buffer de
corrida SDS-PAGE (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%).

Las tiras IPG se colocaron por encima de un mini-gel extra ancho de acrilamida 10%
(Scie-Plas, U.K.) y la electroforesis en segunda dimension se hizo como se describio

anteriormente. Después del SDS-PAGE, los geles se fijaron en etanol 40% (v/v), acido
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acético glacial 10% (v/v) en un volumen de 125 ml por cada gel y se tifien con plata Dodeca

de BioRad (Hercules, CA, USA) siguiendo las instrucciones del manual.

5.9 Electroforesis en gel diferencial (DIGE)
La fraccion pura de tonoplasto, confirmada por el western blot, se etiquetd con marcadores
fluorescentes CyDyes (Amersham Biosciences) y se analizd por DIGE segun el esquema

experimental, presentado en la Figura 5.5.

Estandar
interno
marcado con
Cy2

Extracto de
proteina 1
marcado con Cy3

Extracto de
proteina 2
marcado con Cy5

> b

Programa de

Mezclar extractos Separacion Visor de Analisis
marcados en 2-D imagenes Diferencial
Typhoon DeCyder

Figura 5.5 Método de 2D-DIGE (Modificado de Hawkins et al., 2005)

5.9.1 Reconstitucion de los fluor6foros CyDyes y preparacion de la solucion de trabajo

Los fluoréforos CyDye (Cy2, Cy3 y Cy5) se reconstituyeron en dimetilformamida (DMF). Se
agregaron 5 pl de DMF al tubo para tener una concentracién final de 1 mM de fluoréforo. Se
agitdé en un “vortex” por 30 segundos y se centrifugd por 30 segundos a 12 000 g en una
microcentrifuga. El fluoréforo debe usarse inmediatamente o almacenarse inmediatamente a -
30° C para su uso posterior. Para preparar la solucion de trabajo, cada uno de los fluoréforos,

se diluy6é con DMF, para obtener una concentracion final de 300 pmoles/pl.
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5.9.2 Fluoroéforos CyDye para marcaje de proteinas

Las proteinas se marcaron con los fluoréforos CyDye de la siguiente manera: 35 ug de
proteina en buffer de lisis (Tris 30 mM, urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 2%, ASB-14 2%, pH
8.5) se mezclaron con 210 pmoles del fluoroforo apropiado (Tabla 5.2) para mantener una
relacion de 1 pg de proteina/6 pmoles de fluoroforo CyDye. Los tubos se centrifugaron
brevemente en una microcentrifuga y se dejaron en hielo por 30 minutos en la oscuridad. Se
agrego 1 pul de una solucion de lisina 10 mM para detener la reaccion porque los marcadores
reaccionan con el grupo € de las lisinas presentes en la proteina y se dejé en hielo por 10
minutos en la oscuridad. Las muestras pueden ser guardadas a -70°C en la oscuridad hasta por
3 meses (Lilley, 2002).

Tabla 5.1 Diseno experimental para DIGE de 3 muestras independientes de plantas de A.
thaliana control y plantas tratadas con zinc 200 pM.

Fluordéforo
Gel # Cy3 Cy5 Cy2
1 Control 1 (35 pg) Zinc 1 (35 pg) Estandar interno*(35 pg)
2 Zinc 2 (35 pg) Control 2 (35 pg) Estandar interno*(35 pg)
3 Control 3 (35 pg) Zinc 3 (35 ng) Estandar interno*(35 pg)

*(5.83ug C1 +5.83ug C2 + 5.83g C3 + 5.83ug Z1 + 5.83pug Z2 + 5.83ug Z3)

El estandar interno, presente en todos los geles esta hecho de una alicuota equivalente de
proteinas de cada uno de las muestras control y tratadas de tres experimentos independientes
como se indica en la Tabla 5.1.

Las fracciones marcadas con fluoréforos que corresponden a cada uno de los geles,
como se sefiala en la Tabla 5.2, se colectaron conjuntamente para dar una concentracion final

de proteina en el gel de 105 pg (35 pg de proteina para cada fluoréforo).
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5.9.3 2D-PAGE del tonoplasto marcado con fluor6foros CyDye

Las proteinas de tonoplasto purificadas por FFZE y marcadas con los fluor6foros CyDyes
para el DIGE, se sometieron a IEF usando tiras de IPG (Immobilized pH gradient) y la celda
BioRad Protean IEF (BioRad, Hercules, CA, USA) de la manera descrita.

Después del enfoque isoeléctrico, las tiras de gel se enjuagaron en buffer de corrida
(1X), para remover el aceite mineral, y se llevo a cabo la segunda dimension en SDS-PAGE
en un aparato de electroforesis Ettan Dalt Six (22 cm. x 27 cm.) (Amersham Biosciences,
USA), siguiendo las instrucciones del proveedor. Se prepararon los vidrios de baja
fluorescencia lavandolos en 2.5% de KOH en metanol por una hora, se enjuagaron en agua y
se secaron con una toalla libre de pelusas. Para asegurar que el gel se adhiera a la superficie
de uno de ellos, los vidrios sin separadores se trataron con una solucion de Bind-Silane (8 ml
de etanol, 200 pul de acido acético glacial, 10 pl de Bind-Silane y 1.8 ml de agua milli-Q) y se
secaron al aire por una hora en condiciones libres de polvo.

Las tiras de gel IPG se colocaron sobre geles PAGE para la segunda dimension y se
sellaron con una solucion de agarosa de bajo punto de fusion (agarosa 0.2% en buffer de
corrida 1X con granos de azul de bromofenol para poder visualizar el frente del gel). Los
geles se corrieron por una hora a 10 mA de corriente constante/gel, 80 V y 1 W/gel para
permitir que las proteinas en las tiras IPG entren al gel de SDS lentamente, seguido de 5-8
horas a 30 mA/gel a 500 V y 13 W/gel hasta que el azul de bromofenol alcanzo el extremo
inferior del gel.

5.9.4 Adquisicion y Analisis de Imagenes

Para generar las imagenes de los geles se uso el digitalizador Typhoon (GE LifeSciences,
USA). Cada gel se escaned 3 veces a cada una de las longitudes de onda de excitacion y
emision que corresponden a cada fluoréforo (Tabla 5.2). Las imagenes se compilaron en un
solo archivo para el analisis usando el programa de Andlisis de Imagenes DeCyder (Version

5.0, GE LifeSciences, USA).
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Tabla 5.2. Longitudes de onda de excitacion y emision de los fluoréforos CyDyes

para DIGE.

CyDye A\ maxima de excitacion A maxima de emision

nm nm
Cy2 430 530
Cy3 540 590
Cys 620 680

Las imagenes adquiridas se importaron al programa DeCyder, usando primero el
moddulo DIA o andlisis diferencial en gel, para unir las imagenes de los tres fluoroforos de
cada gel y para detectar las fronteras de cada spot que corresponde a una proteina. Esta parte
del analisis también es util para sustraer el ruido de fondo y para normalizar el volumen del
spot por la abundancia de la proteina, co-detectando los spots marcados con cada uno de los
fluoréforos. Primero se hizo un filtrado general donde se buscaron pardmetros que
correspondieran a las caracteristicas de la mayoria de los spots y eliminar los que no eran de
origen proteico. Después se hizo un filtrado manual, eliminando més finamente fuentes no
proteicas como polvo o rayones del gel. El siguiente paso se hizo en el mdédulo BVA o de
andlisis de variacion bioldgica del DeCyder, para calcular estadisticamente diferencias
cuantitativas entre los diferentes geles. Esto es posible debido a la presencia del estandar
interno etiquetado con Cy2 presente en cada uno de las tres réplicas por gel. EI empalme de
los geles se hizo de forma manual buscando y alineando spots entre las diferentes imagenes
de los estandar internos que coincidieron claramente. El analisis estadistico, incluyendo la
prueba en pares de t-Student, que indicd cuantas veces cambio la expresion de una proteina,
ya sea aumentado o disminuido, con un grado de confiabilidad de alrededor del 90%.

Los spots seleccionados fueron aquellos que se encontraron claramente definidos en el
gel y cuya expresion cambid con respecto al control al menos mas de una vez con una

confiabilidad del 98% (p < 0.02), como ha sido reportado (Hajduch et al., 2001). Con los

41



spots seleccionados se hizo una lista, donde se especifican las coordenadas de cada spot y las
de los marcadores de referencia, unas calcomanias redondas que se pegan en el vidrio que se
trata con Bind Silane antes de vaciar el gel y donde ird pegado el gel.

Para asegurar que la muestra podra ser utilizada para espectrometria de masas o por si
es necesario hacer un gel preparativo con mayor concentracion de proteina para el analisis, el
gel desnaturalizante de segunda dimension, se tifie con el colorante azul de Coomassie de la
siguiente manera: se fija el gel en 300 ml de TCA 12% por una hora, se remueve el TCA y se
agregan 500 ml/gel de la solucion de tincién de Coomassie, en agitacion suave toda la noche
y se enjuaga por 5 minutos maximo en metanol 25% para limpiar la superficie. El gel se
puede guardar en agua desionizada a 4°C.

La solucién stock de tincidn, se prepard disolviendo 15 g de Coomassie G250 (Serva
blue G) en 375 ml de acido acético 7.5% (v/v) a 70°C. Se agrega lentamente sulfato de
amonio en agitacion hasta que la solucion se vuelve transparente (aproximadamente 30%
(w/v) de sulfato). Se deja enfriar a temperatura ambiente, se desecha el sobrenadante y se
disuelve el solido que permanece en la base del recipiente en 150 ml de etanol 50% y acido
acético 10%. Simultdneamente, se prepara una solucion salina 4cida (4cido ortofosforico 3%
(v/v), sulfato de amonio 6%). La solucion stock de Coomassie se diluye en la anterior en una
proporcion 1:100 se mezcla y se usa inmediatamente.

El gel preparativo también se puede tefiir con el colorante fluorescente Sypro Ruby
(GE-Amersham), para ser escaneado en el Typhoon y sobrelapado con los geles obtenidos del
DIGE. Para ello, se fija el gel en una solucion de metanol 40% y acido acético glacial 10%
por una hora, se embebe en la soluciéon de Sypro Ruby (500 ml/gel) en una charola de
pléstico, al menos por tres horas en agitacion leve, se lava el gel en una solucién metanol
10%, acido acético glacial 7% por una hora y si se desea se puede conservar hasta por 6 meses

en glicerol 2%.
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Las proteinas de interés fueron cortadas con el ETTAN Spot Cutter automatizado (GE-
Lifesciences, México) de la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia-UNAM. El
aparato se calibro siguiendo las instrucciones de proveedor para darle coordenadas en los ejes
X, Y y Z, para que el corte sobre el gel sea lo mas exacto posible. También se verificd que la
cabeza del picador tuviera las coordenadas correctas de la ubicacion de las microplacas donde
deposita el spot cortado y del anillo de limpieza. Los parametros utilizados para el picador
fueron:

Tabla 5.3 Parametros para el picador ETTAN Spot Cutter automatizado

Jazz 1.1 mm
Volumen de Prellenado 150 pl
Volumen de Aspirado 50 pul
Volumen Eyectado 200 pl
Volumen de Enjuague 500 pl
Flujo de Aspirado 20 ml/min
Flujo de Eyeccion 30 ml/min
Veces que se limpia la cabeza del picador
entre cada spot ’

La lista de spots para picar del Decyder se cargd en el programa del cortador indicando las
coordenadas de cada spot. Cada spot se guardé en un Eppendorf rotulado a -80°C hasta su uso
para la espectrometria de masas, lo que constituye la continuacion de este proyecto que esta

€n proceso.

De este analisis subprotedmico cuya meta es estudiar el cambio en la expresion de las
proteinas del tonoplasto en la presencia de metales pesados, se espera identificar nuevas

proteinas que jueguen un papel importante en la tolerancia a metales pesados.
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6. RESULTADOS

Seccién 1. PROPAGACION DE Arabidopsis halleri

A. halleri es una planta de crecimiento lento y de biomasa pequefia, caracteristicas
tipicas de una planta hiperacumuladora de metales pesados, ademds, requiere de la
polinizacién cruzada por insectos para reproducirse sexualmente y la viabilidad de semillas es
baja. Para la separacion de membranas por Electroforesis de Zona de Flujo Libre (FFZE) y el
analisis protedmico subsiguiente, se requiere una gran cantidad de material vegetal inicial:
para una corrida se usan 8§ mg de proteina microsomal que representa alrededor de 480 a 500
plantas. Para poder superar dichos atributos negativos de propagacion, se puede explotar la
habilidad de esta planta de poder propagarse de manera vegetativa, clonal y asi aumentar la
produccion de material vegetal. En este estudio se analizaron varias técnicas de propagacion
para determinar cual de ellas tiene la habilidad de generar la mayor cantidad de material

vegetal en el periodo de tiempo mas corto.

6.1 Germinacion y sobrevivencia de A. halleri

Para identificar el métodos de propagacion cuya produccion de material vegetal fuera
suficiente para la continuacion del proyecto, como primer método se emplearon semillas
esterilizadas y vernalizadas de A. halleri sembradas directamente en suelo, las cuales
mostraron una tasa de germinacion de 70%, por su parte, semillas que germinaron en tubos
Eppendorf en 0.25X Hoagland y agar 0.8%, mostraron una tasa de germinacion de 93.3%.
Esta diferencia podria deberse a la alta humedad relativa que se mantiene dentro del tubo y
para todo trabajo futuro, se germinaron las semillas en tubos. Las plantulas germinadas en
cualquiera de las dos condiciones, se transfirieron a un medio hidroponico o al suelo después
de 7 semanas de crecimiento y sobrevivio el 70% de las plantas transferidas. Las plantas que
se cultivaron en suelo, crecieron mas rapido y eran mas grandes que las que crecieron en

hidroponia (Fig. 6.1).
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Figura 6.1. Crecimiento de A.
halleri en suelo vs. medio
hidroponico

Se muestran plantas de 4. halleri
de 16 semanas de crecimiento
germinadas en:

A Metromix 500 estéril. B. 0.25X
Hoagland y 0.8% agar y
transferidas después de 8
semanas a cultivo hidroponico.

6.1.1 Reproduccion por Estolones

Otro de los métodos que se establecieron para la reproduccion de A. halleri fue la
reproduccion vegetativa por estolones. Las plantas adultas de A. halleri se propagan
naturalmente de manera vegetativa a través de la produccion de pequenos estolones que
emergen del tallo principal y que pueden ser observados dentro del follaje maduro de la planta
donadora después de 17 semanas de crecimiento (Fig. 6.2 A). Estas pequefias plantas son
clones de la planta adulta que pueden ser removidas y plantadas directamente en tierra Cada

planta madura produce de 4 a 5 estolones y su sobrevivencia es del 60% (Fig. 6.2 B).
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Figura 6.2. Propagacion de A. halleri por
enraizamiento de estolones.

A. Brote lateral sobre la planta donadora. B.
Planta hija obtenida por la remocion del
estolon y enraizamiento en Metromix 500.

6.1.2 Enraizamiento de hoja

Otra manera de generar plantas de forma vegetativa fue removiendo hojas maduras de la base
del tallo principal e induciendo la formacion de raices a través de la aplicacion de reguladores
de crecimiento de plantas en la base de la hoja. Las hojas tratadas de esta manera se cultivaron
en hidroponia hasta que emergieron raices de la planta (Fig. 6.3 A), seguida de la generacion
de pequenas plantulas en la base del tallo de la hoja. Este método fue el menos exitoso con un

porcentaje de enraizamiento de hoja del 20% y una sobrevivencia del 10% (Fig. 6.3 B).

Figura 6.3 Regeneracion de plantas de A.
halleri a partir de hojas adultas.

A. Hoja de A. halleri con desarrollo de raiz
por tratamiento con medio para enraizar
como se describe en Metodologia. B. Planta
que se desarroll6 en la base de la hoja tratada
para enraizar.
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6.1.3 Propagacion in vitro

Una cuarta manera de generar mas plantas de 4. halleri fue a través de la regeneracion in vitro
a partir de callos derivados de la hoja y la subsiguiente diferenciacion del callo para formar
raices y brotes. Explantes de hojas de plantas adultas fueron esterilizados superficialmente y
sembrados en dos medios diferentes para inducir la formacion de callo. Ambos medios fueron
exitosos en la formacion de callo, después de 2 semanas de incubacién aproximadamente el
80% de los explantes de hoja produjeron callo. Sin embargo, el medio con 2,4-D y BA
(Seccion 5.2.3) produjo callos méas friables, que pudieron usarse para obtener cultivo de
células en suspension de 4. halleri. El callo luci6 suave y fragmentado con una coloracion
amarilla palida y presentd primordios de raiz después de 4 semanas (Fig. 6.4 A), que 5

semanas mas tarde se diferenciaron claramente en raices (Fig. 6.4 B).

Figura 6.4 Cultivo in vitro de callos foliares de
A. halleri.

A. Crecimiento de callo y apariencia de raices
después de 4 semanas de cultivo en medio con
2,4-D y kinetina a 25°C en la oscuridad. B.
Diferenciacion de raices después de 9 semanas
de haber inducido los callos.

Después de ocho semanas de cultivo, los callos friables se transplantaron a medio de
regeneracion y se mantuvieron en el cuarto de cultivo con un fotoperiodo de 8/16 horas

luz/oscuridad, para inducir el desarrollo de brotes fotosintéticos. Después de quince dias, el
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60% de los callos presentd pequefios brotes (3 por callo) e incluso algunos presentaron hojas,

como se muestra con una flecha en la Figura 6.5.

Figura 6.5 Callos de A. halleri en medio de
regeneracion

Callos de color amarillento y apariencia
fragmentada, se expusieron a luz en medio de
regeneracion (MS, agar 1%, sacarosa 3%, 2.26
uM 2,4-D y 0.044 uM de BA). Se obtuvieron
callos de coloracion verde con pequefias
plantulas en desarrollo (flecha).

Después de 4 semanas de cultivo, los brotes se transfirieron a medio de enraizamiento (Fig.

6.6), para estimular el desarrollo de raices. E1 90% de los brotes enraiza con éxito.

Figura 6.6 Brotes adventicios de A. halleri. en medio de
enraizamiento.

Medio MS so6lido (agar 1.5%) con sacarosa 1% y 1.36 uM
de 2,4-D.

El mejor método de propagacion de plantulas de A. halleri resulté el uso secuencial de los
siguientes medios:
1. Sales de MS, complementado con vitamina BS5, sacarosa 3%, agar 0.7% y 2.26 uM de
2,4-D y 0.23 uM de kinetina por cinco semanas.
2. Sales de MS complementado con vitamina B5 con 2.26 uM de 2,4-D y 0.044 uM de

BA por ocho semanas.
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3. 0.5X medio sales de MS, 0.5X vitaminas, 1% sacarosa y 1.36 uM de 2.4-D por cuatro
semanas.
Para su mantenimiento in vitro, los callos son transferidos a medio fresco cada 4 semanas.
Las plantulas regeneradas in vitro de A. halleri fueron transferidas a cultivos
hidroponicos, sobreviviendo el 65% de ellas, donde han tenido un desarrollo y crecimiento

favorable (Fig. 6.7).

Figura 6.7. Plantas regeneradas in vitro
de A. halleri.

A. Planta regenerada in vitro en cultivo
hidropénico con 0.5X Hoagland después
de 2 semanas de transplante.

B. Plantas de A. halleri regeneradas in
vitro en cultivo hidropdénico, se muestra
el desarrollo de un extenso sistema
radicular.

A la fecha, una de las plantas regeneradas in vitro ha producido una inflorescencia (Figura
6.8), demostrando la viabilidad de la técnica de propagacion in vitro. Desafortunadamente,
como A. halleri es una especie de polinizacion cruzada, no se obtuvieron semillas de esta

plantula.

Figura 6.8. Planta madura de A. halleri regenerada in vitro.
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Los resultados muestran que la reproduccion de A. halleri a través de la generacion de callos
derivados de hojas es un método exitoso que nos permitira continuar con el estudio
protedbmico de su tonoplasto y la posible identificacion de proteinas de transporte
involucradas en el secuestro de metales pesados dentro de la vacuola de los 6rganos aéreos de
la planta. Si bien el método de propagacion in vitro es viable, debe puntualizarse que es un
proceso extremadamente lento, tomo6 desde el comienzo hasta el final aproximadamente 14

meses.

Seccién 2. PROTEOMICA DE Arabidopsis thaliana

6.2 A. thaliana como planta sustituta

Ya que el desarrollo de A. halleri es muy lento y no se ha obtenido suficiente material para el
aislamiento del tonoplasto, se decidio emplear a A. thaliana, como especie sustituta. Aunque
A. thaliana no es una hiperacumuladora de metales, se ha demostrado que presenta cierta
tolerancia al zinc y que expresa varios transportadores reportados para conferir tolerancia a
metales en A. halleri (Krdmer, 2005 b). Ademas, A. thaliana puede cultivarse facilmente en
cultivo hidroponico, alcanzando la madurez en 6 semanas comparada con 18 semanas para A.
halleri (Fig. 6.9) y se reproduce sexualmente por autopolinizaciéon produciendo un gran

numero de semillas en un periodo de tiempo corto.

Figura 6.9 Crecimiento de A. thaliana en
cultivo hidroponico.

Plantas de 4 semanas en un contenedor
hidroponico con 0.5X Hoagland,
transplantadas después de 4 semanas de
crecimiento en Metromix 500.
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6.3 Tolerancia de A. thaliana al zinc

El objetivo de este estudio es la identificacion de proteinas del tonoplasto que son

importantes para la tolerancia a metales pesados. Fue necesario determinar la maxima

concentracion de un metal pesado que aun permitiera el crecimiento de A. thaliana. Por ello

se determind la cantidad de zinc libre se hizo con el programa GeoChem 2.0 (Parker et al.,

1995), los valores que se obtuvieron se presentan en las Tablas 6.1 y 6.2, segtn la dilucion del

medio Hoagland empleada en los experimentos.

Tabla 6.1. Célculo del zinc libre en solucion en un medio 1/10 Hoagland suplementado con
concentraciones crecientes de ZnSQO4 con el uso del software GeoChem-PC Version 2.0

(Parker et al., 1995).

Concentracion

de ZnSO, agregada al medio Zn* libre Zn*'libre
(M) (HM) (%)
00 31.29 x 10° 0.04
10 0.047 0.47
20 0.834 4.16
30 8.33 27.59
40 18.06 44 .34
50 26.79 53.45
100 73.06 73.06
150 119.2 79.33
200 164.8 82.19
500 426.8 85.32
1000 833.9 83.20

Tabla 6.2. Calculo del zinc libre en solucion en un medio 1/2 Hoagland suplementado con
concentraciones crecientes de ZnSQOy4 con el uso del software GeoChem-PC Version 2.0

(Parker et al., 1995).

Concentracion

de ZnSO, agregada al medio Zn*" libre Zn*'libre

(M) (M) (%)
00 0.00663 0.065
10 0.176 1.74
50 1.534 3.06
150 32.480 21.61
200 65.880 32.87
350 168.000 47.74
500 269.000 53.73
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De aqui en adelante, las concentraciones de zinc se dardn tanto de zinc libre como del zinc
total agregado a la solucion referido como ZnSO4 o se especificard a que concentracion se
refiere el comentario. Los efectos en el crecimiento de A. thaliana al ir aumentado la
concentracion de zinc se determinaron por tres parametros: el crecimiento de la raiz primaria
en semillas germinadas en cajas Petri, el crecimiento de la raiz en plantas crecidas en medio
hidroponico y tefiidas con carbon activado y el peso fresco total de plantas germinadas en
cajas Petri. Inicialmente, las plantas se germinaron en ausencia de zinc y plantulas de 7 dias
de crecimiento se transfirieron a los tratamientos de zinc. Sin embargo, debido al dafio
mecanico causado durante la transferencia se obtuvieron mediciones con una variabilidad
muy alta (datos no mostrados). Por eso, en lo subsiguiente, las semillas se germinaron
directamente en el medio con concentraciones crecientes de zinc, midiendo el crecimiento de
la raiz por un periodo de 12 dias después de su germinacién registrando a los 18 dias el peso
fresco de las plantas. El Zn®" no tuvo efectos evidentes en la germinacion de las semillas,
excepto a las concentraciones mas altas utilizadas.

El efecto del zinc en el crecimiento de la raiz primaria presenta una tendencia clara. A
concentraciones menores y mayores de 50 uM de ZnSO,4 se observa crecimiento de la raiz
primaria aunque menor al control y menor al 6ptimo de 50 uM. (Fig. 6.10 A y B). El calculo
del zinc libre a bajas concentraciones de zinc indica que la mayoria del metal pesado estaba
quelado (Tablas 6.1 y 6.2). Como el zinc es un micronutriente y es requerido para el
crecimiento de la planta, los resultados sugieren que 50 uM de ZnSO,4, que corresponden
aproximadamente a 27 uM de zinc libre, parecen Optimos para la elongacion de la raiz. A
concentraciones por arriba de 50 uM, el crecimiento de la raiz primaria podria ser inhibido
por la presencia del metal (Fig. 6.10 B). Sin embargo, la concentracién mas alta de zinc (150
uM de zinc total, 119.2 uM de zinc libre) no inhibié completamente el crecimiento de la raiz,
sugiriendo que el estudio deberia repetirse usando concentraciones mas altas, como: 200, 500

y 1000 uM de ZnSOs.
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Figura 6.10 Crecimiento promedio de la raiz primaria de plantas de A. thaliana germinadas
en diferentes concentraciones de ZnSO,

Las semillas se germinaron en 0.1X Hoagland, agar 1% en la presencia de la concentracion
indicada de zinc. Los valores son medias = S.E. de 10 plantas diferentes. En el cuadro se
muestra concentracion agregada de Zn®"/concentracion real de Zn®" libre calculada usando el
software GeoChem. A. Semillas de 4. thaliana germinadas a bajas concentraciones de ZnSO4
B. Semillas de A4. thaliana germinadas a las concentraciones de ZnSO4 mas altas
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Entre los efectos del zinc en la elongacion de la raiz de A. thaliana se observaron diferencias
morfologicas claras dependientes de las concentraciones de zinc (Fig. 6.11). A bajas
concentraciones de zinc (8.3 uM) (Fig. 6.11 A), se observo la induccidon de raices laterales
con un pequefio aumento en la longitud de la raiz primaria. A altas concentraciones de zinc
(119.2 uM) (Fig. 6.11 B), no se desarrollaron raices laterales porque probablemente esté
afectado su meristemo apical. Estos resultados resaltan una fuente de error que podria ser
relacionada a la medicion del crecimiento de la raiz, sugiriendo que este método puede no ser
el mas exacto para determinar la tolerancia a metales pesados. Sin embargo, el efecto que

altas concentraciones de zinc tienen sobre el desarrollo de las raices laterales, es claro.

30uM ZnS0,/ 8.3uM Zn2* 150uM ZnSO, / 119.2uM Zn?*

i,

“Raiz primaria s

Raiz primaria

|

Raices |aterales

Fig. 6.11. Efecto del zinc en la morfologia de la raiz.

Plantas de A. thaliana cultivadas en 0.1X de medio Hoagland, 1% agar y suplementadas con
la cantidad de ZnSQO, indicada. Es notorio el desarrollo de raices laterales a la concentracion
menor de Zn** (A) y el nulo desarrollo de raices laterales que presentan las plantas a la
concentracién mayor de Zn>* (B).

El peso fresco de las plantas en la presencia de distintas concentraciones crecientes de zinc,

también mostrd diferencias que dependen de la concentracion del metal; una para
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concentraciones bajas de zinc y otra para las concentraciones altas. Entre 100 uM y 200 uM
de ZnSO,, se encuentra un pico de peso fresco que representa el crecimiento maximo que
presentan las plantas y que probablemente se deba a la concentracion optima del metal ya
mencionada (Fig. 6.12 A). A partir de 66 uM de zinc libre, el peso fresco de las plantas
disminuye considerablemente. Ademads, como se muestra en la Figura 6.12 A, a partir de la
misma concentracion de zinc, las plantas lucen cloroticas y tienen una menor biomasa. El
error estandar alto en el tratamiento control podria deberse a que las plantas se desarrollan
bien y limitan el crecimiento de otras creando un hacinamiento en la caja Petri, que limita
probablemente la obtencion de recursos. Este efecto se observa claramente, las plantas en el
borde que son mucho mas grandes que plantas en el centro (Figura 6.12 A). A la

concentracion mas alta de zinc (1M) se observa un retraso en la germinacion que provoca una

Control 20uM ZnS0,/0.593uM Zr?* libre  50uM 2nS0,/1.534M Zn2* libre

reduccion en el nimero de plantulas.

100pM ZnS0,/37.28puM Zn?* libre  150uM ZnS0,/42.48M Zn2* libre  200pM ZnS0,/65.88uM Zn2* libre

350pM ZnS0O,/168uM Zn2* libre  500pM ZnSO,/269uM Zn2* libre  1mM 2nS0,/373.44M 2Zn?* libre
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Figura 6.12. Fenotipo y peso fresco de plantulas de A. thaliana que germinaron a
concentraciones crecientes de zinc.

A. Las plantas se germinaron y mantuvieron por 18 dias de semillas en cajas Petri con 0.5X
Hoagland y agar 1.0% suplementado con la cantidad indicada de zinc.

B. Las plantas se pesaron en una balanza de precision y los valores representan la media +
S.E: (n=15) para cada concentracion de zinc.

Para evaluar el efecto del Zn®" sobre el crecimiento de las raices en hidroponia se usé el
método de tincidon con carbon activado (Schat & Bookum, 1992), inicialmente, se hizo una
pre-seleccion de las concentraciones de zinc a utilizarse, para hacer después un tratamiento
mas fino. Se analiz6 cualitativamente el crecimiento de las raices de A. thaliana en presencia
de 150, 200, 350, 500 y 1000 uM de ZnSQy, asi como los cambios aparentes en la parte aérea
de las plantas. Como se muestra en la Figura 6.13, a partir de 200 uM las hojas mostraron
clorosis, poco desarrollo de la roseta y mostraron una coloracién violdcea caracteristica de la
presencia de antocianinas, por tanto de estrés oxidativo (Steyn et al., 2002). Finalmente, se
decidié medir las raices de plantas tratadas con 150, 200 y 300 uM de ZnSO4, ya que a
concentraciones mas altas las plantas mostraron signos indiscutibles de estrés, que pudieran

interferir con nuestro interés en identificar mecanismos y proteinas relevantes para la

tolerancia a los metales pesados.
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150pM ZnS0,/42.48uM Zn?*libre  200uM ZnSO,/65.88uM Zn?*libre

500uM ZnSO,/269uM Zn?*libre 1mM Zn$0,/373.44uM Zn?*libre

Figura 6.13 Cambios en la coloracion, morfologia y tamaiio de la roseta de plantas de A.
thaliana tratadas con diferentes concentraciones de ZnSO,.

Plantas de cuatro semanas cultivadas en hidroponia fueron tratadas por 4 dias con las
concentraciones de ZnSO, indicadas. Imégenes representativas de ocho plantas para cada
tratamiento.

En la grafica que se muestra en la Figura 6.14 A, se observa que el crecimiento de las raices
no se vio afectado después de un dia de tratamiento con las diferentes concentraciones de
Zn*". Sin embargo, el Zn>", a concentraciones de 200 y 300 uM causd una disminucién
importante en el crecimiento de la raiz, que fue casi total a 300 uM a los dos y cuatro dias de
exposicion al metal pesado. La concentraciéon de 150 uM de ZnSO4 también causé una
inhibicién en el crecimiento de la raiz pero de menor magnitud (Fig. 6.12 A). En la Figura

6.14 B se observa el crecimiento de raices hasta 200 uM de ZnSO,, donde la punta se ve

transparente, indicando crecimiento y desarrollo de la misma.
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Figura 6.14 Andlisis del crecimiento de las raices de A. thaliana en cultivos hidroponicos en
la presencia de ZnSO,.

Las plantas fueron cultivadas 4 semanas en hidroponia en 1/2 Hoaglands. Las raices de cada
planta se remojaron en una soluciéon de carbon activado (2%) y se regresaron al cultivo
hidropdnico para el tratamiento con ZnSO4 A. Diferencia en la longitud de las raices de A.
thaliana tefiidas con carbon activado y tratadas con las concentraciones de ZnSOy sefialadas
por 4 dias. B. Plantas de 4. thaliana tratadas con diferentes concentraciones de ZnSO, en
medio hidropdnico. El corchete ([) indica la zona de crecimiento de la raiz después de cuatro
dias.
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En base a estos andlisis preliminares (Figs. 6.12, 6.13 y 6.14), se decidi6 que la concentracion
de zinc, seria de 200 uM de ZnSO4 que corresponde a una concentracion libre de 65.88 uM.
También se decidio que el tiempo de tratamiento seria de 4 dias, a los que aun se observa un

aumento en la biomasa de las plantas, con muy ligeros signos de estrés.

6.4 Purificacion del tonoplasto de A. thaliana por FFZE

La Electroforesis de Zona de Flujo Libre es un método versatil de alta tecnologia que se
emplea para separar grandes cantidades de membranas/endomembranas y se utilizd para aislar
al tonoplasto altamente puro a partir de fracciones microsomales de membrana de Arabidopsis
para su posterior estudio protedmico.

Antes de correr la muestra de microsomas, se probo6 el funcionamiento del equipo con
un colorante, que tipicamente debe producir unas tiras de color rojizo con un patroén definido.
El colorante SPADNS (sal trisodica de acido 2-(4-Sulfofenilazo) 1,8-dihidroxi-3,6-
disulfonico de naftaleno), tiene una absorbancia maxima entre 505-510 nm, es inyectado en
las entradas para medio 2, 4 y 6 y debe producir tres rayas rojizas en la camara de FF y que no
ocupen mas de 15 pozos de ancho con claras lineas de divisién transparentes cuando las
fracciones se colectan en una microplaca de ELISA (Fig. 6.15 A). El haber obtenido este
patron de separacion confirmé el correcto flujo laminar en la cédmara de separacion,

asegurando la ausencia de burbujas o fugas dentro de la misma (Fig. 6.15 B).

59



‘Y X )

&

o
0o LA
o0000000

Raya 1 2 3
Pozo 14-26 41-53 71-83

0.0,

10 20 30 40 50 60 70 80
Fraccién

Figura 6.15 Calibracion del FFZE.

El SPADNS es inyectado en los puertos de entrada 2, 4 y 6 permitiendo su circulacion a lo
largo de la camara bajo flujo continuo por 15 minutos, la muestra se colecta en una
microplaca de ELISA (250 uL/pozo) y se determina la O.D.s5;y con un lector de microplacas.
A. Las fracciones son colectadas en la microplaca mostrando la localizacion del colorante. B.
La medicién de la O.D.sio de las fracciones muestra 3 picos con una resolucion clara de 16
fracciones de ancho, con una brecha de 15 fracciones entre cada pico.

La preincubacion de la fraccion microsomal con ATP (6mM) ha sido reportada (Barkla et al.,
2007) como adecuada para el enriquecimiento de la fraccion tonoplastica. En nuestro caso, la
adicion de ATP a las muestras previamente a su resoluciéon en FFZE, demostré la aparicion de
un pico (estrella blanca, Fig. 6.16) de proteina dependiente de ATP, que puede ser atribuida al

tonoplasto. Por lo tanto, se decidié hacer la FFZE de microsomas de A. thaliana con una

preincubacion de la fraccion microsomal con 6 mM de ATP.
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Figura 6.16. Efecto de la preincubacion de la fraccion microsomal de A. thaliana con ATP en
sobre la separacion de membranas por FFZE.

Membranas microsomales (3 mg) fueron incubadas en la presencia (linea roja) o ausencia
(linea negra) de 6 mM de ATP de su separacion por FFZE. La O.D.,5 de cada fraccion se
midié usando un lector de microplacas (Power Wave, Select, Bio-Tek Instruments). Los datos
son representativos de 3 experimentos independientes.

La separacion de fracciones por FFZE se realizé a partir de 8 mg de proteina de muestras
control y plantas tratadas con 200 uM de ZnSO., correspondiente a 6 preparaciones y
alrededor de 500 plantas adultas. En el medio de homogenizacion, se utiliz6 al sustrato para
proteasas BSA para prevenir la degradacion proteica observada en separaciones preliminares
(no mostrados). Se utilizd a pesar de que se tiene evidencia de que el BSA es una de las
proteinas contaminantes mas frecuentemente encontradas cuando se analizan las proteinas por

espectrometria de masas (Ephritikhine et al., 2005). El perfil de separacion de las

endomembranas que corresponden a ambas condiciones se muestran en la Figura 6.17.
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Figura 6.17 Determinacion de proteina en las fracciones de FFZE de las membranas
microsomales de A. thaliana.

Un volumen pequefio de proteina del colector de fracciones se coloco en placas de ELISA y
se midio la cantidad de proteina por O.D.,s0 usando un lector de placas (Power Waveyx Select,
Bio-Tek Instruments). Las fracciones que mostraron la presencia de proteina se colectaron
individualmente para el analisis por SDS-PAGE y western blot. A. Control. B. Muestra
tratada con zinc.

Para ambos tratamientos, se colectaron las fracciones que mostraron una O.D.,g positiva, se
centrifugaron, prepararon y resolvieron independientemente en un gel de SDS-PAGE vy se

transfirieron a una membrana que fue tefiida con la técnica reversible del colorante Ponceau S,

62



para verificar la eficiencia de transferencia y asegurarse que las proteinas no estuvieran
degradadas. Se muestra en la Figura 6.18, el perfil de las proteinas de endomembranas de A.

thaliana tanto en las plantas control, como en las tratadas con 200 uM ZnSOy,

A # Fraccion

35 40 45 50 55 60 65
250 kD ——|
150 kD "
100 kD

75 kD
50 kD

37 kD

B # Fraccion
45 50 55 60 65 70 74

250 kD
150 kD

100 kD
75 kD

50 kD

37 kD

25kD

Figura 6.18. Membrana con fracciones microsomales de A. thaliana separadas por FFZE
que mostraron valores positivos de O.D.;s. Después de la SDS-PAGE los geles se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa, se tifieron con Ponceau S. A. Fracciones de las
plantas control. B. Fracciones de plantas tratadas con 200 uM Zn*".

Sobre las membranas se hizo el analisis por western blot de las fracciones usando los

anticuerpos marcadores de endomembranas: AHA3, una P-ATPasa marcadora de membrana

plasmatica con un peso estimado de 100 kDa (Parets-Soler et al., 1990); AVPI, una PPasa
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localizada en el tonoplasto con una masa molecular de 72 kDa (Parry et al., 1989); CRT]I,
Calreticulina proteina marcadora del Reticulo endoplasmico con una masa de 57 kDa (Nelson
et al.,, 1997); y RGP1, marcadora de Golgi de 41.5 kDa (Dhugga et al., 1997). Las

inmunodetecciones realizadas se muestran en la Figura 6.19.

A. Control

PM

. # Fraccion o kDa
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AHA3 +~— 100
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AVP-1 S — 72
tonoplasto
Calreticulina ¥ o kit i ""“Wﬁ — 57
Reticulo, viet "
endoplasmico ;
RG(i::;: .‘"' .... : —— 415

B. Tratadas con 200 yM ZnSO,
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Figura 6.19. Andalisis por western blot de membranas microsomales de A. thaliana separadas
por FFZE y SDS-PAGE.

AHA3, una P-ATPasa marcadora de membrana plasmatica con un peso esperado de 100 kDa;
AVPI1, una PPasa que marca el tonoplasto de aproximadamente 72 kDa; CRT]1, Calreticulina
marcadora para Reticulo endopldsmico de 57 kDa; y RGP1, marcadora de Golgi de 41.5 kDa.
Se muestra el numero de fracciones y la localizacion del anodo y del catodo de la camara de

FFE. A. Fracciones de las plantas control. B. Fracciones de plantas tratadas con 200 uM de
Zn*".
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Del analisis de western blot de la muestra control, se puede concluir que la membrana
plasmatica presenta una movilidad mayor hacia el catodo en las fracciones 65 a 70. La
calreticulina, marcador del reticulo endoplasmico se encuentra puro en la fraccion 71 y el
marcador del Golgi coincide en 8 de las 23 fracciones (fracciones 49 a 57 de la muestra
control) donde esta presente el tonoplasto, sin embargo, en aquellas fracciones del tonoplasto
con una movilidad mayor hacia el anodo causada por la presencia de ATP, no existe
coincidencia. En el caso del western que corresponde a las fracciones de plantas tratadas con
zinc (Fig. 6.19 B), las fracciones que corresponden a la membrana plasmatica, Golgi y
Reticulo se encuentran traslapadas, lo cual nos habla de un cambio en el contenido
proteina/lipido de las membranas que se refleja en un cambio de la carga superficial de las
membranas cuando las plantas debe contender con el metal pesado.

Las fracciones que corresponden a la fraccion pura de tonoplasto son aquellas que
mostraron unicamente la presencia de la proteina marcadora de esta endomebrana. En la
muestra control, el tonoplasto puro correspondi6 a las fracciones 42 a 47 y en las membranas
tratadas con zinc a las fracciones 42 a 49 (Fig. 6.19). En la Figura 6.20, se muestra el
empalme (rectangulo azul) de las fracciones correspondientes a tonoplasto puro en las dos
condiciones analizadas, mostrando que se mantiene la migracion del tonoplasto hacia el

anodo, bajo las dos condiciones y en presencia de ATP (Fig. 6.20).
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Figura 6.20. Perfil de separacion por FFZE de las membranas microsomales de plantas
control (linea roja) y tratada con Zn>" (linea negra). Se indica (recuadro azul) el traslape de
las fracciones correspondientes al tonoplasto puro.

Las fracciones de tonoplasto puro tanto de los dos tratamientos, separadas por FFZE, se

juntaron para obtener una fraccion Unica de cada tratamiento. Estas fracciones que representan

tonoplasto puro, se utilizaron para el analisis por DIGE.

6.5 Solubilidad mejorada de proteinas del tonoplasto con detergentes para su separacion
por IEF.

El analisis de proteinas hidrofobicas de membrana por métodos basados en gel de IEF,
incluyendo el uso de tiras de IPG, es problematico debido a la dificultad inherente de la baja
solubilidad de estas proteinas y la tendencia que presentan de precipitar durante el enfoque.
Para optimizar este procedimiento para el tonoplasto, se probo la adicion de detergentes
16nicos neutros a la muestra proteica para hidratar las tiras de IPG (Churchward et al., 2005).

Dentro de los detergentes zwitterionicos o i6nicos neutros, dos han demostrado ser eficientes
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en la solubilizaciéon de proteinas de membrana de plantas, son el CHAPS y ASB14 (Luche et
al., 2003).

Para la optimizacion de la resolucion de los geles, minimizando el barrido y posible
precipitacion de proteinas de membrana que comunmente se observa en geles de 2-D
tradicionales, se probaron diferentes buffers de rehidratacion de tiras IPG con diferentes
detergentes i6nicos neutros comparandose los geles respectivos. Estos experimentos se
llevaron a cabo con tonoplasto de la halofita M. crystallinum, aislado de la misma manera que
el de A. thaliana de la que se obtiene mayor cantidad de membranas microsomales para hacer
las pruebas. El primer buffer de rehidratacion recomendado contenia urea 7 M, tiourea 2 M,
detergente CHAPS 2% (w/v), DTT 50 mM, anfolitos Bio-Lyte 0.2% (w/v) y azul de
bromofenol 0.002% (w/v). En otro buffer se reemplaz6 al detergente CHAPS por 2% (w/v) de
ASB-14 y un tercer buffer contenia 4% total de detergentes, cada uno al 2% (w/v). Un mejor
numero y definiciéon de los spots de proteina con un barrido menor tanto vertical como
horizontal se obtiene cuando se hace una combinacion de los dos detergentes (Fig. 6.21). De

manera que este buffer se continu6 usando para los andlisis posteriores.

10 H 3
MW P M 10 PH
250— 250— T T TR
150— 150—
100— - | 100—

50 —

+ 2% CHAPS + 2% ASB14 + 2% CHAPS + 2% ASB-14

Figura 6.21. Electroforesis 2-D de tonoplasto de M. crystallinum
Comparacién entre los geles 2-D de tonoplasto de M. crystallinum usando diferentes
detergentes, incluidos directamente en el buffer de rehidratacion de la tira IPG.
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La Figura 6.22 muestra geles 2D-PAGE del tonoplasto purificado por FFZE de A. thaliana
usando las condiciones descritas, incluyendo 2% de CHAPS y 2% de ASB-14 en el buffer de
rehidratacion de la tira IPG. Ambos geles muestran la presencia de muchas proteinas
claramente definidas con un amplio de abundancia amplio como lo indica la intensidad de

cada una de las manchas.

A. Control

B. Tratadas con ZnS0,200 yM
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Figura 6.22 Geles de 2-D de tonoplasto puro aislado por FFZE
La electroforesis de 2-D y la tincion con plata se llevaron a cabo como se describe en la
Metodologia. A. Control. B. Tratadas con ZnSO4 200 uM.

68



6.6 Electroforesis en Gel Diferencial del tonoplasto de A. thaliana

Proteina purificada de tonoplasto de plantas de A4. thaliana control y tratadas con zinc, fueron
etiquetadas con fluor6foros CyDyes segun el esquema experimental presentado en la Figura
6.23 y descrito en la Tabla 5.2 (Metodologia). Empleando una estrategia de intercambio del
fluor6foro como se muestra para el experimento 2 en comparacion con los experimentos 1 y
3, se asegura que cualquier efecto especifico del fluoréforo debido a marcaje preferencial o a
caracteristicas diferenciales en la fluorescencia de la acrilamida a diferentes longitudes de

onda de excitacion, esté controlado (Lilley & Friedman, 2004).

69



Tooplasto e Estandar Tonoplasto de
plantas control interno plantas tratadas
con 200 yM Zn
Marcadas con Cy3/Cy5 Maie e Ea Marcadas con Cy3/Cy5
Control 1 (C1) Estandar interno (5.83ug c1 +  Zinc 1(C1)
Control 2 (C2) 5.83ug C2 +5.83ug C3 +5.834g  Zinc 2 (C2)
Z1+5.83ug Z2 +583ug Z3
Control 3 (C3) HS M9 Z3) s
/_, SDS-PAGE \
Ve I ‘-'&L"l S Ny i
o L b [ o -
A o SR A Rl WA e
P SR Baa AT , g .
QAL TR WAl Wil LAl VLS T M
35ug Control 1 35 ug Control 2 35ug Control 3
35 ug Zinc 1 35ug Zinc 2 35 pg Zinc 3
Y | Normalizar
r vl 1 sefial
% : :i‘ 1 _‘ : Evaluar
..; yS Cy2 Cy3 x3 | diferencias
-y i. - ¥y ‘ Cuantificar
A - Spots
iy, Analisis
estadistico

DeCydeFSoﬂware

Figura 6.23. Diagrama de trabajo para la etiquetacion con fluoroforos CyDye de la muestra
control y la tratada con zinc hasta el analisis bioinformatico de las mismas.

Se corrieron tres geles representando 3 experimentos independientes. Cada gel fue escaneado
a las 3 longitudes de onda especificas para cada fluoréforo CyDye (Tabla 4.1). Con el uso del

escaner Typhoon (GE LifeSciences, USA) usando las longitudes de onda y filtros apropiados

70



para colectar la luz emitida. Cada digitalizacion genera una imagen de cada muestra
individualmente marcada con cada fluor6foro. La Figura 6.24 A muestra imagenes
representativas de uno de los geles, donde la muestra control estd marcada con el Cy3, la
tratada con zinc con Cy5 y el estandar interno con Cy2. La imagen superpuesta de las tres

imagenes de este gel se muestra en la Figura 6.24 B.

Cy3 Control

B

Cy2 Estandar interno

Sobreposicion
Cy2, Cy3, Cyb

Figura 6.24 Imdgenes de geles representativos de DIGE.

A. Imagenes de Cy2, Cy3 y Cy5 con colores falsos de las iméagenes digitalizadas del gel 2D
del experimento 3 del esquema de trabajo para DIGE. El gel fue escaneado tres veces, con A
para cada uno de los fluoréforos. B. Imagen superpuesta de las tres imagenes en A.

En los tres geles con las proteinas marcadas con los fluoroforos CyDyes, se observod un
barrido vertical que dificulta la definicion de los spots (Fig. 6.24), que no estaba presente en
los geles 2D de A. thaliana utilizados para probar el uso de detergentes (Fig.6.22). Creemos

puede deberse a que el Tris utilizado en el buffer de corrida no es lo suficientemente puro y

para futuros trabajos, se recomienda filtrar el buffer con un equipo de filtracion Millipore,
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equipado con filtros de nitrocelulosa de 0.22 micrones, (California, USA) antes de ser usado.
Otra causa posible del barrido es que debe haber una separacion absoluta en la camara de
corrida del Ettan Dalt Six del buffer de corrida con una concentracion 3X y el 1X que es con
el que esta en contacto el gel. Si la concentracion de SDS llega a ser menor en la cdmara de
arriba, se puede obtener barrido vertical y perder definicion de los spots.

Las imagenes digitalizadas de los 3 geles experimentales fueron analizadas con el
software DeCyder. En el modulo DIA después de filtrar alrededor de 900 spots identificados
automaticamente por el programa, se filtraron manualmente los geles para evitar tener falsos
positivos. Especialmente, las particulas de polvo tienen una forma caracteristica con un pico
agudo que resulta en una pendiente alta y valores de area bajos. En contraste, un pico
claramente redondeado y suave corresponde a un verdadero spot de proteina. La filtracion
manual también elimina spots seleccionados que no son de origen proteico pero se deben a
irregularidades localizadas en el gel. Mediante el filtrado manual, el nimero de spots se
redujo a alrededor de 500 (Fig. 6.25), un valor similar al que se ha publicado anteriormente
para estudios protedmicos del tonoplasto (400 a 600) (Carter et al., 2004 a; Sazuka et al.,
2004; Shimaoka et al.; 2004; Szaponarski et al., 2004; Endler et al., 2006, Jaquinod et al,

2007).
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Figura 6.25. Gel representativo analizado por DIGE, se indican los spots numerados después
del filtrado automatico y manual utilizando el modulo DIA del programa Decyder.

Los geles se analizaron en el modulo DIA del programa DeCyder usando un filtro de
exclusion que excluye los spots considerados artefactos con base en la pendiente, area,
volumen y altura del pico. Esto se repite para los geles de los 3 experimentos independientes,
todas las iméagenes de CyDye/gel se usan para determinar los parametros de filtracion y
confirmar los artefactos.

El volumen de los spots para cada una de las tres imagenes del mismo gel se cuantifico y se
expresd como la proporcion normalizada en relacion al estandar interno, que puede ser usada
para la comparacion de su abundancia entre geles. Lo anterior se repitio para cada uno de los
tres geles de manera individual. Los datos se transfieren al modulo BVA (Analisis de
Variacion Biolédgica) del programa Decyder para el andlisis comparativo entre geles. Los
geles se superponen al realizar un traslape de sus imagenes. El gel con el mayor nimero de
spots se designa como master y se buscan entre cinco y diez proteinas que coincidan entre el
master y los dos geles restantes. Una vez empalmados los geles, se hizo el analisis estadistico

con una prueba de t-Student entre los grupos control y tratamiento con zinc. El analisis

estadistico arroja un valor para cada spot que indica la probabilidad (p) de que no exista
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diferencia entre la expresion de la proteina en el control y la muestra tratada con zinc. Como
consecuencia, un spot con una probabilidad baja, p<0.05, representa una diferencia
significativa en abundancia relativa. Se encontraron 60 proteinas que cumplen este criterio,
sin embargo, como el valor de probabilidad de 0.05 representa 50 falsos positivos por cada
1000 spots de proteina, finalmente se decidid usar un intervalo de confianza mas estricto
(p<0.03). Los spots que cayeron dentro de este rango se escogieron de acuerdo a su
representacion en 3-D, verificandose que el spot tuviera forma de una curva de distribucion
normal, sobretodo, para asegurar que se tratara de una sola proteina sin contaminacién de
proteinas aledanas. Ademas, se estudio la grafica de comparacion de la abundancia de cada
spot entre la muestra control y la muestra tratada con Zn®" para asegurar que el spot estuviera
presente en cada uno de los tres geles y en los tres siguiera la misma tendencia. De las 60
proteinas identificadas inicialmente, se escogieron ocho como candidatas ideales cuya
ubicacion en cada uno de los tres geles se muestra en la Figura 6.26. De estas ocho proteinas,
cuatro aumentaron su expresion significativamente p< 0.03 (60, 175, 458, 472) y cuatro
disminuyeron su expresion significativamente p< 0.03 (14, 32, 84, 94) en la muestra tratada
con zinc (Tabla 6.3; Fig. 6.27).

Tabla 6.3. Spots de proteina escogidos para su identificacion por espectrometria de masas.

# Spot t-Test Student Diferencia promedio en
(p)* expresion
14 0.00052 -1.52
32 0.0014 -1.31
60 0.000051 1.30
84 0.0075 -1.48
94 0.03 -1.35
175 0.012 1.25
458 0.00059 1.67
472 0.03 1.66

* Probabilidad de exclusion <0.03
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Figura 6.26 Imagen de Cy2 del gel master. Se muestra la localizacion de cada uno de los
spots que aumentaron (60, 175, 458, 472) y disminuyeron (14, 32, 84, 94) su expresion
significativamente (p<0.03) entre el control y la muestra tratada con zinc.

En la Figura 6.27, se muestra una representacion tridimensional (3-D) de las variaciones de

los niveles de expresion de cada spot en cada uno de los geles y una grafica de la expresion

diferencial de cada spot entre el control y en tratamiento con zinc.
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Imagen 3-D del spot en el estandar interno Comparacion de la abundancia de la
Gel 1 el2 Gel 3 proteina entre control y zinc
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Figura 6.27 Representaciones en 3-D y tendencia de expresion de cada spot.
Representaciones en 3-D en cada uno de los spots en los tres geles usando la imagen del
estandar interno (Imagen Cy2). La linea morada muestra la delimitacién de cada spot.
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A la derecha, graficas que muestran la expresion diferencial del mismo spot en el grupo
control (circulos azules) y en el grupo de zinc (circulos rojos) en cada uno de los tres
experimentos independientes.

Los ocho spots marcados en la Figura 6.26, fueron aislados de cada uno de los tres geles con

un cortador automatizado y almacenados a -70°C para su posterior secuenciacion e

identificacion mediante un analisis de espectrometria de masas.
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7. DISCUSION

El tonoplasto de las células vegetales es residencia de muchas proteinas de transporte
esenciales para el funcionamiento de la vacuola, incluyendo aquellas proteinas responsables
de la compartamentalizacion y almacenamiento de iones toxicos, como los metales pesados
(McGrath & Zhao, 2003). El progreso en la identificacion de las proteinas responsables para
estas actividades ha sido lento y hay muchos procesos para los que los transportadores
responsables han permanecido desconocidos (Jaquinod, 2007). Por eso, con la idea de
identificar proteinas cuya expresion responda a la presencia de metales pesados, se planted el
presente estudio para analizar cambios en el proteoma del tonoplasto cuando las plantas son
tratadas con zinc.

Un aspecto critico de este trabajo fue el uso de fracciones de tonoplasto puro como
material inicial para el estudio protedmico. Para la obtencion de dichas fracciones puras, se
utilizd la técnica de Electroforesis Zonal de Flujo Libre, cuyas ventajas en este tipo de
estudios, se discuten a continuacion.

Electroforesis Zonal de Flujo Libre (FFZE)

Para fraccionar las proteinas de membrana con base en sus caracteristicas fisico-quimicas, es
decir, seglin la carga superficial de la endomembrana (Rolland et al., 2006), se uso la técnica
de Electroforesis Zonal de Flujo Libre.

En el laboratorio se estandarizaron las condiciones para la FFZE que permitieran aislar
tonoplasto observandose que cuando la muestra se resuelve en el aparato en presencia de
ATP™, se tiene una migracion de la fraccion del tonoplasto hacia el 4nodo, lo cual indica que
el tonoplasto ha sido cargado negativamente, neutralizando las cargas positivas en la
membrana como se demostro en el laboratorio (Barkla et al., 2007). La optimizacién de la
técnica para determinar las condiciones en las que se corre la muestra y obtener la separacion
maxima de endomembranas asegurara un rendimiento alto y reproducible de tonoplasto muy

puro. Previamente, hemos demostrado que la presencia de 6mM de ATP durante la
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electroforesis zonal de microsomas de la planta haldfita M. crystallinum, resulta en un
migracion del tonoplasto lejos del pico principal de membrana hacia el catodo, como lo
reporta Morré et al. (1994) para la separaciéon de compartimentos acidicos de células de
mamifero. Esto se debe probablemente a la unién del ATP* a la membrana y por lo tanto, al
aumento de la carga negativa en la superficie de la misma debido al escrutinio de cargas
positivas en la membrana como lo demuestran Barkla y colaboradores (2007). La fraccion
correspondiente al tonoplasto de A. thaliana también muestra una clara migracién hacia el
anodo en presencia del nucledsido (Fig. 6.16), tanto en plantas control como en plantas
tratadas con zinc (Fig. 6.20). El tonoplasto se encuentra puro en las fracciones 42 a 47 de
ambas condiciones, como se confirmo6 por western blot (Fig. 6.19), lo cual demuestra que la
electroforesis por flujo libre fue capaz de separar a la fraccion del tonoplasto de las demas
endomembranas obteniéndose una fraccion altamente pura. Como se muestra en la Figura
5.19, el marcador del Golgi sobrelapa en 8 de las 23 fracciones donde esta presente el
tonoplasto. El sobrelape podria deberse al papel del Golgi en la biogénesis de la vacuola y a la
similitud en las propiedades de membrana entre estos compartimentos, asi como el transporte
vesicular del Golgi hacia la vacuola y una comunicacion extensa entre estas dos
endomembranas (Bo Jin et al., 2001; Carter et al., 2004).

Métodos tradicionales para la separacion de membranas, como gradientes de sacarosa,
no son tan eficientes para la obtencion de tonoplasto o de alguna otra endomembrana de
forma pura. Se observa en trabajos publicados, que marcadores para Golgi o reticulo
endoplasmico traslapan con fracciones marcadas para el tonoplasto (Vera-Estrella et al.,
2004). Otros estudios protedmicos han reportado el aislamiento del tonoplasto después de una
digestion enzimatica de células en suspension, seguida por un gradiente de Ficoll o de Percoll,
pero han identificado proteinas contaminantes de reticulo endopldsmico, mitocondria y
cloroplasto (Jaquinod et al., 2007, Shimakoa et al., 2004). Carter y colaboradores (2004)

reportan contaminacion de mitocondria, cloroplasto y reticulo endoplasmico y el
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enriquecimiento de su fraccion del tonoplasto es pobre, ya que solamente el 11.4% del total
de proteinas encontradas son transportadores, el 23.9% son proteinas de membrana y el resto
son proteinas solubles. Jaquinod y colaboradores (2007) obtienen a través de un gradiente de
Ficoll de cultivos celulares de Arabidopsis, 416 proteinas como pertenecientes al tonoplasto y
de ellas el 46.5% se consideran proteinas de membrana por la presencia de uno o mas
dominios transmembranales predichos. Utilizando un gradiente de Percoll, Shimaoka y
colaboradores (2004) caracterizaron 163 proteinas como pertenecientes al tonoplasto y sélo
17 (10.43%) fueron identificados como transportadores de 39 proteinas que poseen mas de
dos dominios transmembranales. Por lo tanto, no se puede confiar en la pureza de estas
fracciones y tampoco designar con certeza a una proteina como perteneciente a esta
membrana. En cambio, con una fraccion purificada por FFZE de tonoplasto, se puede tener
confianza en su localizacioén (Ephritikhine et al., 2004). Ademas, es importante recalcar que
en estos trabajos se trabajo con células en suspension, cultivos celulares, excepto Carter et al
(2004), que para fines practicos de fitorremediacion y de este proyecto, fue necesario aislar el
tonoplasto de la parte aérea de plantas de A. thaliana.

2D-PAGE

Una de las dificultades que presentan proteinas hidrofébicas de membrana para su aislamiento
y posterior identificacion es su limitada solubilidad en agua. Para obtener geles de 2-D, las
proteinas deberan separarse por su punto isoeléctrico y su peso molecular. Para la separacion
por su punto isoeléctrico evitando los problemas que presentan las proteinas de membrana
mencionados anteriormente, se optimizd el uso de tiras de gel IPG que aumentan la
solubilidad de las proteinas. Se probd la adicion de detergentes a la muestra proteica para
hidratar las tiras de IPG (Churchward et al., 2005) y asi determinar las mejores condiciones
para el electroenfoque. Aunque el SDS se utiliza de manera rutinaria para solubilizar
proteinas de membrana durante la 2D-PAGE, este detergente no es compatible con el enfoque

1soeléctrico de la primera dimension, ya que el grupo cargado que posee y alteraria el pl de la
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proteina a la que estuviera unido (Churchward et al., 2005). Por eso, es esencial utilizar
detergentes eléctricamente neutros, para la solubilizacion. Un andlisis sistematico de las
propiedades de solubilizacion de detergentes idnicos neutros y no-idénicos, ha demostrado que
los primeros son mas exitosos porque no resultan en la agregacioén de proteinas (Hjelmeland,
1980). En este estudio se probo la efectividad de dos detergentes comercialmente disponibles,
CHAPS y ASB-14, en la solubilizacion de proteinas de tonoplasto durante el IEF. Con el uso
independiente de cada uno de los detergentes a una concentracion del 2%, se pudo observar
un barrido horizontal en los geles, que pudo deberse a una solubilizacion incompleta de
proteinas de membrana por la tendencia de proteinas hidrofobicas a precipitar fuera de
solucion en el gel. El barrido dificulta la definicion de un spot porque sus limites se ven
difusos, ademés spots de concentracion baja, se pierden en el barrido y no es posible
ubicarlos.

Se concluyd que el uso combinado de dos detergentes ionicos neutros (CHAPS y
ASB-14) a una concentracion final de 4%, mejora la solubilidad de las proteinas de
membrana en las tiras IPG evitando su precipitacion y permitiendo la obtencion de geles de 2-
D con spots de proteinas claramente definidos y minimizando el barrido (Fig. 6.22).

En los geles de 2-D de proteinas del tonoplasto que se obtuvieron de ambas
condiciones experimentales, (control y tratamiento con zinc), se observaron a simple vista
spots cuya expresion cambid, siendo clara la ausencia de algunas proteinas en el gel con los
extractos provenientes de las plantas tratadas con zinc (Fig. 6.22). Esto sugiere que la
presencia del zinc puede alterar la expresion de proteinas del tonoplasto. Para descartar que
las diferencias se deban a variaciones experimentales se recurri6 a la técnica de DIGE, que
permite la comparacion cuantitativa de la expresion de proteinas bajo dos condiciones

diferentes, en este caso plantas control y plantas tratadas con zinc en un mismo gel.
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Electroforesis en Gel Diferencial (DIGE)

La técnica de Electroforesis en Gel Diferencial (DIGE) es una herramienta cuantitativa
poderosa en experimentos protedémicos e involucra a la electroforesis en dos dimensiones (2-
D) utilizando fluoréforos especificos para marcar las proteinas. DIGE permite la deteccion de
cambios sutiles en la abundancia de proteinas con validez estadistica, controlando la variacién
entre geles, asi como variaciones adicionales de origen no bioldgico, como son por ejemplo,
errores en la preparacion de la muestra, variacion normal en el sistema, etc. (Lilley &
Friedman, 2004).

Ya que se han publicado articulos donde el estindar interno no contiene una porciéon
representativa de todas las muestras experimentales, lo que dificulta enormemente la
interpretacion de resultados (Amme et al., 2006), para hacer un analisis exitoso por
electroforesis en gel diferencial y asegurar que las diferencias encontradas en la expresion
proteica son confiables, se realizdo un disefio experimental cuidadoso (Figura 6.23 y Tabla
5.2), en el que se puso énfasis en cargar la misma cantidad de proteina (35 ug por
fluoroforo/105 pg en total) e incluir al estandar interno, compuesto por una parte
representativa de todas y cada una de las muestras en experimentacion (Fig. 6.23) (Ndimba et
al., 2005). Para poder realizar un andlisis estadistico valido de los 3 experimentos
independientes, en cada uno hay una muestra control y una tratada, el estdndar interno se
constituyd con una parte de las 6 muestras experimentales (5.83 pg cada uno). En algunos
estudios protedmicos publicados, donde no utilizan el fluoréforo Cy2 como estandar interno
(Hu et al., 2003), hay fallos experimentales que anulan la ventaja de la accion normalizadora
de este control, poniéndose en duda si la variacion proteica observada proviene de diferencias
experimentales o biologicas, lo que conlleva a un aumento en el naumero de geles necesarios
para tener un resultado significativo.

Con el uso correcto del estandar interno, se pudo normalizar la expresion de las

proteinas del tonoplasto en los tres experimentos independientes y hacer un analisis
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estadistico que revelo a las proteinas que mostraron una diferencia bioldgica significativa en
su expresion entre la condicion control y la tratada con zinc. El analisis estadistico arrojo 60
proteinas cuya expresion cambia significativamente con una p<0.05, ya sea aumentando o
disminuyendo su expresion respecto a la condicion control. Estas proteinas representan el
12.42% de las proteinas consideradas en el andlisis, lo cual es una indicacion indirecta de que
el analisis es de buena calidad, ya que un buen porcentaje de proteinas mantuvieron su nivel a
pesar de la presencia del zinc y formarian parte de las proteinas que participan en mantener el
metabolismo celular en las células vegetales. El uso de un intervalo de confianza mas estricto
(p<0.03) permitié disminuir la seleccion de falsos positivos. Se escogieron ocho proteinas que
cumplieron con el nivel de confianza, de las cuales cuatro (spots 60, 175, 458, 472)
aumentaron y cuatro disminuyeron (spots 14, 32, 84, 94) (Tabla 5.3; Fig. 5.26) su expresion
significativamente. Este resultado confirma la hipdtesis de este trabajo, porque en la presencia
del metal pesado, hubo una diferencia en la composicion proteica del tonoplasto de A.
thaliana.

La mayoria de los spots se ubicaron en un intervalo de pH entre 5 y 9, lo cual es
comun para el pl de proteinas de membrana en A. thaliana (Ephritikhine et al., 2004), s6lo
una proteina elegida (spot 472) posee un pl mas acido, 4 > pH < 5. En cuanto a la masa
molecular de las proteinas seleccionadas, casi todas cayeron dentro del intervalo entre 30 y
100 kDa, que presentan la mayoria de las proteinas de membrana en A. thaliana (Ephritikhine
et al., 2004), las excepciones fueron los spots 458 y 472 que poseen un peso molecular entre
25 y 30 kDa respectivamente. De forma interesante varias de las proteinas membranales
previamente identificadas en el tonoplasto poseen pesos moleculares en este intervalo,
incluyendo muchas isoformas de canales de agua (Johansson et al., 2000).

Todas las proteinas elegidas aumentaron o disminuyeron su expresion al menos una
vez, pero en proporciones diferentes especificas del spot. La que mas aumentd su expresion

fue la 458 (1.67 veces) y la que mas disminuyo es la 14 (-1.52 veces). Las proteinas 60 y 175
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parecen tener una expresion muy baja en el control, pero el tratamiento con zinc aumento su
expresion 1.3 y 1.25 veces respectivamente, si bien, su expresion continua siendo baja en
comparacion al resto de las proteinas (Tabla 6.3; Figura 6.27). Las proteinas 84 y 94
mostraron una expresion relativamente alta en la condicidon control, disminuyendo 1.48 y 1.35
veces cuando las plantas son fueron expuestas al zinc (Tabla 6.3; Fig. 6.27).

Confirmada la hipotesis propuesta, ya que se pudo observar que la expresion de varias
proteinas fue alterada por la exposicion de las plantas de 4. thaliana al zinc, queda pendiente
profundizar en el estudio de los polipéptidos elegidos y para tratar de comprender el papel de
cada una de estas proteinas en el metabolismo de la planta y eventualmente manipularlas
biotecnoldgicamente para disefar plantas utiles en fitorremediacion.

Aunque se puede ganar informacion muy util de este estudio protedmico diferencial
usando a A. thaliana como organismo modelo, no se puede ignorar la relevancia de usar A.
halleri que es una especie mucho mas tolerante a metales pesados y muestra las caracteristicas
deseadas de una planta hiperacumuladora de metales. Sin embargo, para usar a A. halleri
como organismo modelo se requiere del disefio de estrategias de propagacion alternativas que
no dependan de la germinacion de semillas, cuya disponibilidad y viabilidad es limitada.
Ademads en nuestro caso, aquellas plantas que se obtuvieron de semillas no desarrollaron
inflorescencia. En este estudio se usaron varias técnicas de propagacion, incluyendo
enraizamiento por estolones (Fig. 6.2) y hojas (Fig. 6.3) y regeneracién in directa in vitro por
la generacion y rediferenciacion de callo (Figs. 6.4 a 6.7). La técnica mas exitosa fue la el
cultivo in vitro con una tasa de regeneracion del 80% en 17 semanas de callo a produccion de
plantula. Nuestro método resulté ser mucho mas eficiente que un reporte anterior para la
regeneracion de A. halleri (Dal Corso et al., 2005), en este trabajo s6lo pudieron obtener
estructuras embriogénicas de callo de raices, con una tasa de regeneracion de 40%. Ademas,
su callo de tejido foliar, se oxid6 después de dos semanas de crecimiento (Dal Corso et al.,

2005). En resumen, se propone una nueva técnica muy exitosa de propagacion in vitro de A.

84



halleri para la produccion de plantas capaces de alcanzar la madurez y producir inflorescencia
(Fig. 6.8). El haber logrado esto, nos permitird continuar con el estudio protedmico del
tonoplasto de A. halleri con el objetivo de identificar aquellas proteinas responsables de la
acumulacion de diferentes metales en la vacuola de las partes aéreas de la planta. Esta
metodologia también abre la posibilidad de producir en gran escala plantas de A. halleri para

su empleo en la biorremediacion de suelos contaminados con metales pesados.
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8. CONCLUSIONES

Conocer el tipo de proteinas presentes en el tonoplasto que funcionan en la tolerancia a
metales pesados, ayudara a comprender los procesos por los que las plantas contienden con la
presencia de concentraciones toxicas de estos contaminantes, ya sea almacenandolo,
quelandolo o regulando a otras proteinas para que lo hagan. En este sentido, las conclusiones
mas relevantes derivadas de este trabajo son:
e La exposicion de las plantas a un metal pesado, zinc, altera la expresion proteica del
tonoplasto de células de mesofilo de 4. thaliana.
e La clectroforesis de flujo libre es una estrategia adecuada para aislar tonoplasto
altamente puro.
e Por eclectroforesis en gel diferencial (DIGE), se identificaron 8 proteinas cuya
expresion se altera en respuesta al tratamiento con zinc.
e El disefo de una técnica de propagacion in vitro exitosa de A. halleri permitié tener

suficiente material para el aislamiento de la fraccion microsomal.

9. PERSPECTIVAS

Para continuar estudiando la dindmica de la vacuola en respuesta a metales pesados, en
el caso particular de 4. thaliana es necesario:

e Identificar las proteinas que presentaron una expresion diferencial significativa
para contextualizar su papel en la tolerancia a metales pesados.

e Hacer un estudio comparativo de la expresion de proteina del tonoplasto de A.
halleri en la presencia y ausencia de metales pesados.

e Realizar un estudio comparativo de la respuesta a metales pesados para entender
las diferencias en los mecanismos de tolerancia a metales entre una planta tolerante

(A. thaliana) y una hiperacumuladora (4. halleri).
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El conocimiento generado de este tipo de estudios, eventualmente puede ser aplicado
en el disefio de plantas que puedan ser utiles en fitorremediacion, el enriquecimiento nutritivo

de plantas 6 biofortificacion, en fitomineria, entre otros.
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11. APENDICE

Medio Hoagland 0.5x

0.5 mM Fosfato de amonio
3 mM Nitrato de potasio

2 mM de Nitrato de calcio
1 mM Sulfato de magnesio
12 uM Acido bérico

6.15 uM Cloruro manganeso
0.38 uM Sulfato de zinc
1.76 uM Sulfato de cobre
0.041 uM Acido molibdico
0.11 mM EDTA disédico
0.1 mM Sulfato de fierro

Murashige-Skoog (1962)

370 mg/1 Sulfato de magnesio heptahidratado
440 mg/1 Cloruro de calcio dihidratado

1,900 mg/l Nitrato de potasio

1,650 mg/l Nitrato de amonio

170 mg/1 Fosfato diacido de potasio

27.8 mg/l Sulfato de fierro heptahidratado
37.3 mg/l EDTA de sodio

22.3 mg/l Sulfato de manganeso tetrahidratado
0.025 mg/I Sulfato ctprico pentahidratado
0.025 mg/1 Cloruro de cobalto hexahidratado
0.83 mg/l Yoduro de potasio

6.2 mg/l 4cido borico

0.25 mg/l Molibdato de sodio

30,000 mg/I sacarosa y glucosa

100 mg/1 Mioinositol

0.5 mg/l Acido nicotinico

0.5 mg/1 Piridoxina HCI

0.1-1 mg/l Tiamina HCl
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