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RESUMEN

Los lipidos de membrana pueden organizarse en microdominios de
composicion especifica llamados “balsas lipidicas”, los cuales son pequefos en
tamafo pero pueden organizarse en microdominios de mayor tamano que son
llamados plataformas. En estos dominios membranales, se sabe que los esteroles
interaccionan fuertemente con acidos grasos de cadena saturada esto favorece
una separacién en los lipidos. Los microdominios de membrana funcionan como
plataformas de sefalizaciéon en la mayoria de los tipos celulares favoreciendo las
interacciones entre proteinas y se postula que este mecanismo requiere del

citoesqueleto.

La presencia de microdominios lipidicos en células de plantas ha sido
estudiada mediante estudios bioquimicos, que involucran el aislamiento de
membranas resistentes a detergente (DRM). Mas aun, esteroles naturales vy
esfingolipidos de hongos y plantas han mostrado ser capaces de formar

microdominios lipidicos in vitro.

Para estudiar la presencia de microdominios membranales in vivo durante

el crecimiento polar de pelos radicales en Phaseolus vulgaris.

En el presente trabajo se introduce el uso de marcadores fluorescentes
especificos y se emplea metil-beta-ciclodextrina como un indicador de la
presencia de microdominios lipidicos para el estudio de la presencia de
microdominios membranales en células con crecimiento apical, mediante
microscopia de epifluorescencia. Ademas se evalla el papel que tiene el
citoesqueleto de actina en el mantenimiento de estos microdominios lipidicos
mediante el uso de agentes que modulan la polimerizacion de los filamentos de

actina.

En este trabajo se muestra la presencia in vivo de microdominios
membranales en pelos radicales. También se encontré que los pelos radicales en
crecimiento requieren de la presencia de los microdominios membranales y que
los microdominios membranales necesitan de la estabilidad del citoesqueleto

para mantener su localizacion.



ABSTRACT

Membrane lipids can be organized in microdomains with specific lipid
composition that have been termed “lipid rafts”, which are small in size but can
be organized in larger microdomains called platforms. In these lipid domains,
cholesterol is thought to be densely packed with long saturated fatty acid chains
favoring lipid separation. Membrane microdomains in most cell types function as
specialized signaling platforms favoring protein interaction and it's thought that

this process requires the cytoskeleton.

The presence of membrane microdomains in plant cells has been
suggested from biochemical studies, which involve isolating detergent resistant
membranes (DRM). Hitherto, natural sterols and sphingolipids from fungi, animal

or plants have shown to be capable of forming membrane microdomains in vitro.

To study the presence of membrane microdomains in vivo in polar growing

Phaseolus vulgaris root hairs.

In this work we introduce the use of specific fluorescent markers and
methil-beta-ciclodextrin as an indicator of the presence of membrane
microdomains in living tip growing cells, using epifluorescence microscopy. In
addition, we evaluated the role of the actin cytoskeleton in the maintaining of

these membrane microdomains using actin cytoskeleton modulating agents.

In this work we show live membrane microdomains in root hairs. Also, we
found that growing root hairs require the presence of membrane microdomains
and these membrane microdomains need an intact cytoskeleton to maintain his

localization.



INTRODUCCION

Importancia de las raices.

Las raices constituyen una parte importante de las plantas, ya que son
responsables de muchas funciones indispensables para su subsistencia; por
ejemplo, participan directamente en la adquisicion de agua y de nutrientes, los
cuales son esenciales para el metabolismo y para el desarrollo de las células
(Zeiger, 2002). Ademas, las raices participan en la adaptacién al estrés abidtico
y bidtico; por ejemplo, perciben el ataque de los patdgenos del suelo. Este
organo, también puede formar interacciones simbidticas con microorganismos
gue se encuentran en el suelo, como por ejemplo, con las bacterias del género
Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradirhizobium y con los hongos
micorricicos. La simbiosis de plantas leguminosas, como frijol, con bacterias del
género Rhizobium es de gran importancia, ya que esto culmina en la formacion
de un nuevo 6rgano, el nédulo, que es donde se lleva a cabo la fijacion bioldgica

del nitrégeno atmosférico.

Las raices contienen tres secciones o zonas de desarrollo: la zona
meristematica, la zona de elongacion y la zona de diferenciacion (Figura 1). En la
zona meristematica, las células de la raiz sufren divisiones mitdéticas sucesivas, lo
cual permite el crecimiento de la raiz. En la zona de elongacién las células
comienzan a aumentar su volumen y se alargan. Finalmente, ya que las células
han alcanzado un tamafo adecuado y entran a la zona de diferenciacion, se
generan células especializadas como: xilema, floema y los pelos radicales
(Scheres, 2002).

ZONADE | ZONADE | ZONA DE
DIFERENCIACION ELONGACION MERISTEMATICA

Figura 1 Microscopia de luz transmitida de una raiz de Arabidopsis, que muestra las
diferentes zonas de desarrollo en la raiz.



En la zona meristematica las células se dividen activamente, mientras que en la zona de
elongacién, la division celular se detiene y ocurre una rapida expansién longitudinal. Las
células que ya han aumentado su volumen celular, se encuentran en la zona de
diferenciacion, donde los pelos radicales se comienzan a formar (Maloof, 2004).

Los pelos radicales.

Los pelos radicales son células de estructura cilindrica que crecen de
manera apical, se derivan de células epidérmicas de la raiz y son muy
abundantes en la superficie de las raices. En el crecimiento apical, las células se
elongan a través de la secrecidén polarizada de vesiculas secretorias en la region
apical. El crecimiento apical da a los pelos radicales su estructura tubular

caracteristica.

Los pelos radicales tienen diversas funciones de gran importancia para la
planta. La funcidn principal de los pelos radicales es la absorcién de agua y
nutrientes, ya que incrementan la superficie de contacto de la raiz con el medio.
Los pelos radicales también son capaces de percibir los cambios del medio, asi
como las sefales extracelulares de los diferentes estimulos bidticos y abidticos.
Por otro lado, los pelos radicales también constituyen un sitio importante para la
excrecion de compuestos a la rizosfera, dentro de los cuales se encuentran los

compuestos fenolicos del tipo de los flavonoides (Zeiger, 2002).

Desde hace varios afhos, los pelos radicales han sido usados como modelo
de estudio de diversos procesos celulares que ocurren en las plantas. Esto se
debe en gran parte a que presentan la ventaja de ser células que no se dividen,
lo que permite observarlas por periodos largos de tiempo. Ademas, son células
gue crecen alejandose de la raiz y esto los hace particularmente Utiles para la
observacion de procesos celulares in vivo mediante cualquier tipo de
microscopia. Otra caracteristica importante de los pelos radicales que permiten
usarlos como modelo de estudio, es que se pueden apreciar los diferentes
estados de desarrollo de los pelos radicales en una misma planta (iniciales,
jévenes y maduros), lo que facilita el estudio de cualquiera de estas etapas del
desarrollo de estas células de la planta (Figura 2). Por ejemplo, en una misma
raiz existen células que emergen (iniciales), las que presentan un crecimiento
activo (jovenes) y hasta las que estdn senescentes (maduras). Ademas, se

puede tener un amplio panorama del comportamiento de un proceso celular en



particular (dinamica del citoesqueleto, sefializacién por calcio, cambios de pH,
mecanismos de secrecién, etc.), esto gracias al gran nimero de pelos que se

pueden observar en una sola raiz y en algunos casos al mismo tiempo.

I: PELOS INICIALES
B Pelos radicall !I: PELOS JOVENES
Ill: PELOS MADUROS
......].m”mnnnnmunm|1||]||||||||H||||||”|| 5
—_— i REGION APICAL RICA

I EN CITOPLASMA

! VACUOLA

[\
‘ - NUCLEO
«— REGION DE PIEO
J BASAL

Figura 2 Imagenes tomadas por microscopia de luz trasmitida, que muestran los distintos
estados del desarrollo de los pelos radicales a nivel morfoldgico.

A, imagen que muestra los pelos radicales que emergen de la superficie de la raiz, hacia
la parte superior de la raiz se encuentran los pelos radicales mas largos y hacia la punta
de la raiz los mas cortos. B, representacién grafica que muestra de manera ilustrativa,
como se distribuyen los diferentes estados de desarrollo de los pelos radicales. C,
imagenes de microscopia de luz transmitida, de los pelos radicales en donde se muestra
la morfologia de los pelos radicales en cada una de las zonas representadas en el panel
B. D, regiones y estructuras que se pueden observar a nivel morfolégico en un pelo
radical en crecimiento.

Asimismo, las diferentes etapas de desarrollo permiten estudiar los
procesos asociados a cada uno de estos estadios, como son: la polarizacion de la
membrana, la regulacidn de los flujos idnicos, la exocitosis y endocitosis dirigida,
asi como la dindmica del citoesqueleto (Meiri, 2005). Ademas, los pelos radicales
son de un especial interés, ya que son las células que en Phaseolus vulgaris
responden a las moléculas liberadas por las bacterias del género Rhizobium que
llevan al establecimiento de la simbiosis. Los pelos radicales son capaces de
deformarse para formar un hilo de infeccién que tiene la apariencia fisica de un

tunel, que permite a la bacteria colonizar la raiz (Cardenas et al., 1995), lo cual



posteriormente hace posible la fijacién biolégica del nitrdgeno atmosférico a una
forma asimilable para la planta.

Por todas estas caracteristicas, los pelos radicales se han utilizado
ampliamente para el estudio de diversos procesos celulares, por ejemplo, se han
empleado para estudiar los eventos que permiten el crecimiento altamente
polarizado (Meiri, 2005). Para permitir el crecimiento en una regién delimitada
del apice se requiere de multiples eventos, estos eventos incluyen desde cambios
idnicos, cambios en el pH, produccion de ERO, re arreglos en el citoesqueleto,
etc. Estos antecedentes han permitido sugerir que existen propiedades Unicas en
la membrana de estas células que permiten la actividad coordinada de todos los

elementos antes descritos y que se describirdn en la siguiente seccion.

La membrana plasmatica.

Las membranas celulares son cruciales para la vida celular ya que han
permitido la compartamentalizacién, indispensable para la realizacion de
actividades controladas en ambientes delimitados. La membrana plasmatica
rodea a la célula, sin embargo, permite una comunicacion muy estrecha con el
medio extracelular. Las membranas celulares estan formadas por lipidos vy
proteinas. Los lipidos en la membrana plasmatica estan ordenados en forma de
una doble capa continua en la que se encuentran interaccionando con proteinas.
La bicapa lipidica es la estructura basica de la membrana y actia como barrera
impermeable al paso de la mayoria de las moléculas hidrosolubles y permitiendo
el paso de pequeiias moléculas no polares como el oxigeno (0;), el didxido de

carbono (CO,) y nitrogeno (N,).

Uno de los componentes mas abundantes en las membranas celulares son
los fosfolipidos (también conocidos como fosfoglicéridos). Los fosfolipidos tienen
una cabeza polar y dos colas hidrocarbonadas hidrofébicas (Figura 3). Las colas
suelen ser acidos grasos y su longitud varia. En los fosfolipidos una de las
cadenas hidrocarbonadas presenta una o mas insaturaciones. Las diferencias en
la longitud de las cadenas hidrocarbonadas y el grado de insaturacion afectan la
capacidad de los fosfolipidos para empaquetarse entre si y con otros lipidos en la

membrana, por lo tanto también afecta la fluidez de la membrana.



Otros de los componentes mas importantes de la membrana plasmatica
son los esteroles (Figura 3). Los esteroles se orientan en la membrana
plasmatica con su grupo hidroxilo proximo a las cabezas polares de los
fosfolipidos y glucolipidos. Los anillos esteroides planos y rigidos del colesterol
interactlan con las cadenas hidrocarbonadas mas cercanas a la cabeza polar
generando una menor fluidez en esta regidén. La concentracién de colesterol en la
membrana afecta la fluidez de la membrana, cuando se encuentra a altas
concentraciones el colesterol evita que las cadenas hidrocarbonadas

interaccionen y cristalicen.

Los esfingolipidos son el grupo mas complejo de lipidos presentes en la
membrana. Los esfingolipidos contienen azlcares, y tienen la capacidad de
formar enlaces de hidrégeno entre ellos. En la membrana plasmatica los grupos
azucar quedan al descubierto en la superficie de la célula, lo que le permite tener
una funcidén en la interaccion de la célula con el medio. Los glicolipidos mas
complejos son los ganglidosidos que contienen oligosacaridos de uno o mas

residuos de acido sialico (Figura 3).

Otros componentes de las membranas bioldgicas son las proteinas. Estas
se asocian con la membrana de diferentes maneras. Las proteinas
transmembranales atraviesan la bicapa lipidica y son proteinas anfipaticas. El
caracter hidrofébico de este tipo de proteinas se incrementa por la union
covalente de una o mas cadenas de acido graso. Otras proteinas de membrana
son llamadas periféricas, debido a que se encuentran en una sola cara de la
membrana. Las proteinas que se encuentran en la parte citoplasmica de la
membrana se asocian con la membrana a través de la unién covalente con una o
mas cadenas de acidos grasos o con un grupo prenil. También existen otras
proteinas que se encuentran expuestas a la superficie celular, y que estan unidas
a la bicapa lipidica por medio de la unién covalente con el grupo fosfatidil inositol
(GPI).
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Figura 3 Representacion esquematica de los principales lipidos de membrana.

Los acidos grasos pueden tener cadenas saturadas o insaturadas como se muestra a la
izquierda en la figura. Los fosfolipidos tienen una estructura bdsica de acido fosfatidico y
estdn representados en el cuadro azul. Los esfongolipidos en el cuadro verde, tienen
esfingosina. Los esteroles estan representados por el colesterol cuya estructura se
muestra en el cuadro rojo.

Las interacciones no covalentes son las responsables de la estructura y
fluidez de la membrana plasmatica y las dos clases mas importantes son las
interacciones hidrofdbicas e hidrofilicas. Las interacciones hidrofébicas entre los
acidos grasos son responsables de mantener los grupos hidrofdbicos o no polares
lejos del agua y son responsables de la inmiscibilidad de las cadenas
hidrocarbonadas en agua, al incrementar el contacto entre ellos. Mientras que las
interacciones hidrofilicas de los lipidos son las responsables de la preferencia de
grupos idnicos y polares por un medio polar o acuoso. Se dan al aumentar el
contacto directo entre los grupos idnicos y zwiteridnicos del lipido con la fase
acuosa en la superficie de la bicapa. En el caso de lipidos zwiteridnicos las

interacciones dipolo-dipolo entre los pares idnicos en la superficie de la bicapa



lipidica también contribuyen a la estabilizacién de la estructura de la bicapa
lipidica (Singer and Nicolson, 1972). Por lo tanto, las membranas celulares son
estructuras dindamicas, fluidas y sus moléculas son capaces de desplazarse en el

plano de la membrana.

Los microdominios membranales.

Simons y cols. en 1988 realizaron estudios en membranas epiteliales de
mamiferos y fueron los primeros en sugerir que existe una distribucion lipidica
diferente entre la membrana apical y basolateral, en células con crecimiento
polarizado (Simons and van Meer, 1988). En estos estudios encontraron que la
composicion lipidica de la membrana plasmatica apical y basolateral variaba, y
demostraron que existia una mayor concentracion de esfingolipidos y esteroles
en la regidn apical. Puesto que los esteroles interaccionan fuertemente con los
esfingolipidos, estos tenderian a organizarse generando regiones con poca
fluidez, mientras que los fosfolipidos ocuparian el resto de la membrana, dandole
mayor fluidez a estas regiones. El tipo de lipidos y las interacciones entre ellos
son las causantes de la resistencia a detergente de ciertas membranas,
particularmente de las que contienen esfingomielina, colesterol,
glicoesfingolipidos y fosfolipidos saturados (Dietrich et al., 2001). Esta idea ha
crecido gracias a los diversos estudios que se han realizado en células animales y
esto ha permitido plantear la hipdtesis de que los lipidos que forman la
membrana plasmatica no estan distribuidos homogéneamente, como lo sugeria
el modelo de Singer y Nicholson, sino que se asocian para formar microdominios

membranales.

Los lipidos de membrana se agregan naturalmente en el plano de la
membrana, por interacciones intermoleculares de tipo Van der Waals entre las
cadenas alifaticas saturadas de los esfingolipidos, asi como puentes de hidrégeno
entre los residuos glicosil adyacentes de los glicoesfingolipidos vecinos. Los
microdominios lipidicos se forman gracias a interacciones débiles entre la cadena
alifatica saturada de los esfingolipidos y el anillo esteroide de los esteroles que se
incorpora entre los esfingolipidos, dando lugar a un mayor grado de rigidez entre
estos lipidos (Figura 4). Este empaquetamiento se debe a que hay mayor
superficie de interaccidon entre estas dos clases de lipidos en comparacién con los

fosfolipidos que son excluidos de estos microdominios por sus cadenas alifaticas



insaturadas (Figura 4). Debido a que la mayoria de los fosfolipidos muestran
cadenas insaturadas, éstos no se asocian con estos microdominios debido a que
estas insaturaciones promueven un mayor grado de desorden y disminuyen la

interaccion existente entre las cadenas alifaticas de los lipidos.
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Figura 4 Representacion esquematica de una balsa lipidica.

En rojo se pueden apreciar los esfingolipidos; en azul los fosfolipidos y en naranja el
colesterol; también se representan algunos tipos de proteinas presentes en balsas
lipidicas (Simons and Ikonen, 1997).

Un dominio es una regidn con caracteristicas propias que lo diferencian de
su entorno. Por lo tanto, un dominio de membrana, es una regiéon con
caracteristicas fisico-quimicas que la diferencian del resto de la membrana
(Anderson and Jacobson, 2002). Actualmente el término balsa lipidica, se usa
para describir los microdominios enriquecidos en esteroles, esfingolipidos y
proteinas presentes en la membrana plasmatica. Sin embargo, los microdominios
lipidicos se han nombrado de diversas maneras, de acuerdo a su composicion,
CEM y GEM (membranas enriquecidas en colesterol y membranas enriquecidas
en glicoesfingolipidos respectivamente; por sus siglas en inglés). Asi mismo, se
han nombrado de acuerdo a la forma en que fueron aisladas, como DIG

(membranas enriquecidas en glicoesfingolipidos insolubles en detergente; por

10



sus siglas en inglés) y DRM (membranas resistentes a detergente; por sus siglas
en inglés) (Pike, 2004).

Los microdominios membranales especializados, a los que Simons e
Ikonen nombraron balsas lipidicas (“lipid rafts”), juegan un papel muy
importante en la transduccidn de sefales, la endocitosis, el trafico vesicular
(Simons and Ikonen, 1997), la infeccién por patégenos y estas se llevan a cabo
gracias a su funcion de reclutamiento de proteinas (Lucero and Robbins, 2004),
ademas estan asociados con el citoesqueleto (Caroni, 2001) e intervienen en la
distribucién de lipidos importantes para la sefializacién intracelular, por ejemplo:
PIP, (Kwik et al., 2003). Potencialmente, la interaccion entre lipidos de las balsas
lipidicas podria afectar la funcidn de las proteinas presentes en estos
microdominios, ya sea modificando su conformacién, lo cual puede afectar la
actividad de la proteina; o bien, facilitando la interaccion entre proteinas que se
encuentran concentradas en estos dominios por uno o ambos lados de la
membrana (Bhat and Panstruga, 2005). la asociacién de proteinas con los
microdominios membranales esta determina en gran medida por la presencia
ciertos dominios transmembranales (Lucero and Robbins, 2004), la existencia de

un dominio de anclaje tipo glicosil fosfatidil inositol (GPI) y de acilacién.

A la fecha se han reportado un numero significativo de trabajos sobre
balsas lipidicas. Muchos explotan la propiedad de las membranas de formar fases
ordenadas aisladas debido a su insolubilidad en detergentes no idnicos,
principalmente Triton X-100 (Grennan, 2007). Algunos otros trabajos, han
empleado técnicas menos invasivas como la expresion de proteinas que
presentan los dominios de modificacidon GPI fusionados a proteinas fluorescentes
y otros experimentos han analizado la interaccion de proteinas asociadas con
estos microdominios mediante FRET (transferencia de energia resonante de

Forster; por sus siglas en inglés) (Zacharias et al., 2002).

En membranas modelo, los microdominios lipidicos pueden alcanzar un
tamafio que puede variar de una escala nanoscopica a una escala microscépica,
dependiendo de la composicidon de lipidos a la que se haga referencia (Jacobson
et al., 2007); pero en general se ha calculado que se encuentran entre 50 nm y
500 nm. La descripcion de las balsas lipidicas se ha hecho aun mas compleja al

proponerse que estos microdominios se pueden agrupar entre si para formar
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estructuras mas grandes, a las cuales se les ha denominado islas o plataformas
lipidicas. Estas plataformas presentan un tamafio mayor y se ha sugerido que
son el medio que facilita que las proteinas puedan interactuar en un evento de
sefializacion (Simons and Ikonen, 1997), permitiéndole a la célula responder mas

eficiente y rdpidamente ante un estimulo.

ANTECEDENTES

Inicialmente, el modelo propuesto para las los microdominios
membranales sugeria que las DRM aisladas eran el producto de los
microdominios membranales preexistentes de la membrana plasmatica de donde
fueron extraidas, y por lo tanto debian reflejar su comportamiento. Por esto en
plantas se ha usado esta metodologia para la busqueda de microdominios
membranales, lo que ha permitido la caracterizacién in vitro de microdominios
aislado de membranas de diferentes tejidos de plantas (Peskan et al., 2000;
Mongrand et al., 2004; Borner et al., 2005; Laloi et al., 2007; Lefebvre et al.,
2007; Kierszniowska et al., 2009).

Peskan y cols. fueron los primeros en aislar DRM de membranas de hojas
de tabaco y examinaron por microscopia electrdnica las vesiculas insolubles en
detergente. En ese trabajo, caracterizaron las vesiculas de entre 100-400 nm y
encontraron seis proteinas que presentaban motivos para anclaje por GPI. Como
ya se menciond anteriormente, este anclaje es frecuente en proteinas asociadas

con los microdominios membranales (Peskan et al., 2000).

En ese mismo ano, Xu y colaboradores, demostraron que la formacién de
microdominios membranales estd influenciada por la estructura del esterol (Xu
and London, 2000) y un afo mas tarde estos autores analizaron en membranas
modelo la capacidad de los esteroles naturales como los de plantas y hongos,
para formar microdominios. Todos estos resultados demostraron que al igual que
el colesterol, los esteroles de plantas y hongos promueven la formacion de
dominios ordenados (Xu et al., 2001). De manera interesante, los esteroles
analizados por estos dos autores (ergosterol, 7-dehidrocolesterol, estigmasterol
y sitosterol) promueven y estabilizan mejor que el colesterol la formacién de los
dominios membranales. Esta diferencia en la capacidad formadora de dominios

es atribuida a la presencia de un doble enlace en el anillo esterol y a la longitud
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de la cadena alifatica sustituyente, ausente en el colesterol (Xu et al., 2001). Sin
embargo, estos estudios fueron realizados en membranas modelo las cuales
estan libres de proteinas, por lo que el efecto de las proteinas en la formacién de

microdominios membranales no pudo ser analizado.

Posteriormente, Yuan examiné la distribucion del gangliésido monosialilado
1 (GM1) en monocapas y bicapas de mezclas terciarias de lipidos que mimetizan
la composicion lipidica existente en membranas naturales. De manera
interesante, encontraron que GM1 estd distribuido en los microdominios lipidicos
(Yuan et al., 2002).

En un principio se habia cuestionado la formacion de balsas lipidicas en
plantas, principalmente debido a que la presencia de colesterol no se habia
demostrado en plantas. Sin embargo, otros esteroles se han descrito en plantas,
tales como sitosterol, stigmasterol y camposterol que como se menciond
anteriormente, pueden reemplazar las funciones del colesterol en la capacidad de
asociarse con microdominios lipidicos en plantas (Lefebvre et al., 2007), gracias
a la similitud estructural entre estos esteroles y el colesterol (Figura 5) (Xu et al.,
2001). Todos estos estudios han permitido cambiar el panorama actual y reforzar
la idea de que al igual que en las células animales, las plantas también presentan
los componentes estructurales necesarios para la formacion de microdominios

membranales.

Colesterol Camposterol Sitosterol Stigmasterol
OH OH OH OH Hidrofébica

) \ \ \
) -\ \— ,'. — '.;7
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N—— ) — ) —— ) —

Figura 5 Estructura de esteroles existentes en la membrana plasmatica de las plantas.

Los esteroles presentes en la membrana plasmatica de las plantas presentan el
mismo anillo esterol, pero varian en la cadena alifatica (Buchanan, 2000).

Recientemente, se han realizado contribuciones importantes que indican la

existencia de microdominios lipidicos en plantas; por ejemplo, se han realizado
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estudios de protedmica a partir de DRM (Mongrand et al., 2004; Borner et al.,
2005; Lefebvre et al., 2007). Esto ha permitido caracterizar un gran nimero de
proteinas con firmas caracteristicas de componentes de microdominios lipidicos.
Muchas de estas proteinas presentan motivos de anclaje tipo GPI, de manera
similar a las modificaciones encontradas en ciertos microdominios membranales

de células animales.

En estudios posteriores, realizados por Mongrand y cols. en hojas de
tabaco y células BY2, se encontré que las fracciones insolubles analizadas
estaban enriquecidas en glicosilceramida, en estigmasterol, en sitosterol, en 24-
metil-colesterol y en colesterol, mientras que los fosfolipidos y los glicerolipidos
son excluidos de estos microdominios membranales. En ese mismo trabajo hacen
un estudio protedmico de los componentes presentes en los microdominios
lipidicos que aislan por DRM y encuentran proteinas con diversas funciones.
Entre las funciones que tienen las proteinas se encuentran en estas DRM estan
las relacionadas con defensa (remorina), flujo de agua (aquaporina), trafico
vesicular (sintaxina y dinamina), crecimiento celular (H-ATPasa) y organizacion
del citoesqueleto (actina y tubulina)(Mongrand et al., 2004). Estas proteinas
obtenidas son similares a las identificadas en otros estudios en células animales.
Por otra parte, encuentran que los esfingolipidos encontrados en plantas
contienen los mismos grupos polares que los existentes en células animales y
que la cadena alifatica del acido graso es mas corta en plantas (Bohn et al.,
2001; Laloi et al., 2007). La cadena alifatica mas larga detectada en plantas fue
de 20 carbonos, mientras que en células de animales, contienen arriba de 29

carbonos (Mongrand et al., 2004).

En un estudio realizado por Borner y cols. en callos de Arabidopsis
thaliana, mostraron que las DRM contiene cuatro veces mas contenido de
esteroles y cinco veces mas esfingolipidos de lo que se presenta en el resto de la
membrana plasmatica. Las proteinas presentes en estas DRM tienen
modificaciones como la acilacién en el N-terminal. Por lo que concluyen que estas
proteinas podrian ser dirigidas a los microdominios lipidicos, por la adicién de
anclajes lipidicos (Borner et al., 2005).

Lefebvre y cols. por su parte, hicieron un analisis de los componentes
lipidicos que forman la membrana plasmatica de Medicago truncatula, y de

manera interesante encontré que los esteroles que las forman se encuentran en

14



proporciones similares a los antes descritos por Borner y Mongrand (Lefebvre et
al., 2007).

A la fecha, la extraccion de DRM es uno de los métodos de aislamiento
mas empleados para estudiar microdominios lipidicos como los reportes antes
descritos, sin embargo, la temperatura que se usa para su extraccién (4°C) es
inferior a la temperatura fisioldgica y esto de acuerdo a algunos autores podria
afectar el comportamiento lipidico y por tanto, la organizaciéon de la membrana
plasmatica (Heerklotz, 2002).

En plantas, muy pocos enfoques se han abordado para el estudio de los
microdominios lipidicos in vivo. A la fecha, solo existe un trabajo recientemente
publicado en el cual han utilizado una sonda fluorescente como di-4-ANEPPDHQ y
filipina ambos empleados para revelar sitios enriquecidos en esteroles en tubos
polinicos con crecimiento polar (Liu et al., 2009). Sin embargo, la filipina no
presenta una fluorescencia fuerte que permita realizar estudios altamente
dindmicos y di-4-ANEPPDHQ no representa una distribucion clara de los
microdominios membranales. Por lo tanto, la implementacidn de nuevos
enfoques que permitan visualizar estos microdominios in vivo sera de gran valor
para poder abordar su estudio. Por ejemplo, se podria evaluar el papel que
presentan estos microdominios durante el crecimiento, desarrollo y durante la
respuesta a diferentes tipos de estreses, incluyendo las interacciones con
microorganismos patégenos y simbidticos. Por lo cual, en este trabajo se explora
el uso de marcadores fluorescentes especificos y que a la fecha no se han

empleado en células vegetales.
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JUSTIFICACION

En este trabajo se propone un nuevo enfoque para el estudio de
microdominios membranales en células vegetales, el cual permitira visualizarlos
in vivo en los pelos radicales de frijol, tabaco y otras células con crecimiento
polarizado, como las hifas de hongos. El andlisis se realizara con lipidos
especificos presentes en balsas lipidicas, que estan acoplados a sondas
fluorescentes. Aunque estos compuestos se han utilizado ampliamente para el
estudio de microdominios membranales en células animales, hasta la fecha no
existen reportes que utilicen estas sondas fluorescentes en células vegetales.
Este enfoque, permitird estudiar la distribucion y la dindmica de estos
microdominios in vivo durante el crecimiento de una célula polarizada. Ademas,
se podra evaluar el papel de diversas drogas que interfieren con la organizacién

de los microdominios lipidicos.
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HIPOTESIS

Las balsas lipidicas son ricas en esteroles y glicoesfingolipidos, por lo que
la incorporacién de glicoesfingolipidos y colesterol acoplados a fluordforo
permitira visualizar y estudiar estos microdominios in vivo durante el crecimiento

polar de los pelos radicales.
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OBJETIVO GENERAL

Visualizar microdominios membranales in vivo durante el crecimiento

polar, usando como modelo pelos radicales de plantas y hongos filamentosos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Marcar de manera especifica microdominios membranales utilizando

marcadores fluorescentes especificos en pelos radicales de Phaseolus vulgaris en

crecimiento.

1.

Evaluar la capacidad del GM1 derivatizado con un marcador fluorescente

para asociarse con microdominios lipidicos.

Estudiar la capacidad de poder incorporar colesterol derivatizado dentro

de microdominios lipidicos en células vegetales.

Evaluar las diferencias entre la incorporacion de sondas especificas para

microdominios lipidicos y los trazadores de membrana como FM@ 4-64.

Determinar el efecto de agentes removedores de esteroles (metil-pB-
ciclodextrina) de membrana sobre la organizacidon de los microdominios

membranales y sobre el crecimiento apical de los pelos radicales.

Estudiar el efecto de compuestos que afectan el citoesqueleto de actina
(citocalasina, latrunculina y jasplaquinolide) en la organizacién de los

microdominios membranales.

Determinar el grado de rigidez de la membrana mediante el uso de

sondas fluorescentes (Laurdan).
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METODOLOGIA:

Esquema metodolégico.

Preparacion de
raices para su

observacion al
microscopio

Adicion de Adicion de Uso de un Laurdan Empleo de
Cocl;e'\g%ecr)ol FM@ 4-64 como agente como indicador drogas que

trazador de removedor COITE0 ~afectan el
acoplados membrana de esteroles citoesqueleto
a fluoroforo membrana de actina

Germinacion de Phaseolus vulgaris.

La superficie de las semillas de P. vulgaris se desinfecta con lavados sucesivos de
hipoclorito de sodio al 2.5 %, etanol al 20 % y agua mili-Q estéril; durante 5, 3 y
un minuto respectivamente. Las semillas desinfectadas se colocan en una charola
de cultivo estéril sobre papel absorbente humedecido con medio Fahreaus estéril
(CaCl, 562 yM, MgS0O, 622 uM, KH,PO, 457 nM, Na,HPO, 650 nM, Citrato férrico
13 uM, H5BO; 46.2 pM, MnS0O4 13.4 uM, ZnS0O,4 1.36 uM, CuSO, 500 nM, NaMnO,
330 nM). La charola se cubre con papel aluminio estéril y se coloca en una

camara de crecimiento en posicion semi inclinada a una temperatura de 28 °C.

Preparacion de raices para su observacion al microscopio.

De las plantas germinadas se eligen aquellas con una raiz de
aproximadamente 3 cm y se colocan en una caja de Petri con portaobjetos
estéril, se le agrega 1 ml de medio Fahreaus estéril a la raiz y se cubre con papel
de celulosa (celofan dulce) estéril. Después se dejan en recuperacion a 28 °C,
por al menos seis horas. Una vez que se recuperan las raices, se realizan los
tratamientos y/o se afnaden las sondas fluorescentes y se observan las células al

microscopio.

Elaboracion de complejos metil-B-ciclodextrina: NBD-colesterol.

Los complejos metil-B-ciclodextrina:colesterol constituyen una buena

estrategia para introducir colesterol a las células. Para la preparacion de estos
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complejos se utiliza metil-B-ciclodextrina (Sigma Aldrich) a una concentracion de
0.253uM, mientras que para el NBD-colesterol se emplearad una concentracién de
0.088uM. Para la incorporacion de colesterol a la célula se utiliza una mezcla
consistente en metil-B-ciclodextrina: NBD-colesterol (10:1, v:v), disueltos por
separado en cloroformo: metanol (1:1, v:v) y se dejan incubando toda lo noche
en agitacién a 37 °C (Christian et al., 1997).

Principios fisicos de la fluorescencia.

Las sustancias fluorescentes, pueden absorber la luz y volverla a emitir. En
este proceso la luz re-emitida tiene una longitud de onda mas larga que la de la
luz recibida (es decir, las moléculas fluorescentes absorben la luz de una
determinada longitud de onda y emiten luz de otra longitud de onda mas larga).
Asi, los materiales luminiscentes al ser expuestos a la accion de los rayos

ultravioletas, rayos X o rayos catddicos, se llaman fluorescentes.

Cuando un compuesto absorbe energia, una parte de esta energia se

emite como luz, y este proceso tiene dos pasos (Figura 6 A):

1. La energia incidente (excitacién) hace que los electrones de los atomos del
material absorbente se exciten y salten de las orbitas internas de los atomos a

las orbitas exteriores (es decir, suben su nivel energético).

2. Cuando los electrones vuelven de nuevo a su estado original, emiten un

fotén (emisidn).

El intervalo entre los dos pasos puede ser corto (menos de 0.0001
segundos) a grande (varias horas). Si el intervalo es corto, el proceso se llama

fluorescencia; si el intervalo es largo, el proceso se llama fosforescencia.

La intensidad y el color de la luz es una propiedad caracteristica de la
molécula fluorescente utilizada. Los colorantes fluorescentes utilizados para el
marcaje celular son detectados con ayuda del microscopio de fluorescencia. Este
microscopio es similar al microscopio convencional, a excepcidon de que la luz
incidente, que procede de una potente fuente, atraviesa un primer filtro que
selecciona la longitud de onda capaz de excitar al fluoréforo, antes de incidir

sobre la muestra. La luz emitida por la muestra (reflejada y fluorescente)
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atraviesa un segundo filtro que selecciona la longitud de onda de emisién del

fluoroforo (Lakowicz, 2006). Este proceso se describe en la figura 6 B.

Absorcion de Luz UV Principio de excitacion y emision

= Luz UVy visible
\ Luz emitida
; } =
j; xcitacion
» Luz UV
Filtro de
excitacion

Filtro barrera
(emision)

Emision de fluorescencia
A Visible B fluorescente

Muestra

Figura 6 Esquema basico del fendmeno de fluorescencia.

A, la energia de excitacion (onda corta) excita los electrones haciéndolos elevarse a un
nivel energético mayor, al regresar a su nivel energético inicial la energia liberada se
emite como fluorescencia (de mayor longitud de onda). B, Diagrama simplificado de la
observacién de una muestra fluorescente.

Uso de sondas fluorescentes.

Las sondas fluorescentes usadas para analizar la presencia de
microdominios membranales en los pelos radicales son las siguientes: el
gangliésido GM1-Fl (Invitrogen), NBD-colesterol (Avanti Polar Lipids), filipina
(Invitrogen) y DHPE-Rh (Molecular Probes). Asimismo, se utilizé FM@ 4-64
(Molecular Probes) para visualizar las membranas. Los compuestos fluorescentes
FM@ 4-64, DHPE-Rh, filipina, Laurdan y GM1-Fl se incorporan directamente en la
membrana plasmatica. Laurdan (Sigma-Aldrich) es un compuesto fluorescente
sensible a la polaridad del medio en que se encuentra y se emplea como un
marcador que nos permite visualizar la heterogeneidad de la membrana. Para la
incorporacion de NBD-colesterol en membrana se emplea metil-B-ciclodextrina

como se describidé anteriormente; ver tabla 1.

Las sondas fluorescentes se adicionan lentamente en el medio en el que se
encuentran creciendo las raices, estas raices deben estar previamente
preparadas en camaras especialmente disefiadas para este propdsito. Seguido de
su recuperacion, se levanta cuidadosamente el papel celofan para descubrir la
raiz, y se adiciona la sonda fluorescente lentamente a 2 ml de medio Fahreaus,
en la caja Petri donde se encuentra creciendo la plantula. Una vez que las
plantulas se tratan con la sonda fluorescente, se observan al microscopio de

fluorescencia.
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Tabla 1. Fluoroforos empleados para visualizar microdominios lipidicos.

Concentraciéon | Absorciéon | Emision | Filtro de Filtro
absorcioén de
Compuesto (M) (nm) (nm) emisién Blanco
GM1-Fl 1.48X107*° 485 535 HQ484/15 | 535/25 Microdominios
membranales
Laurdan 15X10°® 364 430/490 380x 485/40 Rigidez de la
membrana y/o
microdominios
membranales
FM@ 4-64 3.29x107* 515 640 D530/20 605/55 | Membrana celular
inespecificamente
NBD- 8.9X10°8 460 534 HQ470/40 | 535/25 Microdominios
Colesterol membranales y/o
regiones
enriquecidas en
esteroles
Filipina 3x107%2 360 460 D340x 485/40 Regiones
enriquecidas en
esteroles
DHPE-Rh 3x107%® 557 571 D540/25 | D605/55 | Microdominios
membranales

Tratamiento con compuestos que afectan los microfilamentos de
actina y agentes removedores de esteroles.

Para estudiar este aspecto se adicionan

lentamente

los compuestos

removedores de esteroles (metil-B-ciclodextrina, Sigma-Aldrich), asi como las
drogas que afectan el citoesqueleto de actina (citocalasina B, latrunculina y
jasplaquinolide; Sigma-Aldrich) a las plantulas que se encuentran creciendo en la
caja de Petri. Estas cajas contienen las plantulas previamente preparadas, donde
se encuentra creciendo la plantula sélo con medio Fahreaus. Otras plantulas son
colocadas en las cajas de Petri con medio Fahreaus y son tratadas con los
marcadores fluorescentes, y posteriormente se tratan con las drogas que afectan
el citoesqueleto de actina o que remueve esteroles, y son observadas al

microscopio de fluorescencia.

Para el uso del agente removedor de esteroles de membrana (metil--

ciclodextrina, Sigma-Aldrich) se usan varias concentraciones 5, 7, 10, 15, 30 y
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60; hasta encontrar una concentracion en que el efecto fisioldgico sea observable
en los pelos radicales. Mientras que para los compuestos que afectan el
citoesqueleto de actina se usan las siguientes concentraciones: para Latrunculina
se usa 1 nM y 2 nM; para Jasplaquinolide 10 nM, 20 nM, 30 nM, 40 nM, 50 nM,
60 nM y 100 nM; y para Citocalasina B-Rh 200 nM. La citocalasina rodaminada
fue excitada a una longitud de onda de 557 nm usando un filtro de 540 nm con
un ancho de banda de 25 (D540/25) y su emisidn se capturé en una longitud de
571 nm con un filtro de 605 nm con un ancho de banda de 55 nm (D605/55).

Obtencion de imagenes.

Las imagenes de fluorescencia se adquirieron excitando las sondas
fluorescentes con una unidad externa de iluminacion (DG-4, Shutter
Instruments), con un objetivo de inmersion en agua de 60X y una apertura

numeérica de 1 (ver tabla 1).

Las imagenes tanto de fluorescencia como de luz transmitida se capturan
utilizando una cdmara de CCD (Cool SNAP HQ? Photometrics, Roper Scientific) y
el programa especializado de captura de imagenes Metamorph/Metafluor
(Universal Imaging), acoplado a un sistema de filtros giratorio (Lambda, Shutter
Instruments), que controlan los filtros de emision y luz polarizada. También
contamos con un obturador (shutter Uniblitz) que permite el paso de luz
transmitida de manera automatizada. Este equipo en conjunto garantiza una
rapida adquisicién de la imagen de fluorescencia y de luz transmitida. El sistema
de microscopia de fluorescencia consiste de un microscopio invertido marca
Nikon (Eclipse TE 300), y que contiene una camara de incubacidon que permite
regular las condiciones de temperatura a la que se encuentra la muestra
bioldgica para el crecimiento éptimo de las plantulas mientras se capturan las

imagenes.

Procesamiento de imagenes.

Las imagenes obtenidas son procesadas usando las herramientas del
programa de captura y procesamiento de imdagenes Methamorph/Methafluor
(Universal Imaging), que a continuacién se describen. Las imagenes de
fluorescencia y de luz transmitida, son rotadas para mostrar los pelos radicales

de manera vertical. A las imagenes de fluorescencia, ademas se les substrae el
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fondo (Background substraction tool, por su nombre en inglés) seleccionando un
area de interés (ROI, por sus siglas en inglés) exterior al pelo radical, que hace
una resta entre la intensidad de fluorescencia de la ROI en toda la imagen. Para
una mejor presentacién de las imagenes de fluorescencia, se les aplica un filtro
medio; este filtro toma un pixel de prueba y lo compara con los pixeles que lo
rodean (kernel) y hace un promedio de las intensidades de fluorescencia.

La fluorescencia se cuantifica seleccionando un &rea determinada de
interés en la cual se mide la intensidad de fluorescencia promedio capturada y
los datos se grafican con el software Excel (Microsoft). Para el caso de las DRM,
se tomd y se mididé la fluorescencia de toda la imagen. En el caso de los pelos
radicales tratados con GM1-Fl y tratados con Latrunculina se tomdé una ROI del

mismo tamafio en la regién apical del pelo radical en toda la secuencia.

Aislamiento de pelos radicales de P.vulgaris

Las raices de frijol germinadas como ya se menciond anteriormente, se
colocan en un vaso de precipitados de 100 mililitros con medio Fahreaus y se
dejan en recuperacion por 8 horas. Las raices recuperadas son tratadas con
GM1-FI a una concentracion de 3x10'®> M durante 5 segundos y luego se
congelan con nitrégeno liquido. Las raices congeladas se cortan y se colocan en
un vaso de precipitados con nitrégeno liquido en agitacion suave para evitar
quebrar las raices. Las raices se vierten en un colador de metal y se recupera el
nitrégeno liquido enriquecido en pelos radicales en otro recipiente, se hacen
cinco lavados con nitrégeno liquido y en cada lavado se agitan las raices en el
colador. El nitrégeno liquido se deja evaporar y se re suspenden los pelos
radicales en TNE (TRIS-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM a pH 7.4)
adicionado con un cocktail de inhibidores de proteasas, en una relacién 1:2 (1
gramo de muestra: 2 mililitros de TNE enriquecido con el cocktail de inhibidores

de proteasas complete Roche 1.6 pg/ml).

Extraccion de DRM a partir de homogenados de raiz

El aislado de pelos radicales se centrifugd a 11,000 rpm a 4 °C durante 5
minutos, para bajar nucleo y se recuperé el sobrenadante. Se determind la
proteina del sobrenadante de la muestra por el método de Lowry modificado por
Peterson (Peterson, G.L. 1977 Anal. Biochem.83, 346-356).
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Para la obtencion de membranas resistentes a la solubilizacion por
detergente (DRM) se realizd una combinacién de los métodos descritos para
tabaco (Peskan et al., 2000) y levadura (Bagnat et al., 2000).

Para la obtencién de DRM (Figura 7) a 17 pg de muestra que fueron
resuspendidas en amortiguador TNE (Tris-HClI 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM,
EDTA 5 mM) obtenidas de pelos radicales, se les afiadié Tritdon X-100 (TX100) a
una concentraciéon final de 1%, y las membranas fueron solubilizadas a 4 °C
durante 30 min. Una vez solubilizadas las membranas se hace un gradiente en el

orden que a continuacion se muestra:

a) A las membranas solubilizadas se les afiadid 0.5 mL de Optiprep (Axis-

Shield) al 60% para obtener una concentracién final de 40%.

b) Al tubo anterior se le adicionaron 1.2 mL de soluciéon Optiprep al 30% en
TXNE (TNE, 0.1% TX100).

c) Se adicion6 enseguida 0.2 mL de soluciéon TXNE.

d) Se centrifugd a 45 000 rpm en la Ultracentrifuga Beckman utilizando el rotor
SW50.1 a 4 °C durante 2 horas.

e) El gradiente fue dividido en 6 fracciones de igual volumen (358 uL cada

fraccién). La fraccidn superior corresponde a la fraccion de DRM.

348 pL de muestra

2.03 uL de Triton X-100 al 10%o

Fracciones

- / del gradiente
. ; . : 1«—DRM
[ncubar a4 °C Afiadiry Atiadir 1.2 mL, Afiadir 0.2 mL || Centrifugara_ :
durante 30 min. ko mezclar 0.5 mL [ de Optiprep 30% de TXNE 250000 X ga s
de Optiprep 60% en TXNE 4°C durante 2 h

Figura 7 Procedimiento de obtencién de membranas resistentes a la solubilizacién por
detergente (DRM).

Procedimiento de obtencién de membranas resistentes a la solubilizacion por detergente (DRM).
Donde TXNE, Amortiguador TNE y 0.1% Tritédn X-100.
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RESULTADOS:

GM1-Fl y DHPE-Rh acoplados a flour6foros como marcadores
membranales, en pelos radicales de Phaseolus vulgaris y otras
células con crecimiento apical.

Se sabe que el colesterol y los esfingolipidos forman parte de los
microdominios membranales. Una manera de visualizar estos microdominios
membranales es el uso de lipidos acoplados a fluoréforos los cuales tienen una
distribucién preferencial en microdominios membranales, como GM1-Fl.

Uno de los intereses de este proyecto, consiste en determinar si GM1-Fl es
capaz de incorporarse especificamente en la membrana celular de los pelos
radicales de Phaseolus vulgaris si su localizacidn es homogénea o si se limita a
regiones delimitadas. Los primeros experimentos fueron desarrollados en pelos
radicales de frijol y bajo las condiciones establecidas se pudo lograr incorporar la
sonda fluorescente en los pelos radicales vivos con crecimiento polar (Figura 8).
Los resultados obtenidos con los pelos radicales de frijol resultan muy
interesantes, primero porque la sonda se adiciona a toda la zona de la raiz y sin
embargo se acumula mayoritariamente en la region apical (Figura 8, panel B y
C). Segundo, los pelos radicales con la sonda incorporada pueden seguir
manteniendo sus funciones particulares como el flujo citoplasmico y el
crecimiento polar (Figura 8 A), sin perder la localizacion apical de la sonda
fluorescente.

Las células vegetales presentan una pared celular que recubre Ila
membrana plasmatica. Aunque es una estructura rigida, la pared celular es
altamente dindmica, protege a la célula de los cambios ambientales y en algunas
ocasiones evita que muchos compuestos entren a la célula, quedando retenidos
en la pared celular. Finalmente, es importante mencionar que cuando se realiza
una plasmdlisis suave de la célula para separar la membrana celular de la pared
celular, la localizacion de la sonda fluorescente es estriccamente membranal y no
esta asociada a elementos de la pared celular (Figura 8, panel D). Por lo tanto,
estos resultados nos permitiran realizar experimentos que nos lleven a entender

como estos lipidos estan asociados con el crecimiento polar.
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Figura 8 GM1-Fl permite marcar microdominios membranales en pelos radicales de
P.vulgaris.

De A-C se muestra una secuencia de imagenes de un pelo radical de frijol. En el panel A
se muestran las imagenes de luz transmitida, en B las imagenes de fluorescencia y en el
panel C, la colocalizaciéon de las imagenes de luz transmitida y fluorescencia. En D, se
muestra una sobre posicidn de la imagen de luz transmitida y de fluorescencia de un pelo
radical de frijol plasmolizado con 40mM de sacarosa.lLas imagenes de fluorescencia se
muestran en una escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de
fluorescencia y violeta menor intensidad. Las escalas corresponden a 10 um.

Con la finalidad de determinar si esta distribucion de GM1-Fl es similar en
pelos radicales de otras plantas, también se utilizaron pelos radicales de tabaco.
Las plantas de tabaco fueron proporcionadas amablemente por estudiantes del
laboratorio del Dr. Mario Rocha. En las plantas de tabaco, los pelos radicales se
marcan de manera similar a los de frijol cuando se les adiciona la sonda
fluorescente GM1-Fl (Figura 9, panel A, B y C) y al igual que en frijol mantienen

su crecimiento polar y flujo citoplasmico (Figura 9 A).
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Figura 9 Visualizacion de los microdominios membranales utilizando GM1-Fl en pelos
radicales de tabaco.

En A, se observa la abundante presencia de citoplasma en la region apical indica que se
trata de una célula viva con actividad de crecimiento polar. En B, se puede apreciar una
clara distribucion de la sefial fluorescente en la region apical, A, luz transmitida. B,
fluorescencia. C, sobre posicion de imagenes. Las imagenes de fluorescencia se muestran
en una escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia y
violeta menor intensidad. Las escalas corresponden a 10 pum.

Dado que también es interesante saber si el crecimiento polar esta
determinado en gran medida por una polarizacién de la membrana, utilizamos
otras células que también presentan un crecimiento apical. Entre estas células se
encuentran las hifas de hongos filamentosos que presentan un patron de
crecimiento similar del marcador. De manera interesante las hifas presentan una
distribucién similar de los microdominios membranales, esta distribucién es
apical y confinada al domo de la célula en crecimiento (Figura 10 A, B y C). En
todas estas células con crecimiento polar, la localizacién de GM1-Fl fluorescente
es predominantemente apical (Figura 10), por lo cual nuestros resultados
sugieren que GM1-Fl se esta incorporando a las membranas de estas células y
que lo hace preferencialmente en la regién apical, lo cual apoya de manera
importante, las idea de que en la region apical existen propiedades muy

particulares de la membrana, los cuales algunos han sugerido que sean balsas
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lipidicas y que en este trabajo nos limitamos a definirlos como microdominios

membranales.

Figura 10 Hifas filamentosas de Conidiobulus coronatus creciendo bajo condiciones in
vitro y tratadas con GM1-Fl.

En la figura se observa una clara distribucién de una maxima sefal en la regién apical,
que se parece a lo encontrado en los pelos radicales de frijol y tabaco. A, luz transmitida.
B, fluorescencia. C, sobre posicion de imagenes. Las imagenes de fluorescencia se
muestran en una escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de
fluorescencia y violeta menor intensidad. Las escalas corresponden a 10 pum.

En los pelos radicales cuyo crecimiento se ha detenido GM1-Fl no se
incorpora a las células (Figura 11), mientras que el marcador especifico de
microdominios lipidicos se acumula en la membrana plasmatica apical de los
pelos radicales en crecimiento e hifas de Conidiobulus coronatus. En estos
experimentos las raices de P.vulgaris se marcaron con GM1-Fl y se sometieron a
estrés mecanico causado por la manipulacion excesiva de las raices. Los pelos
radicales en la figura 11 A, muestran un hinchamiento apical caracteristico de
una célula sujeta a estrés mecanico y una disminucién clara del citoplasma en la

zona apical.

Figura 11 Las células que no presentan crecimiento apical, no incorporan GM1-Fl.
En A y B se muestra una secuencia de imagenes de un pelo radical de frijol marcado con

GM1-Fl y sujeto a estrés. En A, se muestran las imagenes de luz transmitida, en B las
imagenes de fluorescencia correspondientes. Las imagenes de fluorescencia se muestran
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en una escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia y
violeta menor intensidad. Las escalas corresponden a 10 um.

Exploracion de otros marcadores fluorescentes
potencialmente utiles para la visualizacion de microdominios
membranales en células vegetales.

La fosfatidil etanolamina es un lipido de cadena saturada que se ha
descrito como componente de los microdominios membranales. Empleando este
lipido acoplado a rodamina (DHPE-Rh) se ha utilizado en membranas modelo
como marcador especifico que puede Vvisualizarse en los microdominios
membranales (Bouvrais et al.). En plantas este marcador fluorescente no ha sido
empleado, por ello en este trabajo se considerd explorar de manera general y a
fin de corroborar los datos previamente mostrados con GM1-Fl si se comporta de
manera similar. Los pelos radicales vivos de frijol bajo condiciones de
crecimiento apical se marcaron con DHPE-Rh y se establecieron las condiciones
de concentracidon para marcar la membrana (ver metodologia). Como se muestra
en la figura 12, se puede apreciar que este lipido se concentra de manera
preferencial en la membrana plasmatica apical (Figura 12 B y C). Esta
distribucién es muy similar a la que hemos descrito con GM1-Fl, por lo que muy
probablemente ambas sondas fluorescentes pueden ser utilizadas como

marcadores selectivos de microdominios membranales.

Figura 12 DHPE-Rh como un marcador de microdominios lipidicos en células vegetales.
A, secuencia de imagenes de luz transmitida de un pelo radical en crecimiento y marcado

con DHPE-Rh, tomadas cada 3 segundos. B, la correspondiente sefal fluorescente de la
misma secuencia de imagenes. C, sobre posicion de las imagenes de fluorescencia y luz
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transmitida. Las imagenes se muestran en una escala de pseudocolor, donde el rojo
indica mayor intensidad de fluorescencia y violeta menor intensidad. Las escalas
corresponden a 20 um.

Visualizacion de la membrana plasmatica de los pelos
radicales utilizando FM@ 4-64, un marcador no selectivo de la
membrana plasmatica

Para determinar si la acumulacion de los marcadores especificos de los
microdominios lipidicos se debe a una caracteristica de los microdominios
lipidicos en los pelos radicales, se emple6 FM@ 4-64 que es un marcador
inespecifico de microdominios de membrana. FM@ 4-64 se incorpora
homogéneamente en la membrana, por lo que puede ser empleado a manera de
control. Como se puede observar en la figura 13, FM@ 4-64 se acumula de a lo
largo de toda la membrana plasmatica y no presenta una distribucion similar a la
de GM1-FI y DHPE-Rh. Estos experimentos se realizaron inmediatamente
después de agregar la sonda fluorescente FM@ 4-64, ya que este colorante

tiende a endocitarse después de la incorporacién del colorante en la membrana.

Figura 13 Localizacién del marcador de membrana FM@ 4-64 en pelos radicales de frijol.

En A, se muestra una secuencia de imagenes de luz transmitida de un pelo radical de
frijol marcado con FM@ 4-64 y en B, las imagenes de fluorescencia correspondientes
(ambas tomadas cada 3 segundos). Las imagenes de fluorescencia se muestran en una
escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia y violeta
menor intensidad. Las escalas corresponden a 10 um.
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Incorporacion y localizacion de esterol, un componente
indispensable para la formacion de los microdominios lipidicos
membranales.

Uso de NBD-colesterol

El colesterol es uno de los componentes mas importantes en los
microdominios lipidicos, por lo que la adicion directa de NBD-colesterol acoplado
a un fluoroéforo resulta interesante para demostrar la presencia de microdominios
lipidicos en pelos radicales. Sin embargo, la adicion de NBD-colesterol en el
medio en el cual se encuentran creciendo los pelos radicales de P. vulgaris,
resulta ser muy ineficiente para marcar los pelos radicales. El colesterol se
incorpora pobremente en la membrana plasmatica y ademas, forma agregados
en el medio que emiten fluorescencia con gran intensidad que aumenta mucho la
sefial de fondo e imposibilita la visualizacién de la fluorescencia asociada a la
membrana. En muchos casos remover el colorante libre del medio mediante
lavados facilita la disminucion del fondo y favorece la obtencién de una sefal
mas intensa en la célula. Sin embargo, aln después de remover el colorante del
medio, la sefial proveniente de los pelos radicales es pobre (Figura 14 B).
Ademads, debido a que esto implica la adicién de altas concentraciones de
colesterol (0.089um) y multiples lavados, las células se estresan demasiado vy
terminan con un crecimiento inhibido (Figura 14 A). No obstante, estos
resultados nos permitieron determinar la distribucién de la senal en pelos
radicales que no se encuentran creciendo de manera polar. En las células sin
crecimiento se puede observar que la sefial no se encuentra distribuida de
manera homogénea (Figura 14), ya que existen algunos sitios con mayor
intensidad a lo largo de la membrana, sin embargo, nunca pudimos visualizar
una clara acumulacién en la membrana apical. Por lo tanto podemos considerar
que las células que no se encuentran creciendo no presentan una distribucion

apical del colesterol indicado por la presencia de la sefal fluorescente.
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Figura 14 Incorporacion de NBD-colesterol en pelos radicales vivos que no presentan
crecimiento polarizado.

En A, se muestran las imagenes de luz transmitida y en B, las correspondientes
imagenes de fluorescencia de NBD-colesterol. Las imagenes de fluorescencia se muestran
en una escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia y
violeta menor intensidad. La escala es de 10um.

Dado que la estrategia anterior no permite conservar células sanas con un
crecimiento activo, decidimos implementar otra estrategia para incorporar el
NBD-colesterol a las células. Una de las formas mas empleadas para introducir
colesterol en células animales es el empleo de vesiculas, en las cuales se
combina el colesterol con un fosfolipido. En esta opcion las vesiculas formadas se
fusionan con la membrana plasmatica, logrando asi la incorporacion del
colesterol en la célula destino. En el presente estudio se emplearon vesiculas con
10% de NBD-colesterol en fosfatidil colina (PC), las cuales fueron aplicadas
directamente al medio en el cual se encuentran creciendo los pelos radicales. Sin
embargo, no se logré una incorporacién de las vesiculas de NBD-colesterol/PC en
los pelos radicales, esto pudo deberse a la pared celular y a la fusion de las
vesiculas en el medio, las cuales pueden fusionarse entre ellas y formar vesiculas
mas grandes al grado de no poder atravesar la pared celular para unirse a la
membrana plasmatica (Figura 15). La fusién de las vesiculas en el medio puede
deberse a la presencia de iones calcio en el medio. Un dato importante es que las
vesiculas fusionadas llegaron a tener un tamafio comparable al de los pelos
radicales de P. vulgaris, lo cual oscila entre 80 y 100uM de longitud (Figura 15
A).

33



Figura 15 Las vesiculas de NBD-colesterol y PC no se incorporan en pelos radicales
Vivos.

Se usaron vesiculas con un contenido de 10% de colesterol en fosfatidil colina (PC). En A,
se muestran las imagenes de luz transmitida y en B, sus correspondientes imagenes de
fluorescencia. Las imagenes de fluorescencia se muestran en una escala de pseudocolor,
donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia. La escala corresponde a 10um.

Los resultados obtenidos muestran que las vesiculas de
colesterol/fosfolipido tampoco resultaron ser una manera efectiva para la
incorporacion de colesterol en nuestro modelo de estudio, por lo que se intentd
otra alternativa para incorporar el NBD-colesterol a la célula. Este enfoque ha
sido ampliamente utilizado en células animales y consiste en explotar la alta
afinidad de la Metil-B-ciclodextrina por el colesterol (Christian et al., 1997). La
estrategia empleada consiste en elaborar complejos de Metil-B-ciclodextrina con
NBD-colesterol, estos complejos se dejan interactuar con los pelos radicales para
favorecer el intercambio del colesterol de la membrana por el NBD-colesterol que
se encuentra asociado a la Metil-B-ciclodextrina. Los complejos Metil-B-
ciclodextrina: NBD-colesterol se realizaron a una relacién 10:1, ya que en un
reporte previo se ha definido como una relacidon eficiente para incorporar
colesterol en células animales (Christian et al., 1997). Como resultado, los pelos
radicales lograron incorporar de manera exitosa el NBD-colesterol; ademas, de
manera muy similar a los datos obtenidos con GM1-Fl, la localizacion de la sefal
fluorescente en los pelos radicales se muestra en la region apical (Figura 16 A).
Finalmente, para demostrar que la sefial no se encuentra en la pared celular, se
realizd una plasmdlisis suave inducida con sacarosa 0.04M en los pelos radicales

previamente marcados con los complejos Metil-B-ciclodextrina: NBD-colesterol.
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Estos resultados se muestran en la figura 16 B y se puede apreciar que la
fluorescencia de la sonda se encuentra asociada a la membrana plasmatica y no
a la pared celular; indicando que la senal fluorescente no se estd pegando a la
pared celular y que la sefal es exclusiva de la membrana plasmatica de los pelos

radicales y que esta se acumula en la zona apical.

Figura 16 Los complejos Metil-B-ciclodextrina: NBD-colesterol permiten la incorporacién
del colesterol en pelos radicales vivos de frijol.

En A, se muestran imagenes de luz transmitida y fluorescencia de 2 pelos radicales
marcados con NBD-colesterol. En B, se observan imagenes de luz transmitida y
fluorescencia de un pelo radical previamente marcado con NBD-colesterol y plasmolizado
con sacarosa. Las imagenes de fluorescencia se muestran en una escala de pseudocolor,
donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia. Barra escala corresponde a
10pm.

La filipina, una alternativa limitada para el estudio de los microdominios
lipidicos

Una estrategia alternativa para determinar la presencia de esteroles en la
membrana plasmatica es el uso de filipina. La filipina es un antibidtico
autofluorescente que se une a esteroles con una alta especificidad. Es por esto
que se emplea como marcador de la presencia de colesterol. Sin embargo, el uso
de la filipina tiene limitaciones muy serias, esta se excita en el rango del
ultravioleta ocasionando un estrés constante a la célula y la filipina tiende a
fotoblanquearse rapidamente. En la figura 17, se observa un pelo radical de P.
vulgaris con un crecimiento apical normal y tratado con filipina. A juzgar por la

localizacion de la fluorescencia emitida por filipina (Figura 17 B), se puede
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apreciar que la localizacion de esterol es apical. La presencia apical de esterol en
la membrana plasmatica apical de los pelos radicales (Figura 17) resulta similar a

los datos obtenidos utilizando NBD-colesterol (Figura 16).

Figura 17 Localizacién de esterol como indicador de la presencia de microdominios
membranales utilizando filipina.

En A, se muestra una secuencia de imagenes de luz transmitida de un pelo radical de
frijol marcado con filipina y en B, las correspondientes imagenes de fluorescencia. Las
imagenes de fluorescencia se muestran en una escala de pseudocolor, donde el rojo
indica mayor intensidad de fluorescencia y violeta menor intensidad. Las escalas
corresponden a 10 um.

Localizacion de Laurdan en pelos radicales de P. vulgaris y
otras células con crecimiento apical.

Con la finalidad de determinar la rigidez de la membrana, se utilizd
Laurdan. Este colorante se ha utilizado ampliamente en células animales con este
fin, sin embargo no existen reportes sobre su uso en células vegetales y por lo
tanto no contamos con protocolos para su uso. Para determinar la concentracion
en la cual Laurdan se incorpora de manera eficiente en la célula sin alterar su
morfologia y crecimiento, se evaluaron diferentes concentraciones de Laurdan en
pelos radicales de P. vulgaris. Las concentraciones de Laurdan analizadas fueron
de 2.5, 5, 10 y 15 puM, siendo esta Ultima donde se pudo apreciar la

incorporacion del colorante en la membrana de los pelos radicales con una sefial
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intensa en la region apical de la célula (Figura 18 A). Una de las limitaciones del
uso de esta sonda fluorescente es que se excita en el rango de UV (460/490) y
se fotoblanquea muy facilmente. Esto implica que no se puedan realizar
experimentos largos que involucren el seguimiento de una misma célula a través
de una secuencia de imagenes. Es interesante remarcar que la localizacién de la
fluorescencia emitida por Laurdan, se asemeja a la distribucion obtenida con
GM1-Fl, NBD-colesterol, DHPE-Rh vy filipina.

Para verificar que la sefial se encuentra asociada a la membrana celular y
no a la pared celular, se llevd a cabo una plasmdlisis inducida con sacarosa como
ya se describié anteriormente. La plasmodlisis se realizd en los pelos radicales
previamente marcados con Laurdan y con una clara sefal apical (figura 18 A).
Mediante este enfoque pudimos observar que la senal se encuentra claramente
asociada a la membrana celular y no a la pared celular de los pelos radicales de
P. vulgaris (Figura 18 B, C y D). Estos resultados nos confirman la localizacién de

la sonda fluorescente en la membrana plasmatica.

Figura 18 Laurdan se incorpora en la membrana apical de los pelos radicales vivos de P.
vulgaris.

A, Un pelo radical de frijol tratado con Laurdan a una concentracion de 15 uM que ilustra
la localizacién apical de la sonda fluorescente. B, C y D, pelos radicales de frijol tratados
con Laurdan y posteriormente plasmolizados con 0.04 M de sacarosa. En B se muestra la
imagen de luz transmitida y en C la imagen de fluorescencia; mientras que en D se
realiz6 una sobre posicion de las imagenes de fluorescencia y luz transmitida. Las
imagenes de fluorescencia se muestran en una escala de pseudocolor, donde el rojo
indica mayor intensidad de fluorescencia y el violeta menor. Barra de escala corresponde
a 10 um.

Con la idea de determinar la rigidez de la membrana de los pelos radicales
de frijol es un comportamiento general en los pelos radicales realizamos los
mismos experimentos en células de tabaco. Los resultados obtenidos nos
permiten observar que la localizacién de la sefial es muy similar a la observada
en los pelos radicales de frijol (Figura 19). Esto nos indica que la organizacion de

la membrana es muy similar en los pelos radicales de diferentes plantas.
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Figura 19 Imagenes de microscopia de fluorescencia que muestran la incorporacién de
Laurdan en pelos radicales de tabaco.

De A-C se muestra una secuencia de imagenes tomadas cada 15 segundos de un pelo
radical de tabaco marcado con Laurdan a una concentracién de 15 uM. A, secuencia de
imagenes de luz transmitida, B, la misma secuencia mostrando la localizacion de la senal
fluorescente, y en C, sobre posicién de las imagenes de fluorescencia y luz transmitida.
Las imagenes de fluorescencia se muestran en una escala de pseudocolor, donde el rojo
indica mayor intensidad de fluorescencia y violeta menor. La barra de escala corresponde
a 10um.

Efecto de la extraccion de colesterol en la organizacion de los
microdominios lipidicos

Los microdominios lipidicos estan enriquecidos en colesterol y lipidos de
cadena alifatica saturada, por lo que es interesante analizar el efecto que tiene
un agente removedor de esteroles en la organizacion de los microdominios
membranales visualizados con la sonda fluorescente GM1-Fl. Los pelos radicales
de frijol bajo condiciones de crecimiento apical normal se trataron con GM1-Fl y
se seleccionaron aquellas células con un patrén de crecimiento normal y clara
localizacion de la sefial fluorescente en la regidon apical. Posteriormente las

células se trataron con metil-B-ciclodextrina (removedor de esteroles) para
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determinar el efecto que tienen los esteroles en la organizacion de los
microdominios lipidicos (Figura 20). Los resultados obtenidos nos demuestran
que la organizacion tipica de los microdominios membranales (Figura 20 A) se ve
severamente afectada pocos segundos después de haber sido tratados con metil-
B-ciclodextrina (Figura 20 B). Esta respuesta se describe como una redistribucion
de la sefal de GM1-Fl a otras regiones de la membrana, sin embargo después de
5 min la sefal empieza a desaparecer de la membrana por los que muy
probablemente la metil-B-ciclodextrina también tiene la propiedad de remover

lipidos de membrana como ya se ha sugerido anteriormente.

Figura 20 La metil-B-ciclodextrina desorganiza los microdominios lipidicos.

Los pelos radicales de P. vulgaris fueron marcados con GM1-Fl y después tratados con
metil-B-ciclodextrina, el agente removedor de esteroles. En A y B se muestran imagenes
de fluorescencia de un pelo radical de frijol marcado con GM1-Fl y posteriormente tratado
con metil-B-ciclodextrina. En el panel B, se puede apreciar la aparicién de la senal
fluorescente en la region subapical. Las imagenes de fluorescencia se muestran en una
escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia y violeta
menor intensidad. Las barras de escala corresponden a 20 um.

Papel del citoesqueleto en la organizacion de los
microdominios lipidicos en pelos radicales de P. vulgaris.

Para estudiar el efecto que tienen los compuestos que afectan el
citoesqueleto de actina en la organizacion de los microdominios lipidicos se
utilizaron diversas drogas que se sabe que interfieren con la organizacién del
citoesqueleto. Estas drogas pueden estabilizar los microfilamentos e inducir
polimerizacion de actina como el jasplaquinolide (Cardenas et al., 2008) y otros

gue promueven la despolimerizacion como latrunculina (Cardenas et al., 2005) y
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citocalasina. Para esto primero se probaron los efectos de estos compuestos
sobre el crecimiento y morfologia de los pelos radicales partiendo de
concentraciones previamente descritas para tubo polinico (Cardenas et al.,
2005); la finalidad era encontrar un efecto morfoldgico detectable o letal en los

pelos radicales.

Se sabe que el efecto de jasplaquinolide es promover la polimerizacion de
actina, por lo que esta droga es usada para estudiar el efecto de la
polimerizacion de actina en diversos procesos celulares (Cardenas et al., 2005).
Para determinar las concentraciones adecuadas en las cuales se pueda apreciar
un efecto morfolégico en los pelos radicales, se probaron diferentes
concentraciones de jasplaquinolide. Las concentraciones empleadas fueron de
10, 20, 30, 40, 50, 60 y 100nM, siendo esta ultima la concentracién en donde se
pudo observar un crecimiento polar alterado de los pelos radicales que repercute
en la morfologia de las células. El efecto de jasplaquinolide sobre la morfologia
de los pelos radicales es la disminucion del didmetro de los pelos radicales
seguido de un aumento del didmetro de los pelos radicales en la region apical
(Figura 21). Estos cambios en el didmetro estan relacionados con la inhibicion del
crecimiento y se asemeja en gran medida al hinchamiento apical observado en
los pelos radicales tratados con los factores de nodulacién (Cardenas et al.,
2006).

Control

Figura 21 Efecto de jasplaquinolide en los pelos radicales de Phaseolus vulgaris.

Imagenes de microscopia de luz transmitida de pelos radicales sin tratar y tratados con
jasplaquinolide a una concentraciéon de 100nM. La escala es de 10 um.

40



La latrunculina es una droga que al igual que jasplaquinolide tiene efecto
sobre el citoesqueleto de actina, sin embargo, actia de manera diferente al
jasplaquinolide. La latrunculina se une a los mondmeros de actina y por lo tanto
previene su incorporacién al filamento de actina, por lo cual es un inhibidor eficaz
de la polimerizacién de actina. Los pelos radicales tratados con latrunculina
experimentan inicialmente una fragmentacién del citoplasma que también puede
interpretarse como una vacuolizacién y al mismo tiempo hay una disminucion del
flujo citopldsmico por lo que eventualmente el crecimiento apical se ve inhibido
(Figura 22). A los 90 minutos se puede apreciar el efecto mas drastico inducido
por latrunculina, el cual incluye el hinchamiento de la regiéon apical que
correlaciona con la inhibicién total del crecimiento polar (Figura 22). Cabe
sefialar que este proceso de vacuolizacion es diferente al que se observa cuando

un pelo radical se somete a otros procesos de estrés.

S0min

Figura 22 Micrografias de luz transmitida que muestran el efecto de latrunculina en los
pelos radicales de P. vulgaris.

Los pelos radicales fueron tratados con latrunculina a una concentracion de 2 nM a
diferentes tiempos. A, en la secuencia superior, se muestra una secuencia de un pelo
radical tratado con latrunculina dentro de los primeros 25 min. B, secuencia inferior, se
muestran diferentes pelos radicales 90 minutos después del tratamiento. La barra escala
corresponde a 10 um.

La citocalasina B es otra de las drogas que interfieren de manera notable
con la organizacién del citoesqueleto de actina, esta droga tiene particularmente
la propiedad de unirse a los extremos (+) de los microfilamentos de actina (por

donde crece preferencialmente el microfilamento, por lo cual esta droga es capaz
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de inhibir la polimerizacidon de actina al unirse a los sitios de polimerizacién de
actina. En nuestro laboratorio se ha introducido recientemente el uso de
citocalasina acoplada a rodamina (Cit-Rh) y a concentraciones subletales en
células vegetales. Esto ha permitido mantener por ejemplo a los pelos radicales
vivos y con crecimiento polar y al mismo tiempo contar con una excelente sonda
fluorescente que permite visualizar los sitios de polimerizacién in vivo (Cardenas
et al., manuscrito en preparacion). Los pelos radicales tratados con Cit-Rh
demuestran que los sitios de polimerizacidn se encuentran en la region apical del
pelo radical en crecimiento (Figura 23 B y C). Asimismo hemos podido observar
que estos sitios de polimerizacidén son altamente dindmicos como se puede
observar en la secuencia de imagenes de fluorescencia los cuales concuerdan en
gran medida con los datos previos que se han obtenidos en el laboratorio. La
finalidad de estos experimentos es determinar mediante este enfoque, si la
organizaciéon del citoesqueleto de actina tiene alguna relacién con la organizacion

de los microdominios lipidicos.

Figura 23 Imagenes de microscopia que muestran los sitios de polimerizacion de actina
en los pelos radicales de P. vulgaris.

A, se muestra una secuencia de imagenes tomadas cada 5 segundos de luz transmitida
de un pelo radical de P. vulgaris previamente tratado con Cit-Rh. B, la misma secuencia
indicando la fluorescencia de la Cit-Rh y en C, se muestra una sobre posicion de las
imagenes de fluorescencia y luz transmitida. Las imagenes de fluorescencia se muestran
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en una escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia. La
barra escala corresponde a 10 um.

Efecto de las drogas que afectan el citoesqueleto de actina en
la organizacion de los microdominios lipidicos.

Como primer acercamiento para estudiar la relaciéon entre los sitios de
polimerizacion de actina con los microdominios lipidicos, se realizé la sobre
posicion de las sefales emitidas por la Cit-Rh (sitios de polimerizacién) y GM1-Fl
(microdominios lipidicos) en pelos radicales de P. vulgaris (Figura 24). Para hacer
una colocalizacion de ambas sefales los pelos radicales de frijol que se
encuentran creciendo de manera normal se trataron con ambas sondas
fluorescentes bajos las condiciones previamente establecidas para cada
compuesto. Las sefales de las sondas fluorescentes se obtuvieron de manera
casi simultdnea con una diferencia de tiempo de 5-10 ms y los resultados
obtenidos se pueden observar en la Figura 24. Estos resultados nos permiten
sugerir que los sitios de polimerizacion de actina estdn muy cercanos a los
microdominios lipidicos; por lo tanto, no descartamos la posibilidad de que estos
sitios de polimerizacion de actina jueguen un papel importante en la distribucion

de los microdominios lipidicos al menos de manera indirecta.

Figura 24 Sobre posicion de Citocalasina acoplada a rodamina y el marcador de
microdominios lipidicos (GM1-Fl), en pelos radicales de P. vulgaris vivos.

A, secuencia de imagenes de luz transmitida. B, secuencia de imagenes que muestra la
sobre posicion de la senal de fluorescencia de ambas sondas fluorescente visualizadas de
manera simultanea. En rojo los sitios de polimerizacidn de actina y en verde los
microdominios membranales. La barra escala corresponde a 10 pm.
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Dado que el interés principal en este estudio es determinar el efecto que
pudiera tener el citoesqueleto de actina sobre la distribucion de los microdominos
lipidicos, en principio se empled jasplaquinolide debido al efecto notable que
tiene al inducir la polimerizacidn y estabilizacion de los microfilamentos de actina
y la morfologia observada en los pelos radicales (Figura 21). Esta droga
previamente descrita como un agente polimerizador de actina, se empleo en
combinaciéon con el GM1-Fl, el marcador de los microdominios lipidicos (Figura
25). Jasplaquinolide se usé a una concentraciéon de 100nM, la cual previamente
determinamos que tiene un efecto claro sobre la morfologia de los pelos radicales
de P. vulgaris y el crecimiento polar (Figura 21). En la figura 25 A y B, se puede
apreciar una secuencia de imagenes de un pelo radical tratado con
jasplaquinolide; con el mismo efecto fisioldgico descrito en la figura 21 y que
describimos como un cambio en la morfologia del apice del pelo radical y la
inhibicion del crecimiento. Estas células con la morfologia descrita por efecto del
jasplaquinolide se trataron con la sonda fluorescente GM1-Fl para determinar si
la organizacion de los microdominios también se ve alterada. En la secuencia de
imagenes que mostramos en la figura 25 A y B se puede apreciar que la
localizacién apical de los microdominios lipidicos se redistribuye a lo largo del
pelo radical y no en el apice. Estos resultados sugieren que la modificacion en la
organizacion del citoesqueleto de actina afecta la organizacién del marcador de
microdominios membranales. Posteriormente se invirtié el tratamiento y los
pelos radicales se trataron previamente con GM1-Fl y posteriormente con
jasplaquinolide (Figura 25 C). Como se puede apreciar en la figura 25 C, la sefal
fluorescente apical se redistribuye de manera similar desapareciendo de la regién

apical de la célula.

44



Figura 25 Jasplaquinolide desorganiza la distribucién apical de los microdominios
lipidicos.

Para A, secuencia de imagenes de luz transmitida (cada 10 segundos) de pelos radicales
tratados con 100nM de jasplaquinolide y marcados posteriormente con GM1-Fl. B,
secuencia correspondiente en fluorescencia. C, una imagen representativa de la sobre
posicién de los microdominios lipidicos en un pelo radical tratado primero con GM1-Fl y
posteriormente con jasplaquinolide. Las imagenes de fluorescencia se muestran en una
escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia y violeta
menor. La barra de escala corresponde a 20 uM.

Para ahondar en la relacion que existe entre el citoesqueleto de actina y
los microdominios membranales, los pelos radicales de P. vulgaris fueron
tratados con latrunculina A. Como ya se menciond latrunculina A se une a
mondmeros de actina e inhibe la polimerizacion de actina, lo que induce una
rapida fragmentacién del citoesqueleto de actina. Los pelos radicales tratados
con la sonda fluorescente GM1-FI para marcar los microdominios lipidicos y
posteriormente tratados con latrunculina A experimentan un cambio drastico en
la organizacion de los microdominios membranales. Inicialmente los pelos
radicales presentan la tipica distribucion apical mostrada anteriormente (Figura
26 A), sin embargo, 30 min después experimentan una pérdida de la localizacion
apical de la sefal fluorescente y esta respuesta es mas acentuada una hora
después del tratamiento con latrunculina (Figura 26 A y grafica en B). Estos

resultados nos sugieren que los microdominios lipidicos dependen en gran
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medida de la presencia de un citoesqueleto intacto para el mantenimiento de su

localizacion apical.

Efecto de Latrunculina A en microdominios
membranales
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Figura 26 Los microdominios lipidicos son altamente sensibles a la presencia de
latrunculina.

A, es una sobre posicidn de las imagenes de fluorescencia y luz transmitida a los 0, 30 y
60 min después de ser tratados con latrunculina A, la célula fue previamente tratada con
el marcador de microdominios lipidicos GM1-FI. En B, se muestra la grafica de la
fluorescencia apical de la sefal fluorescente encontrada en A. Las imagenes se muestran
en una escala de pseudocolor, donde el rojo indica mayor intensidad de fluorescencia. La
barra escala corresponde a 10 um.

Establecimiento de un protocolo para el aislamiento de de
pelos radicales tratados con el marcador de microdominios
lipidicos GM1-Fl.

Para lograr el aislamiento de microdominios lipidicos se implementé una
técnica para el aislamiento de pelos radicales de frijol marcados con GM1-Fl. Las
plantas recién germinadas se cambiaron a medio liquido y se dejaron recuperar
para la regeneraciéon de nuevos pelos radicales. Posteriormente las plantas se
trataron con el marcador de microdominios lipidicos GM1-Fl y se comprobaron
que efectivamente los pelos radicales se encontraban marcados en la region
apical. En contraste los pelos radicales marcados con el marcador de membrana
FM@ 4-64 y luego aislados, muestran una localizacion homogénea en la
membrana en los pelos radicales. El aislamiento de los pelos radicales se llevé a
cabo por congelamiento y ruptura mecanica de los pelos radicales en nitrégeno
liguido (Wan et al., 2005), lo que mantiene casi integra la estructura de los pelos
radicales. Posteriormente los pelos radicales aislados se observaron al

microscopio y se encontré que la senal fluorescente GM1-Fl alin se mantenia en
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la regidn apical de las células purificadas. Este mismo experimento se llevo a
cabo en pelos radicales marcados con FM@ 4-64, el marcador de membrana
plasmatica (Figura 27 B). Los resultados obtenidos nos demuestran que la sefal
fluorescente de los microdominios lipidicos se mantienen en la membrana
plasmatica y se acumulan en la regién apical de manera similar a lo observado
en pelos radicales creciendo sobre la raiz (Figura 24). El hecho de que los pelos
radicales se mantienen con una organizacién intacta y que el marcador
fluorescente se localiza en la regién apical nos sugiere que nuestro enfoque
resulta adecuado para la obtencidén de material exclusivo de pelos radicales
(Figura 27 A). Mas aun la estructura del pelo radical se mantiene casi intacta,

como se puede apreciar en la figura 27.

Figura 27 El aislamiento de los pelos radicales mantiene una localizacién apical de GM1-
Fl.

Para A, se obtuvieron micrografias de luz transmitida y fluorescencia de un pelo radical
marcado con GM1-Fl y aislados por congelamiento. En B, se muestra la imagen de luz
transmitida de un pelo radical marcado con FM@ 4-64 vy su fluorescencia
correspondiente. Las imagenes se muestran en una escala de pseudocolor, donde el rojo
indica mayor intensidad de fluorescencia. La escala es de 10um.
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Obtencion de DRM a partir de pelos radicales de P.vulgaris
marcados con GM1-Fl.

Una de las estrategias mas empleadas de mostrar la presencia de
microdominios lipidicos, es el aislamiento de fracciones de membrana resistentes
a la solubilizaciéon en detergente (DRM, por sus siglas en inglés). Por lo cual, en
el presente trabajo se probd el aislamiento de microdominios lipidicos a partir de
muestras puras o enriquecidas en pelos radicales y previamente marcadas con
GM1-Fl. De esta manera podriamos seguir el enriquecimiento de la fluorescencia
emitida por GM1-Fl en las fracciones correspondientes a DRM. El racional de este
enfoque es que las fracciones enriquecidas en DRM deberian de ser mas
fluorescentes porque los microdominios lipidicos estan marcados con el marcador
fluorescente GM1-Fl. Para lograr el aislamiento efectivo de los microdominios
lipidicos mediante solubilizacion con Tritdn X-100 se siguié la metodologia
descrita por Bagnat (Bagnat et al., 2000). Para la solubilizacion de membranas
mediante Tritdn X-100 se aislaron pelos radicales marcados con GM1-Fl como se
describe en la figura 27 A, ya que hemos probado que esta condicién favorece el
aislamiento de pelos radicales y raices en las condiciones apropiadas. En la
Figura 28 se muestran los resultados obtenidos de la fluorescencia obtenida de
las fracciones correspondientes de membranas aisladas de raices marcadas con
GM1-Fl y cuantificadas por microscopia de fluorescencia. La intensidad de
fluorescencia que muestran las fracciones obtenidas, muestra una tendencia en
la que la mayor fluorescencia se observa en la fraccién correspondiente a la DRM
(F1, Figura 28).
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Figura 28 GM1-Fl se localiza en las fracciones DRM de raiz.

En la gréafica, se muestra la fluorescencia obtenida de las fracciones aisladas a partir de
raices tratadas con GM1-Fl. Donde f1 y f2 corresponden a las fracciones DRM, mientras
que f5 es la fraccién soluble.
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DISCUSION

Recientemente se han realizado contribuciones importantes que proponen
la existencia de microdominios membranales en plantas. Por ejemplo, se han
realizado estudios de protedmica a partir de DRM (Mongrand et al., 2004; Borner
et al., 2005; Lefebvre et al., 2007) que han permitido caracterizar un gran
nimero de de proteinas con firmas caracteristicas de componentes de
microdominios membranales. Estos resultados refuerzan la idea de que los
microdominios lipidicos existen en células vegetales. No obstante, aun persiste la
interrogante que sugiere que los microdominios lipidicos obtenidos con Tritdn no
reflejan la composicion lipidica y la distribucidn que presentan los microdominios
lipidicos en la célula (Heerklotz, 2002). Es por esto que en un intento por
correlacionar la informacion obtenida mediante DRM vy los resultados existentes
in vivo en este trabajo se establecié una metodologia para el aislamiento de
pelos radicales marcados con GM1-Fl en P.vulgaris. El aislamiento de los pelos
radicales mantiene la acumulacién apical de los microdominios lipidicos
previamente mostrada in vivo. En el presente estudio se aislaron DRM de
P.vulgaris marcadas con GMI1-FI, de manera que en las fracciones
correspondientes a DRM obtenidas se encontré que la sefial proveniente del
marcador es mas intensa. Estos resultados indican que GM1 fluorescente es un
marcador especifico de microdominios lipidicos y que los resultados obtenidos

con este marcador son aplicables a estudios in vivo e in vitro.

Los microdominios membranales son agrupaciones entre lipidos de cadena
saturada y esteroles que se comportan como entidades, a las cuales se les han
atribuido una gran variedad de funciones en procesos de sefalizacién (Simons
and Ikonen, 1997). Los procesos de sefializacién con los cuales se asocian los
microdominios membranales son variados y abarcan diversos tipos celulares. Los
microdominios membranales en particular se han visto involucrados en el
reclutamiento de componentes necesarios para la produccion de ERO (Mongrand
et al., 2004; Lefebvre et al., 2007; Liu et al., 2009) y en procesos asociados con
la sefalizacién dependiente de ERO (Mongrand et al., 2004; Liu et al., 2009). En
células con crecimiento polarizado, como los tubos polinicos, la presencia de los
microdominios lipidicos se ha descrito como un componente muy importante
para la produccién de ERO dependiente de NADPH-oxidasa (Liu et al., 2009).
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Otros articulos sefialan la produccion de ERO como una respuesta indispensable

para procesos de crecimiento apical (Cardenas et al., 2006; Coelho et al., 2008).

Dado su papel en eventos necesarios para la sefializacidon, los
microdominios lipidicos podrian tener una funcién importante durante el
crecimiento polar de los pelos radicales. El colesterol forma parte de los
microdominios lipidicos y actualmente se puede usar colesterol obtenido de soya
y que se acopla al fluoréforo NBD. Este colesterol fluorescente se ha utilizado
previamente para determinar su enriquecimiento en los microdominios lipidicos y
de manera significativa se logrdé determinar una acumulacion de esterol en la
membrana plasmatica apical de manera directa al ser marcados con NBD-
colesterol e indirectamente al usar filipina. Cabe mencionar que es la primera vez
gue se implementa la incorporacion de NBD-colesterol, mediante complejos con
metil-B-ciclodextrina en células vegetales vivas y en células con crecimiento
apical. En trabajos recientes realizados en tubo polinico, se ha mostrado que al
remover el colesterol de membrana se abate la actividad de la NADPH-oxidasa
(Liu et al., 2009), la presencia de esteroles es una caracteristica importante para
la formacion de los microdominios lipidicos. Estos resultados en conjunto
apuntan a la existencia de microdominios membranales de plantas, ya que los
esteroles son componentes indispensables de los microdominios lipidicos y
posiblemente sean necesarios para que se lleven a cabo gran variedad de

funciones en la célula.

En estudios previos se analizd la distribucion de GM1 en bicapas y
monocapas de mezclas terciarias de lipidos en las cuales se mimetiza la
composicion lipidica existente en membranas naturales, y sus resultados indican
que GM1 estd presente en los microdominios lipidicos (Yuan et al., 2002). En
este trabajo se muestra que GM1-Fl se incorpora en pelos radicales de plantas y
permite la visualizacién de microdominios membranales presentes en los pelos
radicales y en células con crecimiento apical como las hifas (Figuras 8, 9 y 10).
Se sabe que los glicoesfingolipidos estan enriquecidos en la membrana apical del
epitelio polarizado (Simons and Ikonen, 1997), y se ha sugerido que por lo que
la distribucién encontrada para los pelos radicales e hifas de hongos corresponde
con la que se ha descrito en membranas animales con crecimiento polarizado
(Simons and van Meer, 1988). Si bien es cierto que el contenido lipidico es

distinto en plantas y en células animales, y que no existen reportes de la
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presencia de ganglidsidos en plantas, el uso de GM1-FI como marcador de
membrana resultd ser altamente eficiente en pelos radicales y en otras células
con crecimiento polarizado (Figura 8, 9 y 10). Ademas, existen lipidos en plantas
con estructura similar a GM1, en los que varia el grado de glicosilacién y que han
sido encontrados en microdominios lipidicos en plantas (GluCer;(Laloi et al.,
2007; Roche et al., 2008).

Laurdan es un compuesto fluorescente sensible al medio que lo rodea, y
que se ha empleado como marcador de heterogeneidad de membrana y en
particular se ha aprovechado como indicador de la presencia de microdominios
membranales. Laurdan tiene una cadena alifatica que interacciona con el centro
hidrofébico de la membrana por interacciones con la cadena hidrocarbonada, es
por esto que la sensibilidad al ambiente de Laurdan es independiente del residuo
polar o de la carga de los lipidos que lo rodean, y solo depende de la viscosidad
del medio. En mezclas de lipidos tipo balsas lipidicas han encontrado que la
longitud de onda en la cual emite Laurdan corresponde a 490nm, y es en esta
longitud de onda donde se midi6 la emision de Laurdan en los pelos radicales. Si
bien la idea inicial era utilizar a Laurdan como un indicador de la heterogeneidad
de membrana, su emisiéon en 430nm no se logré obtener debido a que en esa
longitud de onda hay autofluorescencia proveniente de la planta. Sin embargo, la
fluorescencia obtenida por Laurdan sirve segln reportes previos como un

indicador de microdominios lipidicos.

Dado que los marcadores especificos de microdominios membranales
(GM1-FI, NBD-Colesterol, DHPE-Rh y Laurdan) se agrupan en la membrana
apical de los pelos radicales, se puede inferir que los microdominios lipidicos se
localizan en esta region particular en células con crecimiento polarizado. Por el
contrario, los pelos radicales con crecimiento inhibido no muestran la localizacion
apical de los microdominios lipidicos encontrada en los pelos radicales de frijol en
crecimiento (Figura 11). Ademads, DHPE-Rh no puede unirse a la membrana
cuando las células no se encuentran en crecimiento apical (datos no mostrados),
por lo que la presencia de los microdominios lipidicos parecen ser un
requerimiento para el mantenimiento del crecimiento apical. De manera
interesante la acumulaciéon de los microdominios lipidicos en la membrana
plasmatica apical, ha sido observada en hifas de Candida albicans (Martin and

Konopka, 2004) y en tubos polinicos (Liu et al., 2009). En estos trabajos se
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propone de manera independiente que el crecimiento polar requiere de la
acumulacion de los microdominios lipidicos en el dpice de las células en
crecimiento. Todos estos resultados indican que en la membrana plasmatica
apical existe una plataforma de sefalizacion muy importante y que es necesaria

para el crecimiento polarizado.

Por otra parte en trabajos anteriores no se cuestiona si la distribucion
apical de los microdominios lipidicos se debe a una acumulaciéon de los
marcadores fluorescentes empleados debido a la gran actividad existente en el
apice de las células con crecimiento polarizado. Por ello en el presente trabajo la
acumulacion apical de los marcadores fluorescentes especificos de microdominios
lipidicos, se compara con la distribucion de un marcador que se incorpora de
manera homogénea en la membrana plasmatica (FM@ 4-64). Sin embargo FM@
4-64 tiene solamente una localizacién transitoria en la membrana plasmatica.
Esta sefal transitoria se debe a que se acumula rapidamente en vesiculas
secretorias que tienden a acumularse en la regién apical, y por lo tanto tiende a
dar una senal apical transitoria, seguida de una endocitosis completa (datos no
mostrados). Sin embargo esta sefial apical no corresponde a la correspondiente a
la membrana, sino a la acumulacién de las vesiculas secretorias en esta zona. De
hecho se ha utilizado ampliamente como un trazador muy importante de
endocitosis, tanto en células animales como vegetales. A pesar de esto, los
resultados obtenidos nos sugieren que la acumulacion diferencial de GM1-Fl y
FM@ 4-64, representa la capacidad de GM1-Fl de unirse a una region membranal

con propiedades particulares, las de un microdominio membranal.

Al igual que los lipidos de cadena saturada, los esteroles son un
componente determinante en la formacion de los microdominios membranales.
Uno de los argumentos mas fuertes para demostrar que los microdominios
observados corresponden a microdominios reales, derivan de los experimentos
con metil-B-ciclodextrina. La metil-B-ciclodextrina es una droga con una alta
afinidad por esteroles, debido a esta afinidad se ha usado como un agente
removedor de esteroles de membrana (Christian et al., 1997; Giocondi et al.,
2004), como un indicador de la presencia de microdominios dependientes de
esteroles y que ademas podria alterar la funcién de proteinas asociadas a los
microdominios lipidicos (Lucero and Robbins, 2004). En los experimentos

realizados en los pelos radicales de P.vulgaris previamente marcados con GM1-
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FI, se removieron los esteroles de membrana con metil-B-ciclodextrina; lo cual
resultd en una desaparicidon rapida y completa de la sefial fluorescente en la
membrana apical. Ademas la inhibicidon del crecimiento que presentan los pelos
radicales al ser tratados con metil-B-ciclodextrina (datos no mostrados), indica
que el crecimiento polar en los pelos radicales es dependiente de la presencia de
esteroles en la membrana plasmatica. Por otro lado, estudios realizados en
células de plantas muestran que el contenido de proteinas y lipidos presentes en
DRM son alterados cuando se remueven los esteroles (Roche et al., 2008;
Kierszniowska et al., 2009). Estos resultados indican que la acumulacién apical
de los microdominios lipidicos es dependiente de colesterol, y dado que al afadir
metil-B-ciclodextrina se altera el crecimiento de los pelos radicales se puede
inferir que estos microdominios lipidicos tienen una funcién importante en el

crecimiento de los pelos radicales.

Asimismo, uno de los factores mas importantes en el crecimiento celular
es el mantenimiento del citoesqueleto, por lo cual se ahondé en el efecto que
tiene el citoesqueleto de actina en la localizacion de los microdominios lipidicos.
Estudios protedmicos muestran que las DRM estan enriquecidas con proteinas del
citoesqueleto, tales como actina, tubulina, miosina y supervillina (Mongrand et
al., 2004; Chichili and Rodgers, 2007; Lefebvre et al., 2007), lo cual indica que
hay una fuerte interaccién entre el citoesqueleto de actina y los microdominios
lipidicos. En el presente estudio esta interaccidon existente entre el citoesqueleto
de actina y los microdominios lipidicos fue analizada desde un enfoque diferente,
en el cual usando los marcadores especificos de los microdominios lipidicos se
determind el efecto morfolégico que tienen los agentes que afectan el
citoesqueleto de actina, como Jasplaquinolide y Latrunculina en los pelos
radicales de P.vulgaris (Figuras 21 y 22). Del mismo modo, al alterar el
citoesqueleto de actina la acumulacion apical de los microdominios lipidicos se
redistribuye de manera substancial (Figuras 25 y 26), lo que indica que la
distribucién de los microdominios lipidicos requiere de la participacion del
citoesqueleto de actina. La redistribucion de la sefial apical del marcador de
membrana GM1-FlI en los pelos radicales de Phaseolus vulgaris tratados con
Jasplaquinolide, permite deducir que hay una interaccién entre el citoesqueleto
de actina y los microdominos lipidicos. Mas importante aun es que cuando se

desorganiza el citoesqueleto de actina, se obtiene un efecto mas drastico en la
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acumulacion apical de los microdominios lipidicos que el efecto descrito para
metil-B-ciclodextrina. Estos resultados nos sugieren que la fina organizacion del

citoesqueleto estd de alguna manera regulando la distribucién de los
microdominios lipidicos.
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CONCLUSIONES

La presencia de microdominios membranales en pelos radicales fue
demostrada in vivo usando marcadores fluorescentes que son empleados por
primera vez en plantas. Ademas, se muestra que GM1-Fl puede ser empleado
como un marcador especifico de microdominios membranales en células con

crecimiento polar.

Asimismo, la presencia de los microdominios membranales se refuerza con
los datos obtenidos con metil-B-ciclodextrina. También, indica que los
microdominios membranales requieren la presencia de esteroles; como se

mostré usando metil-B-ciclodextrina vy filipina.

Al mismo tiempo, se encontré que los pelos radicales en crecimiento
requieren de la presencia de los microdominios membranales y que el
citoesqueleto de actina se requiere para mantener una distribucién apical de los

microdominios de membrana.

Los resultados mostrados aqui sugieren que los microdominios de
membrana juegan un papel importante en el crecimiento polar de las células y

gue su acumulacién apical es necesaria para la célula.
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PERSPECTIVAS

En el presente estudio se aporta evidencia que apoya la presencia de
microdominios membranales en células con crecimiento apical. Por lo que estas
herramientas podrian aplicarse a otras células con crecimiento apical como los

conos neurales, los tubos polinicos, etc.

Se pueden emplear los marcadores de microdominios membranales
descritos en este trabajo para estudiar la sefalizacion mediada por especies
reactivas de oxigeno, en especial la NADPH oxidasa que ha sido asociada a

microdominios de membrana in vitro.

Analizar los cambios en las concentraciones de calcio en respuesta a
agentes que remuevan esteroles de membrana, como metil-B-ciclodextrina o

HDL (lipoproteina de alta densidad, por sus siglas en inglés).

Emplear proteinas asociadas a microdominios membranales acopladas a
proteinas fluorescentes, para determinar su asociacidn con marcadores de

microdominios membranales descritos en este estudio.

Describir el papel que tienen los microdominios membranales en Ia
interaccién simbidtica de P.vulgaris con Rhizobium etli y como la planta responde
a los factores de nodulacion que secreta la bacteria, utilizando las herramientas

descritas en este estudio.

Extraer fracciones membranales de pelos radicales y analizar en contenido
lipidico en las fracciones de membrana plasmatica total y DRM. Ademas de hacer

un estudio protedmico de las fracciones membranales.
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