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RESUMEN

Durante la interaccidn simbidtica, las leguminosas secretan compuestos flavonoides en la
rizosfera y son reconocidos especificamente por las rizobias. Estos flavonoides inducen en la
bacteria la expresion de genes involucrados en la sintesis y secrecion de los factores Nod (FNs). Los
FNs son reconocidos especificamente por los pelos radicales e inducen cambio en los flujos de
Ca”*, despolarizacién de la membrana, organizacion del citoesqueleto, el hinchamiento apical y el
enroscamiento del pelo radical para formar el hilo de infeccidn. El hilo de infeccidn es la estructura
celular por donde las bacterias se mueven a través del pelo radical para iniciar la colonizacién de

las células corticales para formar nddulos fijadores de nitrégeno.

En respuesta a los FNs, los pelos radicales presentan un hinchamiento en la regiéon apical y un
enroscamiento que permite la formacidon del hilo de infeccidon. Estos cambios morfoldgicos
involucran una reorganizacion de la pared celular. En el proceso de crecimiento polarizado
presentado por los pelos radicales, se ven implicados cambios en el pH de la pared celular que
permiten moldear su estructura rigida para permitir su elongacion. Este evento celular se ha
estudiado con técnica de microscopia de fluorescencia y se ha observado que estos cambios

. . . 2+
pueden ser modulados por cambios en las concentraciones intracelulares de Ca”y por la

generacion de especies de oxigeno reactivas (EOR).

En el presente trabajo desarrollamos una técnica que emplea una sonda fluorescente que es
sensible a pH, que nos permita determinar in vivo los cambios de pH en la pared celular de los
pelos radicales en respuesta a los FNs. Los resultados sugieren que el apoplasto presenta una
alcalinizacion inmediata al tratamiento. Lo que es indicativo de que el pelo radical pudiera
presentar un detenimiento inicial en su crecimiento polar en respuesta a los FNs, para permitir los

cambios morfoldgicos subsecuentes.

De igual manera, utilizando esta misma metodologia se propuso estudiar los cambios de pH en
la pared celular en respuesta a los cambios intracelulares de Ca®*y EOR, ya que se sabe que éstos
participan activamente en la regulacién del crecimiento polar modulando la actividad de la bomba

de protones responsable de los cambios de pH en la pared celular.



INTRODUCCION

La adquisicion de nutrientes es esencial para la sobrevivencia de las plantas, tal es el
caso de los compuestos nitrogenados. Las leguminosas, por ejemplo han desarrollado la
capacidad de establecer simbiosis con bacterias del género Rhizobium para satisfacer una
parte importante de sus demandas nutricionales. Para que se establezca esta interaccién
planta-rizobia, se requiere de un “didlogo molecular”, que implica un intercambio activo

de moléculas sefiales entre ambos simbiontes (Cooper 2007).

La simbiosis inicia con una primera fase en la que la raiz de la planta secreta
compuestos fendlicos, entre ellos los flavonoides. Estos compuestos actian como
moléculas “sefal” que son reconocidos de manera especifica por las rizobias., éstos
activan de manera especifica la expresiéon de varios genes que codifican para proteinas
gue son esenciales para la sintesis y secrecién de otras moléculas “sefial”, llamadas
factores Nod (FNs). Los FNs son una mezcla racémica de moléculas que presentan un
esqueleto basico de 3, 4 0 5 residuos de N-acetil-D-glucosamina, unidos por enlaces -1,4,
que dependiendo de cada especie de rizobia tienen modificaciones quimicas que incluyen
la adicién de grupos metilo, acetilo, sulfato, ciertos acidos grasos y también azlcares
modificados (D'Haeze and Holsters 2002). Estos FNs al ser secretados a la rizdsfera son
reconocidos de manera especifica y a concentraciones nanomolares inducen una serie de
cambios en la planta, principalmente en los pelos radicales en las etapas iniciales de la
interaccion. Dentro de las respuestas tempranas desencadenadas por los FNs se
encuentran incrementos en los flujos i6nicos tales como el aumento en el influjo de Ca*",
salida de CI', K" y de H'(Cardenas, Holdaway-Clarke et al. 2000). Estos flujos iénicos son
los responsables de la despolarizacién de la membrana y la eventual alcalinizacién del
citoplasma (Felle 1996; Cardenas, Holdaway-Clarke et al. 2000). Ademas, se ha descrito
gue hay una reorganizacion del citoesqueleto, particularmente de los microfilamentos de
actina y los microtuibulos; esto sin duda tiene un papel activo en los cambios morfoldgicos

de los pelos radicales. Estos cambios morfolégicos comprenden el hinchamiento en la
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zona apical del pelo radical y el posterior enroscamiento, los cuales son importantes para
permitirles atrapar las bacterias en su interior (Brewin 2004). Las bacterias atrapadas
inducen en la pared celular cambios en el patrén de crecimiento del apice, sin duda alguna
el cambio mas importante es la formacion de una invaginacion en forma de tunel que se
reconoce como hilo de infeccidn. Este hilo de infeccion esta formado por material propio
de la pared celular y dentro de esta estructura las bacterias se mueven y penetran hacia el
cortex de la raiz donde las células ya han iniciado un proceso activo de division mitdtica
para formar el primordio del nédulo. Cuando el hilo de infeccién alcanza a las células del
primordio, las bacterias se liberan de éste por medio de un proceso de exocitosis y a su
vez son endocitadas por las células del primordio en la regién del cértex. Dentro de estas
células las bacterias quedan rodeadas de una membrana proveniente de la misma planta
hospedera que se conoce como membrana peribacteroidal. El primordio se sigue
diferenciando hasta formar lo que se conoce como nddulo, un dérgano especializado.
Dentro de estas estructuras la bacteria se diferencia a bacteroide e inicia la fijacidn
biolégica del nitrégeno (Cardenas, Holdaway-Clarke et al. 2000; Oldroyd and Downie

2008).

En el establecimiento exitoso del proceso de infeccidn que se da en el pelo radical
ocurren muchos cambios fisiolégicos, dentro de los cuales estan los que suceden en la
pared celular. La pared celular es la primera barrera fisica con la cual se encuentra Ila
bacteria, por lo tanto, la bacteria ha de contar con la capacidad de poder modular las
propiedades fisico-quimicas y estructurales de la pared que le permitan invertir el
crecimiento hacia afuera a un patréon de invaginacion. Ademas, resulta importante
entender los procesos que contribuyen a las propiedades estructurales, dentro de los
cuales se encuentran los cambios en el pH, actualmente, existen muy pocos enfoques que
permitan su estudio in vivo durante el proceso de infeccidon lo que constituye el objeto

central de nuestro trabajo de investigacion que sera abordado mas adelante.



LA PARED CELULAR EN LOS PELOS RADICALES
1. Composicion de la pared celular

La pared celular de las plantas es una estructura bastante compleja, y ademds de
proveer rigidez, soporte y estructura a los tejidos, es al mismo tiempo flexible, para
favorecer la forma y el desarrollo de las células. La composicidn de la pared celular vegetal
varia en los diferentes tipos celulares, pero basicamente esta formada por una red de
microfibrillas de celulosa unidas por medio de hemicelulosa, la cual se encuentra
embebida en una matriz hidratada compuesta por pectina y pequefias proteinas. Todos
estos componentes le confieren las propiedades fisicoquimicas que se requieren para
soportar la presién de turgencia y al mismo tiempo permitir el proceso de crecimiento

celular(Hose, Clarkson et al. 2001).

En la pared celular vegetal también se encuentran proteinas estructurales que en su
secuencia peptidica tienen varias repeticiones de uno o dos aminoacidos, las mas
abundantes son: proteinas ricas en prolina (PRPs), proteinas ricas en glicina (GRPs) y las
proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs), a éste grupo pertenecen las extensinas, lectinas
y las arabinogalactanas (AGPs). Las AGPs tienen forma fibrilar y se inmovilizan mediante
enlaces covalentes entre ellas o con carbohidratos. Se sabe que estas proteinas se
acumulan en la pared en diferentes etapas del desarrollo celular y en respuesta a
diferentes condiciones de estrés (Cassab 1998; Buchanan B.B. 2000; Majewska-Sawka and
Nothnagel 2000; Hose, Clarkson et al. 2001; Humphrey, Bonetta et al. 2007). Ademas,
aparte de las proteinas estructurales se encuentran otras proteinas con actividad catalitica
relacionadas con la sintesis de pared celular en el proceso de expansion, principalmente la

xiloglucano endotransglucosilasa (XET) y endo-1,4-B-D-glucanasa (Cosgrove 1999).

La sintesis de algunos de los componentes de la pared celular se lleva a cabo, in situ, es
decir en la misma pared celular como las microfibrillas de celulosa. La celulosa esta

dispuesta en cadenas lineales de uniones de mondmeros de D-glucosa dado por enlaces B
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(1-4) y la longitud es variable ya que debe ser lo suficientemente larga como para rodear a
la célula varias veces. El ensamblado de las microfibrillas de celulosa se lleva a cabo en la
membrana por accidon de un complejo compuesto por aproximadamente 36 subunidades
de celulosa sintasa (CESA), que se encuentran organizadas en subunidades de hexameros
llamadas subunidades de rosetas, y a su vez forman el complejo en roseta que se
encuentra embebido en la membrana plasmatica. Se ha descrito que el proceso de sintesis
de la cadena de celulosa se inicia con el esterol glicosilado que junto con el 5’ -glucosa
difosfato forman pequefias cadenas de esterol-glucanos formando cebadores para que el
complejo CESA incorpore unidades de D-glucosa a las cadenas nacientes; posteriormente
in muro la endoglucanasa KOR remueve el residuo esterol, para ayudar a la cristalizacion

de la fibrilla (Nicol and Hofte 1998; Cosgrove 2005; Taiz L 2006).

Los componentes de la matriz extracelular esencialmente son dos: las pectinas y las
hemicelulosas. La sintesis de ambos componentes se lleva a cabo en el aparato de Golgiy
en el reticulo endoplasmico, y posteriormente son transportados al espacio extracelular
por medio del trafico vesicular exocitico. La hemicelulosa estad formada por cadenas de B-
D glucanos, las mas abundantes son los xiloglucanos y tienen cadenas similares a las de la
celulosa, con la diferencia de ser ramificados cada 3 o 4 residuos con D-glucosa, con
residuos de xilosa, galactosa o fructosa; ademas de los xiloglucanos estan los
arabinoxilanos, formados por cadenas B (1-4) xilanos con ramificaciones de arabinosa,
acido glucorénico y ésteres de acido felurico (FAE). Ademas de estos tipos de B-D-glucanos
también se encuentra el manano formando parte de la pared celular. La existencia de
enzimas del tipo CESA-like (CSL) en el aparato Golgi indica que éstas son las principales
candidatas para la sintesis de la cadena B-D de glucanos de la hemicelulosa (Cosgrove

2005).

Las pectinas son cadenas de polisacaridos compuestas por azucares acidos como el
acido galacturdnico y azlcares neutros como la ramnosa, galactosa y la arabinosa. Las

cuales estan sujetas a modificaciones in muro (como son las esterificaciones y
5



metilaciones) que permiten cambiar su conformacion y su anclaje a la pared (Moustacas,

Nari et al. 1986; Moustacas, Nari et al. 1991). Las enzimas encargadas de la sintesis de

estos polisacaridos son las polisacdrido-glucosil-transferasas dependiente de nucleétidos

(Taiz L 2006).

2. Crecimiento y pared celular

La expansion celular tienen un papel importante en el proceso de crecimiento de la

célula vegetal permitiéndole tener una regulacion fina de su forma y tamafio; en este

proceso la pared celular da soporte estructural y al mismo tiempo presenta una gran

plasticidad que favorece el crecimiento.

La sintesis de la pared involucra los siguientes pasos (Taiz L 2006):

1.

2.

Sintesis de los componentes primarios: como se describid antes, la sintesis de las
microfibrillas de celulosa se realiza en la membrana celular mediante el complejo
CESA. Por otro lado, los componentes de la matriz extracelular compuesta por
hemicelulosa y las pectinas se sintetizan en el aparato de Golgi por las
glucosiltranferasas.

Secrecidon de componentes de la pared celular: los elementos que conforman la
matriz extracelular, son transportados por el sistema vesicular y son depositados
directamente en el exterior de la célula mediante procesos de exocitosis. Las
microfibrillas de celulosa son sintetizadas a nivel de membrana y la celulosa se
deposita directamente en la matriz extracelular como ya se describid
anteriormente. Todos estos componentes son depositados en un estado
esterificado y por lo tanto estas estructuras no son rigidas sino flexibles lo cual
contribuye en gran medida al crecimiento apical.

Ensamblado de los componentes de la pared celular: existen dos teorias acerca de

cémo se lleva a cabo. La primera estd basada en las propiedades fisicoquimicas de



los componentes de la pared y considera que los polimeros de ésta tienen la
habilidad inherente de autoagregarse y formar estructuras semi-ordenadas. La
segunda teoria, que es la mas probable que suceda, estd basada en el
procesamiento de los componentes de la pared celular mediada por la accién de
enzimas apoplasticas, por ejemplo, las hidrolasas estan involucradas en la
reduccion y viscosidad de la matriz extracelular. Las endoglucanasas, hidrolizan las
uniones glucosidicas. El pH éptimo para la funcidon de estas enzimas es de 5y por
debajo de este pH la actividad disminuye. Un ejemplo es la endonucleasa KOR de
las dicotileddneas, la cual se ha caracterizado y se sabe que forma parte de la
membrana celular, aunque su pH dptimo es de aproximadamente 6.5, se ha visto
gue mutantes en este gen en Arabidopsis presentan un fenotipo de patrones
irregulares en la extension de su pared celular, son delgadas y desordenadas. Lo
cual indica el papel importante que juega el pH en la pared celular. Las enzimas
XET, por ejemplo, catalizan una reaccién de transferencia en donde la cadena de
xiloglucano es escindida y una de las cadenas liberadas de este corte, se agrega al
extremo no reducido de una segunda cadena de xiloglucano. La otra actividad que
se le atribuye es la incorporacién de xiloglucano recién depositado
extracelularmente en la pared (Cosgrove 1999; Vissenberg, Fry et al. 2001;

Cosgrove 2005).

En relacidn con el estado de crecimiento de la célula es pertinente mencionar que,

cuando ésta detiene su crecimiento, empieza a sintetizar una pared secundaria, la cual,

dependiendo del tipo celular que se trate modificara la composicién de sus polimeros

(Taiz L 2006).

El crecimiento celular se inicia con un incremento de la presion de turgencia, seguido

de la modificacidon estructural de la pared, permitiendo asi la extension de la célula en

respuesta al estrés mecanico generado por este gradiente osmético; simultaneamente se

incorpora nuevo material para la sintesis de la pared celular. La alteracion de las
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propiedades fisicoquimicas de la pared permite modular la relajacién y la rigidez de ésta,
permitiendo que sea flexible y moldeable y que su integridad no se afecte; lo cual es
mediado por la ruptura o debilitamiento de las interacciones de varios de los
componentes de la pared. Las enzimas relacionadas con las modificaciones de las
propiedades de la pared son varias, éstas estdn involucradas en el proceso de ensamblaje
de la misma tales como: la XET, las hidrolasas, endoglucanasas, las expansinas, ademas de
otros factores como las especies de oxigeno reactivas (EOR) como el idn hidroxilo y el Ca**,

entre otros iones (Pennell 1998; Cosgrove 2005; Humphrey, Bonetta et al. 2007).

La expansioén celular puede realizarse mediante un crecimiento de tipo isotrépico (en
todas partes) o polarizado (localizado). El crecimiento de tipo polar se caracteriza por el
crecimiento exclusivo en una region particular de la célula, que puede ser el dpice de un
pelo radical, del tubo polinico o la hifa de un hongo. En esta situacidn, la pared celular en
la regidon basal se encuentra en un estado de mayor rigidez que no permite una
elongacidn, mientras que en el apice, la pared es mas flexible y favorece el crecimiento. El
crecimiento polarizado estd dirigido por la insercion local de vesiculas secretorias que
incorporan precursores y enzimas involucradas en la sintesis de nueva pared en la parte
apical (Martin, Bhatt et al. 2001). Las células que crecen de forma polar tienen un sistema
de crecimiento que puede ser constante u oscilatorio, éste ultimo consiste en periodos de

expansioén rapido alternado con periodos lentos (Monshausen, Bibikova et al. 2007).

3. Teoria del crecimiento acido

Las modificaciones de las propiedades de la pared celular son importantes en el
proceso de expansidon celular. La teoria que mas se ha estudiado para explicar el
mecanismo por el cual la pared se expande es la teoria del crecimiento acido, la cual se
basa en la capacidad de la acidificacién de la pared celular permitiendo cambios en su
estructura que favorecen su extensién y por lo tanto el crecimiento. Esto se ha probado

adicionando hormonas de crecimiento vegetal como las auxinas o en respuesta a la



aplicacién localizada de soluciones acidas (Rayle and Cleland 1992). La estimulaciéon acida
consiste no sélo en la modificacién de las propiedades de los componentes de la pared,
sino que también requiere de proteinas activas que promuevan la extensiéon. De forma
general, las auxinas estimulan la sintesis de la pared, el incremento en la elasticidad, la
activacion de genes que codifican para enzimas o proteinas estructurales involucradas en
el proceso de sintesis y promueve de manera importante la expulsidon de protones a la
region apopldstica acidificando la pared celular y promoviendo la expansion (Rayle and

Cleland 1992; Cosgrove 2005).

La idea de que una condiciéon de pH acido puede promover el crecimiento de la pared
celular se basa en el debilitamiento de los puentes de hidréogeno que unen a la celulosa
con la hemicelulosa; también se considerar que el pH acido pudieran estar estimulando
alguna proteina involucrada en el procesamiento o propiedades de la pared, tales como
enzimas o proteinas estructurales. De hecho, se ha visto que la extensién mediada por
acido se ve alterada por metales pesados (Cu®*, Co®*, Mn%) y se cree que pudieran estar
inhibiendo reacciones enzimaticas involucradas en la plasticidad de la pared. Dentro de las
enzimas que pueden promover la expansion bajo condiciones de acidez estan la XET y las

xiloglucano hidrolasas (Cosgrove 2000; Vissenberg, Fry et al. 2001; Hager 2003).

Las expansinas son otro grupo importante de proteinas que tienen un papel
fundamental en las propiedades de la pared celular y se han estudiado ampliamente
durante el proceso de expansidn por cambios en el pH. Ademas, estas proteinas se
expresan principalmente durante el crecimiento y diferenciacidon celular. Existen dos
grandes familias de expansinas: las a y B, aunque tienen una gran homologia, las de tipo B
se encuentran N-glucosiladas a diferencia de las a. Esta familia de proteinas presenta dos
grandes dominios, denominados 1y 2. El primero de ellos se encuentra relacionado con la
familia de las endoglucanasas porque tienen cisteinas conservadas y un grupo HFD
(histidina, fenilalanina y acido glutamico) formando posiblemente un sitio catalitico,

aungue esta actividad no se ha encontrado. En el caso del dominio 2 se encuentra un
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motivo de unidn a polisacdridos. Estas caracteristicas y su dependencia del pH para
regular las propiedades de elongaciéon de la pared celular las convierten en proteinas
claves para la regulacidon del crecimiento celular y de hecho algunas de ellas solo se

expresan en la raiz (Cosgrove, Li et al. 2002).

El mecanismo general por el cual se lleva a cabo la regulacion de las propiedades de la
pared celular mediada por las expansinas esta basado en el debilitamiento de las uniones
entre los polisacaridos que la componen. Se ha propuesto que las expansinas al unirse a
las fibras de celulosa, hemicelulosa o pectinas, de alguna manera pueden promover el
relajamiento de las uniones de manera dependiente de pH y permitir ademas, el acceso

de las enzimas propiamente encargadas de la expansion celular (Cosgrove 2000).

La auxina es una fitohormona que tiene un efecto notable sobre el crecimiento. Esta
puede inducir la hiperpolarizacidon de la membrana y la consecuente salida de protones a
la parte apoplastica. Esta salida de protones hacia el espacio extracelular podria estar
dirigida por la activacién de una bomba de protones dependiente de ATP o H'-ATPasa de
membrana plasmatica (MP), ya que se ha observado que hay un incremento de esta
proteina en la membrana en respuesta a auxina (Hager 2003). Ademas, se ha sugerido que
la activacion de la bomba de protones depende de una disminucién del pH citoplasmico
de 7.2-7.5 a 6.5 lo cual favorece su actividad. Sin embargo, también puede activarse por
fosforilacién mediada por proteinas cinasas, en respuesta a un incremento en IP; o Ca*'
citoplasmico. Este intercambio de protones genera un cambio en el potencial de
membrana, cargandola negativamente, lo cual podria regular la entrada y salida de
muchos otros iones que probablemente también contribuyen a las propiedades de la

pared celular (Hager 2003).

La bomba de protones de la MP es una ATPasa del tipo P (fosforilacién, por su sigla en
inglés). En plantas tiene la funcién de generar un gradiente de pH que ayuda en el

mantenimiento de potencial de membrana, el cual es requerido en funciones celulares
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tales como: transporte secundario, en apertura y cierre de estomas, crecimiento, en
tolerancia a estrés salino, regulacién del pH intracelular y la expansién celular. El peso de
esta proteina es de aproximadamente 100 kDa y se compone de una subunidad catalitica
a y una subunidad B glucosilada. Sus dominios amino y carboxilo terminal son
citoplasmaticos, posee de 10 a 12 dominios transmembranales y un sitio de autoinhibicién
en el dominio carboxilo. Estas caracteristicas estructurales de la bomba de protones de la
MP son compartidas por otras especies celulares como levaduras y células con
crecimiento de tipo polar como hongos y tubos polinicos (Morsomme and Boutry 2000;

Gaxiola, Palmgren et al. 2007).

En Arabidopsis se han encontrado aproximadamente 10 genes que codifican para
bombas de protones de MP y se le han denominado AHA. En los pelos radicales, la bomba
de protones especifica de la MP es la AHA2. La estructura de la bomba AHA2 consiste en 4
dominios: el dominio transmembranal compuesto por 10 hélices y tres dominios
citosdlicos: N (dominio de unién a nucleétido), P (sitio de fosforilacion) y A (sitio del
activador). El sitio R (regulador) se encuentra en el carboxilo terminal, el cual es
caracteristico de las bombas H*ATPasa tipo P. Se propone que el sitio de unién de H* se
encuentra en los residuos Aspartato (Asp) 684 y 106, los cuales forman el vestibulo del
transportador (“gate keeper” en inglés) (Pedersen, Buch-Pedersen et al. 2007; Duby and

Boutry 2009).

La expresion génica de la bomba H*-ATPasa de la MP es regulada a nivel
transcripcional, post-traduccional y a nivel de actividad enzimatica. Se sabe que
transcripcionalmente la bomba de protones de la MP es modulada por diferentes
estimulos tales como: las condiciones nutricionales, ambientales o de exposicion a
elicitores. La regulacién a nivel postraducional que presenta la bomba de protones
depende de la fosforilaciéon de la Tirosina 947 y de su interaccién con la proteina 14-3-3,

mediante el desplazamiento del carboxilo terminal, evitando la autoinhibiciéon de Ia
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bomba por fosforilaciéon (Morsomme and Boutry 2000; Dambly and Boutry 2001; Gaxiola,
Palmgren et al. 2007; Duby and Boutry 2009; Duby, Poreba et al. 2009).

4. Crecimiento de los pelos radicales

Los tricoblastos son células de la epidermis que tienen la capacidad de formar pelos
radicales. El tricoblasto que forma un pelo radical es una célula diferenciada que presenta
un crecimiento longitudinal, sin embargo, bajo ciertas condiciones este crecimiento puede
ser modificado por un crecimiento de tipo lateral formando extensiones tubulares
denominados pelos radicales, los cuales son las estructuras celulares que aumentan en
gran medida la superficie de contacto con el medio extracelular y que contribuyen de
manera importante a la absorcidn de agua, nutrientes y contribuye al anclaje en el suelo
(Carol and Dolan 2002). Ademas, los pelos radicales en el caso de las plantas leguminosas
se encuentran involucrados en la interaccion con bacterias del suelo para formar simbiosis
y establecer una asociaciéon esencial para la vida del planeta, tal como lo es la fijacidn

bioldgica del nitrégeno atmosférico (Downie and Walker 1999; Cooper 2007).

Los pelos radicales presentan un crecimiento polarizado, y al igual que en los tubos
polinicos, éste es oscilatorio (Gilroy and Jones 2000). El desarrollo de estas células
involucra de manera general cuatro pasos: el primer paso es la especificacion de destino
celular, esto involucra la formacién de células del meristemo que se convertirdn en
tricoblastos. El segundo paso es la iniciacion del pelo radical que comienza cuando la parte
latero-distal de la célula que se encuentra expuesta hacia el apoplasto presenta una
expansidn localizada formando un pequefio hinchamiento en la pared celular, llamado
sitio de inicio. Posteriormente, en un tercer paso, en este sitio de la célula se establece el
crecimiento polar, proceso donde se lleva a cabo la incorporacion continua de nuevo
material que permite la sintesis de la pared en la zona apical. Este proceso celular requiere
de una gran capacidad exocitica y endocitica, asi como de cambios en los flujos idnicos y

una coordinada regulacién de los elementos del citoesqueleto, todo esto favorece un
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crecimiento apical acelerado y oscilatorio. Por ultimo se detiene el crecimiento del pelo
radical y comienza su maduracion (Baluska, Salaj et al. 2000; Gilroy and Jones 2000; Carol
and Dolan 2002; Monshausen, Messerli et al. 2008), en esta etapa los pelos radicales se

vuelven sumamente resistentes a los cambios del medio.

5. Modulacién de la pared celular en el crecimiento de pelos radicales

La elongacion de los pelos radicales depende de la organizacién de la pared celular y
ésta depende en gran medida de la presidon de turgencia, pH extracelular, proteinas
dependientes de pH, etc. (Pennell 1998). Durante el crecimiento polarizado se mantiene
un crecimiento polar activo, que es distinto al de una célula que no estd en crecimiento
continuo. Esto es aun mas complejo si consideramos que los pelos radicales mantienen
una alta actividad de endocitosis y exocitosis (trafico de vesiculas), activacién de canales
idnicos, organizacién del citoesqueleto, presencia de un gradiente apical de Ca®,
generacion de las especies de oxigeno reactivas (EOR), etc. Los procesos de elongacién y
sintesis de nueva pared celular tienen que tomar lugar en un espacio limitado que se
encuentra en constante recambio, el apice o domo apical (Messerli, Danuser et al. 1999;

Monshausen, Messerli et al. 2008).

El Ca®* es un ion gue se ha estudiado ampliamente como segundo mensajero en la
fisiologia celular (Tuteja and Mahajan 2007). Ademds de funcionar como un segundo
mensajero en células vegetales, también puede desempefiar funciones estructurales muy
importantes ya que determina las propiedades de rigidez de la pared celular. Para esto es
importante entender un poco el proceso de sintesis y ensamblaje de los componentes de
la pared celular. Las cadenas de pectinas en los pelos radicales se secretan en forma
neutra o esterificadas (Sherrier and VandenBosch 1994). Estas pectinas esterificadas son
suaves por naturaleza (consistencia de gel) y posteriormente las pectinas son de-
esterificadas in muro mediante la actividad de las enzimas pectina metil esterasas (PME,

por sus siglas en inglés). Esta enzima permite la exposicién de residuos acidicos en las
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cadenas de pectina recién secretadas (Moustacas, Nari et al. 1986; Moustacas, Nari et al.
1991). Posteriormente, el Ca** gue se encuentra en el apoplasto se une a los residuos
acidicos de las pectinas y se entrecruzan con las cadenas adyacentes, dando como

resultado un aumento en la rigidez de la pared celular (Carpita and Gibeaut 1993).

Otro de los elementos que juega un papel esencial en las propiedades de la pared
celular lo constituye la bomba de protones de la MP, la cual se ha encontrado en la regién
apical de los pelos radicales y en los tubos polinicos. Estudios realizados en el 2008 (Certal,
Almeida et al. 2008), sugieren que la salida controlada de protones en la regién apical
constituye un paso esencial en la modulacidn de las propiedades de la pared celular y por
consiguiente del crecimiento (Certal, Almeida et al. 2008). Existen evidencias del papel de
las especies de oxigeno reactivas (EOR) en las propiedades de la pared celular (Foreman,
Demidchik et al. 2003; Knight 2007). Por ejemplo, en presencia de patdgenos, la respuesta
hipersensible induce una liberacién masiva de EOR que favorecen el entrecruzamiento de
los componentes de pared celular y por lo tanto evita la entrada del patégeno. De hecho
la adicidn de un inhibidor de las NADPH oxidasas de membrana, una enzima generadora
de EOR, puede bloquear el crecimiento polar de los pelos radicales (Monshausen, Bibikova
et al. 2007). Esto implica que las EOR pueden tener un efecto directo sobre el proceso de
sintesis de pared celular y sobre sus propiedades. Actualmente, se sabe que la actividad
de las NADPH oxidasas es la produccion de EOR en los pelos radicales y que estas EOR
resultan indispensable para la activacion de canales de Ca** (Foreman, Demidchik et al.
2003). El incremento de Ca** generado es fundamental para mantener el gradiente apical
necesario para el mantenimiento del crecimiento polar, sobre todo para los procesos de
exocitosis y endocitosis que permiten la secrecién de los precursores de la pared celular
(Foreman, Demidchik et al. 2003; Knight 2007). Finalmente, es importante mencionar que
dentro de este escenario, los mecanismos de exocitosis y endocitosis requieren de un
citoesqueleto intacto, el cual también juega un papel fundamental en el crecimiento y
mantenimiento de la polaridad en conjunto con el Ca**, EOR y varias proteinas que

regulan la organizacion de los microfilamentos y microtubulos (Baluska, Salaj et al. 2000).
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ANTECEDENTES

En los pelos radicales, durante el proceso de expansion celular las bombas de protones
de la membrana plasmdtica se activan. Estas bombas de protones se han
inmunolocalizado en la regién apical (Samuels, Fernando et al. 1992) y se les ha
relacionado con la acidificacién de la pared celular. En este proceso de acidificacion en la
pared celular, se activan y reclutan a las expansinas, provocando que la pared tenga una
mayor flexibilidad. Ademas, la acidificacién apoplastica también provoca que se activen
canales de K*, por lo tanto, existe el aumento de la presidn de turgencia, lo cual se sabe
que es importante en la expansion de la célula. El aumento de la turgencia en conjunto
con la flexibilidad de la pared celular, eleva la presidn interna de la célula provocando que
la membrana plasmatica se extienda (Baluska, Salaj et al. 2000). Estas ideas se han
reforzado recientemente con los trabajos realizados en los pelos radicales de Arabidopsis
utilizando sondas fluorescentes para visualizar cambios de pH en la pared celular
(Monshausen, Bibikova et al. 2007; Monshausen, Bibikova et al. 2009). Mediante estos
enfoques se ha definido que la emergencia del pelo radical estd determinada por el
establecimiento de una regién acidica muy localizada en la pared celular. De manera
interesante ésta acidificacion extracelular en la region de la pared celular estd
acompafiada por una alcalinizacién correspondiente en la regidn citopldsmica (Bibikova,
Jacob et al. 1998). Esto sugiere que la acidificacion de la pared celular tiene un papel
importante en la iniciacion del crecimiento polar de los pelos radicales (Bibikova, Jacob et
al. 1998; Fasano, Swanson et al. 2001). Mas recientemente, se ha demostrado que el
crecimiento de los pelos radicales es oscilatorio y estd determinado en gran medida por
episodios de cambios en el pH de la pared celular y cambios en los niveles de EOR
(Monshausen, Bibikova et al. 2007). La conclusién a la que llegan estos autores es que las
fases de crecimiento rédpido estan reguladas de forma importante por la acidificacién de la
pared celular, mientras que los episodios de crecimiento lento estan acompafiados por

una alcalinizacion (Monshausen, Bibikova et al. 2007).
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Estudios relacionados con la participacion de EOR en la sintesis y modulacién del
crecimiento de la pared celular se han basado principalmente en el H,0, y en el radical
OH. Se sabe que el H,0, apoplastico interacciona con los residuos fenélicos de los
polimeros de la pared celular contribuyendo en la rigidez de la misma (Hohl 1995). En el
caso del radical OH, se ha visto que su participacidon en el apoplasto es la de debilitar las
uniones entre los polimeros de la pared, permitiendo su relajamiento en el proceso de
elongacion celular. (Liszkay, Kenk et al. 2003). Estos resultados no permiten especular que

las EOR apoplasticas participan activamente en la estructuracion de la pared celular.

En nuestro grupo de trabajo existen datos preliminares que se han realizado utilizando
ionoforos para Ca?* enjaulados que pueden liberarse por la foto-activacion con luz UV.
Mediante estos experimentos hemos podido observar que la foto-liberacidon de iondforos
para Ca’* enuna parte lateral del pice en crecimiento es capaz de generar un foco de alto
contenido de Ca®* que puede establecer un nuevo sitio de crecimiento polar. El hecho de
que la liberaciéon de ca® pueda modular o redirigir el crecimiento nos permite sugerir que
el Ca®* también estd directamente relacionado con la capacidad de modular o regular las

propiedades de la pared celular.

Basados en las evidencias antes descritas, proponemos un modelo que permite
relacionar a los cambios de Ca®* intracelular y la produccién de EOR apoplastico con los
cambios de pH en la pared celular (figura 1). Uno de los eventos celulares que se observan
en el establecimiento del crecimiento polarizado es el influjo de Ca’'. Este incremento de
Ca’* citoplasmico participa en la modulacién de varias proteinas, entre ellas la inactivacion
de la bomba de protones y la activacidén de las NADPH oxidasa de membrana encargadas
de la produccion de EOR apoplasticas; estos eventos celulares contribuyen en general a
detener la elongacién celular. Al disminuir el nivel citopldasmico de Ca’' la actividad de la
bomba de protones se ve restablecida y el apoplasto se acidifica. Este decremento del pH
activa proteinas de la pared celular que permiten el relajamiento de la misma,

permitiendo la elongacién celular.
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Figura 1. Modelo de los cambios de pH en la pared celular en el crecimiento polar de los pelos radicales.
En el establecimiento del crecimiento polar de los pelos radicales la regulacion de los cambios de pH en la
pared celular es esencial para mantener la direccidon de la elongacién celular. En las etapas iniciales del
crecimiento polar, uno de los eventos mejor caracterizados son los influjos de ca* y su participacion en la
despolarizacion de la membrana mediante la activacién de canales idnicos de la membrana. Se ha estudiado
que el aumento del ca” citoplasmico bloquea a la bomba de protones de membrana plasmatica induciendo
una alcalinizacion apoplastica. Esta alcalizacidon inactiva a enzimas apoplasticas encargadas de Ia
incorporacion de nuevo material en la pared. Al mismo tiempo el Ca” activa a las NADPH oxidasas de
membrana plasmatica encargadas de generar H,0, en el apoplasto, el cual interacciona con los
componentes de la pared celular para darle rigidez. Todos estos eventos estan relacionados con el
detenimiento del crecimiento celular. Esta via estd sefialada en el esquema con las flechas de color rojo.
Cuando los niveles de Ca” intracelular presentan un decremento, la bomba de protones se activa,
induciendo una acidificacion apoplastica. Este pH acido promueve la modificacidn estructural de proteinas
de la pared y activa enzimas apoplasticas que permiten el relajamiento de las interacciones de los
componentes de la pared permitiendo asi la elongacién celular. Estudios a cerca de generacidn apoplastica
de radicales hidroxilo por las peroxidasas apoplasticas, siguiere su participacion en el debilitamiento de la
pared celular. Esta via esta sefialada en el esquema con las flechas de color negro.

La pared celular tiene un papel muy importante en el desarrollo de toda célula vegetal,
sin lugar a dudas es el primer contacto que tiene la célula con su medio externo. Durante
el establecimiento de la simbiosis que se da entre plantas leguminosas y las rizobias, los
pelos radicales constituyen la interfase inicial entre el simbionte y la planta hospedera ya
gue es a través de estas células que la bacteria inicia el proceso de infeccién. Durante
mucho tiempo se ha especulado sobre la capacidad que debe de tener la bacteria para
modificar el patron de crecimiento polar de los pelos radicales e inducir la formacién de

una nueva estructura, el hilo de infeccidn. El hilo de infeccion es en cierta forma un pelo
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radical en crecimiento pero en direccién contraria. Los FNs, son la pieza clave para
entender muchos de los sucesos que ocurren durante la simbiosis, ya que ellos son
capaces de estimular las respuestas tempranas de pre-infeccién y la deformacidn del pelo
radical para iniciar la formacién del hilo de infeccidén. Sin embargo, se requiere de la
presencia de la bacteria para llevar a cabo el desarrollo del hilo de infeccién hasta el
cortex de la raiz, en donde se forma el primordio de nédulo. Esto significa que los FNs son
suficientes para modificar el patrén de crecimiento del pelo radical que lleva a la
formacién del hilo de infeccion. También se sabe que éstos inducen la division celular en
el cértex sin la formacidn del hilo de infeccion y que los exopolisacdridos producidos por la
bacteria podrian ser un complemento importante, asi como la estimulacién mecanica en

un sitio particular.

La respuesta temprana de los pelos radicales a los FNs comienza con el cambio de los
influjos de iones a través de la membrana produciendo una despolarizacién de su
potencial y una alcalinizacién del citoplasma. El proceso se inicia con un influjo masivo de
Ca’* que es seguido por un eflujo de CI"y K* para mantener el equilibrio del potencial de
membrana (Cardenas, Holdaway-Clarke et al. 2000). Este movimiento de iones también
estd acompariada de la salida de protones durante la despolarizacion (Downie and Walker
1999). Uno de los cambios idnicos mas estudiados es sin lugar a duda la entrada de ca®
extracelular, lo cual genera un aumento en los niveles de Ca’* que se encuentra en el
apice del pelo radical y tiene lugar en el primer minuto posterior a la aplicacién de los FNs
(Cardenas, Feijo et al. 1999; Oldroyd and Downie 2008). Después de 10-15 minutos se
inducen oscilaciones de Ca** en la periferia del nucleo (Cardenas, Feijo et al. 1999) los
cuales recientemente se han identificado como cambios reales en el interior del nucleo
(Sieberer, Chabaud et al. 2009). Finalmente, todos estos eventos aunados a cambios en la
organizacién del citoesqueleto (Crdenas, Vidali et al. 1998) contribuyen con el cese
temporal del crecimiento polar de los pelos radicales (Cardenas, Thomas-Oates et al.

2003). Es importante mencionar que los FNs son capaces de inducir una alcalinizacion del

citoplasma lo cual se ha sugerido que pudiera correlacionarse con una acidificacién del
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espacio extracelular (Felle 1996). De aqui la posibilidad de que esta acidificacion inducida
de manera especifica por los FNs pudiera favorecer los cambios morfolégicos necesarios

para la formacién del hilo de infeccidn.

El hilo de infeccidn es una invaginacidn del pelo radical y se observa como una columna
de matriz extracelular que se encuentra invadida por las bacterias y estd rodeada con
material de la pared celular propia de la planta. Es probable que la rizobia utilice las vias
de senalizacién que promueven la remodelacién del proceso normal de crecimiento
celular a su propio beneficio, cambiando asi la polaridad del crecimiento. Uno de los
cambios morfoldgicos mas reportados en los pelos radicales es el hinchamiento de su
region apical, lo cual ocurre aproximadamente una hora después de ser tratados con los
FNs. Esto es interesante ya que algo similar ocurre cuando se aplican expansinas exdgenas
en pelos radicales de Arabidopsis thaliana (Cosgrove, Li et al. 2002). En las leguminosas,
los pelos radicales posteriormente sufren un enroscamiento como requisito para atrapar a
las bacterias y re-direccionar el crecimiento del pelo radical y formar el hilo de infeccién

(Brewin 2004).

La utilizacion de sondas fluorescentes como herramienta biotecnoldgica, ha permitido
estudiar in vivo los eventos celulares que participan en el crecimiento polarizado de los
pelos radicales. En el presente trabajo se establecid un sistema que permite medir y
monitorear los cambios de pH en la pared celular in vi vo y abordar el estudio de estos
cambios en los pelos radicales de plantas leguminosas durante el crecimiento normal y en
respuesta a los FNs, asi mismo se estudia la relacién entre los cambios de pH en la pared
celular y la utilizacién de compuestos que modifican los niveles intracelulares de ca® y

EOR en células vivas.
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HIPOTESIS

Los cambios de pH en la pared celular son necesarios para el crecimiento del pelo

radical y los FNs son capaces de modificar la estructura de la pared celular facilitando el

proceso de infeccidn, posiblemente induciendo cambios de pH en la pared.

OBJETIVO GENERAL

1.

Determinar los cambios de pH en la pared celular de pelos radicales vivos de
Phaseolus vulgaris durante la respuesta a los FNs.

Objetivos Particulares

1.

Optimizar las condiciones experimentales para la determinacién de los cambios de
pH en la pared celular de pelos radicales de Phaseolus vulgaris en crecimiento.

Determinar los cambios de pH en la pared celular en respuesta a los FNs de
Rhizobium etli

Determinar la posible relacién entre los cambios de pH en la pared celular con
cambios en las concentraciones de Ca** y de las EOR en la célula.

3.1 Determinar los cambios de pH en la pared celular de los pelos radicales en
respuesta al influjo de Ca** mediante la aplicacién del iondforo de Ca®*
A23187.

3.2 Determinar los cambios de pH en la pared celular de los pelos radicales en
respuesta a la disminucién de la produccion de las especies de oxigeno
reactivas mediante la aplicacion de un inhibidor de las NADPH oxidasas de
membrana plasmatica.

3.3 Determinar los cambios de pH en la pared celular de los pelos radicales en
respuesta a la aplicacién de perdxido de hidrégeno.

3.4 Determinar los cambios de pH en la pared celular de los pelos radicales en
respuesta a la aplicacién de quitosano como inductor de la produccion de
las especies de oxigeno reactivas.
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METODOLOGIA

1. Preparacion de las plantas

Preparacién de las semillas para su germinacién

Phaseolus vulgaris v. negro jamapa

En un matraz de vidrio se colocaron las semillas de Phaseolus vulgaris v. negro jamapa
y se lavaron repetidas veces con agua corriente hasta que el agua de lavado estuviera
limpia. Las semillas se escurrieron y en la campana de flujo laminar se trataron con etanol
absoluto cubriéndolas completamente y se mantuvieron en agitacion durante un minuto.
Pasado este tiempo se lavaron con agua mili-Q estéril, dos veces. Posteriormente se
agrego al matraz una solucion de Cloralex al 20%, hasta cubrir las semillas y se agitaron
durante 5 minutos. Finalmente las semillas se lavaron con agua mili-Q estéril,

aproximadamente 5 veces o hasta que el agua de enjuague salga limpia.

Germinacién de las semillas
Phaseolus vulgaris v. negro jamapa

Las semillas se germinaron sobre toallas de papel absorbente previamente
humedecidas con el medio de cultivo Férhaeus*(Fahraeus 1957), dentro de una charola
estéril , dispuestas en hileras y de manera alternada. Después de colocadas las semillas, la
charola es cubierta con papel aluminio. La charola es colocd en una camara de incubacidn
a 28 °C durante 48 horas, tiempo al cual las plantulas alcanzan una longitud en su raiz de 2

cm.

.
La lista de los componentes y concentraciones del medio de cultivo se encuentran al final de la

metodologia.
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Preparacién de las plantulas para su observacién al microscopio

Para observar las plantulas en el microscopio invertido se utilizan cajas de Petri
modificadas con un cubreobjeto en el fondo. Estas cajas pueden contener medio Farhaeus

liquido o una capa fina de fitagel al 1 % con 1 ml de medio Farhaeus liquido.

Las plantulas se colocaron en estas cajas especiales y se cubrieron con papel celofan
estéril. Las plantulas se incubaron 24 horas a 28 °C, con ciclos de luz-oscuridad. En este
tiempo la raiz alcanza aproximadamente 3 cm de largo y genera abundantes pelos

radicales.

2. Medicion del pH de la pared celular

Principios de la metodologia

Las sondas fluorescentes sensibles a pH son herramientas relativamente nuevas que
permiten mediciones directas in vivo en la distribucidn espacial y temporal del pH
apoplastico en tejidos de planta mediante microscopia de fluorescencia. Esto se ha
facilitado aun mds con la generacidon de estas sondas fluorescentes acoplados a un
dextrano o a un epitope de unidén a la pared celular, tal es el caso de la péptido CBD
(celullose binding domain, por sus siglas en inglés) que permite incorporar la sonda

fluorescente a la pared celular y que no permiten su internalizacidn.

El principio de la técnica consiste en tratar la planta viva bajo condiciones normales de
crecimiento con un fluoréforo sensible a pH y medir su fluorescencia. Esta sonda
fluorescente a cierta longitud de onda tiene la propiedad de fluorescer dependiendo del
pH vy a otra longitud de onda su fluorescencia no depende del pH, por lo tanto se utiliza
como un marcador de fluorescencia de referencia para establecer métodos cuantitativos o
semicuantitativo (ratiometric, por su nombre en inglés). La fluorescencia de la imagen del
cociente las dos longitudes de onda es relativa al pH e independientes de la concentracidn

del fluordforo. Gracias a esta doble propiedad de excitacion del fluoréforo, cualquier
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variacion causada por la concentracion de colorante debido a una distribucién diferencial

del citoplasma, no repercute sobre los valores de medicién del pH.

La primera técnica que se empled es este trabajo fue introducida por Fasano y col.,
2001 (Fasano, Swanson et al. 2001). Consiste en el empleo del fluoréforo Oregon green
conjugado covalentemente a un péptido que tiene un dominio de unién a celulosa (CBD)
de la enzima celulasa de Clostridium cellulovarans. Debido a que el CDB se une a las
paredes de las células, el sensor de pH Oregon Green-CBD queda unido o se asocia a la
pared celular del pelo radical en crecimiento. El rango dindmico de pH de este fluordforo

es de 3-6.

El conjugado Oregon-green-CBD se diluyé en medio Farhaeus y se liberé en la
proximidad de la raiz que contiene los pelos radicales. Después de un minuto de
incubacidén se lavo el exceso del colorante y se excitdé a una longitud de onda de 440 nm
(pH-independiente) y 480 nm (pH-dependiente). Se colecto la emisidon a 520 nm (Figura 1
A-C). Para este estudio se utilizé un objetivo de inmersidn en agua de 60X. Las imagenes
tanto de fluorescencia como de luz transmitida se capturaron utilizando una camara de
CCD (siglas en inglés de “charge-coupled device” o dispositivo de carga acoplada) (Roper
Scientific) y se utilizd6 el programa especializado de captura de imagenes
Methamorph/Methafluor (Universal Imaging, Philadelfia), acoplado a un sistema de filtros
giratorio (Lambda, Shutter instruments, Arizona). Las imdgenes se obtuvieron por medio
de un microscopio de epifluorescencia (Nikon). Los resultados obtenidos, se graficaron
seleccionando regiones especificas del pelo radical, los cuales estan marcadas en la figura
1D. Los datos colectados en esta zona se graficaron y se procesaron utilizando Excel

(Microsoft office).
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A) Imagen de fluorescencia B) Imagen de fluorescencia

excitada a 480 nm y la emisidn excitada a 440 nm y la emision
colectada a 520 nm (pH colectada a 520 nm (pH

dependiente). independiente).

C) Imagen de fluorescencia
(480 nm/440 nm)

D) Regiones donde se realizaron
las mediciones de los cambios de
fluorescencia

Figura 2. Método cuantitativo (ratiometric) utilizando el fluoroforo Oregon green-CBD. A) Imagen de
fluorescencia de un pelo radical de frijol obtenida a una excitacion de 480 nm y la emisidn colectada a
520nm. Los cambios registrados a esta longitud son dependientes de los cambios de pH en la pared celular.
B) Imagen de fluorescencia del mismo pelo radical del panel A, obtenida a una excitacién de 440 nm y
emitida a 520 nm. Los cambios registrados a esta longitud de onda son independientes de los cambios de pH
en la pared celular. C) Imagen de fluorescencia obtenida del cociente de las emisiones de 480 nm/440 nm.
Con este cociente se obtuvieron los valores reales de los cambios de fluorescencia en la pared celular. D)
Imagen de luz transmitida del pelo radical donde se indica con circulos en colores los puntos donde se
midieron los valores de la fluorescencia para obtener las datos que posteriormente se graficaron.

La segunda técnica utilizada emplea un fluoréforo de nueva generacién no probado
aun en plantas, este consiste en utilizar la fluoresceina (sensible a cambios de pH)
acoplada una molécula de dextrano (70 kDa) y una de rodamina. El dextrano permite que
el compuesto permanezca en el espacio extracelular y no ingrese a la célula, por lo tanto
es posible visualizar los cambios de pH en la proximidad de la pared celular. Este
conjugado permite realizar andlisis cuantitativos ya que la fluoresceina es sensible a los
cambios de pH en el apoplasto y la rodamina se utiliza como un marcador de referencia.
De esta forma es igualmente posible realizar andlisis semi-cuantitativos (ratiometric). El

rango dindmico de pH de este fluordforo es de 5-9.
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El fluoréforo fluoresceina-dextrano-rodamina diluido en medio Farhaeus a una
concentracién de 4 ng/ml, se depositd en las proximidades de la raiz que contiene los
pelos radicales. Después de un periodo de incubacidon de =8 horas. Se excitd a una
longitud de onda de 520 nm (pH-independiente) y 480 nm (pH-dependiente), y la emisién
se colecté a 520 nm y 610 nm, respectivamente (Figura 2 A-C). Se utilizé un objetivo de
inmersion en agua de 60X. Las imagenes tanto de fluorescencia como de luz transmitida
se capturan utilizando una cdmara de CCD (Roper Scientific) y el programa especializado
de captura de imagenes, Methamorph/Methafluor (Universal Imaging, Philadelfia),
acoplado a un sistema de filtros giratorio (Lambda, shutter instruments). El equipo de
microscopia consiste en un microscopio Nikon TE eclipse (Nikon, Japdn). Para la obtencién
de los datos se seleccionaron regiones especificas del pelo radical, las cuales estdn
marcada con circulos de colores en la figura 2D. Los datos colectados en esta zona se

graficaron y se procesaron utilizando Excel (Microsoft office).

A) Imagen de fluorescencia B) Imagen de fluorescencia

excitada a 480 nm vy la excitada a 520 nm vy la
emision colectada a 520 nm emisién colectada a 610 nm
(fluoresceina-pH (rodamina-pH independiente)

dependiente)

C) Imagen de fluorescencia %, OO \;\ D) Regiones donde se realizaron
(480 nm/520 nm) - fC las mediciones de los cambios

de fluorescencia

Figura 3. Método cuantitativo (ratiometric) utilizando el fluoréforo fluoresceina-dextrano-
rodamina. A) Imagen de fluorescencia de un pelo radical de frijol obtenida a una excitaciéon de 480 nm y
la emision colectada a 520 nm. Los cambios registrados a esta longitud son dependientes de los cambios
de pH en la pared celular. B) Imagen de fluorescencia del mismo pelo radical del panel A, obtenido a una
excitacion de 520 nm y la emisién colectada a 610 nm. Los cambios registrados a esta longitud de onda
son independientes de los cambios de pH en la pared celular. C) Imagen de fluorescencia obtenida del
cociente de las emisiones de 480 nm/610 nm. Con este cociente obtenemos los valores reales de pH en la
pared celular. D) Imagen de luz transmitida de pelo radical donde se indica con circulos de colores los
puntos donde se midieron los valores de fluorescencia para obtener los datos graficados.
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El analisis de la fluorescencia y la edicién de las imagenes se realizaron usando el
programa de analisis de las imagenes MetaFluor/Methamorph de Universal Imaging. Los
valores de fluorescencia se normalizaron obteniendo el cociente de los valores de la
fluorescencia a 480 nm /440 nm en el caso del fluoréforo Oregon green-CBD y a 480 nm
/520 nm en el caso del fluoréforo FDR, y los datos de los cambios de fluorescencia

presentados en esta tesis es el resultado de este andlisis de datos.

Preparacién del fluoréforo Oregon green-CBD

100 pg del péptido-CBD de la enzima celulasa de Clostridium cellulovarans (Sigma) se
incubaron con 10 mM Oregon green 488 succinimidyl ester (Molecular Probes, Eugene,
OR) en 50 mM de buffer fosfato, pH 8.0 por 2 horas a temperatura ambiente. El fluoréforo

no conjugado fue retirado por didlisis en buffer fresco a 48 °C por 18 horas.

3. Tratamientos

Obtencidn e inoculacién de FNs

Los FNs de Rhizobium etli purificados por HPLC segun la técnica descrita por Cardenas y
col., 1995 (Cardenas, Dominguez et al. 1995), se diluyeron en CHAPS al 0.01 % a una
concentracion de 100 nM. Antes de su aplicacién, los FNs se mezclaron con 0.5 ml del
medio de cultivo y se agregaron directamente a los pelos radicales; considerando el
volumen inicial de la cajas de crecimiento, los FNs generalmente quedan diluidos a una

concentracion de 10 nM.

Aplicacién del inhibidor de las NADPH oxidasas e ionéforo de Ca**

Los pelos radicales previamente tratados con los fluoréforos sensores de pH se les

aplicaron diversos tratamientos:

e En presencia de ionéforo de Ca®* A23187 para estudiar los cambios de pH en

respuesta a influjos de Ca*".
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En presencia de DPI (diphenyleneiodonium chloride) para estudiar el efecto de

la disminucion de los niveles de EOR producido por la inhibicién de la actividad

de las NADPH oxidasas de membrana plasmatica sobre el pH de la pared

celular.

En presencia de perdxido de hidrégeno y quitosano para estudiar los cambios

de pH en la pared celular en repuesta a EOR.

Vanadato de sodio como inhibidor de la actividad de la bomba de protones de

membrana plasmatica como control negativo.

*Preparacion del Medio Farhaeus

Compuesto Concentracion
final

CaCl, 0.680 mM

MgSO, 0.486 mM

KH,PO, 0.734 mM

Na,HPO, 1.042 mM
Citrato férrico 18.5 uM
MnZO, 12 uM

ZnS0, 765.1 M

Trazas Gibson HsBO; 46.25 WM
CuSO, 320 uM

H,Mo0, 38.8 uM

pH Final de 7
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RESULTADOS

Inicialmente utilizamos el fluoréforo Oregon green-CBD para medir los cambios de pH
en la pared celular, ya que su utilizacién en plantas se ha reportado en la literatura
(Fasano, Swanson et al. 2001) y se quiso explorar si esta sonda seria adecuada para
cumplir con los objetivos del proyecto. Inicialmente se determind la concentracion éptima
del fluoréforo Oregon green-CBD. Esto comprende de manera general la concentracion
gue permitiera tener una buena sefal y que no interfiriera con el crecimiento normal de la
célula. Esto tiene una gran relevancia ya que a concentraciones altas la sonda fluorescente
tiende a inhibir el crecimiento. Lo siguiente fue realizar pruebas que permitieran
determinar la eficiencia del fluoréforo Oregon green-CBD para determinar los cambios de

pH en los pelos radicales de frijol.

Determinacion de la concentracion é6ptima de Oregon green-CBD y su
localizacion en la pared celular

Para poder visualizar los cambios de pH en los pelos radicales vivos es necesario
determinar la concentracién éptima del fluoréforo que nos permita observar los cambios
en la fluorescencia sin alterar la morfologia y el crecimiento celular del pelo radical. Se
probaron diferentes concentraciones del fluoréforo Oregon green-CBD, estas fueron 1
mM, 0.5 mM y 0.2 mM concentraciéon final en medio Farhaeus. Estos experimentos se
llevaron a cabo en las placas de crecimiento disefadas para este propdsito en las cuales se
mantiene la raiz del frijol en condiciones dptimas. Las concentraciones de 1 mM y 0.5 mM
fueron descartadas debido a que bajo estas concentraciones los pelos radicales se
plasmolizaban o la sefal de fluorescencia era tan intensa que saturaba la cdmara de CCD.

Posteriormente se selecciond una concentracion de 0.2 mM debido a que en estas

29



condiciones la sefial de fluorescencia era muy clara y podiamos observar las variaciones en
los cambio pH en la pared celular. Por lo tanto esta concentracion fue la utilizada para

todos los experimentos posteriores.

Con la finalidad de determinar si la sonda fluorescente se incorpord a la pared celular y
no inespecificamente a otro sitio, se realizd6 un ensayo para corroborar la integracion del
fluoréforo en la pared celular. El pelo radical fue plasmolizado con 100 pl de una solucién
de sacarosa al 20 % lo cual inmediatamente provocd la separacién de la membrana celular
de la pared celular, dejando ver que la senal de la fluorescencia se encuentra

especificamente localizada en la pared celular, como se muestra en la figura 4.

Basico

Acido

Figura 4. Localizacion del fluoréforo Oregon green-CBD en la pared celular de un pelo radical
de frijol plasmolizado. Imagenes sobrepuestas de luz transmitida con la correspondiente imagen de
fluorescencia de un pelo radical de frijol. El pelo radical fue tratado con una solucién de sacarosa al 20
% para inducir plasmdlisis celular. A-C) Secuencia de imagenes sobrepuestas de luz transmitida con su
fluorescencia correspondiente de un pelo radical de frijol con diferentes niveles de retracciéon de la
membrana. En esta secuencia se puede observar que la fluorescencia se localiza especificamente en la
pared celular. El color verde de la imagen corresponde a la sefial de fluorescencia y las diferentes
intensidades distintos niveles de pH. Imagenes tomadas con un objetivo 60x de inmersién en agua a
intervalos de 5 segundos (MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=3.
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Respuesta del Oregon green-CBD a diferentes condiciones de pH para evaluar su
sensibilidad a estos cambios en el medio de cultivo

Acidez

Se realizaron pruebas de la respuesta de la sonda Oregon green-CBD a pH acidos
mediante la aplicacién de 100 ul de acido ascérbico al 0.5 M en el medio de cultivo. Bajo
estas condiciones, se observé una respuesta 10 segundos después de la aplicacién, como
se muestra en la figura 5, en donde el pH se acidific6 de manera rapida en los pelos

radicales vivos de Phaseolus vulgaris.

Basicidad

Se realizaron pruebas de la respuesta del fluoréforo Oregon green-CBD en condiciones
de pH basico mediante la aplicacién de 100 ul de hidréoxido de potasio al 0.5 M en el
medio de cultivo. La respuesta se dio dentro de los primeros 10 segundos después de la
aplicacion, como se muestra en la figura 5. Los valores de la fluorescencia se elevaron de
manera casi inmediata al adicionar la base en el medio Farhaeus a la raiz de la plantula de

frijol, indicando que el pH de la pared celular experimenté una alcalinizacion.
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Respuesta del fluoroforo Oregon green-CBD a condiciones
acidasy basicas
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Figura 5. Cambios de la fluorescencia de un pelo radical de frijol en respuesta a soluciones
acidas y basicas. A) Grafica que muestra los cambios de la fluorescencia registrada en un pelo radical
de frijol de dos dias de germinado utilizando el fluoréforo Oregon green-CBD y sometido a diferentes
condiciones de pH. B) Imagen de la fluorescencia en condiciones de crecimiento normales, los valores
se encuentran graficados en la parte superior de la imagen. La linea punteada azul indica el momento
de la aplicacion de 100 pl de acido ascérbico a 0.5 M. C) Imagen de fluorescencia después de la
aplicacion del acido, como se puede observar los valores de la fluorescencia disminuyen, indicativo de
que el pH en la pared celular ha disminuido. La linea punteada roja indica el momento de la aplicacién
de 100 pl de hidréxido de potasio a 0.5 M. D) Imagen de fluorescencia de la respuesta a la aplicacién de
la base, se puede observar que los valores de la fluorescencia se elevan indicando un aumento en el pH.
E) Imagen de luz trasmitida del pelo radical de frijol que fue tratado como se describe. El color verde de
la imagen corresponde a un pH alcalino y el color azul corresponde a un pH 4cido de acuerdo a la escala
de colores. Las imagenes se tomaron con un objetivo 60x de inmersiéon en agua a intervalos de 5
segundos. (MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen, Philadelfia), n=5.
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Visualizacion de los cambios de pH en la pared celular de los pelos radicales
vivos en condiciones de crecimiento normal

Para este propdsito se utilizaron plantulas de frijol de dos dias, tratados con la sonda
fluorescente Oregon green-CBD. Posteriormente, los pelos radicales se visualizaron por
microscopia de fluorescencia y se adquirieron secuencias de imagenes del pelo radical
vivo. Esto nos permitié visualizar los cambios de pH en la pared celular bajo condiciones
de crecimiento normales. Como se muestra en la figura 6, los cambios en fluorescencia se
localizan particularmente en el apice de la célula donde ocurre la elongacion y el
crecimiento polar. Los resultados obtenidos permiten sugerir que los cambios en pH son

altamente dinamicos, es decir que estos valores cambian de un poco acido a mas alcalino.

Valoracion del potencial de la fluoresceina acoplado a un dextrano y rodamina
como sensor cuantitativo de cambios de pH

Esta técnica se implementd debido a que no existen reportes al respecto sobre el
empleo de esta sonda fluorescente en células vegetales y debido a que también se
encuentra acoplado a la rodamina permite realizar mediciones cuantitativas. Una de las
grandes ventajas de esta sonda es que el dextrano no permite la internalizacion de la
sonda fluorescente por lo que permite realizar mediciones en la proximidad de la pared
celular en los pelos radicales. Debido a que el colorante no se internaliza permite realizar

mediciones durante largos periodos de tiempo.
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Cambios de pH en la pared celular de pelos radicales en
crecimiento
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Figura 6. Cambios de pH en la pared celular de un pelo radical vivo en condiciones de
crecimiento utilizando la sonda fluorescente Oregon green-CBD. A) Grafica que muestra los
cambios de la fluorescencia en la pared celular de un pelo radical de frijol en condiciones normales de
crecimiento. B) Secuencia de imagenes representativas que muestran los cambios de pH en un pelo
radical de frijol de dos dias de germinado. Es importante notar que se trata de una célula viva bajo
condiciones normales de crecimiento apical. En el apice de la célula existen cambios claros en los
valores de la fluorescencia y por lo tanto de pH. Imdgenes tomadas con un objetivo 60x de inmersién en
agua a intervalos de 5 segundos. (MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=4.
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7

Determinacion de la concentraciéon éptima de la sonda fluoresceina-dextrano-
rodamina (FDR)

Para utilizar el fluoréforo FDR es necesario que se encuentre homogenizado en el
medio. Debido a que este fluoréforo no se localiza en alguna regidn especifica de la célula
sino que se encuentra difundido en el medio, fue necesario establecer la concentracidn
Optima asi como varias técnicas de aplicacion. Se ensayaron 0.4, 0.8. 1.6 y 4 ng/ml en
placas de observacion con o sin fitagel (Sigma), esto es medio liquido o sélido,
respectivamente. El fitagel en el medio de crecimiento es un tensoactivo no iénico que se
utiliza para formar una pelicula sélida en el cubreobjetos de las placas de observacion que
a su vez nos permite mantener a la radicula fija o anclada al medio. Después de varios
ensayos se encontré que la concentracion de 4 ng/ml del conjugado FDR en medio liquido
funciond bien y de manera general la fluorescencia se puede percibir mejor que en el
medio solido. Por lo tanto seleccionamos estas condiciones para realizar nuestros

experimentos.

Visualizacion de los cambios de pH en el espacio extracelular en condiciones de
crecimiento normal con la sonda FDR

Las plantulas de dos dias de germinacién de Phaseolus vulgaris fueron tratadas con la
sonda fluorescente FDR. Como se muestra en la figura 7 A, hay una variacion en el pH
apoplastico; en donde se observan periodos de alcalinizacidn como se muestra en la figura
7 B y periodos de acidificacion como se muestra en el panel 7 C. N6tese que los cambios
se observan en la vecindad de la pared celular y que se identifican como cambios en el

medio extracelular o la superficie de la célula.
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Cambios de pH en el espacio extracelular de pelos radicales en
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Figura 7. Cambios de pH en la pared celular de un pelo radical en condiciones de crecimiento
normales utilizando el fluoréforo FDR. A) Grafica de los cambios de fluorescencia en el espacio
extracelular de un pelo radical de frijol de dos dias de germinacion en condiciones normales de
crecimiento. B) Imagenes de fluorescencia y de luz transmitida de un pelo radical de frijol en
condiciones de alcalinizacién. C) Imagenes de fluorescencia y de luz transmitida de un pelo radical de
frijol en condiciones de acidificacidn. El color verde de la imagen corresponde a un pH mas alcalino y el
color negro corresponde a un pH mas acido de acuerdo a la escala de referencia. Las imagenes fueron
tomadas con un objetivo 60x de inmersion en agua a un intervalo de 5 segundos.

(MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=3.
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Visualizacion de los cambios de pH en la pared celular en respuesta al influjo de
Ca2+

Un ionéforo es una pequeiia molécula hidrofdbica que se incorpora en la bicapa lipidica
y aumenta la permeabilidad de determinados iones, entre ellos el Ca’*. El ionéforo
A23187 por ejemplo se ha utilizado ampliamente para inducir influjos de Ca®* en las
células vegetales a una concentracién 40 uM (Monshausen, Messerli et al. 2008;
Monshausen, Bibikova et al. 2009). Ademas, se ha empleado como un control importante
para el estudio de diversas respuestas que dependen de aumentos del Ca”" intracelulares

como la apertura y el cierre de estomas (Allen, Chu et al. 2001).

Se sabe que los influjos de Ca* provocan cambios en las actividades de la célula, esto
debido en gran medida a que el Ca** es un segundo mensajero de gran importancia con
multiples funciones, como por ejemplo, la modulacién de proteinas entre ellas la bomba
de protones de la membrana plasmatica (Kinoshita, Nishimura et al. 1995; Lino, Baizabal-

Aguirre et al. 1998; Monshausen, Bibikova et al. 2009).

En la figura 8 se muestra una secuencia de imagenes de fluorescencia de un pelo
radical de frijol de dos dias de germinado y tratado con la sonda Oregon green-CBD. Esta
célula marcada con la sonda fluorescente fue sometida al tratamiento del iondforo
A23187 a una concentracién final de 40 uM. Los resultados demuestran que
inmediatamente después de la aplicacion del ionéforo se produce un incremento de la
fluorescencia en el dpice del pelo radical. Este aumento de la fluorescencia se interpreta
como un incremento en los niveles de pH. Este incremento se puede ver en la pared
celular pocos segundos después de la aplicacién del tratamiento y nos sugiere
fuertemente que los niveles de pH en la pared celular dependen en gran medida de los

niveles intracelulares de Ca®*.
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Figura 8. Cambios de pH en la pared celular en respuesta al influjo de Ca2+utilizando el
fluoroforo Oregon green-CBD. A) Secuencia de imagenes de fluorescencia de un pelo radical de frijol
después de dos dfas de germinacion en respuesta al influjo de Ca®* producido por la aplicacién de 40
UM concentracién final del ion6foro A23187 La imagen del recuadro rojo indica el momento de la
aplicacién del tratamiento. B) Ampliacién de imagenes del panel A. La imagen superior corresponde a
la condicidn previa al tratamiento, la cual se encuentra marcada con una estrella amarilla en el panel A.
La imagen inferior corresponde a 10 segundos después del tratamiento con el ionéforo, la cual se
encuentra marcada con un asterisco lila en el panel A. En la imagen inferior se puede observar que
existe una alcalinizacién representada por el color rojo en la pared celular que corresponde a un pH
mas alcalino de acuerdo a la escala de colores. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo 60x de
inmersion en agua a intervalos de 5 segundos. (MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=6.
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Como se observa en el resultado anterior, la induccién del influjo de Ca** produce
alcalinizacién inmediata del apoplasto. Realizamos el mismo experimento pero ahora
utilizando la sonda FDR, los resultados se muestran en la figura 9. En esta figura se
observa de manera interesante el mismo resultado después de la aplicacidn del ionéforo,
es decir una inmediata alcalinizacién de la pared celular. Sin embargo, posteriormente se
observa una acidificacidon del medio extracelular que rodea la pared celular. Es probable
que esta acidificacion se deba a que el incremento de Ca” intracelular induzca una
despolarizacion de la membrana mediante la apertura y cierre de canales y que la bomba
de protones esté involucrada en la recuperacion del potencial de membrana, se active

generando una acidificacion apoplastica.
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Figura 9. Cambios de pH en el espacio extracelular en respuesta al ion6foro de Ca2* A23187. A)
Grafica de los cambios de fluorescencia en un pelo radical de frijol de dos dias de germinado marcados
con la sonda FDR y posteriormente tratados con 40 pM concentracion final del ion6foro A23187. La
linea roja punteada indica el momento de la aplicacién del tratamiento. B) Imagen de fluorescencia
antes del tratamiento. C) Imagen de fluorescencia después del tratamiento donde se observa una
alcalinizacién inmediata. D) Imagenes de fluorescencia después de la alcalinizacién inicial donde se
observa ver que el espacio extracelular se acidifica. E) Imagenes de fluorescencia después de la
acidificacién el pH parece retornar a sus niveles iniciales. F) Imagen de luz trasmitida del pelo radical
de frijol al cual se le realizd el tratamiento antes descrito. El color verde de la imagen corresponde a un
pH alcalino y el color negro corresponde a un pH acido, de acuerdo a la barra de colores. Las imagenes
fueron tomadas con un objetivo 60x de inmersion de agua a un intervalo de 5 segundos
(MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=3. Escala 5 pm.
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Visualizacion de los cambios de pH en el apoplasto en respuesta a la inhibicidon
de la produccion de EOR apoplastico

Las especies de oxigeno reactivas desempefian un papel importante en el proceso de
crecimiento apical de células polarizadas como es el caso de los pelos radicales, hifas de
hongos y tubos polinicos (Cardenas 2009). En estudios previamente realizados por
Monshausen y col. en el 2007 reportd que la reduccion de la produccion de EOR por la
mutacion de una NADPH oxidasa detiene el crecimiento apical de los pelos radicales de
Arabidopsis thaliana. El fenotipo observado se puede recuperar modificando las
condiciones de pH del medio de cultivo (Monshausen, Bibikova et al. 2007). Los datos
demuestran la importancia de los niveles de EOR en el apoplasto en el mantenimiento del

crecimiento apical de los pelos radicales y su probable relacidon con la bomba de protones.

En la figura 10 observamos una secuencia de imdagenes de fluorescencia de un pelo
radical de frijol de dos dias de germinado, pre-incubado con FDR y en presencia del
inhibidor DPI a una concentracién de 40 uM, concentracion reportada como efectiva para
inhibir a las NADPH oxidasas de membrana (Cardenas and Quinto 2008). Se puede
observar que después de unos segundos de la aplicacién del DPI hay un incremento del pH

de la pared celular.
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Figura 10. Cambio de pH en el espacio extracelular en respuesta a la aplicacion del DPI. A)
Grafica de los cambios de pH representado como cambios en la fluorescencia de un pelo radical de frijol
en respuestas a la inhibicién de las NADPH oxidasas de membrana plasmatica con 50 uM concentracion
final de DPI. La linea punteada indica el momento de la aplicacion del tratamiento. B) Imagen de la
fluorescencia observada antes de la aplicacion del DPI. C) Imagen de la fluorescencia observada
después del tratamiento con DPI. Se observa que los valores de la fluorescencia se incrementaron, lo
cual sugiere un aumento en el pH del medio extracelular en presencia del DPI. D) Imagen de luz
trasmitida representativa del pelo radical de frijol al cual se le realizd el tratamiento descrito. El color
verde de la imagen corresponde a un pH alcalino y el color negro corresponde a un pH acido, de
acuerdo a la barra de referencia. Las imagenes fueron tomadas con un objetivo 60x de inmersién en
agua a un intervalo de 3 segundos. (MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=4. Escala 5 pm.
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Cambios de pH en el espacio extracelular en respuesta al perdéxido de hidrégeno
y quitosano

Como se demostré en los resultados antes descritos, la inhibicion de las NADPH
oxidasas resulta en la alcalinizacion del apoplasto, estos datos sugieren que
probablemente EOR esté modulando la bomba de protones y contribuya al
mantenimiento de las condiciones de pH de la pared celular. EI hecho de que la
acidificacion del medio extracelular en el proceso de crecimiento normal de los pelos
radicales se vea afectado por la inhibicién de la enzima que produce EOR y que éste
también sea un elemento importante en el mantenimiento del crecimiento apical sugiere
la existencia de un fino mecanismo de regulacién de ambos factores, tanto en el tiempo

como en el espacio.

Para corroborar los resultados antes descritos se realizaron experimentos que
consistieron en aplicar directamente 40 UM concentracidn final de perdxido de hidrégeno
como especie de oxigeno reactiva. Como se observa en la figura 11, después de la
aplicacién del perdxido se produce una rapida alcalinizacién seguida de una prolongada
acidificacion del medio extracelular. Estos datos sugieren que el efecto de las especies de
oxigeno reactivas sobre el pH de la pared celular estd ampliamente relacionado y que esto
repercute sin duda alguna sobre las propiedades de crecimiento de la célula. De hecho, las
mutantes en la NADPH oxidasa de Arabidopsis también pueden ser rescatadas
fenotipicamente por la adicién de perdxido de hidréogeno (Monshausen, Bibikova et al.

2007).
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Figura 11. Cambios de pH en el espacio extracelular en respuesta a peréxido de hidrégeno. A)
Grafica de los valores de fluorescencia en un pelo radical de frijol de dos dias de germinado en
respuestas a la aplicacion de 40uM concentracion final de perdxido de hidrégeno. La linea roja
punteada indica el momento de la aplicacidon del tratamiento. B) Imagen de fluorescencia antes del
tratamiento. C) Imagen de fluorescencia después del tratamiento con perdxido. Notese que el medio
extracelular se acidifica cuando se adiciona peréxido en el medio. D) Imagen de luz trasmitida del pelo
radical de frijol al cual se le realiz6 el tratamiento descrito. El color verde de la imagen corresponde a
un pH alcalino y el color negro corresponde a un pH acido, de acuerdo a la barra de referencia. Las
imagenes fueron tomadas con un objetivo 60x de inmersiéon en agua a un intervalo de 3 segundos
(MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=3. Escala 5 pm.
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Otra forma de poder estudiar la participaciéon de EOR en los cambios de pH del medio
extracelular es la aplicacién de quitosano como inductor de la produccién de las especies
de oxigeno reactivas. Lo que se puede observar en la figura 12, es la acidificacion del
medio extracelular en respuesta a la aplicacién del quitosano. Esto sugiere que las
especies de oxigeno reactivas contribuyen a la activacion de la bomba de protones, lo cual

acidificaria el espacio extracelular del pelo radical en crecimiento.
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Figura 12. Cambios de pH en el espacio extracelular en respuesta al quitosano. A) Grafica de los
cambios de fluorescencia en un pelo radical de frijol de dos dias de germinado en respuestas a la
aplicacion de 40 pM concentracion final de quitosano. La linea roja punteada indica el momento de la
aplicacion del tratamiento. B) Imagen del pelo radical ilustrando la fluorescencia presentada antes del
tratamiento. C) Imagen de la fluorescencia después del tratamiento con quitosano. Se observa que el
medio extracelular se acidifica en respuesta al quitosano. D) Imagen de luz trasmitida del pelo radical
de frijol al cual se le realiz6 el tratamiento descrito. El color verde de la imagen corresponde a un pH
alcalino y el color negro corresponde a un pH acido, de acuerdo a la barra de referencia. Las imagenes
fueron tomadas con un objetivo 60x de inmersiéon en agua a un intervalo de 3 segundos.
(MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=3. Escala 5 pum.
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Visualizacion de los cambios de pH en el espacio extracelular en respuesta a los
FNs de Rhizobium etli

En la simbiosis sabemos que los FNs producidos por las rizobias tienen un papel
esenciales en las primeras etapas de la interaccidn planta-bacteria. Estos factores son las
moléculas senales que inducen en el pelo radical cambios morfolédgicos que dependen de
modificaciones estructurales de la pared celular para poder permitir el encorvamiento y

establecimiento del hilo de infeccion.

En la figura 13 A, se muestra la grafica de los cambios de pH del apoplasto en respuesta
a la aplicacién de los FNs de Rhizobium etli a una concentracién final de 10 nM en un pelo
radical de frijol. Estas células bajo condiciones normales de crecimiento y previo a la
aplicacion de los FNs presenta un pH ligeramente acido en la regién apical, similar a los
descritos en la figura 7. En el momento de la aplicacion de los FNs se produce una
alcalinizacién inmediata en la pared celular de la regién apical; esta alcalinizacién se

mantiene constante después de algunos minutos.
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Figura 13. Cambios de pH en el espacio extracelular de un pelo radical de frijol en respuesta a la
aplicacion de los FNs de Rhizobium etli. A) Grafica de los valores de la fluorescencia en un pelo
radical de frijol después de dos dias de germinacién en respuesta a la aplicaciéon de los FNs de
Rhizobium etli a 10 nM concentracién final. La linea roja punteada marca el momento de la aplicacién.
B) Imagen de fluorescencia de un pelo radical de frijol antes del tratamiento con los FNs. C) Imagen de
fluorescencia de un pelo radical de frijol después del tratamiento con los FNs. Notese el incremento en
los valores de la fluorescencia en respuesta a la aplicacion de los FNs, estos datos sugieren que el pH
extracelular ligeramente se alcaliniza. El color verde de la imagen corresponde a un pH alcalino y el
color negro corresponde a un pH acido, de acuerdo a la barra de referencia. Las imagenes fueron
tomadas con un objetivo 60x de inmersidbn en agua a un intervalo de 5 segundos
(MetaFluor/Methamorph, Universal Imagen), n=4.
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Visualizacion de los cambios de pH en respuesta a la aplicacion de un inhibidor
de la bomba de protones de la membrana plasmatica

Con la finalidad de determinar cdmo la bomba de protones contribuye a los cambios de
pH en la pared celular, realizamos experimentos que nos permitiera inhibir a la bomba de
protones y poder visualizar los cambios del pH en el espacio extracelular en respuesta a la
inhibicidn de esta proteina. El compuesto que utilizamos fue el vanadato de sodio, el cual
se reportado ampliamente en la literatura como inhibidor de la bomba de protones de

membrana plasmatica a la concentracién de 75 uM (Amoroso, Clarke et al.).

En la figura 14 se puede observar el resultado obtenido después de la aplicacion del
vanadato de sodio en un pelo radical, estos resultados se describen como una inmediata
alcalinizacién del espacio extracelular. Esto debido a que la bomba de protones se

encuentra inhibida y no es posible el transporte de protones al medio extracelular.
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Cambios de pH en respuesta al vanadato de sodio
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Figura 14. Cambios de pH en el espacio extracelular en respuesta al inhibidor de la bomba de
protones de membrana plasmatica. A) Grafica que muestra los cambios de la fluorescencia en un
pelo radical de frijol en respuestas a la aplicacién de vanadato de sodio a una concentracion final de
75uM. La linea roja punteada indica el momento de la aplicacién del tratamiento. B) Imagenes de la
fluorescencia antes del tratamiento. C) Imagenes de la fluorescencia después del tratamiento. Nétese
que el medio extracelular se alcaliniza cuando se inhibe a la bomba de protones. D) Imagen de luz
trasmitida del pelo radical de frijol al cual se le realiz6 el tratamiento descrito. La barra de escala en el
panel D representa 30 um. El color verde de la imagen corresponde a un pH alcalino y el color negro
corresponde a un pH acido, de acuerdo a la barra de referencia. Las imagenes fueron tomadas con un
objetivo de 60x y de inmersién en agua a un intervalo de 3 segundos. (MetaFluor/Methamorph,
Universal Imagen), n=3.
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DISCUSION

La elongacion de las células vegetales depende de varios factores, tales como Ia
turgencia, la disposicién de los componentes bdsicos que permiten la sintesis de la pared
celular y las modificaciones fisicoquimicas de ésta, las cuales se han apoyado en gran
medida por la teoria del crecimiento acido. Esta teoria sugiere que el decremento en el pH
apoplastico, producido por una H" ATPasa de la membrana plasmatica. Esta acidificacion
extracelular activa enzimas apoplasticas y modifica proteinas estructurales que facilitan la
incorporacion de material para sintetizar nueva pared celular y permitir la elongacién

celular. (Gaxiola, Palmgren et al. 2007; Duby and Boutry 2009).

Como se sabe la pared celular es una red de microfibrillas de celulosa que se encuentra
embebida en una matriz hidratada compuesta por pectina y otras proteinas. Durante el
proceso de crecimiento celular las modificaciones de las interacciones glucosidicas y las
proteinas en la pared, asi como la presidn de turgencia que se deriva de la entrada de
agua a la célula mediante las acuaporinas, promueven en conjunto la expansién celular.
Los pelos radicales son células que presentan un crecimiento altamente polarizado y
oscilatorio. En estas células la coordinacion del crecimiento en un area determinada esta
regulada por multiples factores que permiten o hacen posible esta polaridad. Dentro de
los factores que permiten esta polarizaciéon podemos describir: los mecanismos de
transduccidon de sefiales, influjo apical de Ca2+, trafico vesicular, producciéon de EOR,
cambios de pH, organizacién del citoesqueleto, composicién de lipidos, etc. (Carol and
Dolan 2002). Estos procesos se han estudiado con diversas técnicas, pero una de las
herramientas mas utilizadas e innovadoras es la aplicacion de fluoréforos para la
visualizacidn de todos estos eventos celulares con una resolucidén espacial y temporal in

vivo.

Por medio de la utilizacion del fluoréforo NERF-CI conjugado a un dextrano de 10 kDa.

se han estudiado los cambios de pH apoplastico en el proceso de iniciacién de los pelos
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radicales (Bibikova, Jacob et al. 1998). Con este fluordforo se ha logrado definir que el sitio
de iniciacién del pelo radical es dependiente de la acidificacién de su pared celular. Una
vez que se ha establecido el crecimiento polarizado del pelo radical, la pared celular se
alcaliniza y posteriormente se empieza a generar un crecimiento oscilatorio con periodos
de crecimiento largos y cortos, muy similar al patrén que presentan otras células con
crecimiento polar como los tubos polinicos y las hifas de los hongos (Bibikova, Jacob et al.
1998). Por otro lado, la acidificacidon y alcalinizacion en la regién de crecimiento se
coordinan de manera oscilatoria al igual que el Ca® y los niveles intracelulares de EOR

(Monshausen, Bibikova et al. 2007).

El interés de este proyecto se centra en el proceso simbidtico que se establece entre las
leguminosas y las bacterias del género Rhizobium. Uno de los pasos importantes para el
establecimiento de la simbiosis es la interaccion fisica entre ambos simbiontes y las
respuestas que estos desencadenan. Generalmente la bacteria debe inducir en los pelos
radicales cambios morfoldgicos que permiten la formacion del hilo de infeccién, los cuales
son estructuras que utiliza la bacteria para poder internalizarse en las células de la planta
huésped. Los FNs, son las moléculas especificas producidas por las rizobias que
interactuan con la planta hospedera, esta molécula senal produce una serie de cambios en
los pelos radicales, tales como: re-arreglo del citoesqueleto, influjo de ca® y otros iones,
produccién de EOR, alcalinizacién citoplasmica (Felle 1996; Cardenas, Feijo et al. 1999;
Downie and Walker 1999; Cosgrove 2000; Cardenas, Thomas-Oates et al. 2003; Cardenas
and Quinto 2008). Esta alcalinizacién citopldsmica que se ha descrito en respuesta a los
FNs es rapida y sugiere que probablemente tenga un efecto sobre el apoplasto, el cual
probablemente estaria acifidificado. Sin embargo, los resultados obtenidos y que se
muestran en la figura 9, demuestran que de manera inmediata a la aplicacién de los FNs,
el medio extracelular se alcaliniza. Esto es contrario a lo predicho, pero es muy probable
qgue la induccion de la alcalinizacion apoplastica en respuesta a los FNs se encuentre
modulando la sintesis de la pared celular y con esto inhibiendo el crecimiento del pelo

radical.
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En el modelo propuesto por Felle y col. en el 1996, se especulaba acerca de los cambios
de pH en el apoplasto de los pelos radicales en respuesta a la alcalinizacién citopldsmica
inducida por los FNs e indirectamente se sabia que el apoplasto se alcalinizaba; pero hasta
la actualidad no hay reportes que lo demuestren. Utilizando sondas fluorescentes que
responden a cambios de pH en el medio extracelular se ha podido visualizar los cambios
de pH en el apoplasto de los pelos radicales en respuesta a los FNs, donde se verifico de
manera directa que existe una alcalinizacién. Sugiriendo que la salida de protones del

citoplasma al medio extracelular se encuentra disminuida o interrumpida (figura 15).

PARED

CELULAR

MEMBRANA H*-ATPasa
PLASMATICA I

Figura 15. Modelo propuesto de los cambios de pH en respuesta a los FNs. La interaccién
simbidtica entre las plantas leguminosas y las bacterias del género Rhizobium ocurre mediante el
intercambio de moléculas, donde la planta secreta compuestos de naturaleza flavonoide que induce en
la bacteria la transcripcion de genes esenciales para la nodulacion (genes nod) y sus productos
participan en la sintesis y liberacidn de los factores Nod. Estos son reconocidos especificamente por los
pelos radicales y estimulan respuestas celulares como son: flujos de iones, acumulacién de Ca2* en la
region apical, transduccién de sefiales, oscilaciones de calcio, organizaciéon del citoesqueleto,
produccion de EOR, alcalinizacidon del citoplasma, entre otros. Se sabe que el incremento del Ca2+
citoplasmico bloquea a la bomba de protones, por lo tanto, el influjo de Ca2* inducido por los FNs inhibe
a la bomba de protones de la membrana plasmatica provocando una alcalinizacién apoplastica.
Esquema modificado de Felle et al., 1996.
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Los cambios de pH en el apoplasto se modifican de acuerdo a los estimulos percibidos,
por ejemplo, cuando se enfrenta a un patégeno la acidificacion de la pared promueve la
activacion de enzimas apoplasticas que ayudan en la proteccion de la misma (Felle,
Kondorosi et al. 2000). En el proceso simbidtico, se sabe que el pelo radical debe
desarrollar cambios morfoldgicos que permitan o faciliten el proceso de infeccidn; la
respuesta temprana ante el estimulo de los FNs es la alcalinizacién apopldstica, lo cual
inhibiria inicialmente el crecimiento del pelo radical. Sin embargo, se sabe que
posteriormente, después de dos horas de tratamiento con los FNs las células pueden
reiniciar el crecimiento polar o después de 72 horas en presencia de la bacteria pueden

iniciar la formacidn del hilo de infeccion.

En estudios realizados en extractos celulares de hoja de tabaco, se descubrié un
péptido que induce en células en suspensién una alcalinizacién apoplastica, este péptido
fue llamado “Rapid Alkalinization Factor” (RALF), por sus siglas en inglés. Se observo que
este péptido inhibe de manera importante el desarrollo y el crecimiento celular, ademas
de inducir influjos de Ca** (Pearce, Moura et al. 2001; Haruta and Constabel 2003). Este
factor se ha estudiado en Arabidopsis thaliana, en los tubos polinicos de Solanum
lycopersicum y en pelos radicales de Nicotiana tabacco y Medicago truncatula (Covey,
Subbaiah et al.; Pearce, Yamaguchi et al.; Haruta, Monshausen et al. 2008). En este ultimo
modelo, Combier y col. en el 2008 estudiaron la participacion de este péptido en el
proceso simbidtico, observando que la sobreexpresién de este gen afectaba la formacién
de hilos de infeccion y por lo tanto la nodulaciéon (Combier JP 2008). Estos hallazgos nos
permiten especular que este RALF podria estar participando en la respuesta que nosotros
observamos, siendo interesante poder estudiar este péptido en nuestro modelo de

estudio.

Se ha propuesto que los cambios de pH en la pared celular y la produccién apoplastica
de las especies de oxigeno reactivas tienen la capacidad de poder modular la expansion

celular. Por ejemplo, las mutantes en una NADPH oxidasa (enzima generadora de EOR) de
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membrana AtRBOH C en Arabidopsis muestra los inicios de formacién del los pelos
radicales, sin embargo no se elongan. A pesar de este fenotipo, la mutante puede ser
rescatada cuando se crece a un pH acido = 6 y se puede observar nuevamente bajo estas
condiciones el desarrollo de los pelos radicales (Foreman, Demidchik et al. 2003;
Monshausen, Bibikova et al. 2007). Estos resultados han permitido sugerir que las EOR y

las condiciones de pH en el apoplasto contribuyen al desarrollo de los pelos radicales.

Utilizando el fluoréforo FDR y el inhibidor de las NADPH oxidasas de membrana
plasmatica (DPI) pudimos observar in vivo lo que ocurre con el pH del apoplasto cuando
existe la reduccidon de la produccién de EOR, asi podemos darnos una idea de cémo
participan las especies de oxigeno reactivas en los cambios de pH apoplastico en repuesta
a estimulos que las generen. Observamos que al momento de no generarse EOR en el
apoplasto por la inhibicién de las NADPH oxidasas de membrana, se produce una
alcalinizacién inmediata. Posteriormente para observar directamente la respuesta del pelo
radical a EOR, realizamos ensayos de aplicacién directa de perdxido de hidrégeno vy
quitosano. El resultado de estos ensayos fue una acidificacion apoplastica (figura 11y 12).
La presencia de esta acidificacidon al parecer prolongada, nos hace recordar la idea de que
EOR participa en la acidificacién del apoplasto posiblemente como activador de la bomba
de protones como se ha sugerido (Monshausen, Bibikova et al. 2007; Monshausen,
Bibikova et al. 2009) y participa en el crecimiento de los pelos radicales promoviendo la

acidificacion apoplastica (Amborabe, Bonmort et al. 2008).

Se sabe que el Ca** es un ion que participa en muchas funciones celulares. En el caso de
los pelos radicales se ha estudiado ampliamente que el influjo de Ca** es un evento que
participa de manera importante en la respuesta a la percepcion de estimulos externos, en
el establecimiento del proceso simbidtico, en la modulacién del crecimiento polarizado
(Cardenas, Feijo et al. 1999; Downie and Walker 1999; Cardenas, Holdaway-Clarke et al.
2000; Monshausen, Messerli et al. 2008; Cardenas 2009; Sieberer, Chabaud et al. 2009),

53



ademads de su participacién en los cambios de pH en la pared celular (Monshausen,

Bibikova et al. 2009).

En este trabajo estudiamos los cambios de pH en la pared celular en respuesta a un
influjo de Ca*’. Utilizando inicialmente como sonda el fluoréforo Oregon green-CBD,
observamos que al momento de generar un influjo de ca® provocado por el ionéforo
A23187 existe una alcalinizaciéon apopldstica inmediata (figura 8). Esto es debido a que
inicialmente los influjos de Ca?" inhiben a la bomba de protones de membrana plasmatica
(Kinoshita, Nishimura et al. 1995; Lino, Baizabal-Aguirre et al. 1998). Posteriormente
utilizando fluoréforo FDR pudimos observar que el influjo de Ca”* en un inicio genera la
alcalinizacién inmediata del medio extracelular como anteriormente habiamos descrito,
pasado unos segundos el medio extracelular se acidifica, indicio de que la bomba de
protones de la membrana plasmatica esta activa (figura 9). Esto nos lleva a especular que
el Ca®* en un inicio inhibe a la bomba de protones generando asi la alcalinizacion
inmediata del apoplasto, pasado este estimulo se activa la bomba de protones para

rectificar el potencial de membrana provocando la acidificacion del espacio extracelular.

Es claro que sefiales que modifiquen los niveles de Ca** en el apice del pelo radical
como el aumento en ERO pueden regular el pH de la pared celular. La generacién de un
influjo de Ca*? es una respuesta comun en las células que se encuentran bajo algun
estimulo y con los resultados obtenidos en este trabajo se podria hipotetizar que: la
alcalinizacién apoplastica inmediata que se presenta segundos después de provocar el
influjo de Ca** es debido a que el Ca** por ser un ion con funcién de segundo mensajero,
se encuentre inhibiendo la actividad de la bomba de protones de membrana generando
una acidificacion citoplasmatica momentanea. Debido a que el influjo de Ca** que
nosotros inducimos no va acompafiado de ninguna otra sefal, este estimulo no llega a
desencadenar una respuesta completa y pasado el influjo, la bomba de protones se vuelve
a activar y trasloca al apoplasto los protones acumulados en el citoplasma, acidificando el

medio.
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CONCLUSIONES

1. Los fluoréforos Oregon green-CBD y fluoresceina-dextrano-rodamina son una
herramienta ideal para determinar los cambios de pH en la pared celular de los
pelos radicales de Phaseolus vulgaris in vivo.

2. El pH en la pared celular de los pelos radicales de Phaseolus vulgaris es dinamico
durante las condiciones normales de crecimiento.

3. Los FNs de Rhizobium etli inducen una alcalinizacién apoplastica en los pelos
radicales de Phaseolus vulgaris.

4. Elinflujo de Ca** inducido por la aplicacion del ionéforo A23187 induce cambios en
el pH de la pared celular.

5. El inhibidor de las NADPH oxidasas de membrana plasmatica (DPI) induce una
alcalinizacién de la pared celular.

6. El tratamiento con perdxido de hidrégeno induce una acidificacidon apoplastica en

los pelos radicales.

7. La aplicacién del quitosano como estimulo de la produccién de las especies de
oxigeno reactivas induce una acidificacidon apoplastica.

8. El inhibidor de la bomba de protones de la membrana plasmatica (vanadato de
sodio) induce una alcalinizacién del apoplasto.
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PERSPECTIVAS

e Utilizar una sonda fluorescente de pH intracelular para poder estudiar los cambios
inducidos por los FNs.

e Disefiar alguna proteina recombinante la cual contenga un fluoréforo sensible a pH
gque permita estudiar los cambios de pH en el apoplasto en el proceso de
elongacidn del hilo de infeccion en la simbiosis leguminosa-Rhizobium.

e Estudiar las bombas de protones en el modelo de Phaseolus vulgaris

e Inmunolocalizar la bomba de protones para poder determinar donde se distribuye
cuando se esta desarrollando los hilos de infeccion

e Estudiar el péptido RALF en el modelo de estudio de Phaseolus vulgaris y ver su

participacién en el desarrollo de los pelos radicales y el proceso de simbiosis.
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