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1. RESUMEN.

La respuesta de hipersensibilidad es una respuesta que induce la muerte celular programada
(MCP) tras la infeccion de ciertos patégenos y es una respuesta que confiere inmunidad a la
planta al evitar que la infeccion prospere y ésta sea colonizada (Agrios 1997). La via de
transduccién de sefiales que conducen a la MCP no se ha descrita, sin embargo se ha
relacionado con el aumento en la concentraciéon de Ca*" en el citoplasma, la acumulacién de
bases de cadena larga (BCL), la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), la
activacion de la cinasa MPK6 (Saucedo-Garcia et al. 2011) y la enzima de procesamiento
vacuolar (YVPE) (Hatsugai et al. 2004; Kuroyanagi et al. 2005). Recientemente otra via de MCP
se ha identificado en Arabidopsis thaliana (A. thaliana), la via de MCP inducida por estrés de
reticulo endoplasmico (RE), en la que la acumulacion de proteinas desplegadas y el estrés de
RE se desencadena frente a diferentes tipos de estrés biodtico y abidtico. Esta via de MCP
también es de tipo vacuolar y requiere de la ruptura del tonoplasto y de la activacién de la
enzima yVPE (Qiang et al. 2012).

Este trabajo tiene como objetivo conocer otros eventos de sefializacién de la via de MCP
medida por BCL y se estudié al estrés de RE como un posible evento de sefializacion de esta
via. Para determinar si el estrés de RE estaba relacionado con la via de muerte mediada por
BCL se indujo acumulacion de BCL y estrés de RE por exposicién a fumonisina B1 (FB,) y
tunicamicina (TM) respectivamente, en plantulas de A.thaliana de genotipo silvestre y de las
lineas Icb2a-1 y pfld 18-18 y se compararon los efectos de ambos tratamientos en el fenotipo de
la porcion aérea de las plantulas, la ultraestructura celular y la expresién de la proteina luminal
de unién (BiP) como marcador de estrés de RE. Se encontré que para las plantulas de genotipo
silvestre el efecto del tratamiento con FB; y TM en el fenotipo de la porcién aérea de las
plantulas y en la ultraestructura celular son similares en ambos tratamientos, sin embargo, la
exposicion a FB; no fue capaz de inducir la expresion de BiP. Sin embargo cuando se indujo
estrés de RE en plantulas de la linea Icb2a-1, que producen menos BCL y en la linea pfld18-18,
gue producen menos ERO en el cloroplasto, las plantulas presentaron menor dafio, asi como
una menor expresion de BIiP respecto a las plantulas de genotipo silvestre, evidenciando la
importancia de las BCL y las ERO como segundos mensajeros de la via de MCP inducida por
estrés de RE. Aunque las evidencias experimentales son insuficientes, se sugiere que la ambas
vias de MCP tanto la mediada por BCL y la inducida por estrés de RE estan relacionadas,

tratandose de una sola via que culmina con la ruptura del tonoplasto.
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2. INTRODUCCION.

La muerte celular programada (MCP) es un mecanismo celular muy importante en las plantas,
ya que se presenta durante diversos procesos tanto de desarrollo como de estrés, son ejemplos
de ellos la formacion de gametos, la senescencia y la defensa contra patdgenos, entre otros. A
un tipo particular de MCP que se produce en la defensa contra patégenos se le denomina
respuesta de hipersensibilidad. Esta es una respuesta que le confiere inmunidad a la planta
infectada por un patégeno al evitar que la infeccién prospere y la planta sea colonizada. Por
ello, el conocimiento de los sucesos moleculares que desencadenan esta respuesta en la planta
es muy importante y por lo tanto, estudiarlos es de nuestro particular interés. A continuacién se
presenta la informacién general y los antecedentes encontrados en la literatura que nos llevan a
plantear este estudio y que tiene el objetivo de caracterizar y entender el mecanismo de la via

de MCP mediada por bases de cadena larga (BCL).

2.1. Generalidades de estructuray funcién del reticulo endopldsmico.

El reticulo endoplasmico (RE) es un sistema endomembranoso muy dinamico, que se distribuye
a través de todo el citosol, y esta constituido por membranas laminares con ribosomas unidos a
ellas que dan lugar a la formacion de cisternas. Estas conforman el RE rugoso y la red de
membranas tubulares, componen el RE liso. El RE posee principalmente tres regiones
morfolégicas distintas, las membranas de la ldmina nuclear, la extensa red de tlabulos
periféricos interconectados y las laminas periféricas del RE. La envoltura nuclear (EN) es un
dominio del RE conformado por dos extensas bicapas de membranas planares, la membrana
nuclear interna (MNI) y la externa (MNE). Ambas, MNI y MNE estan separadas por el espacio
perinuclear (EPN), pero estan conectadas una con la otra por los poros nucleares (PN) (Hetzer
et al. 2005). El RE periférico esta conectado a la MNE como una extensa red de cisternas y
tubulos que se extiende por todo el citoplasma hasta la membrana plasmatica. El lumen del RE

periférico es continuo con el lumen del EPN.

El RE rugoso se caracteriza por la presencia de ribosomas unidos a la superficie de la
membrana, que forma laminas y cisternas. El RE rugoso es fundamental para la via de
secrecion de proteinas, ya que asiste a la sintesis de proteinas solubles y transmembranales
del RE, el Aparato de Golgi, la vacuola, la membrana plasmatica y el espacio extracelular. Por

otro lado el RE liso tiene entre sus principales funciones la sintesis de lipidos.

El RE posee regiones que estan en estrecha asociacion con otros organelos de la

célula, la membrana plasmatica, el aparato de Golgi, la vacuola, mitocondrias, cloroplastos y
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peroxisomas. Estas interacciones son funcionalmente importantes, ya que estos sitios estan
relacionados con el transporte no vesicular de lipidos y esteroles sintetizados en el RE entre las
membranas de los organelos adyacentes y con la sefializacion mediada por Ca* entre

organelos (Friedman y Voeltz 2011).
2.1.1. Sintesis y plegamiento de proteinas.

En todos los eucariontes el RE tiene un papel central en el plegamiento de proteinas y la
maduracion de las proteinas membranales y de secrecion. Tras su translocacién al RE, los
polipéptidos son inmediatamente sujetos al plegamiento y a modificaciones como la formacion
de puentes disulfuro, la glicosilacion y el ensamble de las subunidades de los complejos
multiprotéicos. Las proteinas cuyo destino son el lumen o las membranas de los organelos, o la
membrana plasmatica o el exterior de la célula son translocadas primero al RE para ser
plegadas y luego transportadas a sus organelos correspondientes o al aparato de Golgi donde

sufriran subsecuentes modificaciones post-traduccionales.

Tras el inicio de la sintesis de proteinas, el péptido sefial en el extremo N-terminal de la
proteina dirige a la proteina naciente al RE. El péptido sefial, que es translocado por el
complejo Sec61, es escindido co-traduccionalmente por las peptidasas sefal del lumen del RE,
un paso que puede ser critico para el proceso de plegamiento (Coleman et al. 1995; Vitale y
Denecke 1999). Tras su ingreso al lumen del RE, las chaperonas y cochaperonas se unen a las
cadenas polipeptidicas crecientes para protegerlas de la agregacion, dandoles el tiempo
suficiente para plegarse y prevenir su colapso hacia estructuras no nativas. Unidades de
oligosacéridos son afiadidas a las proteinas con sitios de reconocimiento de glicosilacién, la
presencia y modificacién de esas unidades funcionan como sefales para el reconocimiento del
péptido por la maquinaria de plegamiento calnexina/calreticulina. EI monitoreo del plegamiento
de las proteinas y la modificacion de los oligosacaridos es un proceso de control de calidad que
determina si una proteina puede ser exportada al Aparato de Golgi o dirigida a su degradacion
(Hubbarad e Ivatt 1981).
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Esquema representativo de la N-glicosilacion y plegamiento en el lumen del RE. CNX: calnexina, CRT:
calreticulina, ERAD: degradacion asociada al reticulo endoplasmico, GCSI: a-glucosidasa |, GCSII: a-
glucosidasa Il, MNS: a-manosidasa, OST: complejo oligosacariltransferasa, PDI: proteina
disulfidoisomerasa, Ub: ubiquitina, UGGT: UDP-glucosa:glicoproteina glucosiltransferasa. (Huttner y
Strasser 2012).

El plegamiento de las proteinas, en particular en el RE, es asistido por proteinas
chaperonas y cochaperonas. Las chaperonas son proteinas que interactlan transitoriamente
con otras proteinas en estado no nativo para ayudarlas a adquirir un estado nativo. Las
chaperonas no dirigen el resultado del proceso de plegamiento, pero si aumentan la eficiencia
del proceso (Hartl y Hayer-Hartl 2009). EIl principal papel de las chaperonas es prevenir la
agregacion de las proteinas, que al encontrarse en un ambiente con gran cantidad de
intermediarios proteicos, puede derivar en una formacion de agregados a través de

interacciones hidrofébicas no especificas entre ellos.

La proteina luminal de unién (BiP), un miembro de la familia de chaperonas HSP70, es
la proteina chaperona mas abundante en el RE. Se encuentra asociada con el complejo de
translocacion Sec61, e interactla co-traduccionalmente con las proteinas nacientes (Kleizen y
Braakman 2004). La proteina BiP puede unirse a los intermediarios de plegamiento de muchas
proteinas, debido a su capacidad de unirse a los péptidos hidrofébicos que en su estado
plegado forma laminas-p localizadas en el ndcleo hidrofébico de la proteina en sus estado
nativo (Flynn et al. 1991). Adicionalmente, tiene un sitio de unién a nucleétido en su dominio N-
terminal y tiene actividad de ATPasa. En su estado de unién a ADP, la proteina BiP tiene alta
afinidad para unir proteinas en su dominio de unién a sustrato en el C-terminal (Flyn et al.

1989). La unidn entre la proteina BiP y las proteinas blanco es revertida por la union a ATP a
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través de un intercambio de nucleétido (Wei et al. 1995); por lo tanto, ciclos de hidrélisis de
nucleétidos y su intercambio dirigen la union y liberacion de las proteinas sustrato, que se
encuentran desplegadas o plegadas errGneamente, un proceso que finaliza cuando las
secuencias hidrofébicas en la proteina sustrato son plegadas e internalizadas en el nucleo
hidrofébico de la proteina (Gething 1999).

El genoma de A. thaliana tiene tres genes BiP: At-BiP1, At-BiP2 y At-BiP3. At-BiP1 y At-
BiP2 son casi idénticos en su secuencia de aminoacidos, ambos son expresados en toda la
planta y son inducidos por agentes que causan estrés de RE, tales como tunicamicina 'y DTT
(Liu et al. 2007; Iwata et al. 2008) y por calor (Gao et al. 2008). At-BiP3 se expresa
normalmente a niveles mucho menores, pero es altamente inducido por agentes causantes de
estrés de RE en plantulas (Martinez y Crispeels 2003; Liu et al. 2007; Iwata et al. 2008). La
sobrexpresion de los genes de BiP en las plantas también se ha demostrado bajo otros tipos de
estrese ambiental, como sequia (Figueiredo et al. 1997), bajas temperaturas (Anderson et al.
1994) y el ataque de insectos y patégenos (Jelitto-Van Dooren et al. 1999). Adicionalmente, se
ha reportado que la sobreexpresién de BiP confiere tolerancia a la sequia en plantas de soya
(Glycine max; Valente et al. 2009) y tabaco (Nicotiana tabacum; Alvim et al. 2001). Por otro
lado, la mutacion en At-BiP2 genera plantas mas sensibles al ataque de los patdgenos,
resultando en la induccion de PR1 y relacionando asi a la via secretoria con la via de

resistencia sistémica adquirida (Wang et al. 2005).
2.1.2. Glicosilaciéon del extremo N-terminal.

La glicosilcion es una importante modificacion post-traduccional ya que estabiliza a algunas
proteinas y evita su desnaturalizacidén y protedlisis, mejora su solubilidad y sirve como sefal de
reconocimiento para las enzimas del sistema de control de calidad del RE (Hammond et al.
1994; Ceriotti et al. 1998; Helenius y Aebi 2004).

Las proteinas nacientes que entran al lumen de RE que poseen las secuencias o
motivos blanco de glicosilacién (Asn-X-Ser/Thr) son reconocidas por la oligosacariltransferasa
(OST), posteriormente las unidades de oligosacaridos Glc3Man9GIcNAc2 unidas a lipidos
acarreadores (dolicol-pirofosfato) son transferidos en conjunto por la OST al grupo amida del
residuo Asn en el motivo blanco de glicosilacion (Kornfeld y Kornfeld 1985). La enzima OST es
una proteina multimérica, en levadura ésta consta de 8 subunidades, de las cuales 5 son

esenciales. A. thaliana posee homologos para las 5 subunidades esenciales: DAD1 y DAD2
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(Ostl y Ost2 en levadura), STT3A y STT3B (Stt3 en levadura, DGL1 (Wbpl en levadura) y
HAPG6 (Swpl en levadura) (Ruiz-Canada et al. 2009).

2.1.3. Ciclo de pegamiento calnexina/calreticulina.

Las proteinas calnexina (CNX) y calreticulina (CRT) son fundamentales para el plegamiento de
los péptidos en el RE. Una vez que el péptido naciente ha adquirido el oligosacarido en el
extremo N-terminal por la enzima OST, las enzimas glucosidasas | y Il remueven del
oligosacarido el residuo de glucosa 14 (G14) y 13 (G13) respectivamente. El péptido con el
oligosacarido con un residuo de glucosa G12 se une a CNX y/o CRT que protegen las regiones
hidrofébicas de los péptidos nacientes, evitando que formen agregados oligoméricos (Ruddock
y Molinari 2006). La CRT es una proteina soluble en el lumen del RE y CNX es una proteina
con un dominio transmembranal. En Arabidospsis hay tres isoformas de CRT y dos de CNX. El
extremo N-terminal de ambas proteinas son dominios globulares de sandwich 3 que interactian
con el residuo de glucosa 12 del oligosacarido de la glicoproteina naciente (Navazio et al.
2002).

Las glicoproteinas son liberadas de CNX o CRT por la accion posterior de la glucosidasa
Il que corta el residuo de glucosa 12 (G12), dejando un oligosacarido no glicosilado. Las
proteinas liberadas que no han sido plegadas correctamente, son glicosiladas nuevamente por
la enzima UDP-glucosa: glucosiltransferasa de glucoproteinas (UGGT) que adiciona
nuevamente el residuo de glucosa 12 para comenzar otro ciclo de plegamiento CNX/CRT (Liu y
Howell 2010).

2.1.4. Formacién de puentes disulfuro.

Durante el ciclo de plegamiento CNX/CRT se forman los puentes disulfuro de las proteinas
mediante la oxidacion y reduccién catalizada por la proteina disulfidoisomerasa (PDI) y otras
tiodisulfido oxidoreductasas. La formacién de puentes disulfuro requiere de equivalentes
oxidantes que son provistos por la oxidoreductasa de RE, AERO1 y AERO2 en A. thaliana (Ero
1p en levadura) (Dixon et al. 2003). En levaduras Erolp es una proteina asociada a la
membrana del RE que contiene un grupo prostético de flavina que transfiere electrones

directamente al oxigeno molecular (Sevier y Kaiser 2006).
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2.2. Esfingolipidos.

Los esfingolipidos son componentes esenciales del sistema endomembranoso en plantas y
otros eucariontes ya que constituyen = 40% de los lipidos de la membrana plasmatica (Verhoek
et al. 1983; Yoshida y Uemura 1986; Haschke et al. 1990; Sperling et al. 2005; Laloi et al.
2007). Sin embargo, los esfingolipidos no solo son componentes cuantitativamente importantes,
también cumplen funciones significativas en los procesos asociados a las endomembranas y en
la sefalizacion mediada por acido abcisico (ABA) para el cierre de los estomas (Ng et al. 2001),
en la muerte celular programada (MCP) (van Door y Woltering, 2005; Shi et al. 2007), entre

otros.

2.2.1. Estructura de los esfingolipidos.

Los esfingolipidos son moléculas anfifilicas que contienen un grupo polar y dos cadenas
acilicas hidrofébicas. La porcion hidrofébica de los esfingolipidos se compone de una ceramida
gue a su vez se constituye en un acido graso de 16 a 26 atomos de carbono unido a una BCL
mediante un enlace amida. Las BCL son moleculas formadas por una molécula de serina y un
acido graso, tipicamente &cido palmitico (16:0). En las plantas las BCL contienen
frecuentemente 18 atomos de carbono y se caracterizan por la presencia de 2 o 3 grupos

hidroxilo en las posiciones C1, C3 y C4 y un grupo amino en la posicién C2.

La BCL inicial producida en plantas es esfinganina (dihidroesfingosina d18:0) cuya
cadena hidrocarbonada esta completamente saturada y contiene dos grupos hidroxilo. Esta
BCL puede ser modificada posteriormente por la adicion de un grupo hidroxilo en el C4
formando 4-hidroxi esfinganina (o fitoesfingosina, t18:0) o por la introduccién de dobles

ligaduras entre los atomos C4 y C5 (trans) o C8 y C9 (cis o trans).

Los acidos grasos de los esfingolipidos de plantas tienen una longitud tipica de 16 a 26
atomos de carbono y pueden presentar insaturaciones con un doble enlace en cis (Imai et al.
2000), sin embargo también hay una pequefia cantidad de esfingolipidos con acidos grasos de
cadena muy larga (VLCFASs) y con nimeros impares de atomos de carbono (21, 23 y 25 C)
(Sastry y Kates 1964; Carter y Koob 1969).
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Debido a las diferentes modificaciones que pueden sufrir las BCL, existe una gran
diversidad de éstas, sin embargo, la BCL mas abundante en los esfingolipidos de las plantas es
la esfinganina, la 4- hidroxiesfinganina, 4-hidroxiAcis/trans esfinganina (A8cis/trans-t18:1) y
esfingadieno (A4trans-, A8cis/trans-d18:2) (Lynch y Dunn, 2004). La gran mayoria de las BCL
se encuentran en ceramidas, sin embargo una pequefia cantidad es detectable en las plantas

como BCL en forma libre o como ésteres de fosfato (Markham y Jaworski 2007).

Grupo polar OH Base de cadenalarga

0 /W\/\/\/\/\/\/\
HO ©
O

OH Acido graso

Estructura representativa de un esfingolipido complejo.

2.2.2. Esfingolipidos complejos.

La porcién hidrofilica o grupo polar de los esfingolipidos complejos se encuentra unida al C1 de
la BCL que compone a la ceramida. Una gran variedad de diferentes grupos polares pueden ser
encontrados en las cabezas polares de los esfingolipidos complejos en eucariontes incluyendo
simples residuos de carbohidratos de glucosa o galactosa, presentes en glucosilceramidas o
galactosilceramidas respectivamente, u oligosacaridos compuestos de varios residuos de
carbohidratos como los que se encuentran en los gangliésidos. Los esfingolipidos también
pueden tener otros grupos polares como la fosfocolina, presente es la esfingomielina, o
fosfoinositol. En plantas, las dos principales clases de esfingolipidos complejos son los
glucocerebrosidos (GlcCers), que conforman aproximadamente el 30% de los esfingolipidos
totales en las plantas y las glicosilinositol fosfoceramidas (GIPCs) que conforman el 60-65 %
(Carter et al. 1958, 1960; Kaul y Lester 1975; Markham et al. 2006).

2.2.3. Sintesis de novo.

La sintesis de esfingolipidos se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico y el Aparato de Golgi.
La sintesis comienza en el RE con la sintesis de la BCL con la formacién de 3-cetoesfinganina
a partir de palmitoil CoA y serina mediante la actividad de la enzima serina palmitoiltransferasa

(SPT) que es miembro de la subfamilia de sintasas de a-oxamina dependientes de fosfato de
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piridoxal. La SPT de Arabidopsis es un tetrdmero que consta de un homodimero de
subunidades LCB1 y un heterodimero de las subunidades LCB2a y LCB2b (Tamura et al. 2001;
Chen et al. 2006; Dietrich et al. 2008). Posteriormente la 3-cetoesfinganina se convierte en

esfinganina (d18:0) mediante la 3-cetoesfinganina reductasa.

La esfinganina puede originar otras bases modificadas como la esfinganina -1-fosfato
(d18:0-P) por la accion de la esfingosina cinasa o a la 4 hidroxi esfinganina por accion de la
base esfingoidea C4-hidroxilasa, o bien incorporar un acido graso- CoA vy transformarse en
ceramida mediante la ceramida sintasa (esfinganina N-acetiltransfrasa). Estudios recientes de
esfingolipidos de hojas de Arabidopsis muestran que las acidos grasos de 16 carbonos se unen
preferentemente a BCL dihidroxiladas y los VLCFAs a BCL trihidroxiladas (Markham y Jaworski
2007; Chen et al. 2008).

La mayoria de las ceramidas que se producen son subsecuentemente transformadas en
esfingolipidos complejos al incorporar residuos de glucosa u otros grupos polares por enzimas

como la GlcCer sintasa o la inositol fosfoceramida sintasa (IPCs sintasa), entre otras.

Las primeras reacciones de la sintesis de esfingolipidos hasta la formacién de
ceramidas se han identificado en el RE (Tamura et al. 2001; Chen et al. 2006; Lynch y Dunn
2004 Hillig et al. 2003), mientras que la formacién de GIPCs y GlcCers se ha identificado en el
Aparato de Golgi (Bromley et al. 2003; Levine et al. 2000, Wang et al. 2008), por lo que el
transporte de ceramidas al Aparato de Golgi es un proceso necesario, sin embargo éste ain no

ha sido descrito.
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Biosintesis de esfingolipidos. C-4 Ohase: C-4 hidroxilasa de BCL, CSI: Ceramida sintasa I, CSl!I:
ceramida sintasa Il, GCS: glucosilceramida sintasa, GIPC: glucosil inositol fosfoceramida, LCB-
P-Pase:fosfatasa de BCL-P, LCBK: cinasa de BCL; SPHK, esfingosina cinasa; SPT: serina
palmitoiltransferasa, VCLFA: acido graso de cadena muy larga. Modificado de Markham et al.
2013.

2.3. Muerte celular programada.

La MCP es un tipo de muerte que se diferencia de la necrosis por ser un proceso
genéticamente regulado que involucra sucesos como la condensaciéon de la cromatina, la
fragmentacion del DNA, la activacion de proteinas con actividad de caspasas entre otros

eventos que tienen como resultado la muerte selectiva de algun tejido dentro de la planta.

Debido a que las plantas no poseen células inmunes moviles, han desarrollado sistemas
inmunes anicos con diferentes estrategias para diferentes patégenos (Yamada et al. 2005). Una
de estas estrategias es la respuesta de hipersensibilidad. Esta respuesta es frecuentemente
acompafada por la rapida MCP de las celulas en el sitio de infeccién con el fin de prevenir el
crecimiento y la propagacion de los patdgenos en los tejidos sanos (Goodman y Novakcy 1994;
Greenberg 1997). La MCP ocasionada tras la induccion de la respuesta de hipersensibilidad por

algunos patdgenos, es una muerte mediada por la vacuola (Hara-Nishimura y Hatsugai 2011).
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2.3.1. Muerte celular vacuolar.
Las células vegetales poseen dos tipos de sistemas de vacuolas, vacuolas de almacenamiento
y vacuolas liticas (Hoh et al. 1995, Okita y Rogers 1996, Paris et al. 1996).

Las vacuolas son compartimentos que almacenan la mayoria de las enzimas hidroliticas
encontradas en los lisosomas de células animales, asi como proteinas, iones y sales organicas
gue participan en la transduccion de sefales y el mantenimiento de la presién de turgencia de
las celulas vegetales. Ademas, pueden contener enzimas y metabolitos secundarios que
participan en respuestas de defensa, productos de desecho como acido oxalico, metales

téxicos, asi como los pigmentos caracteristicos de las flores (Wink 1993).
2.3.1.1. El papel de la vacuola en la muerte celular programada.

Existen dos diferentes vias de muerte celular mediada por la vacuola, uno de ellos es de tipo
destructivo, ya que esta terciado por el colapso de la membrana vacuolar (Nishimura et al.
2005; Hatsugai et al. 2004; Kuroyanagi et al. 2005; Nakaune et al. 2005). Mientras que la
segunda via (no destructiva) comienza con la membrana vacuolar y el citoplasma intactos y no

involucra el colapso de la membrana vacuolar (Hatsugai et al. 2009).

2.3.1.2. Muerte celular programada mediada por la fusion de la membrana plasmatica y el

tonoplasto.

La via no destructiva fue recientemente observada en la muerte celular de la respuesta de
hipersensibilidad inducida por bacterias avirulentas (Hatsugai et al. 2009), en la que la fusion de
la membrana resulta en la interconexién de la vacuola y el espacio extracelular en las células de
las hojas, lo que hace posible la descarga de las enzimas vacuolares hidroliticas en la matriz
extracelular. En este reporte se observd que plantas de A. thaliana que mostraron una
respuesta de hipersensibilidad contra Pseudomonas syringae pv. tomato que portan el gen de
avirulencia (Avr) avrRpm1 (cepa Pst DC3000/avrRpm1) (Mackey et al. 2002) o el gen avrRpt2
(cepa Pst DC3000/avrRpt2) (Mackey et al. 2003; Axtell y Staskawicz 2003) presentaron una
vacuola central grande y fusionada con la membrana plasmatica a las 6 h posteriores a la
infeccion. Adicionalmente se observd que la interaccién entre RPM1 (producto del gen de
resistencia, R de la planta) y AvrRpm1 (factor de avirulencia, Avr del patbgeno) es necesaria
para la fusion de la membrana plasmatica con el tonoplasto (Hara-Nishimura y Hatsugai 2011).

Esta estrategia de defensa podria proveer a la planta un mecanismo para combatir patégenos

11



INTRODUCCION [

bacterianos intercelulares, que invaden por los estomas y proliferan en el espacio extracelular

de las hojas (Hara-Nishimura y Hatsugai 2011).
2.3.1.3. Muerte celular programada mediada por la destruccién de la vacuola.

El segundo tipo de la muerte celular mediada por la vacuola esta asociado con la ruptura de la
membrana vacuolar, resultando en la liberacion de enzimas hidroliticas en el citosol. Esta
estrategia es eficiente contra infeccidn de virus que proliferan en el citosol, ya que las enzimas
vacuolares hidroliticas como nucleasas y proteasas degradan los componentes virales. La
destruccion de la vacuola lleva también a la muerte directa de la célula mediante la degradacién
de varios organelos incluyendo el nlcleo. Este tipo de muerte es iniciado por la activacion de la
enzima de procesamiento vacuolar (VPE) que en condicines normales se encuentra como un
pro-péptido inactivo en el lumen de la vacuola (Hatsugai et al. 2004; Hara-Nishimura et al. 2005;
Hatsugai et al. 2006). El silenciamiento de los genes VPE, suprime completamente la formacion
de la lesion ocasionada por la induccion de la respuesta de hipersensibilidad tras la infeccion de
hojas con virus del mosaico de tabaco (TMV), asi como el colapso vacuolar y la fragmentacion
del DNA, sin interferir con la produccion de proteinas relacionadas con la defensa (proteinas
PR) (Hara-Nishimura et al. 2005). La muerte celular dependiente de VPE es efectiva para la
eliminacion de los virus de la célula. Sin embargo también esta involucrada en la muerte celular
en A. thaliana inducida por la toxina fangica fumonisina B1 (FB;) (Kuroyanagi et al. 2005). La
MCP inducida por toxinas es una estrategia de algunos patdégenos necrotrofos para la obtencion
de nutrientes de las células muertas. La toxina FB;, que es producida por los hongos patégenos
como Fusarium verticillioides (anteriormente moniliforme), forma lesiones en las hojas de

Arabidopsis e induce el colapso de la membrana de la vacuola (Kuroyanagi et al. 2005).
2.3.1.4. Enzima de procesamiento vacuolar.

La VPE es una asparagil endopeptidasa (Hara-Nishimura et al. 1998; Hara-Nishimura 2003),
gue corta enlaces peptidicos en el C-terminal de los residuos de asparagina expuestos en la
superficie molecular de proteinas precursoras para generar las proteinas maduras respectivas
(Hara-Nishimura y Nishimura 1987; Hara-Nishimura et al. 1991; Hara-Nishimura et al. 1993). Sin
embargo se ha demostrado que la enzima VPE también corta enlaces peptidicos en el C-
terminal de residuos de acido aspartico (Becker et al. 1995; Hiraiwa et al. 1999), ya que
reconoce el acido aspartico cuando es parte de la secuencia del sustrato sintético de caspasa-
1, YVAD (Hatsugai et al. 2004). Adicionalmente, la enzima VPE, al igual que las caspasas, es

una cistein-proteasa, aunque no esta relacionada con la familia de las caspasas o de las
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metacaspasas, la enzima VPE y la caspasa-1 de mamiferos comparten varias propiedades
enzimaticas. Los dos residuos de la diada catalitica de la enzima VPE, histidina y cisteina
(Hiraiwa et al. 1999) son comparables a la His237 y a la Cys285 de la diada catalitica en la
caspasa-1 de humano (Cohen 1997; Nicholson 1999). Tanto la enzima VPE como la caspasa-1
son sujetos a conversién y activacién auto catalitica a partir de sus precursores inactivos
(Hiraiwa et al. 1999; Hiraiwa et al. 1997; Kuroyanagi et al. 2002; Cohen 1997). La caspasa-1 en
su forma inactiva se compone de dos subunidades de 20 kDa y 10 kDa, las cuales se derivan
de un precursor inactivo de 45 kDa seguido de la remociéon del N-terminal del pro-péptido y un
péptido de unién (Cohen 1997; Raff 1998), por otro lado, las enzimas VPE son sintetizadas
COmo precursores 0 preproproteinas que son co-traduccionalmente convertidas en una
proproteina con dos propéptidos, uno en el N-terminal y el otro en el C-terminal (Hiraiwa et al.
1999; Kuroyanagi et al. 2002), El precursor pro-proteico se auto activa cataliticamente por la
remocion de los propéptidos del N-terminal y del C-terminal, ya que este Ultimo actia como un
dominio auto inhibitorio que enmascara el sitio activo (Kuroyanagi et al. 2002). Adicionalmente,
el inhibidor de caspasa-1 Ac-YVAD-CHO, inhibe la actividad de la enzima VPE (Hatsugai et al.
2004).

El genoma de Arabidopsis tiene cuatro homoélogos de VPE: aVPE, BVPE, yVPE y 6VPE.
Los tipos vegetativos, aVPE y yVPE son activados durante la diferenciacién de elementos
traqueales, durante la senescencia de las hojas y después del tratamiento con &cido salicilico
(Hara-Nishimura y Maeshima 2000; Kinoshita et al. 1999). Mientras que el tipo dVPE es
expresada especifica y transitoriamente en dos capas de células en el recubrimiento de las
semillas en un estadio temprano del desarrollo de las semillas (Nakaune 2005). Las enzimas
VPE se localizan en vacuolas liticas de Arabidopsis (Kinoshita et al. 1999), son sintetizadas
como precursores y son auto activadas cataliticamente bajo condiciones acidas en la vacuola

(Kuroyanagi et al. 2002).

2.3.2. Muerte celular programada mediada por bases de cadena larga.

Las BCL ademas de su funcién como precursores metabdlicos de los esfingolipidos complejos
gue integran las membranas celulares, actilan como moléculas sefalizadoras que participan en
vias de transduccién de sefiales, por ejemplo, las BCL fosforiladas (BCL-P) estan involucradas
en el cierre de estomas mediado por la sefalizacién de acido abcisico (ABA) (Ng et al. 2001;
Coursol et al. 2003, 2005; Townley et al. 2005; Worrall et al. 2008), mientras que las BCL no
fosforiladas y ceramidas regulan la MCP (Shi et al. 2007; Wang et al. 2008; Lachaud et al.
2010).
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La MCP mediada por BCL ha sido estudiada en Arabidopsis mediante la aplicacion de
fumonisina B1 (FB;), una micotoxina producida por Fusarium verticillioides, que al inhibir a la
enzima ceramida sintasa de la via de sintesis de esfingolipidos ocasiona la acumulacion del
sustrato de esta enzima, las BCL. La MCP mediada por la acumulacion de BCL ha sido
demostrada mediante la cuantificacion de BCL en plantulas expuestas a FB;, asi como la
fragmentacion del DNA, la aplicacion de BCL exdégenas (Saucedo-Garcia et al. 2011) y la
mutacién del gen de la subunidad LCB1 de la SPT, enzima clave de la sintesis de esfingolipidos
(Gable et al. 2002; Shi et al. 2007).

Otros eventos que sefalizan a la MCP mediada por BCL son la elevada produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Stone et al. 2000), el incremento en la concentracion de
Ca?" en el citoplasma y en el ntcleo (Lachaud et al. 2010), la activacién de una cascada de
MAP cinasas, dentro de la que se ha identificado Unicamente a la MAPK6 (Saucedo-Garcia et

al. 2011) y la activacion de la enzima yVPE (Kuroyanagi et al. 2005).

2.4. El estrés de reticulo endoplasmico.

Otro suceso que lleva a la MCP en las plantas es el estrés de RE, un estado en el que en las
células se acumulan proteinas desplegadas o plegadas erroneamente en el lumen del RE. La
relacion entre el estrés de RE y la muerte celular han sido establecidos por la demostracién de
gue agentes que producen estrés de RE como tunicamicina o ditiotreitol inducen la
manifestacién de caracteristicas de MCP en una variedad de plantas (Crosti, Malerba y
Bianchetti, 2001; Zuppini, Navazio y Mariani, 2004). Seguido del tratamiento con tunicamicina
en células vegetales, la cromatina muestra condensacion y fragmentacion dando reacciones
positivas de TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling) por el
corte entre sitios internucleosomales, una caracteristica de la MCP. Adicionalmente Watanabe y
Lam (2008) demostraron que chaperonas quimicas como el acido 4-fenilbutirico y el acido
tauroursodoxicélico, que reducen la carga de proteinas desplegadas atentan los sintomas de la
MCP en Arabidopsis.

Durante el proceso de plegamiento de las proteinas en el RE, proteinas con plegamiento
incompleto, o erréneo, asi como proteinas no plegadas pueden acumularse debido a diversos
factores que alteran el ambiente dentro del RE, tales como el incremento en la sintesis de
proteinas, o un incremento en la cantidad de proteinas desplegadas que excede a la capacidad
de las proteinas chaperonas, alteraciones en el almacenamiento de Ca®* en el lumen del RE,

estrés oxidativo o cambios en el ambiente redox del lumen del RE (Levine y Klionsky 2004).
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El plegamiento errébneo de las proteinas ocurre aun cuando el estado nativo de una proteina
generalmente representa el estado de menor energia libre. En el proceso de plegamiento,
particularmente las proteinas de gran tamafio, pasan a través de intermediarios de plegamiento,
en los cuales las unidades elementales de plegamiento, llamados “foldones”, (Englander et al.
2007; Lindberg y Oliveberg 2007) colapsan en formas no nativas. El paisaje 0 mapa energético
del plegamiento de una proteina puede tener muchos montes y valles y proteinas en vias de
adquirir el estado nativo pueden pasar a través o quedarse retenidas en una de muchas formas
de plegamiento equivocadas, pero cinéticamente estables (Hartl y Hayer-Hartl 2009). Las
caracteristicas topologicas del paisaje energético del plegamiento de una proteina pueden
dictar la estabilidad de un intermediario mal plegado o de las formas nativas (Bryngelson et al.
1995). En condiciones de estrés el plegamiento erréneo o incompleto puede ser favorecido,
ocasionando la acumulacion y agregacion de péptidos mal plegados ocasionando estrés de RE.
Sin embargo, las células asimismo poseen vias de transduccion de sefiales que permiten el

abatimiento de este estado de estrés y restaurar la homeostasis celular.

2.4.1. La respuesta a proteinas desplegadas y los mecanismos que abaten el estado de
estrés de RE.

Las chaperonas moleculares necesarias para el plegamiento de las cadenas polipeptidicas que
permite que las proteinas adquieran su conformacidn nativa estan presentes constitutivamente
en el RE, sin embargo, la traduccién de los genes de las chaperonas moleculares puede ser
inducida bajo circunstancias en las que el plegamiento de proteinas este comprometido y por lo
tanto la demanda es superada por la capacidad de plegamiento, conduciendo a la acumulacién
de proteinas desplegadas o mal plegadas en el RE (estrés de RE).

En condiciones de estrés de RE, se induce la expresion de los genes de las proteinas
que realizan el plegamiento, también conocido como sistema de control de calidad del RE
(ERQC), como la CNX, CRT, PDI, BiP y del sistema de degradacion asociado al RE (ERAD,
sistema ubiquitin-proteasoma), esta respuesta se denomina respuesta a proteinas desplegadas
(UPR) y constituye una respuesta adaptativa cuyo objetivo es abatir este estado fisioldgico. El
mecanismo molecular de la respuesta UPR, fue estudiado primero en levaduras y mamiferos.
La respuesta UPR en mamiferos comprende tres respuestas. La primer respuesta que se
transduce ante el estrés de RE, esta mediada por el factor de transcripcion ATF6 asociado a la
membrana que censa el lumen del RE y se retranslocan al nicleo para activar la transcripcion

de genes. La segunda respuesta comprende a la proteina cinasa/ribonucleasa IRE1 (inositol-
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requiring enzyme 1). Finalmente la tercera respuesta, comprende la proteina PERK (protein
kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase), que fosforila e inactiva al factor de inicio de la

traduccion elF2a retardando la traduccion de proteinas.

2.4.2. Larespuesta a proteinas desplegadas en plantas.

En plantas, la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) comprende dos respuestas principales
gue evitan la agregacion de péptidos desplegados en el lumen del RE. La primer respuesta esta
mediada por la proteina cinasa/ribonucleasa IRE1. La proteina IRE1 posee un dominio en el N-
terminal que censa el lumen del RE y un dominio en el C-terminal que tiene actividad de cinasa
y ribonucleasa que se localiza en la cara citoplasmatica del RE. IRE1 percibe los polipéptidos
hidrofébicos y realiza el corte del mRNA que codifica a otro factor de transcripcion bZIP60
(HAC1 en levadura, XBP1 en animales) responsable de los genes del ERQC, el corte que esta
enzima realiza es un mecanismo no convencional, se realiza en el citosol y es totalmente
distinto a que se realiza en los espliceosomas nucleares. En animales, también se ha
observado que IREL1 lleva a la degradacion de mRNA de proteinas de la via de secresion, es un
mecanismo denominado decaimiento regulado mediado por IRE1 (RIDD por su siglas en ingés)
y se considera como una medida que ocasiona la reduccién de las proteinas que reciden en el
lumen del RE. Recientemente, se ha observado que este mecanismo podria estar presente

también en las plantas (Mishiba et al. 2013)

Adicional a la via de sefializacion mediada por IREL, las plantas y los animales poseen
otras moléculas sefalizadoras que actlan en paralelo a esta via. En Arabidopsis bZIP17 y
bZIP28 (y sus ortdlogos en arroz bZIP39 y bZIP60) son factores de transcripcion con un dominio
basico de cremallera de leucinas (bZIP) que tienen un presunto dominio transmembranal (TMD)
cercano al C-terminal (Che et al. 2010; Liu et al. 2007; Tajima et al. 2008). Ambos bZIP17 y
bZIP28 son sintetizados como proteinas precursoras que se encuentran ancladas a la
membrana del RE gracias al dominio TMD. En respuesta a estrés de RE estos factores de
trascripcién son escindidos por dos proteasas, S1P y S2P, que se encuentran en el Aparato de
Golgi, liberando las porciones citoldgicas que incluyen el dominio bZIP de la membrana del RE
para ser translocada al nucleo. La induccién de los genes de la respuesta UPR esta mediada
por elementos que actlian en cis en los elementos de los promotores de la respuesta a estrés
de RE (ERSE) y el elemento de la respuesta UPR (UPRE) (lwata et al. 2008, Iwata et al.2010;
Martinez y Chrispeels 2003; Oh et al. 2003). ERSE es reconocido por un complejo de factores
de transcripcion NF-Y (NF-YA, NF-YB y NF-YC) que actla en conjunto con bZIP28 para el
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reconocimiento del elemento en cis (Liu y Howell 2010). En respuesta a estrés de RE, bZIP28
e IRE1 son activados por la acumulacion de proteinas desplegadas en el lumen del RE. bZIP28
y bZIP60 pueden heterodimerizarse, convergiendo ambas respuestas para activar la

transcripcion de los genes de respuesta a estrés de RE.

2.4.3. El estrés de reticulo endoplasmico y la muerte celular programada.

En mamiferos, la via intrinseca (mitocondrial) de la apoptosis es la principal via de muerte
celular inducida por estrés de RE (Shen et al. 2005), en la que la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial mediada por BAX y BAK y la salida del citocromo c¢ son el
evento culminante hacia la MCP. En estas células, la familia de proteinas BCL-2 regula la via
intrinseca de la apoptosis controlando la integridad de la membrana externa mitocondrial
(Chipuk et al. 2010). En respuesta al estrés de RE se activa la transcripcion de proteinas BH3-
only (que comparten homologia con otros miembros de la familia BCL-2 solo en su dominio
BH3) o son post-traduccionalmente activadas, esto ocasiona la inhibicién de la actividad de
proteinas protectoras mitocondriales como BCL-2, BCL-XL y MCL-1, llevando a la alteracién del

balance entre proteinas proapoptoéticas y antiapoptoéticas.

Cuando las células de mamifero estan sujetas a un estrés de RE irremediable, la
sefalizacién por la cinasa PERK induce a ATF4 que activa la transcripcion del factor CHOP, el
cual a su vez inhibe la expresién del gen de la proteina antiapoptética BCL-2 y activa la
transcripciéon de ERO1a, una oxidasa que causa dafio por oxidacion del RE (Marciniak et al.
2004). En condiciones de estrés de RE prolongado, las células de mamifero adicionalmente
activan la via IRE1-JNK. Esta reportado que la fosforilacibn de JNK activa a la proteina
proapoptética BIM e inhibe a la proteina BCL-2 (Shore et al. 2011). En consecuencia, es posible
que la combinacion de las vias CHOP e IREL1 lleven a las células a la apoptosis (Tabas et al.
2011). Adicionalmente, se ha reportado que en mamiferos la activacién de la caspasa-12

también sucede durante el estrés de RE y que contribuye a la MCP (Nakagawa et al. 2000).

No obstante, ninguno de los miembros de la familia BCL-2 o componentes de la via
PERK-CHOP ha sido encontrada en plantas. Las células vegetales no tiene un equivalente
morfologico de la apoptosis, en su lugar la muerte celular vacuolar es la via de MCP que se

activa en condiciones de estrés de RE (Qiang et al. 2012).
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3. ANTECEDENTES INMEDIATOS.

Algunas de las evidencias experimentales que soportan la hipétesis de que las BCL pueden
actuar como elementos de transduccién de sefiales en una via de MCP relacionada con el

estrés de reticulo endoplasmico, se presentan a continuacion.

El reticulo endoplasmico como lugar de formacion de las BCL que se acumulan para ser
segundos mensajeros. El reticulo endoplasmico es el sitio de sintesis de BCL, las cuales son
acumuladas de manera suUbita como respuesta a un estimulo externo como la presencia de
patdgenos (Peer et al. 2010) o la exposicibn a FB; (Saucedo-Garcia et al. 2011). Esta
acumulacion es parte de una via de induccion de MCP en plantulas de A. thaliana del genotipo
silvestre. Adicionalmente, se ha observado que en estas condiciones se induce la activacion de
otras respuestas relacionadas con la defensa contra patégenos, como la acumulacion de
especies reactivas de oxigeno y la sintesis de callosa y fitoalexinas, asi como la expresién de

proteinas relacionadas con patégenos (PR) (Stone et al. 2000).

La MCP inducida por acumulacion de BCL presenta rasgos fenotipicos distintivos. La
observacion del fenotipo es un elemento importante para el estudio de las plantas y su
fisiologia, ya que permite evidenciar la importancia del algun gen en particular. Entre las
evidencias que asociaron la acumulacion de BCL con la MCP estan la fragmentacién del DNA
en plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre tras la exposicion a FB; (Figura A,
Antecedentes). En estas condiciones se observaron cloroplastos redondeados e internalizados
a la vacuola, indicando la pérdida de la integridad del tonoplasto, asi como una remarcable
desintegracion de los tilacoides; comparativamente, la linea mutante en el gene de la subunidad
LCB2A de la SPT que produce menos BCL (linea Ich2a-1), no present6 fragmentacion de DNA
ni cambios dramaticos en la organizacién de los tilacoides o en la integridad del tonoplasto
(Figura A, Antecedentes). En relacién a la MCP, se observd que las plantulas de A. thaliana de
genotipo silvestre manifiestaron clorosis en las hojas tras la exposicion a FB; (Figura A,
Antecedentes), lo cual puede usarse como una herramienta de rapida identificacion de la
presencia de muerte, no obstante, no resulta un marcador de MCP. Con base en lo anterior y
en relacién a la linea mutante Ich2a-1, se observé que las plantulas de ésta linea no mostraron
signos dramaticos de clorosis tras la exposicién a FBy, lo cual correlaciond con una reaccion
negativa de TUNEL, evidenciando la relevancia de las BCL como transductores de una via de
MCP inducida por FB;. Adicionalmente, las BCL libres fueron cuantificadas mediante
HPLC/ESI-MS/MS, encontrandose que la esfinganina (d18:0) fue la especie cuya proporcion

aument6 dramaticamente tras la exposicion a FB; en plantulas del genotipo silvestre, en
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Fig. A. La exposicion a FB; induce MCP en plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre.
(a) Reaccion de TUNEL. Se observd que tras la exposicién a FB,, las plantulas de genotipo
silvestre mostraron una mayor proporcion de grupos 3-OH libres en el DNA, indicando la
fragmentacion del DNA, una caracteristica de la MCP. (b) Analisis ultraestructural de plantulas
de A. thaliana del genotipo silvestre y de la linea Icb2a-1 expuestas a FB; (c) La MCP se
manifestdé como pérdida de la pigmentacién de las hojas (clorosis) tras la exposicién a FB; de
platulas de A.thaliana de genotipo silvestre, no obstante, esta caracteristica no se observo en
tres lineas de A. thaliana con silenciamiento en el gen de la subunidad LCB2A. (b)
Determinaciéon de esfinganina (d18:0) en plantulas de A. thaliana tras la exposicion a FB;.
Tomado de Saucedo-Garcia et al. 2011.

contraste con las plantulas de la linea Icb2a-1, que mostraron un aumento muy menor (Figura
A, Antecedentes). Por otra parte, se observd que la enzima vacuolar yVPE, que tiene actividad
tipo caspasa-1l es necesaria para la MCP mediada por la acumulacién de BCL, ya que la
mutacion en el gen de la enzima yVPE suprime la formacién de las lesiones de MCP inducidas

por FB; (Figura B, Antecedentes).
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Fig. B. La deficiencia de VPE suprime la formacion de lesiones de MCP inducidas por

FB;. (a) Infiltracion de FB; en plantas de A. thaliana de genotipo silvestre y en plantas de la

linea mutante vpe-null. (b) Infiltracion de FB; en plantulas de genotipo silvestre en ausencia o en

[l)_resencia del inhibidor de VPE, Ac-ESEN-CHO, o del inhibidor de caspasa-1, biotin-YVAD-fmk.
omado de Kuroyanagi et al. 2005.

La MCP inducida por estrés de reticulo endoplasmico presenta caracteristicas comunes
con la mediada por BCL. La exposicion a agentes como la TM ha permitido estudiar el estrés
de RE en plantas. En A. thaliana se ha obsevado que la TM puede inducir la MCP, ya que al
exponer raices de genotipo silvestre a TM se ha observado que éstas presentan fragmentacion
del DNA (Figura C, Antecedentes), se activa la transcripcion de genes como BI-1, BiP2
(relacionados con el estrés de RE en animales) y PR-1 (relacionado con la respuesta de
defensa contra patégenos) (Figura C, Antecedentes). Ademas, éstas raices presentan inhibicion
de su desarrollo (Figura C, Antecedentes, Watanabe y Lam 2008). Posteriormente, se observé
gue la MCP inducida por estrés de RE requiere de la enzima yVPE, ya que las raices de
plantulas de la linea mutante yvpe-1 y vpe-null expuestas a TM presentaron menor actividad de
VPE y de caspasa-1 respecto a las raices del genotipo silvestre (Qiang et al. 2012, Figura C,

Antecedentes).

Fig. C. La TM induce MCP en raices de A. thaliana. (a) Analisis microscopico de raices de A.
thaliana del genotipo silvestre tratadas con TM. Las celulas fueron contrasadas in situ con
DAPI, seguido de los reactivos de la reaccion de TUNEL, (PhC: imagen de contraste de fases).
(b) Andlisis de la expresion de los genes BI-1 (Bax inhibitor-1), Bip2 (Luminal-binding protein-2),
PR-1 (Pathogen-related protein-1) y Act-2 (Actin) como control. Se expusieron raices de
Arabidopsis a TM en presencia o ausencia de PBA (4-fenil butirato de sodio, como chaperona
quimica), el RNA total fué extraido y analizado por RNA gel blot con sondas especificas
marcadas con *°P. La tincién de RNA con azul de metileno fué usado como control de cargado.
(c) Fenotipo de la elongacion de raices laterales tras la exposicion a TM en presencia 0 usencia
de PBA. (d) Analisis de la actividad de VPE y tipo caspasa-1 en extractos de raices de A.
thaliana de genotipo silvestre y de las lineas mutantes vpe-null y yvpe-1.
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Otra de las caracteristicas de la MCP que se produce tras un estrés de RE es la generacién de
ERO (Qiang et al. 2012). En nuestro laboratorio se ha observado que también la produccion de
ERO esta implicada en la MCP en presencia de patégenos o de FB1 (Rodriguez-Mejia 2006;
Gonzalez-Solis 2009; Tapia de Aquino 2012). Las plantulas de A. thaliana de la mutante pfld
18-18 presentaron menor dafio en los cloroplastos después su exposicion a FB1 50 uM por 72 h
en comparacion con las del genotipo silvestre en estas condiciones (Figura D, Antecedentes).
Después de realizar la determinacion de H,O,, se observd que las plantulas de la linea mutante
habian producido aproximadamente 30 % menos H,0, a las 72 h que las plantulas del genotipo

silvestre (Figura D, Antecedentes).

Fig. D. Las plantulas de A. thaliana de la linea pfld 18-18 producen menos ERO en el
cloroplasto. (a) Andlisis de la ultraestructura celular de plantulas de genotipo silvestre y de la
mutante pfld 18-18 expuestas a FB; por 72 h. Se observd que las células presentan menos
cloroplastos, los cuales a su vez presentaron dafio en la membrana tilacoidal comparado con el
control. En la linea mutante se observo que las células presentan cloroplastos con abundantes
granulos de almidén y no presentan cambio dramatico en la membrana tilacoidal respecto al de
las plantulas control. (b) Determinacion de H,O, en homogenados de plantulas de la linea pfld
18-18. Los resultados estan expresados en % del control, considerando la cantidad de H,O, en
las plantulas silvestres como control. Barras: Desv Estd de tres experimentos independientes.
(Tapia de Aquino 2012).
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4. JUSTIFICACION.

Los esfingolipidos son compuestos abundantes y esenciales en las membranas de las células
vegetales y en nuestro grupo de trabajo es de nuestro particular interés estudiar su funcién en

la fisiologia de las plantas.

Como se ha descrito anteriormente, algunos estudios en A. thaliana han establecido a
las BCL como un elemento de sefalizacion en una via de MCP, sin embargo se ha observado
gue pueden estar implicadas en la sefalizacion de diversos tipos de estrés. Por ejemplo la
acumulacion de la BCL d18:1-P se ha relacionado con la sefalizacion del cierre estomatal (Ng
et al. 2001), o la formacién de t18:0-P que se ha observado en la respuesta a bajas
temperaturas (Cantrel et al. 2011; Dutilleul et al. 2012). Sin embargo, a pesar de los avances en
la implicacién de las BCL como elementos de sefializacién, las moléculas blanco de las BCL o
el mecanismo que emplean son aun desconocidos, asi como las sefales que desencadenan
directamente su sintesis y su acumulacion. En general el entendimiento de la fisiologia de las
plantas en relacion a los mecanismos de MCP vy las vias de sefalizacion que la descadenan

estd lejos de ser completo.

Con base en los antecedentes descritos, el objetivo de este trabajo es aportar
evidencias experimentales al entendimiento de una via de MCP en la que las BCL han sido
implicadas como elementos de sefalizacidon y explorar la posibilidad de que en esta MCP esté
involucrado el estrés de reticulo endoplasmico, que conduce también a una MCP recientemente
descrita en plantas. Se abre la posibilidad de que se trate de una sola via de MCP que implique
ambos eventos: tanto la acumulacion de BCL, como el estrés de RE, o bien que cada una sea
una via independiente, o bien que sean dos vias independientes en las que una comparte algun
o algunos elementos de la otra. Resulta relevante establecer esta posibilidad considerando que
en las plantas se han descrito varios caminos de programacion de muerte celular. Ademas es
importante entender otros mecanismos de muerte en plantas, ya que en las plantas no se han

observado los elementos que comprenden la apoptosis celular descrita en animales.

La comprensioén de los mecanismos mediante los cuales las plantas llegan a la MCP es
es fundamental para entender procesos fisioldégicos como la senescencia, la formacion de
gametos y las respuestas frente a diferentes tipos de estrés ambiental, incluyendo las
respuestas de defensa contra patdgenos. A partir del conocimiento de la fisiologia de las
plantas puede lograrse el desarrollo de plantas de interés comercial resistentes a condiciones

climéaticas adversas, siendo éste un topico de interés actual en el campo de la biologia vegetal.
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5. HIPOTESIS.

El estrés de reticulo endoplasmico es un evento que se presenta en la via de muerte celular

programada mediada por bases de cadena larga.
6. OBJETIVO GENERAL.

Determinar parametros que se presentan en condiciones de estrés de reticulo endoplasmico en
plantulas de Arabidopsis thaliana de genotpo silvestre y de las lineas mutantes Icb2a-1 y pfld18-
18 expuestas a fumonisina B1 para determinar si en éstas condiciones sucede estrés de

reticulo endoplasmico.
7. OBJETIVOS PARTICULARES.

» Determinar y comparar la magnitud y la temporalidad de aparicion de las lesiones de
muerte celular inducidas por la exposicion a tunicamicina y fumonisina B1 en plantulas
de Arabidopsis thaliana de genotipo silvestre y de las lineas mutantes Icb2a-1 y pfld18-

18, realizando el registro fotografico del fenotipo durante un curso de tiempo.

» Determinar y comparar los principales cambios morfoldgicos en la ultraestructura celular
asociados a la exposicion a tunicamicina y fumonisina B1 de plantulas de Arabidopsis
thaliana de genotipo silvestre y de la linea mutante Icb2a-1 mediante microscopia

electrénica de transmision.

» Determinar y comparar el efecto de la exposicion a tunicamicina y fumonisina B1 en el
desarrollo de las raices de plantulas de Arabidopsis thaliana de genotipo silvestre,
midiendo la longitud de la raiz principal y realizando el registro fotogréafico del fenotipo de

las raices.

* Realizar la inmunodeteccion de la proteina luminal de unién (BiP) como marcador de
estrés de reticulo endoplasmico en muestras de fraccion soluble de plantulas de
Arabidopsis thaliana de genotipo silvestre y de las lineas mutantes Icb2a-1 y pfld18-18

expuestas a tunicamicina y fumonisina B1.
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8. MATERIALES Y METODOS.
8.1. Reactivos especiales.
a. Fumonisina B1.

Fumonisina B1 (FB,), Sigma Chemical Co. St Louis, MO. Se prepararon diluciones a patrtir
de una solucién stock de FB; 1 mM (disuelta en agua) para obtener las concentraciones
finales deseadas.

b. Tunicamicina.
Tunicamicina de Streptomyces sp. (TM), Sigma-Aldrich Inc. St Louis, MO. Se prepar6 una
solucion stock de 10 mg/mL en DMSO, a partir de la cual se hicieron diluciones en agua

desionizada para obtener las concentraciones finales deseadas.
8.2. Material bioldgico.

Se utilizaron plantulas de A. thaliana genotipo silvestre ecotipo Columbia-0 (Col-0) y de
las lineaslcb2a-1 y pfld18-18 de 3 semanas de edad crecidas en medio Gamborg B-5/agar
1% y sacarosa 1 % (Anexo ).

Nombre Genotipo Fenotipo Referencia
wt _ Niveles normales de Saucedo-
Silvestre BCL y esfingolipidos  Garcia et al.
(col-0) complejos 2011
M lacic Dietrich et al.
Insercién de un transposén en el e B ragaen 2008
Ich2a-1 gen de la subunidad LCB2A de la exposicion a EB Saucedo-
serina palmitoiltransferasa (SPT) pque la wt ! Garcia et al.
2011
” Menor produccion :
pfld18-18 Inserﬁllgcoddeg)gﬁg de la de ERO en el Tognz%t(t)leet al.
cloroplasto que la wt

8.3. Germinaciéon de semillas de A. thaliana.

Las semillas de A. thaliana de la linea silvestre se germinaron de acuerdo al siguiente
procedimiento.
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1) Colocar las semillas en un microtubo y agregar 1 mL de NaHCIO, al 20 % (estéril), 1 pL
de Tween 20 al 0.1 % y 3 pL de microdyn comercial (solucion de plata ionizada al 0.35

%). Agitar vigorosamente por 20 min.

2) Centrifugar y quitar el sobrenadante con una micropipeta y puntas estériles.
Posteriormente, lavar las semillas agregando 1 mL de NaHCIO,4 al 20 % (estéril) y

manteniendo en agitacion por 10 min.
3) Centrifugar nuevamente por 10 s y eliminar el sobrenadante.

4) Enjuagar las semillas al menos 5 veces, agregando 1 mL de agua estéril, agitando
durante 30 s, centrifugando 10 s y eliminando el sobrenadante con una micropipeta

para cada vez, hasta eliminar completamente el NaHCIO, y el Tween 20.

5) Sembrar las semillas desinfectadas en cajas petri con 20 mL de medio de Gamborg’'s
B-5 0.032 %/agar 1 %/ sacarosa 1 % estéril.

6) Mantener las cajas con las semillas en oscuridad y a 4 °C por 48 h para romper la

latencia de las semillas.

7) Trasladar las cajas a una camara de incubacién a 22 °C con un fotoperiodo de 8 h de

luz y 16 h de oscuridad y crecerlas en posicién vertical u horizontal por 3 semanas.
8.4. Tratamiento de plantulas de A. thaliana.

A las cajas petri con las plantulas de A. thaliana de 3 semanas de edad crecidas en medio
Gamborg B-5/agar 1 % y sacarosa 1 % se les aplicaron soluciones de DMSO 7 mM , FB;

0 TM a la concentraciones deseadas por aspersion como se describe en seguida.
1) Preparar una disolucién a la concentracion final requerida en agua desionizada estéril.
2) Agregar la solucidn a un frasco atomizador (con capacidad de 10 mL) estéril.

3) En area aséptica, asperjar las plantulas en la caja de petri a una distancia de 10-15 cm
de la caja, la cantidad de 10 disparos (que corresponde a 1 mL de solucidén) por cada

caja de plantulas.

4) Tapar la caja y exponerla a un fotoperiodo con luz continua a 22 °C durante el tiempo

requerido.
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8.5. Registro fotografico del fenotipo.

Una vez realizado el tratamiento y la exposicion a luz continua de las plantulas de A.
thaliana a los tratamientos correspondientes, se realizé el registro del fenotipo como se

describe a continuacion.

1) Colocar la camara de luz LED en la campana de flujo laminar.

2) Colocar la caja petri destapada con las plantulas de A. thaliana.

3) Las fotografias fueron tomadas con una camara NIKON COOLPIX L120 en formato
JPG.

4) EIl fenotipo también fue observado y documentado con una camara Motic-100
adaptada a un microscopio de diseccion Zeiggen, las fotografias fueron almacenadas
en formato TIFF.

5) EI montaje de las imagenes digitales fue realizado en ImageJ 1.49e y Adobe

Photoshop CS6 con las caracteristicas de resolucion y exposicién originales.

8.6. Visualizacion de la ultraestructura celular por microscopia electrénica de

transmision.

Tras la exposicién de plantulas de A. thaliana se realizé la toma de muestra de las

plantulas como se describe a continuacion.

1) Preparar una solucién de glutaraldehido grado | al 3% en amortiguador de fosfatos
100 mM pH 7 y mantenerla en hielo.

2) Alicuotar la solucion de glutaraldehido en frascos viales etiquetados de vidrio con
2 mL de solucioén cada uno.

3) Cortar cinco hojas de plantulas de cada caja con su respectivo tratamiento y

sumergirlas en la solucion de fijacién de glutaraldehido contenida en el vial.

Posteriormente las muestras fueron llevadas a la Unidad de Microscopia Electrénica del
Instituto de Fisiologia Celular, donde fueron procesadas. Las muestras fueron lavadas,
deshidratadas, infiltradas e incluidas en Epon fresco al 100%. Se observaron microcortes

de 80 nm en un microscopio electronico JEOL 1200 EXII operado a 60 kV.
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8.7. Toma de muestra de los tejidos vegetales expuestos a los tratamientos.

Una vez realizada la aspersion de las plantulas de A. thaliana con los tratamientos a
evaluar y transcurridos los tiempos indicados, se toma una muestra de la porcion aérea de

las plantulas. Las muestras se recolectaron como se describe a continuacion.

1) Cortar los tallos y hojas delas plantulas de una caja petri previamente asperjada con el

tratamiento con unas tijeras pequefias y unas pinzas.
2) Colocar las muestras en tubos de microfuga prepesados y debidamente etiquetados.
3) Congelar las muestras en N; liquido hasta la obtencion de la fraccion soluble.
8.8. Obtencion de la fraccion soluble.

Para obtener la fraccion soluble de las plantulas expuestas a los tratamientos de H,O
DMSO, FB; o TM se prepar6 el volumen amortiguador de homogeneizacion necesario,
adicionando al amortiguador de homogenizacién (previamente preparado) una mezcla de
inhibidores (quimiostatina, leupeptina, PMSF, TPCK, TLCK-HCI), ditiotreitol (DTT) y B-

mercapto etanol el dia del uso (Apéndice).

1) Preparar la cantidad de amortiguador de homogeneizacibn necesaria
(aproximadamente 2 mL por un gramo de tejido fresco) y mantenerlo en hielo durante

todo el proceso.

2) Colocar en un mortero pequefio la muestra recolectada y previamente pesada
(congelada y mantenida a -70 °C o recién obtenida). Agregar N, liquido y moler la

muestra hasta obtener un polvo fino.

3) Colocar el polvo fino en un vaso de precipitados de 10 mL (en hielo) y adicionar
amortiguador de homogeneizacioén suficiente para que cubra todo el polvo sin exceder

el volumen de homogeneizacién maximo de 2 mL por gramo de tejido.

4) Homogenizar la muestra contenida en el vaso con un homogenizador eléctrico TISSUE
TEAROR 985-370 tipo 2 a una velocidad de 3.0 en dos periodos de 10 segundos con

intervalo de 20 segundos entre cada uno, con el vaso siempre sumergido en hielo.

5) Filtrar el homogenado, pasandolo a través de tres capas de gasa previamente
humedecida con agua bidestilada. Recibir el filtrado en otro vaso de precipitados de 10

mL (mantenido en hielo).
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6) Exprimir la gasa presionando ligeramente con una espatula limpia.

7) Arrastrar el residuo del vaso en el que se hizo la homogeneizaciéon con 1 mL de
amortiguador de homogeneizacién (sin exceder el volumen de homogeneizacién
maximo de 2 mL por gramo de tejido) y pasarlo por la gasa en la que se realizd la
filtracion

8) Exprimir nuevamente la gasa presionando ligeramente con una espatula limpia.

9) Medir el volumen final del homogenado filtrado y tomar una muestra de 50 UL en un

microtubo para la determinacién de proteina.

10) Colocar el homogenado filtrado en un tubo falcon de 12 mL con tapa y centrifugar a
10000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

11) Recuperar el sobrenadante y colocarlo en un segundo tubo falcon de 12 mL limpio y
descartar el sedimento.

12) Medir el volumen del sobrenadante y tomar una muestra de 50 pL en un microtubo

para la determinacién de proteina.

13) Alicuotar el sobrenadante final en microtubos con 70 pL cada uno, congelar con N,
liquido y guardar a -70 °C.

8.9. Determinacion de proteina de la faccién soluble por el método de Bradford.

Se determind la concentracion total de proteina obtenida en la fraccion soluble por el

método de Bradford, realizando lo siguiente para cada muestra.
Curva estandar de proteina.

Para determinar la cantidad de proteina contenida en las fracciones solubles de las
muestras vegetales se realizaron curvas estandar con una solucion de BSA 1 mg/mL y el
reactivo concentrado de Bradford PROTEIN ASSAY de BIO-RAD. Se realizd una curva
estandar para cada dia en que se hizo la determinacion de proteina. Para cada curva se

agregaron las cantidades de BSA, H,0 y reactivo descritas en la tabla.
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Tubo H,O BSA 1 mg/mL| Reactivo Cantidad de
Volumen (uL) | Volumen (uL) | Volumen (uL) | proteina (ug)
1 800 200 0
2 800 2 200 2
3 800 4 200 4
4 800 6 200 6
5 800 8 200 8
6 800 10 200 10
7 800 12 200 12

Determinacién de la proteina total de la fracciéon soluble de las muestras de

plantulas tratadas con TM o FBy.

1) Poner una alicuota del reactivo concentrado de Bradford en un matraz Erlenmeyer
pequefio necesario para realizar 3 réplicas por cada muestra de fraccién soluble y 3
blancos de amortiguador de homogeneizacion. Considerando que se requiere 200 uL de

reactivo para cada replica.

2) Agregar 800 uL de agua a los tubos de ensaye de 13 x 100 para las muestras y los

blancos de reactivo (previamente numerados).

3) Antes de la cuantificacion de proteina en la fraccién soluble, agregar las cantidades
agua desionizada y de BSA 1 mg/mL en los tubos de ensaye para la curva estandar, sin

agregar el reactivo.

4) En los tubos de ensaye de 13 x 100 con agua agregar las cantidades de 2, 3y 4 uL de
cada fraccion soluble o amortiguador de homogeneizacion (blanco) para hacer la

determinacion de proteina total de cada fraccion.

5) Finalmente, agregar 200 uL de reactivo concentrado de Bradford a cada tubo y agitar

en vortex un par de segundos.

6) Dejar 5 min y leer la absorbancia a 595 nm. El color es estable por una hora.
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8.10. Separacion electroforética desnaturalizante (SDS-PAGE).

Las proteinas de la fraccion soluble de las plantulas expuestas a los tratamientos fueron
separadas electroforéticamente de acuerdo a la técnica de Schagger y von Jagow (1987).

El procedimiento utilizado fue el siguiente.

8.10.1.Preparacion de geles de poliacrilamida.

1) Limpiar los vidrios con unas gotas de una solucién de SDS al 3 %.

2) Colocar los vidrios en el soporte del aparato de electroforesis BIO-RAD.

3) Preparar el gel separador agregando los reactivos en el orden que se indica en la tabla
y dejar polimerizar por 30 min a temperatura ambiente.

4) Preparar el gel concentrador agregando los reactivos como se indica en la tabla,

colocar el peine y dejar polimerizar por 1 h a temperatura ambiente.

Reactivo Concentracién sep(aagdor concgnetlrador
Acrilamida/Bis-acrilamida 30% / 0.938% 2315 pL 330 uL
Amortiguador del gel Tris-HCl 3843%/': 8.9/SDS 2315 pL 620 pL

Glicerol 940 pL
H,O desionizada 1405 p L 1530 L
Persulfato de amonio 10 % 23.5 uL 23.5 L
Tetrametiletilendiamina 2.4 L 2.4 L
(TEMED)

5) Remover el peine una vez polimerizado el gel.

6) Fijar las placas de vidrio con el gel en el soporte de la camara de electroforesis.

7) Llenar la camara del soporte con el gel con amortiguador del catodo.

8) Cargar las muestras en el gel (previamente ajustado el volumen de las mismas con
amortiguador de carga).

9) Llenar la camara de electroforesis con amortiguador del anodo.

10) Encender la fuente de poder y dejar correr el gel a 50 V por 30 min y luego
incrementar a 100 V por 2 h.
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8.10.2. Tincién de geles con azul de Coomassie.

1) Una vez concluida la separacion, sacar el gel de los vidrios y colocarlo en un recipiente
con 30 mL de solucién de fijacién (metanol 50% / &cido acético 10%) durante 2 h con

agitacién suave y constante.

2) Decantar la solucién de fijacion y afiadir 30 mL de solucién de azul de Coomassie

(Brilliant Blue G250). Dejar en agitacién suave por 4 h o toda la noche.

3) Decantar la solucion de Coomassie y agregar 30 mL de solucién de fijacién (metanol

50% / acido acético 10%). Dejar en agitacion suave hasta que aparezcan las bandas.

4) Decantar la solucion de fijacion y agregar 30 mL de solucién de glicerol 5 % para

almacenar.
8.11. Western blot.

1) Una vez concluida la separacion electroforética, remover el gel de las placas de vidrio
y colocarlo en un recipiente de vidrio con 30 mL de solucion amortiguadora de
transferencia (Apéndice). Dejar en agitacion constante de 15 a 30 min.

2) Ensamblar el cassette. Colocar una esponja y una hoja de papel filtro 3M previamente
saturadas con amortiguador de transferencia, posteriormente colocar el gel y cubrirlo
con una membrana de polivinilo difluoruro (PVDF), en seguida cubrir la membrana con
una segunda hoja y una segunda esponja saturadas con amortiguador de
transferencia. Finalmente cerrar el cassette.

3) Colocar el cassette dentro de la camara de transferencia con el gel dirigido hacia el
catodo y la membrana de PVDF hacia el anodo.

4) Poner un agitador magnético en el fondo y cerrar la camara, posteriormente colocar la
camara sobre la parrilla de agitacion.

5) Encender la fuente de poder a 23 V y dejar transferir por 2 h y 30 min con agitacién
suave y constante.

6) Una vez finalizada la transferencia, sacar el cassette de la camara y colocar la
membrana de PVDF en un recipiente de vidrio con 30 mL de amortiguador TBS/tween
20 (Apéndice), con la superficie que estuvo en contacto con el gel hacia arriba.

7) Realizar dos lavados con 30 mL de TBS/tween 20 cada uno durante 5 y 10 min

respectivamente con agitacidén suave y constante a temperatura ambiente.
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8) Agregar 30 mL de solucién bloqueadora (Leche Svelty 2% en TBS) y dejar en agitaciéon
suave y constante durante 1 h.

9) Decantar la solucion bloqueadora y realizar dos lavados con TBS/tween 20 durante 5y
10 min respectivamente con agitacion suave y constante a temperatura ambiente.

10) Colocar la membrana en una bolsa de plastico y agregar la solucion con el primer
anticuerpo (anti-BiP, AGRISERA AS09481, dilucion 1:2000 en solucién de Leche 2%
en TBS), sellar la bolsa y dejar en posicién horizontal y en oscuridad durante toda la
noche)

11) Sacar la membrana de la bolsa y colocarla en un recipiente de vidrio.

12) Realizar dos lavados con 30 mL de TBS/tween 20 cada uno durante 5y 10 min
respectivamente con agitacion suave y constante a temperatura ambiente.

13) Agregar 10 mL de solucién con el segundo anticuerpo (anti-lgG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina, Millipore AP132A, dilucién 1:10000 en Leche al 2%
en TBS) y dejar en agitacién suave y constante por 3 h.

14) Realizar dos lavados con TBS/tween 20 durante 5 y 10 min respectivamente con
agitacion suave y constante a temperatura ambiente.

15) Realizar tres lavados, cada uno con 30 mL de TBS/tween 20 durante 10 min en
agitacion suave y constante.

16) Realizar un lavado con TBS durante 10 min con agitacion suave y constante.

17) Agregar 30 mL de la solucién de NBT/BCIP (Apéndice) para desarrollar color y
dejar en agitacién suave y constante durante 2 min.

18) Foto documentar la imagen de la membrana, dejar secar y guardarla en una bolsa.
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9. RESULTADOS.

9.1. Caracterizacion fenotipica del efecto del tratamiento con TM de plantulas de A.

thaliana de genotipo silvestre.

Para abordar la hip6tesis de esta tesis era necesario tener un modelo en donde se observaran
las caracteristicas de MCP inducida por estrés de reticulo endoplasmico, por lo cual se usoé
tunicamicina (TM) como inductor. Con el objetivo de conocer la magnitud y las caracteristicas
de las lesiones producidas tras la induccién de estrés de RE, se realizé la aplicacién de
diferentes concentraciones de tunicamicina a plantulas de 3 semanas de edad de A. thaliana
del genotipo silvestre y se realiz6 el registro fotografico del fenotipo de la porcién aérea de las
plantulas (Figura 1).

En la Figura 1 se presentan los fenotipos de la porcién aérea a los 1, 4 y 8 dias de
tratamiento. Debido a que la tunicamicina se disolvié en DMSO, el tratamiento control consistié
en exponer a las plantas a este disolvente. Para este experimento, los tratamientos
correspondienes se aplicaron asperjando Unicamente las plantulas dispuestas en el centro de la
caja con el objetivo de evidenciar que la tunicamicina aplicada de esta forma es absorbida por
las plantulas. Es importante mencionar, que la presencia de clorosis o pérdida de la
pigmentacion de las hojas no es un marcador de MCP, sin embargo en antecedentes
experimentales realizados en nuestro laboratorio hemos observado que la MCP tras la
exposcion a FB; o TM se manifiesta como clorosis en las hojas de Arabidopsis, a partir de ésta
observacion se utilizé esta caracteristica como herramienta de rapido diagndéstico de MCP.

Las plantulas con el tratamiento control no presentaron lesiones de muerte incluso
después de 8 dias de exposicién. Transcurridas 24 h de exposicibn a los diferentes
tratamientos, las plantulas no presentaron lesiones evidentes de muerte incluso en las plantulas
expuestas a la mayor concentracion de TM empleada (15 pug/ mL). Sin embargo, transcurridos 4
dias de exposicion, las plantulas tratadas con TM 5 pug/ mL ya presentaron sefiales de muerte.
Estas lesiones se presentaron con mayor intensidad en las plantulas expuestas a las
concentraciones de TM de 10 pug/ mL y 15 pg/ mL. Posteriormente, tras 8 dias de exposicion a
TM, el nimero de plantulas con signos evidentes de clorosis aumenté incluso en los cultivos
expuestos a la menor concentracién de TM (5 pg/ mL), si bien, el efecto fue mas evidente a la

concentracién de TM de 15 pg/ mL.
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Figura 1. Efecto de la TM en plantulas de genotipo silvestre de A. thaliana. Se trataron plantulas de A. thaliana wt de tres
semanas de edad con una solucion de DMSO 7 mM como control, segln se detalla en Materiales y Métodos, o con una solucion de
TM de 5, 10 y 15 pg/ mL y con exposicion a luz continua durante los tiempos indicados. Se muestran las fotografias representativas

de un experimento con tres replicas. d: dias de exposicién.
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9.2. Comparacion fenotipica del efecto del tratamiento con TM y FB; en plantulas de A.

thaliana de genotipo silvestre.

Una vez observada la magnitud de las lesiones desarrolladas en las plantulas de A. thaliana
expuestas a TM como inductor de MCP por estrés de RE en una amplia ventana de tiempo, se
escogi6 una sola concentracion de TM (5 pug/ mL) y se realizo el registro fenotipico del efecto de
su exposicion con el objetivo de compararlo con el efecto desarrollado por la induccion de la
MCP mediada por BCL por exposicion a FB; 10 uM en plantulas de A. thaliana de genotipo
silvestre (Figura 2).

En la Figura 2 se presenta el registro fotografico del fenotipo observado tanto
macroscopicamente como con mayor detalle con un microscopio adaptado a una camara Motic
para poder observar las caracteristicas de las hojas de las plantulas. Las plantulas control
fueron tratadas con H,O desionizada estéril y no presentaron lesiones en ninguno de los
tiempos observados. Adicionalmente se trataron plantulas con una solucion de DMSO 7 mM
como control del tratamiento con TM, y que presentaron un fenotipo similar a las plantulas
tratadas con H,O incluso después de 8 dias de tratamiento.

Por otro lado, las plantulas con los tratamientos de FB; y TM no presentaron signos de
clorosis transcurridos 2 dias de tratamiento. Sin embargo, tras 4 dias de exposicion, las
plantulas tratadas con FB; presentaron signos de clorosis, los cuales fueron menos
pronunciados que los observados en las hojas de las plantulas tratadas con TM. Este efecto, se

magnifico y se hizo mas evidente tras 8 dias de exposicion a FB; y lo mismo pasé con TM.
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Figura 2. Efecto de la TM en plantulas de ?enotipo silvestre de A. thaliana. Se trataron plantulas de A. thaliana wt de tres
semanas de edad con H,O desionizada y estéril, o con una solucién de DMSO 7 mM como control del tratamiento con TM También
se trataron plantulas con FB1 10 uM y TM 5 pg/mL con exposicion a luz continua a los tiempos indicados. Se muestran las
fotografias representativas de dos experimentos independientes con 3 a 5 réplicas cada uno. d: dias de exposicion.
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9.3. Analisis del efecto de la exposicién a TM o a FB1 en la ultraestructura celular de

plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre.

Una vez que se observé la magnitud y la temporalidad de las lesiones en el fenotipo de las
plantulas de A. thaliana en via de MCP inducida por la exposicién a FB; y TM; se realizo el
analisis ultraestructural de las plantulas mediante microscopia electrénica de transmision (MET),
con el objetivo de conocer el efecto y el progreso del dafo celular en la morfologia de los
organelos celulares y comparar este cuadro con los efectos reportados en la literatura. Asi se
pudo disponer de mas elementos para comparar los efectos de los dos compuestos y
evaluarlos en funcion de la aparicion de MCP.

En la Figura 3 se muestran las micrografias de MET de los microcortes de hojas de las
plantulas tras 2 dias de exposicidon a los tratamientos especificados y en tres aumentos
diferentes. En la primera columna de imagenes, se observan las células con el tratamiento
control que contienen abundantes cloroplastos tipicos, algunos granulos de almidén y
membranas tilacoidales bien estructuradas que reflejan la integridad morfolégica de la célula;
asi mismo, se distinguen mitocondrias y pared celular que se encuentran en condiciones
normales, asi como una porcion de RE que no presenta hinchamiento y que se distingue como
un sistema membranal con puntos electrodensos que corresponde a ribosomas adheridos. En
la segunda columna se observan células con el tratamiento control de DMSO 7 mM; en esta
condicidn, las células presentaron caracteristicas morfoldgicas muy similares a las observadas
en las células con el tratamiento control con H,O, en las que se observaron la membrana
plasmatica y el tonoplasto integros, ya que se apreciaron como membranas continuas y con
caracteristicas similares a las observadas en las células control, asi como cloroplastos
adyacentes a la membrana plasmatica, indicando que la vacuola continGa ejerciendo presion de
turgencia y por lo tanto no presenta ruptura. En los cloroplastos se observan membranas
tilacoidales bien estructuradas con grana bien apilados y sin alteraciones morfolégicas, como
las caracteristicas de células control. En la tercera columna se presentan las micrografias de las
preparaciones de plantulas con el tratamiento de FB; y en las que se observaron células con
menor cantidad de cloroplastos, los cuales, a su vez, presentaron alteraciones morfolégicas,
como pérdida de la forma ovalada y alargada clasica de los cloroplastos, asi como alteracion en
la organizacién de los grana y en la membrana tilacoidal, ya que presenté abundantes
ondulaciones. Por otro lado, la pared celular, la membrana plasmatica y el reticulo
endoplasmico presentaron caracteristicas similares a las caracteristicas de estos organelos

observadas en las células control. Sin embargo el tonoplasto presenté ruptura, ya que se
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observaron zonas en la que esta membrana se visualiz6 como una linea discontinua; ademas,
los cloroplastos adyacentes ya no presentaron su forma caracteristica fusiforme o alargada.

Finalmente, en la cuarta columna se presentan las micrografias de la preparacion de plantulas
tratadas con TM. Se observaron células que han perdido la forma poligonal clasica de las
células vegetales debido a la pérdida de presion de turgencia, sugiriendo ruptura del tonoplasto.
Se observ6é también la presencia de escasos cloroplastos que presentaron agregacion y
abundante formacién de vesiculas, sin embargo, las membranas tilacoidales no presentaron
alteraciones en su estructura, ya que no se observan sinuosidades en la membrana. El lumen
del reticulo endoplasmico presenté un aumento de volumen. La membrana plasmatica presenté
abundantes sinuosidades y el tonoplasto presento ruptura, ya que en los campos observados el
tonoplasto presento irregularidades en los sitios adyacentes a los cloroplastos y discontinuidad
en multiples puntos. Sin embargo la pared celular no presenté aumento en el grosor y las
mitocondrias se observaron redondas y con una morfologia muy similar a la de las mitocondrias

observadas en las células control.
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Figura 3. Analisis ultraestructural de las plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre expuestas a FB1 o TM. Se trataron
plantulas de A. thaliana del genotipo silvestre de tres semanas de edad con H,O desionizada y estéril como control, DMSO 7 mM
(control del tratamiento con TM) FB; 10 uM y TM 5 pg/mL con exposicion a luz continua durante 2 dias. Se presentan las
micrografias representativas de tres a cuatro diferentes camEos para cada magnificacion y preparacion. C: cloroplasto, d: dias, Mit:
mitocondria, MP: membrana plasmatica, PC: pared celular, RE: reticulo endoplasmico Ton: tonoplasto y Vac: vacuola.
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9.4. Efecto del tratamiento con TM en el desarrollo de las raices de plantulas de A.

thaliana de genotipo silvestre.

La MCP inducida por estrés de RE en plantas fue caracterizada originalmente en raices de
Arabidopsis, en las que se observd que la TM ocasiona acumulacion de especies reactivas de
oxigeno, ruptura del tonoplasto y fragmentacion de DNA, que se manifiesta en el fenotipo como
retardo en el crecimiento de la raiz principal y la disminucion de la cantidad y la longitud de las
raices secundarias y los pelos radiculares (Watanabe y Lam 2008). Con el objetivo de validar
nuestro modelo de experimentacion, se realizaron experimentos similares a los reportados en
la literatura, en los que se trataron plantulas de A. thaliana de 5 dias de edad del genotipo
silvestre crecidas en posicién vertical, a las que se les aplicé TM por aspersién y se determind
la longitud de la raiz principal transcurridos 1, 3 y 5 dias de exposicién, asi como el registro
fenotipico al quinto dia de tratamiento.

En la Figura 4, panel A, se presenta el fenotipo de las plantulas tratadas con DMSO 7
mM, TM 0.5 pyg/mL y TM 3 pg/mL tras 5 dias de exposicibn. Como puede observarse, las
plantulas del tratamiento control presentaron una porcién aérea de mayor tamafio, asi como
abundantes raices secundarias y de mayor longitud que las plantulas tratadas con TM.
En el panel B se presentan las micrografias tomadas con una camara Motic adaptada a un
microscopio estereoscoépico. Las raices con el tratamiento control presentaron abundantes
pelos radiculares tanto en la raiz principal, como en las raices secundarias, sin embargo las
raices tratadas con TM 0.5 pg/mL presentaron pelos radiculares menos abundantes y raices
secundarias de corta longitud con escasos pelos radiculares. Por otro lado las raices tratadas
con TM 3 ug/mL presentaron escasas raices secundarias y carecen de pelos radiculares tanto
en la raiz principal como en las raices secundarias.
Finalmente en el panel C, se presenta la grafica de la determinacién de la longitud de la raiz
principal de 60 raices en cada tratamiento a través del tiempo. Las raices del tratamiento control
DMSO y con TM 0.5 pg/mL presentaron una longitud similar a las raices del tratamiento control
con H;0, incluso después de 5 dias de exposicion. Sin embargo, las raices tratadas con TM 3
ug/mL presentaron una menor longitud respecto a las raices control a los 3 y 5 dias de

exposicion (P<0.0001 en ambos casos).
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Figura 4. Efecto de la TM en el desarrollo de las raices de A. thaliana de genotipo
silvestre. Se trataron plantulas de A. thaliana del genotipo silvestre de cinco dias de edad con
H,O, DMSO 7 mMy TM 0.5 y 3 pug/mL por 5 dias con exposicion a luz continua. A? Fenotipo
de las plantulas completas después de 5 dias de exposicion. B) Fenotipo de las raices
después de 5 dias de exposicion. C) Longitud de la raiz principal con ESM. 60 raices de dos
experimentos independientes. *P<0.0001. Analisis estadistico ANOVA de dos vias: Graph
Pad Prism version 6.0.
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9.5. Efecto del tratamiento con FB; en el desarrollo de las raices de plantulas de A.
thaliana de genotipo silvestre.

Con el objetivo de determinar si la exposcion a FB; inhibe el desarrollo de las raices de
Arabidopsis como se ha visto en las raices expuestas a TM, se realizd el experimento descrito
en la seccién anterior, pero ahora tratando con FB; las plantulas de A. thaliana de genotipo
silvestre de 5 dias de edad crecidas en posicién vertical, a las que se les aplicé por aspersion
FB; a las concentraciones de 1 y 6 uM y se determing tanto la longitud de la raiz principal
transcurridos 1, 3 y 5 dias de exposicion, como el registro fenotipico al quinto dia de
tratamiento.

En la Figura 5, panel A, en la primera columna, se presenta el fenotipo de las plantulas
tratadas con H,O desionizada y estéril como control tras 5 dias de tratamiento. Se observan
plantulas con abundantes raices secundarias. En la segunda columna se presentan las
plantulas tratadas con FB; 1 uM, las plantulas presentaron una porcion aérea de tamafio similar
a la porcion aérea de las plantulas control, asi como raices principales de longitud similar a las
raices control. Sin embargo, las raices secundarias de las plantulas tratadas con FB; 1 uM
fueron menos abundantes y de menor longitud que las raices secundarias de las plantulas
control. En la tercera columna, las plantulas tratadas con FB; 6 UM presentaron una porcion
aérea mas pequefia que la de las plantulas control. Las raices presentaron menos raices
secundarias y de menor longitud, sin embargo la longitud de la raiz principal fue similar a la
longitud de las raices control.

En el panel B se presentan los fenotipos de las raices tomadas con la camara Motic
conectada a un microscopio estereoscOpico. En este acercamiento se observd que las raices
control presentaron abundantes pelos radiculares tanto en la raiz principal como en las raices
secundarias. En contraste, las raices tratadas con FB; 1 uM presentaron menor cantidad de
pelos radiculares tanto en la raiz principal como en las raices secundarias en comparacion con
las raices control. Por otro lado, las raices tratadas con FB; 6 UM presentaron raices
secundarias mas cortas y no presentaron pelos radiculares en la raiz principal y en las raices
secundarias.

Por ultimo, en el panel C, se presenta la grafica de la determinacién de la longitud de la
raiz principal por tratamiento por dia de exposicion y en la que se observo que la longitud de la
raiz principal fue similar en las raices de las plantulas tratadas con H,O, FB; 1 uM o FB; 6 uM a
los 0, 1y 3 dias de tratamiento. No obstante, el analisis estadistico mostrd que la longitud de las
raices principales tratadas con FB; 1 uM fue significativamente mayor (P<0.0001) que las raices

tratadas con H,O o FB; 6 uM tras 5 dias de exposicion.
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Figura 5. Efecto de la exposicion de FB1 en el desarrollo de las raices de A. thaliana de
genotipo silvestre. Se trataron plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre de cinco dias de
edad con H,Oy FB; 1y 6 uM con exposicion a luz continua. A) Fenotipo B) Fenotipo de las
raices C) Longitud de la raiz principal con ESM. 60 raices de dos experimentos independientes.
*P<0.0001 Analisis estadistico ANOVA de dos vias: GraphPadPrism versién 6.0.
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9.6. Comparacion del efecto del tratamiento con TM y FB; en el fenotipo de plantulas de

A.thaliana de lalinea Icb2a-1.

La participacién de las BCL como segundos mensajeros en la via de MCP inducida por FB; fue
reportada por Saucedo-Garcia et al. (2011). En este trabajo, las plantulas de Arabidopsis de la
linea Ich2a-1, que no expresan la subunidad LCB2a de la serinapalmitoiltransferasa (SPT) y por
consiguiente producen menos BCL; presentaron un fenotipo de resistencia al tratamiento con
FB;.

Habiendo determinado el efecto de TM y FB; en el fenotipo de la porcion aérea de las
plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre se realizaron los experimentos equivalentes con
plantulas de Arabidopsis de la linea Icb2a-1 con el objetivo de conocer si la TM, al igual que la
FB; era insuficiente para inducir MCP en esta linea mutante, sugiriendo, en este caso, que las
BCL podrian actuar como segundos mensajeros en la via de MCP inducida por estrés de RE.
En la Figura 6 se presenta el registro fotografico del fenotipo observado macroscépica y
microscOpicamente y documentado con la camara Motic. Las plantulas control fueron tratadas
con H,O desionizada y estéril y no presentaron lesiones a ninguno de los tiempos observados.
Adicionalmente, se trataron plantulas con una solucion de DMSO 7 mM como control del
tratamiento con TM, mismas que presentaron un fenotipo similar al de las plantulas tratadas con
H,O inclusive después de 8 dias de tratamiento.

Por otro lado, las plantulas con el tratamiento de FB; presentaron caracteristicas
similares a las plantulas con los tratamientos control, aun transcurridos 8 dias de tratamiento.
Sin embargo, las plantulas tratadas con TM, presentaron signos de clorosis a los 4 dias
posteriores a la exposicion. Asi mismo, este efecto se hizo mas evidente transcurridos 8 dias

de exposicion a TM.
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Figura 6. Efectos fenotipicos comparativos del tratamiento con TM y FB1 en plantulas de A. thaliana de la linea
Icb2a-1. Se trataron plantulas de A. thalianalcb2a-1 de tres semanas de edad con H,O desionizada y estéril, solucion de
DMSO 7 mM como control del tratamiento con TM, FB1 10 pM y TM 5 pg/mL con exposicion a luz continua a los tiempos
indicados. Se muestran las fotografias representativas de un experimento con 5 réplicas. d: dias de exposicién.
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9.7. Analisis del efecto en la ultraestructura celular de la exposicibn aTM o a FB; en

plantulas de A. thaliana de la linea Icb2a-1.

Tras determinar el fenotipo de las plantulas de Arabidopsis de la linea Icb2a-1 en presencia de
FB:y TM, se realizé el andlisis ultraestructural de las plantulas correspondientes con el objetivo
de conocer el efecto en la morfologia de los organelos celulares en estas condiciones y
corroborar el fenotipo observado a nivel macroscépico, asi como observar el progreso del dafio
celular ocasionado por el tratamiento con TM en esta linea mutante y compararlo con el
observado en las plantulas de genotipo silvestre.

En la Figura 7 se muestran las micrografias de MET de las plantulas de la linea Icb2a-1

tras 2 dias de exposicion a FB; y TM, asi como los tratamientos control. En la primera columna,
en las células con el tratamiento control con H,O se observaron células con cloroplastos
alargados y ovalados, con escasas vesiculas y granulos de almidén, asi como membranas
tilacoidales continuas y sin ondulaciones, asi mismo, se distinguieron mitocondrias redondas y
ovaladas y con apariencia similar a las mitocondrias de las células de plantulas de genotipo
silvestre, asi como membrana plasmatica continua y sin ondulaciones. El RE presentd una
apariencia similar al de las células de genotipo silvestre, se observaron formaciones como
lineas onduladas con puntos electrodensos que corresponden a ribosomas adheridos.
En la segunda columna, las células con el tratamiento control con DMSO 7 mM presentaron
caracteristicas morfolégicas muy similares a las observadas en las células con el tratamiento
control con H,O. Se observaron células poligonales con cloroplastos alargados y ondulados con
escasas vesiculas y granulos de almidon, cuyas membranas tilacoidales se observaron
integras, ya que no presentaron ondulaciones. Por otro lado el tonoplasto no presenté ruptura,
ya que las células preservaron su forma poligonal y los cloroplastos se observaron adyacentes
a la pared celular, lo que es consecuencia de la presién de turgencia ejercida por la vacuola al
encontrarse integra.

En la tercera columna, las células con el tratamiento de FB; presentaron forma poligonal
muy similar a las células control con H,O y DMSO, asi como menor cantidad de cloroplastos,
gue se localizan adyacentes a la membrana plasmaética, indicando la existencia de presién de
turgencia y sugiriendo integridad del tonoplasto y la vacuola. Los cloroplastos fueron similares a
los de las células control, ya que presentaron forma alargada y ovalada y sin granulos de
almidon. Las membranas tilacoidales no presentaron alteraciones morfologicas, ya que se
observaron como lineas continuas y sin ondulaciones y con apariencia similar a las membranas

tilacoidales de cloroplastos de las células control. Por otro lado, la pared celular mostré un
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aumento en el grosor de la pared celular, como se ha observado anteriormente en plantulas
del genotipo silvestre tratadas con FB; (Tapia de Aquino, 2012). La membrana plasmatica no
presentd ondulaciones y el reticulo endoplasmico no evidencié incremento de volumen en el
lumen, indicando la ausencia de alteraciones morfolégicas y por lo tanto la ausencia de dafio
celular a nivel de ultraestructura. Finalmente en la cuarta columna, se observa que las células
tratadas con TM presentaron la forma poligonal clasica de las células vegetales en condiciones
control y presentaron abundantes cloroplastos adyacentes a la membrana plasmatica debido a
la presion de turgencia de la vacuola, sugiriendo que en estas células la vacuola no present6
ruptura; sin embargo los cloroplastos de estas células perdieron su forma alargada y
presentaron abundantes granulos de almidén de gran tamafio. No obstante, a pesar de las
alteraciones en cuanto a aumento de tamafio de esos cloroplastos, una magnificacién de
10000x revel6 que Unicamente las membranas tilacoidales de los cloroplastos con una
alteracion severa en la forma del cloroplasto presentaron alteracion en su estructura, ya que las
membranas de los grana no se apreciaron como lineas rectas, sino como lineas difusas y
curveadas, mientras que la mayoria de los cloroplastos no presentaron dafio en la membrana
tilacoidal, distinguiéndose claramente lineas continuas y sin ondulaciones. Por otro lado, el
lumen del RE presenté un considerable aumento de volumen comparado con el RE de las
células control. En contraste, la membrana plasmatica no presenté alteracion en su morfologia,
ya que se observa como una linea recta, no difusa y sin ondulaciones que se localiza adyacente
a la pared celular, como se aprecio en las células control. Por otro lado, las mitocondrias no
presentaron cambios morfoldégicos apreciables a nivel de ultraestructura, ya que tanto en las
células tratadas con TM como en las células control se observaron mitocondrias con la
morfologia clasica ovalada y redonda en las que se aprecia claramente la membrana interna
mitocondrial. Finalmente, la pared celular, al compararla con la de las células control no

presentdé aumento de grosor o algin otro cambio en su morfologia a nivel de ultraestructura.
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Figura 7. Andlisis ultraestructural de las plantulas de A. thaliana de linea Icb2a-1 expuestas a FB;y TM. Se trataron plantulas
de A. thaliana de linea Icb2a-1 de tres semanas de edad con H,O desionizada y estéril como control, DMSO 7 mM como control del
tratamiento con TM, FB; 10 uM ]y TM 5 pg/mL con exposicion a luz continua durante 2 dias. Se presentan las micrografias
representativas de tres a cuatro diferentes campos para cada magnificacion y preparacion. C: cloroplasto, d: dias, GA: granulos de
almidon, Mit: mitocondria, MP: membrana plasmatica, PC: pared celular, RE: reticulo endoplasmico Ton: tonoplastoyVac vacuola.
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9.8. Comparacion del efecto de los tratamientos con TM y FB; en el fenotipo de plantulas
de A. thaliana de la linea pfld18-18.

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas de corta vida media que pueden
actuar como segundos mensajeros y se producen en diferentes sitios dentro de la célula. La
sefializaciéon mediada por ERO en las plantas es muy compleja y depende de las interacciones
con otras proteinas y moléculas sefializadoras como el 6xido nitrico, lipidos sefializadores y
fitohormonas (Gechev y Hille, 2005). En el cloroplasto, las ERO se producen en los
fotosistemas | y Il y por la transferencia de electrones a moléculas de oxigeno molecular por la
actividad de la ferredoxina (Fdx) y en otros sitios de la cadena fotosintética. Por otro lado, las
ERO estan involucradas en la via de MCP mediada por BCL (Stone et al. 2000; Gonzalez-Solis
2009).

La mutante de A. thaliana pfld 18-18 expresa a la proteina bacteriana flavodoxina (FId),
una proteina acarreadora de electrones, que participa en diferentes vias que involucran
reacciones de Oxido-reduccién en bacterias. Se observd que la expresion de Fld en el
cloroplasto genera plantas con mayor resistencia a diferentes tipos de estrés y menor
produccién de ERO. Se ha sugerido que la proteina FIld en el cloroplasto podria sustituir las
funciones de la Fdx en condiciones de estrés oxidativo, con el fin de mejorar la eficiencia de las
reacciones de transferencia de electrones en éstas condiciones y evitar la formacién de ERO,
como se ha observado en bacterias (Zurbriggen et al. 2008).

Con el objetivo de comparar el efecto de los tratamientos con FB; y TM en el fenotipo de
plantulas de A. thaliana de la linea pfld18-18 y determinar si las ERO son esenciales para la
MCP inducida por estrés de RE, se realiz6 el tratamiento de plantulas de tres semanas de edad
con FB; 0 TM y se registré el fenotipo hasta los 8 dias de exposicion.

En la Figura 8 se presenta el registro fotografico del fenotipo observado macroscoépica y
microscopicamente. Las plantulas control fueron tratadas con H,O desionizada y estéril y no
presentaron lesiones a ninguno de los tiempos observados. Adicionalmente se trataron
plantulas con una solucion de DMSO 7 mM como control del tratamiento con TM, que
presentaron un fenotipo similar al de las plantulas tratadas con H,O incluso después de 8 dias
de tratamiento. Por otro lado, las plantulas con el tratamiento de FB; no presentaron clorosis y
las caracteristicas manifestadas fueron similares a las mostradas por las plantulas con los
tratamientos control tras 8 dias de exposicidon. En contraste, las plantulas tratadas con TM,

presentaron signos de clorosis desde los 4 dias de exposicion.
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?ura 8. Efectos fenotipicos comparativos de los tratamientos con TM y FB; en plantulas de A. thaliana de la linea
fl[d18-18.Se trataron plantulas de A. thaliana de la linea pfld18-18 de tres semanas de edad con H,O desionizada y estéril o
con una solucion de DMSO 7 mM como control del tratamiento de TM, FB; 10 uM y TM 5 pg/mL; las plantulas fueron expuestas
a luz continua a los tiempos indicados. Se muestran las fotografias representatlvas de un experimento con 5 réplicas. d: dias de

exp03|C|on
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9.9. Determinacién de la expresion de la proteina luminal de unién como marcador de

estrés de RE en plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre expuestas a TM y FB;.

La proteina luminal de union (BiP) es una proteina chaperona cuya expresién es inducida en
respuesta a la acumulacion de péptidos desplegados en el lumen del RE como parte de la
respuesta a proteinas desplegadas (UPR). En consecuencia, la expresion de esta proteina se
ha considerado un marcador candénico de estrés de RE.

Con el fin de conocer si la MCP mediada por BCL esta mediada también por estrés de RE, se
trataron plantulas de A. thaliana de genotipo silvestre con FB; y con TM y se determind por
inmunodeteccién la expresion de BiP en la fraccion soluble obtenida de la parte aérea de las

plantulas expuestas.

En la Figura 9 se presentan las fotografias de los patrones electroforéticos y las

inmunoréplicas representativas de dos experimentos independientes, asi como los niveles de
expresion de BiP graficados y expresados en % en relacion al control para cada tiempo y
tratamiento.
Para este experimento, se realiz6 el tratamiento de plantulas de A. thaliana con TM o DMSO
como control y con FB; o H,O durante 8, 12, 24 o 48 h con exposiciéon a luz continua;
transcurridos los tiempos correspondientes, se cosecho la porcion aérea de las plantulas y se
obtuvo la fraccion soluble como se describe en Materiales y Métodos. Con el objetivo de realizar
un control de cargado de proteina en los geles, se realizé la separacién electroforética y tincion
con Coomassie de los geles de acrilamida-SDS, para lo cual se realzd la determinacién de
proteina por el método de Bradford y se carg6 en cada carril 10 mg de proteina total de cada
muestra de fraccién soluble. En los paneles A y B se presentan los patrones electroforéticos de
la fraccién soluble obtenida de las plantulas tratadas con TM o DMSO (panel A) y con FB; o
H,O (panel B).

En el panel A, en el carril 1 se presenta el estandar de peso molecular (BenchMark de
Invitrogen), en el carril 2 y 3 se cargé la fraccion soluble de las muestras tratada con DMSO
(control) y TM, respectivamente, tras 8 h de tratamiento con exposicion a luz continua, es decir
para cada tiempo de tratamiento con TM o FB1 se realiz6 una muestra control con el mismo
tiempo de exposicion a luz continua, esto resulta relevante, ya que la exposicién a luz continua
per se tiene efectos en la fotosintesis y la formacion de ERO (Buchanan 2000), por lo que fue

necesario realizar un tratamiento control para cada tiempo de exposicion.
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Para verificar que la concentracion de proteina de cada muestra de fraccién soluble
determinada por el método de Bradford y por consiguiente la cantidad de proteina cargada en el
gel fuera la misma, se realiz6 la tincién del gel con azul de Coomassie con el fin de determinar
visualmente que la intensidad de todas las bandas de cada carril fuera muy similar entre las
bandas correspondientes a los mismos pesos moleculares en los carriles subsecuentes. Como
puede observarse, la intensidad de las bandas fue muy similar en cada una de los carriles en

ambos geles, incluso en las bandas de mayor masa molecular.

En el panel C se presentan dos inmunoréplicas representativas de cada experimento de
exposicion de plantulas a TM. Se muestra la banda de 73 kDa que corresponde a la proteina
BiP. Como puede observarse, tras 8 y 12 h de tratamiento con TM, la intensidad de esta banda
no mostré incremento significativo respecto a sus tratamientos control. Sin embargo tras 24 y 48
h de exposicién a TM se observd un incremento significativo en la intensidad de la banda de 73

kDa correspondiente a la proteina BiP.

En el panel D se presentan las inmunoréplicas de la fraccidén soluble de las plantulas
tratadas con FB;. Como se observa, la intensidad de la banda de 73 kDa de las muestras
tratadas con FB; durante 8, 12, 24 y 48 h fue similar respecto a la de las muestras control, es
decir, la expresién de BiP no fue inducida por el tratamiento con FBy, incluso transcurridas 48 h

de exposicion.

Finalmente, en el panel E se muestra la grafica del andlisis densitométrico de las
imagenes digitales de cuatro blots correspondientes a dos experimentos independientes con
dos réplicas cada uno. La intensidad de las bandas correspondientes a los tratamientos con TM
o FB; fueron expresadas en % respecto al control, considerando como 100 % a la intensidad de
la banda de la fraccion soluble de las plantulas sin tratamiento y con el mismo tiempo de
exposicion a luz continua (tratamiento control). Como se observa en la grafica, al comparar el
perfil de expresion de BiP inducido por el tratamiento con FB; con el perfil de expresion de BiP
inducido por TM la expresion de BiP fue similar hasta las 12 h de exposicidn a los inhibidores
respectivos (P>0.005). Sin embargo transcurridas 24 y 48 h de exposicion, la expresion de BiP
se incrementd aproximadamente 60% tras la induccién con TM respecto a su tratamiento
control (DMSO). Para el caso de FBy, la expresion de BiP se increment6 aproximadamente 20%
a las 8 h, pero fue similar respecto a su tratamiento control (H,O) a las 12, 24 y 48 h.

Finalmente, el andlisis estadistico de ambos perfiles de expresiéon de BiP mostr6 una clara
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diferencia significativa con TM a las 24 y 48 h (P= 0.0041 y P=0.0321 respectivamente). Es
decir, TM incrementd aproximadamente 60% la expresion de BiP tras 24 h de exposicién a TM
a nivel de cantidad de proteina presente en la fraccidn soluble de plantulas de Arabidopsis,
mientras que la acumulacion de BCL inducida por FB; indujo una expresién de BiP de

aproximadamente 20 % a las 8 h de exposicion.

Figura 9. Expresién de BiP en plantulas de A. thaliana del genotipo silvestre expuestas a
TM y FBj. Se trataron plantulas de A. thaliana del _9enotipo silvestre de tres semanas de edad
con H,O desionizada y estéril, solucion de DMSO 7 mM como control del tratamiento con TM,
FB; 10 pM y TM 5 pug/mL con exposicion a luz continua a los tiempos indicados. A y B) Patrones
electroforéticos, C y D) Inmunoréplicas E) Gréfica del analisis densitométrico expresado en %
del control de cada tratamiento con DS. Se muestran las fotografias representativas de dos
experimentos independientes con dos réplicas cada uno. h: horas de exposicion. Analisis
estadistico: ANOVA de dos vias con comparacion de medias. *P=0.0041, **P=0.0321.
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9.10. Determinacion de la expresion de la proteina luminal de unién como marcador de

estrés de RE en plantulas de A. thaliana de la linea lcb2a-1 expuestas a TM y FB;.

Tras realizar el andlisis del efecto del tratamiento con TM y FB; en el fenotipo y en la
ultraestructura en las plantulas de A. thaliana de la linea Icb2a-1, se realizaron los experimentos
de determinacién de la expresién de BiP en plantulas expuestas a estos tratamientos con el
objetivo de obtener mas evidencias moleculares acerca del efecto de resistencia a nivel
fenotipico y ultraestructural de la linea Icb2a-1 al tratamiento con FB; (Saucedo-Garcia et al.
2011) y conocer el efecto de la TM en la expresion de BiP y el estrés de RE en esta linea. La
compracion de la expresién de BiP en las plantulas de la linea mutante con respecto a las del
genotipo silvestre serviria para conocer si la deficiencia en la produccion de BCL tiene un efecto

en la transduccion de la MCP inducida por estrés de RE.

En la Figura 9, en el panel Ay B se muestran los patrones electroforéticos de la fraccién
soluble de las plantulas de la linea Icb2a-1 expuestas a TM y FB;. Como puede observarse, la
intensidad de las bandas de mayor peso molecular y de todo el patron electroforético en general
es muy similar en cada carril de ambos geles independientemente del tratamiento y los tiempos

de exposicion.

En el panel C, se muestran dos inmunoréplicas representativas de los dos experimentos
de exposicién a TM. Se comparoé la intensidad de la banda de 73 kDa que corresponde a la
proteina BiP de las muestras tratadas con TM respecto al tratamiento control y se observé que
la expresion de BiP fue similar en ambos tratamientos tras 8 h de exposicién; no obstante, la
expresion de BiP se incrementd aproximadamente 20, 35y 70 % tras 12, 24 y 48 h de

exposicion a TM respectivamente.

Por otro lado, en el panel D, las inmunoréplicas de la fraccion soluble de las plantulas
tratadas con FB; mostraron un incremento de la expresion de BiP de aproximadamente 26 % a
las 8 hy del 18 % a las 24 h de exposicion, mientras que a las 12 y 48 h la expresion de BiP fue

similar en las plantulas tratadas con FB; y el tratamiento control.

Finalmente en el panel E, se presenta la gréfica del analisis densitométrico de las
imagenes digitales de los blots y el andlisis estadistico con comparacion de medias entre el

tratamiento con TM y FB;. Tras comparar el perfil de expresiéon de BiP inducido por FB;
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respecto al inducido por TM, se observé que la expresion de BiP fue similar en las plantulas de
la linea Icb2a-1 tratadas con FB; y TM a las 8, 12 y 24 h de exposicién, ya que no mostraron
diferencia significativa (P<0.005). Sin embargo, tras 48 h de exposicién, la expresion de BiP

inducida por TM fue significativamente mayor (P=0.0013) al de FB;.

Figura 9. Expresién de BiP como marcador de estrés de RE en plantulas de A. thaliana
de la linea Icb2a-1 expuestas a TM y FB;. Se trataron plantulas de A. thaliana de la linea
Icb2a-1 de tres semanas de edad con H,O desionizada y estéril, solucion de DMSO 7 mM como
control del tratamiento con TM, FB; 10 pM y TM 5 pg/mL con exposicion a luz continua a los
tiempos indicados. A y B) Patrones electroforetlcos C y D) Inmuno réplicas E) Gréfica del
analisis densitométrico expresado en % del control de cada tratamiento con DS. Se muestran
las fotografias representativas de dos experimentos independientes con dos replicas cada uno.
h: horas de exposicion. Analisis densitometrico. ImageJ 1.49e. Analisis estadistico: ANOVA de
dos vias con comparacién de medias. *P=0.0013.
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9.11. Determinacion de la expresion de la proteina luminal de unién como marcador de
estrés de RE en plantulas de A. thaliana de la linea pfld18-18 expuestas a TM y FB;.

Después de realizar el analisis del efecto del tratamiento con TM en el fenotipo y en la
ultraestructura en las plantulas de A. thaliana de la linea pfld18-18, se realizaron los
experimentos de determinacion de la expresién de BiP en plantulas expuestas a TM y FB; con
el objetivo de conocer el efecto de la disminucion en la produccion de ERO del cloroplasto en la
induccién de estrés de RE y analizar la relevancia funcional de éstas moléculas en la

transduccion de sefales de las vias de MCP.

En la Figura 10, en el panel A y B se muestran los patrones electroforéticos de la
fraccion soluble de las plantulas de la linea pfld18-18 expuestas a TM y FB; tras 8, 12,24 y 48 h
de exposicion. Tras realizar la separacion electroforética de la fraccién soluble de las plantulas
de A. thaliana, se observd que el patrén de las bandas, asi como la intensidad de las bandas
del mismo peso molecular en cada carril fue muy similar entre si, indicando que el proceso de
obtencion de la fraccion soluble fue consistente en cada muestra de plantulas y que la
determinacion de las concentraciones de proteina total de cada muestra son confiables para la

realizacién de las inmunoréplicas.

En el panel C se presentan las inmunoréplicas representativas de dos experimentos de
exposicion a TM de la linea pfld18-18. Analizando la intensidad de las bandas de 73 kDa
correspondientes a BiP en cada carril, se encontrd que las plantulas expuestas a TM mostraron
un incremento en la expresion de BiP de aproximadamente 7, 11, 40y 60 % a las 8, 12, 24 y 48

h respectivamente.

Por otro lado, en el panel D, se muestran las inmunoréplicas de la fraccidn soluble de las
plantulas expuestas a FB;. Tras realizar el analisis densitométrico correspondiente, se observo
gue el tratamiento con FB; indujo un aumento en la expresion de BiP de aproximadamente 13%
a las 8 h respecto a su tratamiento control, sin embargo, transcurridas 12, 24 y 48 h de

exposicion a FB; no se observé incremento en la expresion de BiP.

Finalmente en el panel E, se presenta la grafica del analisis densitométrico y el analisis
estadistico de cuatro inmunoréplicas correspondientes a dos experimentos independientes para
cada uno de los tratamientos. Como se observa en la grafica E, la expresiéon de BiP en las

plantulas con el tratamiento de TM no mostré diferencias significativas respecto a las plantulas
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tratadas con FB; tras 8, 12 y 24 h de exposicién, sin embargo, transcurridas 48 h, la expresién

de BiP fue significativamente mayor en las plantulas tratadas con TM (60 %) respecto a las

tratadas con FB; (P=0.0328).

Figura 10. Expresion de BiP en plantulas de A. thaliana de la linea pfld18-18 expuestas a
TM y FB;. Se trataron plantulas de A. thaliana de la linea pfld18-18 de tres semanas de edad
con H,O desionizada y estéril, solucion de DMSO 7 mM como control del tratamiento de TM,
FB; 10 pM y TM 5 pug/mL con exposicion a luz continua a los tiempos indicados. A y B) Patrones
electroforéticos, C y D) Inmunoréplicas E) Gréfica del analisis densitométrico expresado en %
del control de cada tratamiento con DS. Se muestran las fotografias representativas de dos
experimentos independientes con dos réplicas cada uno. h: horas de exposicion. Analisis
dends_itonltléatrigodgl%age\] 1.49e. Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias con comparacion de
medias. *P=0. .
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10. DISCUSION

10.1. Caracterizacion fenotipica del efecto del tratamiento con TM de plantulas de A.
thaliana del genotipo silvestre.

La via de MCP inducida por estrés de RE fue reportada recientemente en A. thaliana y algunos
de sus transductores ya han sido identificados (Liu et al. 2007a; lwata et al. 2008; Srivastava et
al. 2013). Estos hallazgos fueron reportados inicialmente en raices de A. thaliana, sin embargo
en nuestro laboratorio hemos optado por la porcion aérea de A. thaliana como sistema de
estudio porque los efectos de la MCP inducida por acumulacion de BCL los hemos
caracterizado en la parte aérea (Saucedo-Garcia et al. 2011). En el registro del fenotipo se
observé que la MCP inducida por estrés de RE puede ser estudiada también en la porcion
aérea de plantulas de tres semanas de edad, ya que las plantulas de Arabidopsis presentaron
un fenotipo de MCP tras la aspersion de TM. Por otro lado, este experimento nos permitid
determinar que la concentracién de TM 5 ug/mL era apropiada para su aplicacion en la porcién
aérea de las plantulas, ya que las lesiones en el fenotipo fueron observables hasta los 4 dias

post-aplicacion, asi como la ausencia de lesiones transcurridas 24 h de tratamiento.

En la literatura, la MCP inducida por TM fue reportada y caracterizada por primera vez
en el 2006 en raices de Arabidopsis (Watanabe y Lam 2008), describiéndose la fragmentacion
de DNA, acumulaciéon de ERO y disminucion de la actividad de esterasas como eventos de la
MCP inducida por TM. En el mismo reporte, el efecto de la TM en el fenotipo de la porcién
aérea de Arabidopsis Unicamente fue descrito como clorosis en plantulas de 8 dias de edad

cultivadas en medio liquido y tratadas con TM 0.5 ug/mL por 3 dias.

Comparando la temporalidad de la aparicion de las lesiones en el reporte anterior con el
registro fenotipico de nuestro sistema de plantulas, pudimos observar que la concentracién
necesaria para observar un efecto fenotipico con magnitud similar fue diez veces mayor en
nuestro sistema, por lo que es posible que dichas variaciones se deban a la edad de las
plantulas, sugiriendo que plantulas mas jévenes podrian ser mas susceptibles a la TM.
Considerando que las plantulas en desarrollo llevan a cabo una sintesis de proteinas mas
activa que puede implicar glicosilaciones, la inhibicién de la glicosilacion del extremo N-terminal
de las proteinas por la TM podria ser la razén por la que las plantulas mas jévenes sean mas
susceptibles y por lo tanto requieran una menor concentracion de TM para desarrollar signos de
MCP por estrés de RE.
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Con base en las observaciones anteriores, la aplicacion de TM en la porcién aérea de

Arabidopsis representa un buen sistema para el estudio de la MCP por estrés de RE.

10.2. Comparacién del efecto del tratamiento con TMy FB; en el fenotipo y en la

ultraestructura de plantulas de A. thaliana del genotipo silvestre.

Las vias de sefializacién que llevan a la MCP en plantas estan aln poco entendidas y
estudiadas, sin embargo se han identificado algunos elementos esenciales para la ejecucion de
la MCP. La enzima yVPE es una proteasa con actividad tipo caspasa-1 que se activa auto-
escindiendo su N-terminal en condiciones de pH 5.5 en la vacuola. Este evento, relacionado
con la ruptura del tonoplasto, lleva a la célula a la MCP denominada de tipo vacuolar (Hatsugai
et al. 2004).

Por otro lado, la MCP mediada por BCL (tratamiento con FB;) se ha relacionado como
parte de una respuesta de defensa contra patdgenos avirulentos (Peer et al. 2010), mientras
que la MCP que se presenta en el estrés de RE (tratamiento con TM) es una medida para
contender con el estrés de RE que se desencadena tras la acumulacion de proteinas
desplegadas en el lumen del RE. Sin embargo, aunque la via de MCP mediada por BCL, asi
como la inducida por estrés de RE se desarrollan en contextos diferentes, ambas vias requieren
de la activacion de yVPE para ejecutar la muerte celular (Hatsugai et al. 2004; Kuroyanagi et al.
2005; Qiang et al. 2012), sugiriendo que por lo menos podria haber un evento de sefializacion
comun entre ambas vias que incluyera la activacion de la enzima yVPE y el curso de la muerte

celular.

Integrando las observaciones tanto a nivel fenotipico, como a nivel de ultraestructura
logramos observar para ambas vias de MCP, que aunque los signos de clorosis fueron visibles
hasta los 4 dias post-induccion, a nivel de ultraestructura el progreso de la muerte celular ya era

significativo desde los 2 dias post-induccion.

A nivel ultraestructural, las plantulas de genotipo silvestre expuestas a FB; mostraron
alteraciones relevantes en la morfologia de los cloroplastos y exhibieron dafio considerable en
la membrana tilacoidal; estas observaciones fueron consistentes con las reportadas por
Saucedo-Garcia et al. (2011); en donde se reportaron cloroplastos redondeados e

internalizados a los 3 dias post-induccién. Adicionalmente, observaciones previas en la
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ultraestructura de células de la linea mutante pfld 18-18 expuestas a FB; mostraron una notable
resistencia al tratamiento con FB; (Tapia de Aquino 2012). En conjunto, éstas observaciones,
asi como la presencia de clorosis a nivel de fenotipo son relevantes ya que éstos signos estan
relacionados con la produccion de ERO por los fotosistemas y la degradacion de la clorofila en
el cloroplasto (Abbas et al. 1992; So-Yon et al. 2007; Zurbriggen et al. 2009; Mur et al. 2010) y

revelan la importancia de las ERO en el desarrollo de la muerte celular.

En el caso del efecto de la TM en en de fenotipo, la clorosis que se presenté en las
plantulas fue mas pronunciada que la que se observé en las plantulas con el tratamiento de FB;
desde los 4 dias. A nivel de ultraestructura, el dafio en la morfologia de la célula también fue
mayor con TM que con FB;. Sin embargo, los cambios en la morfologia de los cloroplastos
resulté sumamente peculiar, ya que los cloroplastos no solo se observaron redondeados e
internalizados, sino que presentaron agregacién y abundante formacion de vesiculas en su
interior. Por una parte, esta agregacion de los cloroplastos evidencia la pérdida de la integridad
del tonoplasto, ya que la vacuola es el organelo que ejerce la presion de turgencia en el interior
de la célula, propiedad que en condiciones normales, ocasiona que los cloroplastos se
encuentren adyacentes a la membrana plasmatica y la pared celular. No obstante, la abundante
formacion de vesiculas en presencia de TM es un fendbmeno no reportado. Finalmente, a
diferencia de las células tratadas con FB;, las células en presencia de TM presentaron
hinchamiento del lumen del RE, suceso que coincide con lo observado en raices de Arabidopsis
en estado de estrés de RE previamente reportado (Qiang et al. 2012). Adicionalmente, en este
reporte, se incluyé una mutante, dadl, deficiente en una subunidad de la transferasa de
oligosacarido DAD1 del complejo OST que realiza la glicosilacion del extremo N-terminal
(Kelleher y Gilmore, 2006). Esta mutante mostr6 hipersensibilidad al tratamiento con TM,
presentando hinchamiento exacerbado del lumen del RE en comparacién con las raices wt en
presencia de TM. Esto podria ser explicado por una acumulacion excesiva de proteinas
desplegadas en el lumen del RE de la mutante. En el caso de la FB;, aparentemente la

acumulacion de las BCL no promueve un hinchamiento en el RE.

Con base en estas observaciones, podemos concluir que a nivel fenotipico, en la porcién
aérea de Arabidopsis, la MCP inducida por estrés de RE, asi como la MCP mediada por BCL
presenta lesiones con las mismas caracteristicas, sin embargo su magnitud es mayor en la
MCP inducida por estrés de RE, evidenciado la importancia del aumento en la sintesis y
plegamiento de proteinas en el RE en comparacion con el incremento en la sintesis de

esfingolipidos en las plantulas de Arabidopsis, el cual aparentemente no tiene impacto en la
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morfologia del RE. Adicionalmente, el analisis de la ultraestructura de las células en presencia
de TM, nos permitié observar efectos no reportados en la morfologia de los cloroplastos, dando
lugar a nuevas interrogantes entre la sintesis de proteinas en el RE y el desarrollo y

funcionamiento del cloroplasto.

10.3. Comparacién del efecto del tratamiento con TM y FB; en el desarrollo de las raices

de plantulas de A. thaliana del genotipo silvestre.

La MCP inducida por estrés de RE en raices de Arabidopsis fue publicada en 2008 (Watanabe
y Lam). En este trabajo se demostré que la TM induce MCP por estrés de RE en las raices de
Arabidopsis, observandose como inhibicién del crecimiento de las raices principal y secundarias
y disminucién en la cantidad de pelos radiculares a nivel de fenotipo. Tras realizar los
experimentos equivalentes a los publicados por Watanabe y Lam (2008) en esta tesis, se
observaron resultados consistentes con los reportados. Con base en lo anterior podemos
afirmar que nuestro sistema de experimentacién, asi como el método de aplicacion de TM y FB;
es adecuado para el estudio y la comparacion de ambos modelos de MCP, aun cuando el
medio de cultivo y la aplicacion del tratamiento de TM difieran en nuestro sistema de
Arabidopsis.

Sabiendo que la TM induce una MCP inducida por estrés de RE en las raices de
Arabidopsis que se manifiesta como inhibicién del desarrollo de las raices, se realizaron los
experimentos equivalentes con FB;. Al comparar el efecto de la MCP inducida por estrés de RE
con la MCP mediada por BCL en este sistema de raices de Arabidopsis, se observé que la
MCP mediada por BCL también inhibié el desarrollo de las raices de Arabidopsis, no obstante,
el efecto fue diferente, ya que no se observd inhibicién del desarrollo de la raiz principal,
Unicamente se observd una disminucién en la cantidad y la longitud de las raices secundarias y
pelos radiculares. Lo anterior es consistente con las observaciones relacionadas con la menor
magnitud de las lesiones tanto a nivel fenotipico como a nivel de ultraestructura de la MCP

mediada por BCL en comparacién con la inducida por estrés de RE.

En la literatura existen algunos reportes en los que se describen algunos de los efectos
de la FB; en plantas. En embriones de maiz (Zea mays L.), el efecto de la FB; en la elongacion
de las raices se manifestdé como una inhibicién del 50% de la elongacién a 40 uM de FB;y,

atribuyéndose a una inhibicion incompetitiva de la toxina sobre la ATPasa de H* de la
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membrana plasmatica, sobre la cual se reportd una inhibicién de la actividad del 15% con FB;
10 uM y del 30% con FB; 40 uM (Gutiérrez-Néajera et al. 2005). La ATPasa de H* de membrana
plasmatica es una enzima fundamental para la elongacion celular, ya que el transporte de
protones hacia el apoplasto es necesario para la relajacion de la pared celular y la elongacion
de las células vegetales. En relacién con nuestras observaciones en nuestro sistema de raices
de Arabidopsis, la maxima concentracién de FB; empleada fue de 6 UM y no se observé
inhibicion en el crecimiento de la raiz principal, por lo que es probable que la concentracién de
FB; fuera insuficiente para que la inhibicion de la ATPasa de H" tuviera un efecto en la

elongacién de las raices principales de las plantulas de Arabidopsis.

Por otro lado, un reporte publicado recientemente demostré en raices de Arabidopsis
gue la inhibicion de las ceramidas sintasas (esfinganina N-acetiltransferasas) tiene efecto en la
formacion de raices secundarias de Arabidopsis (Markham et al. 2011). En este reporte, se
estudiaron los genes LOH1 (At3g25540) y LOH3 (Atlg13580) de Arabidopsis que codifican para
dos ceramidas sintasas con afinidad hacia acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA, C>18),
cuya mutacién (lineas loh1-1, loh3-1) o su inhibiciéon con FB; a concentraciones de 0.1 a 1 uM
(germinacion en presencia de FB; por 9 dias, o FB; 2.5 uM por 16 h) interfiere con la formacion
de los gradientes de auxinas responsables de la formacion de raices secundarias. La
disminucion de VLCFA en las mutantes o por el tratamiento de FB;, la disminucién en el
transporte de auxinas, asi como la formacidn de agregados de las proteinas transportadoras de
auxinas AUX1 y PIN1 en endosomas tardios de la red del trans Golgi fueron propuestos como
causa de la inhibicion de la formacién de raices secundarias. Sin embargo, en este trabajo se
presentaron experimentos en los que se prob6 que la concentracién de FB; empleada no
afectaba la viabilidad de las células, descartando a la MCP como el efecto responsable de la
inhibicion de la formacion de raices secundarias. Con base en lo anterior y en relacion a nuestro
sistema de tratamiento de raices de Arabidopsis, es probable que el efecto en la disminucion de
las raices secundarias y de pelos radiculares que se observdé en nuestro sistema si sea
atribuido a la inducciéon de la MCP por acumulacion de BCL inducida por la concentracion (mas
alta) de FB; empleada; sin embargo, experimentos que demuestren la induccién de la MCP en
estas condiciones son necesarios para descartar la inhibicion de la ATPasa de H' y la inhibicion
del transporte de auxinas como las causas de la inhibicion del desarrollo de las raices
secundarias de Arabidopsis. Evidencias obtenidas a través de metodologias como la reaccién
de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling) para la

determinacion de la fragmentacion del DNA, o el flujo de electrolitos como evidencia de muerte
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celular, asi como la tincion con DAB para la observacion de la formacion de ERO serian

apropiadas para tal objetivo.

10.4. Comparacién del efecto del tratamiento con TMy FB; en el fenotipo y en la
ultraestructura de plantulas de A. thaliana de la linea Icb2a-1.

La linea mutante de Arabidopsis Icb2a-1 (SALK_ 061472) es una mutante con un T-DNA de
insercion en el gen LCB2a (At5g23680) que codifica para la subunidad LCB2a de la SPT, la
primera enzima en la biosintesis de esfingolipidos. La enzima SPT se compone de una
subunidad LCB1 (At4g36480) y una subunidad LCB2; la cual puede ser la version LCB2a o la
LCB2b (At3g48780), que son funcionalmente redundantes (Dietrich et al. 2008).

Saucedo-Garcia et al. (2011) demostraron que la acumulacion de BCL, en particular la
esfinganina (d18:0) inducen la MCP, ya que la mutante Icb2a-1 presentd un fenotipo de
resistencia al tratamiento con FBj, que se observé como la aparicion de signos menores de
clorosis a nivel de fenotipo que las plantulas del genotipo silvestre. La resistencia de esta
mutante se relacion6 con una menor acumulacion de BCL, en particular de esfinganina (d18:0)
en presencia de FB;, asi como una reaccion negativa de TUNEL y una menor alteracion en la
morfologia de los cloroplastos en comparacion con las plantulas del genotipo silvestre. En
relacion a nuestros experimentos, nuestras observaciones corresponden a lo reportado, ya que
las plantulas de la linea mutante Icb2a-1 si presentaron resistencia a la exposicion a FB;, tanto
a nivel de fenotipo, como de ultraestructura. Para saber si las BCL actuaban como segundos
mensajeros en la MCP inducida por estrés de RE, se trataron plantulas de la linea Ich2a-1
esperando que las plantulas presentaran un fenotipo de resistencia al tratamiento con TM

similar al de la FB;.

Comparando Unicamente el efecto en el fenotipo y la ultraestructura de las células de las
plantulas del genotipo silvestre tratadas con TM con los mismos parametros en las plantulas de
la linea Icb2a-1 tratadas con TM (Figura 11), encontramos que a nivel de fenotipo, las plantulas
de la linea Ich2a-1 presentaron una clorosis ligeramente menos severa que las plantulas de la
linea silvestre, asi como mayor turgencia en las hojas desde los 4 dias post-induccion, sin
embargo, al comparar el efecto de la TM en la ultraestructura de las células del genotipo
silvestre contra las de la linea mutante Icb2a-1 observamos que las células de la linea mutante
Icb2a-1 presentaron menos alteraciones celulares: mas cloroplastos, con una forma
redondeada en comparacion con la forma alargada tipica de las células silvestres, sugiriendo
gue el tonoplasto aun se encontraba integro a los 2 dias de tratamiento con TM. Los

cloroplastos de las células de la linea Ich2a-1 no estaban agregados y aunque presentaban
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alteraciones en su morfologia general, las membranas tilacoidales presentaban menos
alteraciones que las membranas tilacoidales de los cloroplastos de las células silvestres
tratadas con TM. Finalmente, el RE presenté hinchamiento tanto en las células del genotipo
silvestre como en las de la linea mutante Icb2a-1 tratadas con TM, evidenciando el estado de

estrés de RE en las células.

Figura 11. Comparacion del efecto de la TM en el fenotipo y la ultraestructura de las
plantulas de A. thaliana del genotipo silvestre y la linea mutante Icb2a-1. Se trataron
plantulas de A. thaliana de las lineas wt ?/ Icb2a-1 de tres semanas de edad con TM 5 pg/mL
con exposicién a luz continua durante los tiempos especificados. Se presentan el registro
fotografico del fenotipo y las micrografias representativas de tres a cuatro diferentes campos
para cada magnificacion y preparacion. C: cloroplasto, d: dias, Mit: mitocondria, PC: pared
celular, RE: reticulo endoplasmico Ton: tonoplasto y Vac: vacuola,

Con base en los resultados anteriores, podemos afirmar que las plantulas de la linea Icb2a-1
presentaron a nivel de fenotipo y ultraestructura indicios de resistencia a los 2 dias de
exposicion a TM, sin embargo, transcurridos 4 dias de exposicién, las plantulas presentaron
clorosis como signo de muerte celular, es decir, es probable que las BCL si sean importantes
para la via de sefializacion de MCP por estrés de RE, pero que para que las BCL entren en
juego se requiere un estado de estrés de RE mas prolongado y severo, activando asi otros

eventos o vias de transduccion de sefiales que aseguren la MCP de las células afectadas.
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Por otro lado, ensayos que comprueben la funcionalidad de los cloroplastos como
eficiencia de la fotosintesis, asi como ensayos que determinen la viabilidad de las células de la
linea Ich2a-1 o que descarten la MCP de las células en presencia de TM son necesarios para

demostrar la resistencia de la mutante Icb2a-1 al tratamiento con TM.

10.5. Comparacion del efecto del tratamiento con TM y FB; en el fenotipo de plantulas de
A.thaliana de la linea pfld 18-18.

La linea de Arabidopsis pfld 18-18 es una linea transgénica que expresa a la proteina
bacteriana acarreadora de electrones flavodoxina (FId) en el cloroplasto, y que en condiciones
de estrés restaura la homeostasis redox, interactuando productivamente con rutas
dependientes de Fdx como la transferencia de electrones directa a la ferredoxina NADP”
reductasa (FNR) para la fotoreduccion del NADP®, o activando reductivamente enzimas
mediante la tioredoxina (Trx) via la Fdx—Trx reductasa (FTR) (Tognetti et al. 2006). Como
consecuencia, la expresion de Fld en plantas evita la formacion de ERO en el cloroplasto que
se generan espontdneamente durante el proceso fotosintético. Lo anterior resulta en un fenotipo
de tolerancia al estrés oxidativo, ambiental (sequia, altas intensidades de luz, calor, bajas
temperaturas, radiacion UV) y por deficiencia de Fe (Tognetti et al. 2006; Zurbriggen et al.
2007).

Las ERO que se producen en el cloroplasto son moléculas importantes en la via de
transduccién de sefales de la MCP mediada por BCL, ya que la linea de Arabidopsis pfld 18-
18, presenta un fenotipo de resistencia al tratamiento con FB; a nivel de fenotipo y de
ultraestructura (Tapia de Aquino 2012). Para saber si las ERO del cloroplasto eran importantes
también para la via de MCP inducida por estrés de RE, se trataron plantulas de la linea pfld18-
18 con TM con el objetivo de determinar a través del fenotipo, si las plantulas presentaban

resistencia al tratamiento con TM.

Al comparar el efecto de la TM en el fenotipo de las plantulas del genotipo silvestre con
el de las plantulas de la linea pfld 18-18 (Figura 12) encontramos que las plantulas de la linea
pfld 18-18 presentaron signos de clorosis menos severos, asi como una mayor turgencia en las
hojas respecto a las plantulas del genotipo silvestre tras 4 dias de exposicion a TM y luz
continua. Sin embargo transcurridos 8 dias de exposicion a TM, ambas lineas mostraban signos
de clorosis y muerte celular muy severos. Las observaciones anteriores son insuficientes para

determinar si la linea pfld 18-18 presenta fenotipo de resistencia, por lo que es necesario
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realizar los experimentos de analisis ultraestructural, asi como ensayos de viabilidad de las

células y eficiencia de la fotosintesis en las plantulas de esta linea en presencia de TM.

Figura 12. Comparacion del efecto de la TM en el fenotipo de plantulas de A. thaliana del
genotipo silvestre y la linea pfld 18-18. Se trataron plantulas de A. thaliana de las lineas wt y
pfld 18-18 de tres semanas de edad con TM 5 pug/mL con exposicion a luz continua durante los
tiempos especificados. Se presentan el registro fotografico del fenotipo a los tiempos indicados.

Si bien la linea pfld18-18 no mostré resistencia al tratamiento con TM a nivel de fenotipo,
la formacion y acumulacion de ERO ya ha sido reportada como un evento importante durante el
proceso de MCP inducido por estrés de RE (Watanabe y Lam 2008).

Por otro lado, el registro del fenotipo de las plantulas como resultado de una mutacién
es muy Util para determinar a grandes rasgos la importancia de la mutacién en cuestién para la
fisiologia de las plantas. En algunos casos, la deficiencia de alguna biomolécula tiene efectos
radicales en la viabilidad de la planta, sin embargo, los seres vivos en general han desarrollado
mecanismos para que haya funciones redundantes que permitan la supervivencia del
organismo aln en condiciones desfavorables. Otra estrategia es que las respuestas que se
requieren ante cierto estimulo sean ejecutadas alun en ausencia de ciertos elementos de la via.

En relacion a la mutante pfld18-18 tratada con TM, las plantulas producen menos ERO en el
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cloroplasto, sin embargo en las células vegetales, existen otros sitios que dan lugar a la
formacion de ERO, por lo que es posible que estas ERO permitan la transduccion de sefiales o
en su caso el estrés oxidante necesario que permita que la via de MCP inducida por estrés de
RE sea ejecutada aun en ausencia de las ERO que se forman en el cloroplasto. Algunos sitios
gue dan lugar a la formacién de ERO son la mitocondria, asi como los peroxisomas, que
contienen las enzimas de la via de oxidacion de los acidos grasos; adicionalmente, las ERO
también pueden ser productos de enzimas como la NADPH oxidasa de la membrana

plasmatica o la xantina oxidasa, entre otras (Smirnoff 2005).

10.6. Determinacion de la expresion de la proteina de unién como marcador de estrés de

RE en plantulas de A. thaliana del genotipo silvestre expuestas a TM y FB;.

La proteina de unién (BiP) es una proteina chaperona presente en el lumen del RE y miembro
de la familia HSP70. At-BiP3 es el principal gen de BiP, ya que su expresion es muy altamente
inducida en términos del nimero de veces de incremento por exposicion a TM y DTT en
plantulas (Martinez y Chrispeels 2003; Liu et al. 2007; Iwata et al. 2008) o por condiciones de
estrés abiotico (lwata y Koizumi 2005; Tajima y Koizumi 2006; Liu y Howell 2010).

Algunos reportes han demostrado que la funcion de BiP es fundamental para la
sefalizacién del estrés de RE. En Nicotiana tabacum (tabaco), la sobreexpresion de BiP resultd
en plantas resistentes a la inhibicion de la germinacion por TM y al estrés por sequia (Alvim et
al. 2001). Asi mismo, su sobreexpresion en plantas Glycine max (soya) resulté en plantas
resistentes a sequia y estrés osmoético (Valente et al. 2009). Por el contrario, mutantes con
pérdida de funcion de BiP2 fueron deficientes en la secrecién de proteinas PR1 (proteinas
relacionadas a patégenos) en la respuesta a acido salicilico y resultaron mas susceptibles a la
infeccién por Pseudomonas syringae (Wang et al., 2005), evidenciando asi el papel de BiP
como factor limitante en el plegamiento proteinas de secrecién en condiciones de estrés de RE.
Finalmente, Srivastava et al. (2013) demostraron que la proteina BiP es el principal regulador
de la proteina bZIP28, uno de los factores de transcripcibn mas importantes que activa la
transcripcién de los genes de la respuesta UPR. bZIP28 en condiciones normales se encuentra
en la membrana del RE, sin embargo, se transloca al nlcleo en respuesta a la acumulacion de
péptidos desplegados en el RE. En este reporte, se demostrd que BiP se une al C-terminal de
bZIP28 reteniendo a la proteina en el RE, sin embargo en condiciones de estrés de RE, BIiP se

disocia de bZIP28 permitiendo su translocacion al Golgi y posteriormente al nucleo.
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En la literatura, el estudio de la MCP inducida por estrés de RE en plantas
(principalmente en Arabidopsis) ha sido estudiado mediante la aplicacion de agentes como el
DTT y la TM, que se consideran como un tratamiento de control positivo de estrés de RE debido
a que ocasiona la acumulacién de péptidos desplegados en el RE mediante la inhibicion de la
glicosilacién del extremo N-terminal de las proteinas en traduccion y que se realiza en el RE; el
blanco de la TM es la enzima UDP-N-acetilglucosamina: dolicol fosfato N-acetil glucosamina-1-
P transferasa (Pattison y Amtmann 2009). La evaluacion del estrés de RE se ha realizado
mediante la determinacion de la transcripcion de los genes de las proteinas de la via de
transduccion de sefiales de estrés de RE, considerando la induccion de la expresion de ciertos
genes como marcadores o indicadores de un estado positivo de estrés de RE en las células,
genes tales como bZIP17, bZIP28, bZIP60, IREla e IRElb, BI-1, asi como los genes
marcadores de la respuesta UPR como sPDI (disulfuro isomerasa), BiP3, CNX2 (calnexina),
CRT (calreticulina), CAM (calmodulina) y SKP1 (componente de SCF (for SKP1-Cullin-F box
protein) del complejo ubiquitina ligasa que ubiquitina las proteinas para su degradacion
(Watanabe y Lam 2008; Deng et al. 2011; Qiang et al. 2011; Ye et al. 2011).

En el presente trabajo se determiné la expresién de BiP como marcador de estrés de RE
mediante inmunodeteccién en Western blot de la proteina en la fraccién soluble de plantulas de
A. thaliana del genotipo silvestre y de las lineas mutantes Icb2a-1 y pfld18-18 tratadas con FB;
y TM y se comparé respecto a sus tratamientos control. Se utilizaron anticuerpos homélogos

policlonales anti BiP disponibles comercialmente (Agrisera AB: AS09 481).

Los resultados de los experimentos de la determinacion de BiP en las plantulas del
genotipo silvestre indicaron que la expresion de la proteina BiP se incrementaba en las
plantulas silvestres tratadas con TM, concordando con lo reportado en la literatura y que
permitié validar el tratamiento con TM en nuestro sistema de plantulas como tratamiento-control
positivo de estrés de RE. Con base en lo anterior, se realizd la comparacion del perfil de
expresion de BIiP tras el tratamiento con TM con el perfil de expresion de BiP tras el tratamiento
con FB; Las réplicas de los experimentos independientes fueron tratadas estadisticamente
(ANOVA de dos vias con comparacion de medias). Los resultados obtenidos sugieren que la
via de MCP mediada por la acumulacién de BCL podria incluir un estrés de RE durante las
primeras 8 h de induccién de la acumulacion de BCL, por lo que este evento podria ser
relevante para la sefializacion temprana de la MCP mediada por BCL, sin embargo no es
necesario para su ejecucion final. Es posible que un ensayo mas sensible que permita

determinar diferencias mas sutiles en los niveles de expresion de BiP, como la determinacion
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de la expresion a nivel de mRNA de BiP (u otros marcadores como bZIP60) durante las
primeras 8 h de induccion de acumulacion de BCL podria resolver esta hipotesis. Por otro lado,
la cuantificaciéon de BCL libres, en particular la de esfinganina (d18:0), cuyo aumento se ha
relacionado con la MCP mediada por BCL (Saucedo-Garcia et al. 2011) en las plantulas bajo
estrés de RE mediante cromatografia de liquidos (HPLC ESI-MS / MS, Markham & Jaworski,
2007) daria una evidencia contundente para determinar si ambas vias de MCP, tanto la
inducida por estrés de RE como la mediada por BCL, estan relacionadas entre si y si ambos
procesos, tanto la acumulacién de BCL, como la acumulacién de proteinas no plegadas,

ocurren simultdneamente en el RE, llevando a las células a la MCP.

La determinacion de la expresion de BiP a nivel de cantidad de proteina en conjunto con
el analisis ultraestructural y el registro del fenotipo en plantulas del genotipo silvestre nos
permitieron analizar la temporalidad en la que se manifiestan los signos de MCP inducida por
estrés de RE. A nivel de expresion de BiP pudimos observar que el estrés de RE inducido por
TM activé la respuesta UPR y ésta se manifiestdé a las 24 h de exposicion, incrementando la
cantidad de BiP en un 60% aproximadamente. Simultaneamente, a nivel de ultraestructura, los
cambios en la morfologia de los cloroplastos progresaron dentro de las primeras 48 h,
presentando a este tiempo cambios drasticos en su morfologia y adicionalmente se encontro la
ruptura del tonoplasto, indicando que el progreso de la MCP que sucede a nivel celular ya es
irreversible aun cuando la ausencia de clorosis no revele el progreso de la muerte en el nivel de
fenotipo, lo cual se presenté como inhibicion del desarrollo de las raices a los 3 dias y la

aparicion de clorosis en la porcion aérea a los 4 dias.

10.7. Determinaciéon de la expresion de la proteina de unién como marcador de estrés de

RE en plantulas de A. thaliana de la linea Icb2a-1 expuestas a TM y FB;.

Con el objetivo de verificar el efecto de la TM en el fenotipo y la ultraestructura de las plantulas
de las lineas Icb2a-1 y determinar si las BCL actuaban como segundos mensajeros de la MCP
inducidas por estrés de RE, se realizo la determinacion de la expresion de BiP como marcador

de estrés de RE en esta linea.

Se encontré que en las plantulas del genotipo silvestre la TM indujo un incremento de la
expresion de BiP del 60% a las 24 h, mientras que en la linea Ich2a-1, éste incremento fue de

s6lo 35% a este tiempo de exposicidn. Estas observaciones podrian indicar que la acumulacién
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de BCL si puede ser un elemento en la transduccion de sefiales de la MCP inducida por estrés
de RE, al menos en las primeras horas de la induccion de estrés de RE, ya que la reducida
sintesis de BCL que caracteriza a la mutante Icb2a-1 (Saucedo-Garcia et al. 2011) puede ser
responsable de la menor induccién de la expresion de BiP mostrada por esta mutante tras 24 h
de exposicion a TM. Lo anterior podria relacionarse con las observaciones del analisis
ultraestructural de la linea Icb2a-1, que mostraron que éstas células presentaban menos
alteraciones en la morfologia tras el tratamiento con TM que las células silvestres, ya que al
producirse menos BCL en la mutante Ich2a-1, es posible que la transduccién del estrés de RE
hacia la MCP fuera deficiente, ocasionando una menor induccién en la expresion de BiP,
manifestada como una menor alteracion en la morfologia de las células y un fenotipo de
resistencia a la TM durante las primeras 24 h de exposicion a TM. Sin embargo, a tiempos
posteriores, la transduccion de la MCP podria involucrar otros eventos de sefalizacion distintos

a las BCL que aseguren la ejecucion de la MCP.

Es decir, la acumulacién de BCL podria ser un elemento necesario para la transduccién
de la sefial de estrés de RE y la induccion de la expresion de BiP, evidenciando un papel

sefalizador de las BCL como segundos mensajeros de la MCP.

10.8. Determinacion de la expresion de la proteina de unién como marcador de estrés de

RE en plantulas de A. thaliana de la linea pfld18-18 expuestas a TMy FB;.

La acumulaciéon de ERO es un evento de sefalizacion que es ubicuo ante los diferentes tipos
de estrés que llevan a la MCP. La acumulaciéon de ERO se ha observado en la MCP inducida
por patdgenos bacterianos como Pseudomonas syringae (Peer et al. 2011), sequia (Duan et al.
2010), FB; (Stone et al. 2000) y TM (Qiang et al. 2012). Adicionalmente, se ha observado que
plantas transgénicas de Nicotiana y Arabidopsis que expresan flavodoxina en los cloroplastos y
producen menos ERO, son resistentes a algunos de estos tipos de estrés, indicando que la

produccion de ERO es una sefal necesaria para la transduccion y la manifestacion de la MCP.

Con el objetivo de verificar el efecto de la TM en el fenotipo de las plantulas de la linea
pfld18-18 y determinar si las ERO del cloroplasto eran moléculas necesarias para la
transduccién de la sefial de MCP inducida por estrés de RE, se realiz6 la determinacion de la
expresion de BiP como marcador de estrés de RE. Con base en el andlisis densitométrico y

estadistico y comparando la induccién de la expresién de BiP por el tratamiento con TM en las
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plantulas del genotipo silvestre a las 24 h (60 %) respecto a la linea mutante pfld18-18 (40 %),
se observd que en la linea mutante la expresiéon de BiP fue menor que en las plantulas de
genotipo silvestre, lo cual sugirid que las ERO son necesarias para la transduccion de la sefial
de estrés de RE y la respuesta UPR. Por otro lado, considerando que la ERO son moléculas
oxidantes, la menor produccion de ERO por la mutante pfld18-18 (Tapia de Aquino 2012) podria
ocasionar una menor acumulacién de proteinas no plegadas en el RE, produciendo un estado
de estrés de RE menos severo y por lo tanto una menor expresion de BiP en la mutante pfld18-
18.

10.9. Sefalizacion de la muerte celular programada en Arabidospsis thaliana.

La MCP en plantas es una respuesta frente a varios tipos de estrés ambiental o que puede ser
un mecanismo de infeccion o de defensa contra algunos microorganismos patégenos y
simbiontes. En estas condiciones, se han identificado algunos eventos moleculares como
eventos de sefializacion de estas vias de MCP consideradas diferentes entre si, sin embargo,
ya que algunos de estos eventos de sefializacion relacionados con la MCP resultan comunes
entre las diferentes vias de MCP descritas en la literatura es posible que en realidad

comprendan una via general de MCP que puede ser inducida por diversos estimulos

Referente a lo anterior, la activacion de la enzima de procesamiento vacular yWPE y la
ruptura del tonoplasto son eventos fundamentales que llevan a la degradacion de los
componentes celulares y la ejecucion de la muerte celular (van Doorn, 2011). Se ha reportado
que tanto la MCP inducida por estrés de RE, como la via de muerte mediada por BCL son
dependientes de la activacion de yVPE, ya que mutantes de A. thaliana nulas en la expresion
de esta enzima son resistentes a la MCP inducida por BCL (Kuroyanagi et al. 2005) y estrés de
RE (Qiang et al. 2012). Adicionalmente, la activacién de yVPE mediada por MPK6 ha sido
reportada recientemente (Li et al. 2012), lo que resulta relevante, ya que la activacién de la
cinasa MPK®6 es otro evento de sefializacion de la via de muerte mediada por BCL (Saucedo-
Garcia et al. 2011) vy otras respuestas a estrés bidtico en las plantas que finalizan en MCP
(Romeis et al. 1999, 2001; Zhang y Klessig 2001). Las evidencias anteriores, indican que, aun
cuando la inducciéon de MCP difiera dependiendo de las sefales de estrés, posiblemente la
MCP en plantas sea una via general de MCP que esté unificada y que converge en la ruptura
del tonoplasto, de manera analoga a lo que sucede en la via intrinseca (mitocondrial) de la
apoptosis en mamiferos, en la que la salida del citocromo ¢ de la mitocondria es el evento

culminante hacia la MCP.
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11. RESUMEN DE RESULTADOS

e Las plantulas del genotipo silvestre presentaron lesiones de muerte mas severas y mas
tempranamente con el tratamiento con TM que con el tratamiento de FB;, tanto a nivel
de fenotipo como de ultraestructura.

e Las plantulas del genotipo silvestre expuestas a TM presentaron inhibicion en el
desarrollo de la raiz principal, las raices secundarias y pelos radiculares.

e Las plantulas expuestas a FB; presentaron inhibicion menos severa que con TM y solo
en el desarrollo de raices secundarias y pelos radiculares.

e Las plantulas del genotipo silvestre expuestas a TM presentaron un incremento de 1.5
veces en la expresién de la proteina BiP a las 24 y 48 h con respecto al tratamiento
control.

e Los parametros analizados con el tratamiento de TM en nuestros sitema de plantulas de
A. thaliana coinciden con lo reportado en la literatura, lo cual valida que el tratamiento
con TM pueda ser considerado como control positivo de estrés de RE y que nuestro
sistema permite evaluar la comparacion de la MCP inducida por FB1 y por TM.

e Las plantulas del genotipo silvestre expuestas a FB; no presentaron incremento de
expresion de la proteina BiP respecto al tratamiento control.

e Las plantulas de la linea Icb2a-1 que producen menos BCL presentaron resistencia a la
exposicion a TM a nivel de fenotipo, ultraestructura y expresion de BiP respecto a las del
genotipo silvestre.

e El resultado anterior sugiere que el estrés de RE puede estar involucrado en la MCP
mediada por acumulacién de BCL.

e Las plantulas de la linea pfld18-18 que producen menos ERO en el cloroplasto
presentaron resistencia al tratamiento con TM al observarse menor dafio en el fenotipo y

menor expresion de BiP respecto a las del genotipo silvestre.
12. CONCLUSION

Con base en los parametros analizados de estrés de RE encontramos que la acumulacion de
BCL fue incapaz de inducir estrés de RE, sin embargo se observaron indicios de que la

acumulacion de BCL es un elemento necesario para la via de MCP mediada por estrés de RE.
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13. PERSPECTIVAS

» Confirmar que la acumulacion de BCL es inecesaria para la induccion de estrés de RE
por exposicién a FB1, determinando la expresién de otros marcadores de estrés de RE a

nivel de transcrito en plantulas de genotipo silvestre tratadas con FB1.

» Confirmar la resistencia de las plantulas de la linea Icb2a-1 a la exposiciébn a TM,
determinando parametros caracteristicos de MCP como la fragmentacion de DNA
gendmico mediante la realizacion de ensayos de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP Nick End Labeling) para confirmar que la menor producciéon de BCL

esté relacionada con un menor estrés de RE y la atenuacion observada de MCP.

» Determinar si las BCL, en particular la esfinganina, (Saucedo-Garcia et al. 2011) se
produce en condiciones de estrés de RE, cuantificandolas mediante cromatografia de
liquidos (HPLC ESI-MS / MS, Markham & Jaworski, 2007) en muestras de plantulas
tratadas con TM, para verificar que la acumulacion de BCL sucede cuando hay estrés de
RE.

» Confirmar la resistencia de las plantulas de la linea pfld 18-18a la exposicion a TM,
realizando el analisis ultraestructural y el ensayo de TUNEL en plantulas expuestas a
TM para verificar que la menor produccién de ERO en el cloroplasto esta relacionada

con la atenuacion de MCP y la menor presencia de dafio en el fenotipo.
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14. APENDICE

Solucién amortiguadora de homogeneizacién.

620 mM Sorbitol

50 mM HEPES/BTP (Bis-Tris propano) pH 7.8

15 mM Acido ascorbico

3 mM EDTA

1mM KCI

0.8 % Polivinilpirrolidona

0.2 % BSA

Al momento de usar agregar al amortiguador de homogeneizacion.
Ditiotreitol (DTT) en una relacién 16 uL /5 mL de amortiguador
Mezcla de inhibidores de proteasas en relacion 115 uL /5 mL de amortiguador
B-mercaptoetanol en relacion 4.9 pL /5 mL de amortiguador

Mezcla de inhibidores de proteasas

0.01 mM Quimiostatina

0.01 mM Leupeptina

0.1 mM Fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF)

0.1 mM Na-Tosil-Lys-clorometilcetona (TLCK-HCI)
0.1mM Na-Tpsil-Phe-clorometilcetona (TPCK-HCI)
3 mM EDTA-Na,

Solucién amortiguadora de transferencia de proteinas

15 mM amortiguador de fosfatos (Na,HPO4/NaH,PO,) pH 6.8
20 % Metanol

0.05 % SDS

Amortiguador TBS pH 9.5
1 mM Trizma base

100 mM NacCl

5 mM MgCl,

Solucién para desarrollar color en el ensayo de Western

Agregar 100 mL de una mezcla 1:1 la solucion de NBT con la solucion de BCIP en 10 mL de
amortiguador TBS al momento de usar.

NBT: 30 mg/ mL de NBT en dimetilformamida al 70%.
BCIP: 15 mg/mL BCIP en dimetilformamida concentrada.
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