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RESUMEN

La comprension de los mecanismos que desarrollan las plantas para adaptarse a
ambientes limitados de agua adquiere un alto valor tedrico y practico. Se sabe bastante a
cerca de las adaptaciones a nivel morfologico y fisiologico, pero se tiene muy poca
informacion a cerca de los mecanismos de tipo bioquimico. Una alternativa para conocer
adecuadamente los cambios bioquimicos que sufren las plantas en condiciones adversas,
es el empleo de cultivos en suspension.

Basados en que la pared celular es el organelo mas externo de las células
vegetales, es posible que en esta estructura se encuentre el(los) mecanismo(s) sensor(es)
de los cambios en el contenido de agua. Por ello, el objetivo central de este trabajo fué
analizar las proteinas asociadas a la pared celular mediante interacciones de tipo
covalente y no covalente. En este trabajo se utilizaron cultivos en suspensién de chile
sensibles (ST) y resistentes (T7) al déficit de agua. El déficit hidrico fué inducido por la
adicion de polietilénglicol al medio de cuitivo. El andlisis de las proteinas extraidas de la
pared celular por la accion de agentes quimicos y enzimaticos fueron analizados mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, observandose diferencias cualitativas y
cuantitativas de los patrones electroforéticos de los cultivos sensibles y tolerantes al
déficit de agua. De los resultados encontrados puede destacarse lo siguiente:

a) Las proteinas solubilizadas con agentes quimicos (detergentes, urea y J-
mercaptoetanol) se sobreexpresan en la linea T7 con repecto a las células ST.

b) Una proteina de 10 kDa asociaciada especificamente a los polimeros estructurales
celulosa y B-glucano se expresa unicamente en la linea T7.

c) Tres polipéptidos con pesos moleculares de 8.6, 10 y 343 kDa asociados
especificamente a los polimeros estructurales de la pared celular se expresan en la linea
T7 pero no en los cultivos ST.

d) En la pared celular de la linea T7 se observa la represion de algunas proteinas
presentes en los cultivos ST.

Los resultados del presente trabajo constituyen el primer paso para el
entendimiento de la probable funcion de las proteinas de la pared celular en respuesta a la

sequia.
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I. INTRODUCCION

1.1 Importancia de las zonas dridas.
De los 134.602,300 Km? en que se estima la superficie de la corteza terrestre, el

35% (46 749,500) es terreno semiarido, 4rido, o extremadamente arido (Andrade, 1974).
Anualmente, 6 millones de hectareas en el mundo se transforman en desierto, de las
cuales el 13% son por el efecto de fendmenos naturales y el 87% restante a causa del
hombre. El primero de ellos, llamado "desertizacion", es imposible frenarlo debido a que
. es un fenémeno natural (Delgadillo, 1994). No se conocen con precision las causas de
estos cambios, pero se ha sugerido como posible factor desencadenante la variacion de la
atmosfera terrestre, ya que un mayor contenido en COz o vapor de agua hace aumentar
la temperatura del medio ambiente; también, se cree que el proceso obedece a los
cambios periodicos en la cantidad de energia irradiada por el sol, a los cambios
periodicos de la posicion de la tierra respecto al sol y a las alteraciones geograficas
(Enciclopedia Hispanica, 1991).

El otro proceso que es mas grave es el de la "desertificacion”. Este proceso
involucra la degradacién del medio ambiente causado por la actividad humana y sus
causas principales son:

a) La sobreexplotacion de los recursos naturales, ya sean forestales (deforestacion,
sobrepastoreo), mineros, hidricos, etc.

b) El uso inadecuado de la tecnologia en zonas de temporal y de riego, asi como el abuso
de pesticidas, fertilizantes y detergentes.

c) La inadecuada tenencia de la tierra.

d) Los asentamientos humanos sobre terrenos fértiles y todas las consecuencias
relacionadas con el urbanismo (Medellin, 1978).

Por supuesto, México no queda exento de este fenomeno. En nuestro pais, en
solo 30 afios el grado de erosién crecio considerablemente ocupando San Luis Potosi el
tercer lugar, debido a que el 60% de su territorio esta catalogado como semidesértico
(Delgadillo, 1994).

Por otra parte la precipitacién media anual de las zonas aridas es menor de 250
mm acompaiiada generalmente de altas temperaturas en verano y bajas en invierno; la
vegetacion principalmente es de plantas xerofitas; la agricultura en estas zonas es
aleatoria al punto de perderse un 50% de las cosechas de cereales. Las zonas semiaridas
son semejantes, solo que la precipitacion fluvial varia entre 250 y 500 mm por afio
(Enciclopedia de México, 1978).



Los datos del censo de 1993 realizados por el Instituto Nacional de Estadistica
Geografia e Informatica, consideran que el clima seco y muy seco comprende un 49.1%
del territorio nacional, e incluyen 574 municipios de 19 entidades, entre los que se
encuentra San Luis Potosi.

La Comision Nacional sobre Zonas Aridas, considera como zonas aridas aquellas
donde no es posible obtener cosechas costeables en ningiin afio, a menos que se disponga
de riego; y aquellas en que la escasa precipitacion pluvial provoca la pérdida total de los
cultivos en la mitad de las veces que se intentan (Enciclopedia de México, 1978).

Para el mejor aprovechamiento de los recursos de las zonas aridas debe buscarse
la capacitacion cientifica, profesional y técnica de personal que permita resolver los
problemas del desarrollo agricola en zonas semiaridas sin riego. Debemos sefialar que
para el combate de la desertificacion es necesaria una eficiente organizacion social,
economica y politica, asi como un manejo eficiente de los recursos naturales (Medellin y

Ballin, 1977).

1.2 Caracteristicas del agua.

El agua es un ingrediente vital para cualquier organismo vivo. Mas del 90% de la
masa total de las plantas es agua. Sin agua las plantas se marchitan y eventualmente
mueren.

Debido a las diferencias en el estado termodinimico del agua, esta es capaz de
moverse en el sistema suelo-planta-atmdsfera. Al estado de energia del agua, se le
conoce como potencial de agua o potencial hidrico (ya), el cual esta definido por la
energia libre de Gibbs. Por lo tanto el movimiento del agua dependera de un gradiente de
s, en el que el agua va a ser absorbida cuando el ys en las raices sea menor que el ya
del suelo.

Al potencial hidrico del agua pura se le ha asignado un valor igual a cero, el cual
se hace mas negativo con la adicion de solutos; por lo que el wa de las plantas tendra
valores negativos. Las unidades en las que se maneja este parametro estin dadas en
valores de presion, ya que estan basados en términos de energia por unidad de volumen
(Milburn, 1979).

El movimiento del agua en la célula provocado por el fenomeno de o6smosis
produce un incremento en el volumen celular. Esta presion dentro de la célula detiene el
flujo osmético e incrementa la energia del agua inhibiendo el paso de la misma bhacia el
interior de la celula.



En este punto los niveles de energia dentro y fuera de la célula son iguales; a este estado
se le define como: ys=ys+yp donde:
yp es el potencial de presion o de turgencia, que corresponde a la presion ejercida sobre
la pared celular y ys es el potencial osmotico, que esta dado por los solutos disueltos en
el agua. Esto es, no habra flujo neto de agua cuando el yadentro y fuera de la célula sean
iguales.

Las propiedades del agua hacen posible la actividad bioquimica y biofisica de la
célula. Su calor especifico protege a la célula de los cambios excesivos de temperatura y
. por su transparencia permite que la luz solar penetre a la célula y se realice la fotosintesis
(Woodward, 1989).

1.3 Mecanismos de resistencia al déficit de agua en planta completa.

Las plantas que crecen en el desierto 0 aquellas que se someten a déficit hidrico
presentan mecanismos que les permiten aliviar en mayor grado los efectos provocados
por la falta de agua. Estos mecanismos se pueden agrupar en adaptaciones fenologicas,
morfologicas y fisiclégico-bioquimicas.

1.3.1 Adaptaciones fenoldgicas.

La fenologia se refiere a los principales eventos que ocurren durante el desarrollo,
la germinacion, la floracion, la formacion de semillas y la senesencia de las plantas. Por
ejemplo, la mayoria de las especies vegetales muestran mayor sensibilidad hidrica durante
la floracién. Asi, cualquier mecanismo que impida los efectos perjudiciales de la sequia
durante esta etapa permitira la sobrevivencia de la especie vegetal en cuestion. Existen
también algunas especies que previenen la germinacion en épocas desfavorables, ya que
contienen inhibidores de la germinacion que solo se eliminan cuando cae lluvia
abundante. Por otro lado, algunas especies evitan la sequia porque llevan a cabo su
fenologia en unas cuantas semanas (Turner y Begg, 1981).

1.3.2 Adaptaciones morfolaogicas.

1.3.2.1 Adaptaciones de las hojas.

Las plantas como respuesta al déficit hidrico disminuyen el area foliar, aceleran la
velocidad de senesencia eliminando las hojas mas viejas y reduciendo con eflo la
superficie de transpiracion.



Otras adaptaciones provocadas por la deficiencia de agua son el aumento en la
densidad especifica de 1a hoja (peso de 1a hoja por unidad de area), cambios en el angulo
de las hojas con respecto a la luz solar, la presencia de vellosidades, de glandulas
excretoras de sal y de ceras en la superficie de Ia hoja y el enrollamiento de la misma.
Tales mecanismos contribuyen a la reduccion de la tasa de transpiracion y evitan la
elevacion de la temperatura foliar (Begg, 1980; Turner y Begg, 1981).

1.3.2.2 Adaptaciones radiculares,

La raiz tiene un papel preponderante en la dotacién de agua a las plantas y puede
modificarse como un mecanismo de adaptacion a la deficiencia de ésta, Por ejemplo, la
Larrea tridentata (gobernadora) posee un sistema radicular extenso y poco profundo, en
tanto que las raices del mezquite penetran a profundidades mayores a los 4 metros
(Simpson y Solbries, 1977). Otro tipo de adaptacion es la que presenta Paquipodium
succulentum especie que utiliza sus raices como oOrganos de almacenamiento de agua
permitiendole mantener el suplemento de agua durante periodos largos de déficit hidrico
en el suelo (Kummerow, 1980).

1.3.3 Adaptaciones fisiolégico-bioquimicas. .

1.3.3.1 Respuesta estomatal.

Las plantas en general han desarrollado una epidermis con una cuticula provista
de estomas, que son verdaderas valvulas que participan en el control del flujo de agua
hacia la atmosfera y la entrada de CO:z a 1a planta.

La planta puede controlar el grado de transpiracion mediante la apertura o cierre
de los estomas, es decir poros que se forman por cambios en la turgencia de las células
guardianas. Estas células mantienen su turgencia por acumulacion de solutos forzando al
agua a que se mueva por 6smosis. Cuando la concentracién intracelular de solutos es
baja, el estoma se cierra provocando que el agua salga de la célula guardiana, mientras
que al aumentar la concentracion de solutos, el poro se abre promoviendo la entrada de
agua. Las plantas controlan la apertura del estoma regulando el movimiento de iones
dentro y fuera de la célula guardiana (Woodward,1989).

1.3.3.2 Mantenimiento de la turgencia,

La membrana celular separa la solucion concentrada dentro de la célula de la
solucién mas diluida en la pared celular; permite ademas el paso de moléculas de agua
pero no de otros solutos. Esto significa que la membrana es semipermeable. Esta



propiedad permite a la célula el uso de la diferencia de energia entre las dos soluciones
para forzar la entrada de agua a la célula; a éste fendmeno se le conoce como 6smosis
(Woodward, 1989).

El mantenimiento del potencial de turgencia en las plantas se lleva a cabo por
medio de ajuste osmético, es decir por incremento de los solutos intraceluiares. Asi, al
aumentar los solutos se iguala la presion osmética intracelular con la del medio externo
impidiendo la salida de agua. El tipo de compuestos que participan en el ajuste osmotico
durante el déficit hidrico incluye: iones (cloruro, potasio, calcio), aniones organicos
. (citratos), carbohidratos solubles (sacarosa), polioles (glicerol, D-manitol), aminoacidos
(prolina.), compuestos de amonio cuaternario (betaina) y poliaminas (espermidina)

(Borowistka, 1981).

1.3.3.3 Posible participaciéon de los reguladores de crecimiento.

El déficit de agua induce la acumulacion de acido abscisico en la mayoria de las
plantas. Los niveles enddgenos de este regulador de crecimiento aumentan con la caida
substancial en el potencial hidrico y su acumulacidén ocurre en cuestion de minutos
(Kriedermann y cols, 1972).

Otro regulador de crecimiento que se incrementa como resultado del déficit
hidrico es el etileno; sin embargo se cree que el aumento es provocado por el acido
abscisico. El etileno participa en la abscision de las hojas con lo cual la planta pierde
tejido fotosintético y area de transpiracion (Mc Michael y cols, 1972).

1.4 Composicion de la pared celular de plantas.

La pared celular no es una barrera inerte responsable de mantener exclusivamente
la forma fisica de las células, sino que es una estructura compieja y altamente dinamica.
La gran diversidad de funciones que desempefia la pared celular esta estrechamente
relacionada con la interaccion de la célula y su entorno.

La naturaleza muitifuncional de la pared celular es indudablemente un reflejo de
la composicion y organizacion especial de sus constituyentes. Los componentes de la
pared celular pueden clasificarse en polimeros microfibrilares y polimeros amorfos. Los
polimeros microfibrilares estan representados por polisacaridos cuya funcion consiste en
conferir a la pared su rigidez y forma caracteristica, mientras que los polimeros amorfos,
entre quienes se incluye a las proteinas, desempefian una funcién estructural o
enzimatica.

Los componentes amorfos de la pared celular se pueden clasificar en 5 grupos



principales: extensinas, proteinas ricas en glicina, proteinas ricas en prolina, lectinas de la
familia de las solanaceas y proteinas que contienen arabinogalactanos.

Los componentes estructurales minoritarios presentes en la pared celular,
inlcuyen proteinas ricas en histidina-triptofano, tioninas ricas en cisteina, proteinas
reguladoras de agua de 28-70 kDa. Se han descrito en la pared celular la presencia de
proteinas con actividad enzimatica, tales como peroxidasas, fosfatasas, invertasas, a y B-
manosidasas, B-1,3 glucanasas, [-1,4 glucanasas, poligalactorunidasas,
pectinmetilestearasas, malatodeshidrogenasas, arabinosidasas, o y f-galactosidasas y
oxidasas (Keller, 1993).

1.4.1. Extensinas (GPRH).

Las extensinas son muy abundantes en dicotiledéneas y generalmente se
caracterizan por ser glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Hyp) y serina (Ser) con
alguna combinacién de los aminoacidos valina, tirosina, lisina e histidina. Contiene una
secuencia repetida de Ser-(Hyp),, en donde los residuos de Hyp son O-glicosilados con
arabinosa y los de Ser son O-sustituidos por galactosa (Keller, 1993).

La parte proteica de las extensinas es de caracter basico debido a su alto
contenido de lisina, confiriéndole un punto isoeléctrico de aproximadamente 10. La lisina
permite ademds, la interaccion con bloques de pectina, tal vez provocado por la carga
positiva de éste aminoacido que interacciona con la carga negativa de la pectina.

La abundancia de la tirosina en la estructura de las extensinas favorece el
entrecruzamiento de sus radicales hidroxifenilicos formando enlaces difeniléter inter-
moleculares entre dos restos de tirosina (Showalter, 1993). Los enlaces de isoditirosina,
probablemente son responsables de la insolubilidad que presenta la pared celular (Keller,
1993).

Las extensinas pueden estar involucradas en los mecanismos de defensa de la
planta. En el caso de heridas, se incrementa la disposicion de extensinas en el sitio de la
lesion, formando una barrera celular que impide la infeccion patogena.

1.4.2 Proteinas ricas en glicina (PRG).

Representan una clase de proteinas en las plantas que se caracterizan por tener
una estructura primaria que comtiene mas del 70% de glictna (Gly). Su estructura
consiste en restos repetidos de Gly-X, donde X ademas de Gly corresponde a serina o
alanina . La estructura sugiere un arreglo de estructura beta-plegada.

Las PRG se pueden clasificar en dos clases: la primera se encuentra en la pared
celular y esta regulada por el desarrollo de la célula, mientras que la segunda se



encuentra en el citoplasma y es regulada por variaciones en las condiciones de estrés,
incluyendo acido abscisico y sequia.

Las PRG de la pared celular son proteinas estructurales que tienen una funcién
importante con respecto al sistema vascular de la planta y a la curacion de heridas.

"1.4.3 Proteinas ricas en prolina (PRP).

Existen al menos dos clases de PRP las que son componentes normales de la
pared celular y las que forman parte del nddulo generado en respuesta a la infeccion
. producida por bacterias fijadoras de nitrégeno.

Las PRP se caracterizan por la secuencia repetida del pentapéptido prolina-
prolina-X-Y-lisina, donde X y Y pueden ser valina, tirosina, histidina y acido glutamico,
ademas carecen de carbohidratos o estan ligeramente glicosilados.

Estas proteinas constan de un N-terminal rico en prolina con secuencias repetidas
de prolina-prolina-tirosina-valina y prolina-prolina-triptofano-prolina-arginina-prolina-
serina; el extremo C-terminal es pobre en prolina, es hidrofobo y contiene ciertos
residuos de cisteina. Estas caracteristicas se presentan en las PRP de fiijjol y jitomate. Se
ha observado que la expresion de las PRP ocurre en el mismo tipo de células que las

Las PRP parecen tener un papel importante en el desarrollo normal de la planta
ya que se ha demostrado que utilizando inhibidores de la peptidil prolin hidroxilasa en
cultivos celulares de soya, se observa que la cantidad de PRP disminuye afectando el
crecimiento celular (Showalter, 1993).

1.4.4 Lectinas de la familia de las solanaceas.

Son glicoproteinas de diversos origenes. Representan una clase unica de lectinas
vegetales que se pueden distinguir de otras lectinas por su presencia estricta en
solanaceas, su habilidad para aglutinar oligdmeros de N-acetilglucosamina, su
localizacion predominantemente extracelular y su inusual composicion de aminoacidos y
carbohidratos en los que la hidroxiprolina y la arabinosa son los mayores constituyentes.

Las lectinas por su localizacién en la pared celular y su similitud con las
extensinas se pueden considerar como proteinas que actian de la misma manera que
éstas. Aunque su contenido en tirosina y lisina es considerablemente menor que el de las
extensinas, forman enlaces isoditirosina e interacciones ionicas con otros componentes
de carga negativa de la pared celular (Showalter, 1993).



1.4.5 Proteinas que contienen arabinogalactanos (PAG).

Son proteinas generalmente muy solubles y altamente glicosiladas, distribuidas en
toda la planta, y de peso molecular muy heterogéneo, tal vez debido a sus diferencias en
los niveles de glicosilacion.

Las PAG contienen D-galactosa y L-arabinosa como coanstituyentes mayores. Su

"estructura consiste en un polisacarido de la D-galactopiranosa con enlaces B(1-3) y
ramificaciones B(1-6) que se unen con la arabinofuranosa y otros monosacaridos menos
abundantes.

La parte proteica es rica en hidroxiprolina, serina, alanina, treonina y glicina con
un punto isoeléctrico entre 2-5.

La funcion de las proteinas que contienen arabinogalactanos no estid definida,
pero se ha propuesto que participan en la interaccion entre las células, como lubricante y
como humectante (Showalter, 1993).



II. ANTECEDENTES

Las plantas continuamente estan expuestas a cambios del medio ambiente. Estos
cambios pueden incluir diferentes procesos, como son: la presencia de metales pesados,
el exceso de sal en el suelo y el déficit de agua. Todas estas condictones que afectan la

“estabilidad de la planta, se han estudiado para demostrar que la célula vegetal cuenta con
mecanismos capaces de responder al estrés al que estd sometida (Lurie y cols, 1994).
Algunos autores sugieren que la respuesta de la planta es general; es decir, la planta tiene

. la capacidad de percibir el estrés y generar una respuesta, que va a depender de factores

tales como la severidad y duracion del estrés, el genotipo y estado de desarrollo de la

planta, pero nunca especifica hacia determinado tipo de estrés (Deulaney y Verna, 1993).

Sin embargo, por otro lado se ha descrito que las proteinas que se producen durante el

proceso de adaptacion son en su mayoria especificas para cada tipo de estimulo y no

muestran una respuesta generalizada ante el estrés (Singh y cols, 1989).

Una alternativa para conocer adecuadamente los cambios bioquimicos que sufren
las plantas en condiciones adversas, es el estudio de los mecanismos celulares
involucrados en la respuesta al estrés hidrico utilizando células en cultivo. Los estudios
de los mecamsmos de resistencia empleando plantas completas presentan algunos
inconvenientes como:

a. Contar con un area de tierra suficiente para sembrar las plantas.

b. Mantener las condiciones propicias de la tierra (sales, minerales y nutrientes en

general).

¢. Controlar el medio ambiente (temperatura, agua, aire, fotoperiodo).

d. El riesgo de posibles enfermedades o plagas.

La técnica de Cultivo de Tejidos in vitro es un método que ofrece ventajas para
estudiar los mecanismos de tolerancia al estrés, y permite:

a. Eliminar todas las respuestas, excepto aquellas que son operativas a nivel celular.

b. Controlar rigurosamente el medio ambiente fisico y el estado nutricional, parametros

que usualmente son dificiles de controlar en la planta completa.

¢. Exponer uniformemente a las c€lulas a cambios en el estado de agua e indefinidamente

a un potencial de agua .

d. Aislar lineas celulares con diferente grado de tolerancia y comparar su

comportamiento fisiologico y bioquimico con células no seleccionadas.

e. Realizar experimentos durante todo el afio puesto que el crecimiento es independiente

de las fluctuaciones estacionales del medio ambiente.



f Medir en muestras pequeiias de células, parametros como potencial de agua y
potencial osmoético representativos de la poblacion total.
g [Estudiar la respuesta de tejidos o células aisladas de diferentes partes de
las plantas y analizar su posible contribucion a la resistencia de la planta (Hasegawa,
1984).

' El déficit hidrico en el cultivo in vitro se puede provocar utilizando sacarosa,
manitol o glicerol, sin embargo estos compuestos tienen el inconveniente de penetrar a la
célula. Por lo tanto existen estudios realizados con polietilenglicol (PEG), que
demuestran que esta molécula reduce el potencial de agua en el medio y no penetra a la
célula (Lawlor, 1969). Asi, al afiadir PEG al medio de cultivo se simula el estrés hidrico.
El gradiente de potencial entre la célula y el medio causado por el PEG origina una
deshidratacion, pero no una plasmolisis (Hasegawa y cols, 1984).

La relacion que existe entre el potencial hidrico y la concentracion de PEG 8000
no es lineal (Cuadro 1.); los valores del potencial son mas negativos conforme aumenta
la concentracion del agente osmotico (Santos-Diaz, 1992).

CUADRO 1.
Relacion entre el potencial hidrico y la concentraciéon de PEG.

Conc. de PEG. Potencial hidrico (MPa).
PO -0.50
P15 -0.98
P20 -1.41
P30 -2.61

Desde hace tiempo mediante el Cultivo de Tejidos Vegetales se han podido
obtener variantes tolerantes al PEG. Bressan y cols., en 1982, obtuvieron lineas celulares
de jitomate resistentes a 15%, 20%, 25% y 30% de PEG. Las células altamente
adaptadas presentaron una turgencia mayor pero un crecimiento menor. Los autores
sugieren que la adaptacion al PEG involucra una alteracion de la coordinacion entre las
propiedades osmoticas y las caracteristicas de la pared, lo que ocasionz una expansion
celular mas lenta. Asi mismo, Santos-Diaz y Ochoa-Alejo (1992) obtuvieron y
caracterizaron lineas celulares de Capsicum anrmumm resistentes al PEG. Utilizando las
semillas del cultivar Tampiquefio-74A, se establecieron dos cultivos de chile serrano
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Tampiqueiio de crecimiento vigoroso: la linea T7 en 20% de PEG y la linea T6 en 25%
de PEG. Debido a que la disminucion del potencial osmdtico se considera como un
mecanismo para mantener la turgencia a potenciales hidricos bajos (Turner y Begg,
1981) el trabajo se basa en el analisis del contenido de solutos (potasio, calcio, sodio,
prolina y betaina) y su contribucion al potencial osmético. Los resultados indican que la
" mayor aportacion en el potencial osmotico es debida al potasio (42%), mientras que la
prolina y betaina a pesar de que aumentaron su concentracion en una cantidad
considerable, su contribucién al potencial osmoético fué pequefia (1.4% y 0.8%,
_ respectivamente). Por lo tanto el potasio se considera como un osmoregulador, en tanto
que la prolina y betaina tienen como funcion osmoproteger a las proteinas de los efectos
deletereos causados por el déficit de agua. Por otro lado también demostraron que el
crecimiento de las células no seleccionadas (ST) se inhibe en un 50% cuando el cultivo
es expuesto a una concentracion del 3% de PEG.

Se han realizado estudios en planta de frijol con respecto a algunos mecanismos
moleculares inducidos por el estrés hidrico y 1a relacion que presenta con la fisiologia de
la planta. Los resuitados indican un retraso en el crecimiento de las plantas sometidas al
estrés hasta de un 30% con respecto al control, existiendo ademas un patrén de proteinas
diferente entre ellas, lo cual se postula como una modificacion en la expresion genética
(Mendieta y cols, 1991). Por otro lado se ha descrito que la actividad fotosintética de
cultivares de frijol resistentes a la sequia, se afectaron en menor grado por el déficit
hidrico que los cultivares sensibles (Pefia-Valdivia y cols, 1991).

En tejidos de plantas sometidas a déficit de agua se ha observado una
disminucion en la sintesis de proteinas (Hanson y Hits, 1982), la cual se recupera
raipidamente si el proceso de desecacion es lento (Oliver y Bewley, 1984). En otros
casos, se ha descrito un incremento en las proteinas solubles como en Fleucine coracana
en donde se detectd un aumento en el contenido de polisomas y estimulacion de la
incorporacion de aminoacidos marcados radiactivamente en proteinas (Kandpal y Appaji
Rao, 1985). También se han detectado cambios cuantitativos en los patrones
electroforéticos de las proteinas solubles en diferentes cultivares de trigo y centeno
sometidos a déficit hidrico (Cloutier, 1983).

Por otro lado en plantas de soya sometidas a déficit de agua se observaron
cambios en las proteinas de la pared celular. Se encontraron dos especies proteicas, una
de 28 kDa que se encuentra mayoritariamente en la zona de division de la plantula; y otra
de 70 kDa, presente principalmente en la zona de maduracion. No se sabe si estas
proteinas tienen alguna actividad catalitica o una funcién estructural; sin embargo, se ha
sugerido que la proteina de 28 kDa podria estar involucrada en la formacion de pared
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celular nueva, mientras que la proteina de 70 kDa posiblemente participa en el proceso
de maduracién de la planta (Bozarth y cols, 1987). Otro trabajo describe la acumulacion
de una proteina de 150 kDa en el alga Dunaliella salina en respuesta al choque
hiperosmotico. Esta proteina es una glicoproteina de membrana cuya acumulacion
coincide con la reiniciacion del crecimiento (Sadka y cols, 1991).

Bray (1993), propone la existencia de un grupo de genes en plantas, denominados
lea, los cuales se activan por el déficit hidrico. Estos genes codifican para un grupo de
proteinas con diferentes funciones como, proteccion de membranas, formacion de
canales para la captacion de agua, secuestradores de iones, proteasas y enzimas
hidroliticas; todas estas proteinas podrian estar relacionadas con el (los) mecamsmo(s) de
resistencia de la planta al déficit de agua.

A pesar de una intensa busqueda solo se han identificado una cuantas proteinas
inducidas por déficit de agua y su significado fisiologico se desconoce. Una de las
proteinas mejor caracterizadas en células de tabaco inducidas por estrés de tipo osmético
es la osmotina. La deteccién inmunocitoquimica de la osmotina (26 kDa) la sitia en
inclusiones densas dentro de la vacuola y en menor proporcion libre en el citoplasma. La
osmotina presenta homologia con otras proteinas involucradas en mecanismos de defensa
en plantas como la taumatina, el inhibidor tripsina/o-amilasa de maiz, una proteina de
respuesta a patogenos inducida por el virus del mosaico del tabaco en Nicotiana
tabacum, y la proteina NP24 de jitomate inducible por sal (Singh y cols, 1989). Los
estudios mencionados fueron hechos en células en suspension; sin embargo, ya se ha
comprobado la presencia de la osmotina en plantas completas, no solo en tabaco sino en
otras solaniceas y en algunas leguminosas como alfalfa y frijol. A pesar de todos los
estudios al respecto, hasta hoy se desconoce la funcion exacta de la osmotina dentro del
mecanismo de tolerancia al estrés, sin embargo se cree que desempeila un papel
importante ya que hay una clara correlacion entre la acumulacion de la osmotina y la
estabilidad de la tolerancia al NaCl (La Rosa y cols, 1989), por lo que se requiere una
extensa investigacion para aproximarse al conocimiento de los mecanismos basicos
implicados en la percepcion y transduccion de sefiales en las plantas como respuesta al
estrés.

De acuerdo con algunos datos descritos, las células expuestas a salinidad o a la
sequia presentan una disminucidén en su tamaiio, debido a su incapacidad para mantener
el potencial de turgencia. A niveles moderados de salinidad, las células incrementan su
yp, como una funcién del nivel de adaptacion exhibiendo una reduccion en su tamaiio,
provocada tal vez por una alteracion en las propiedades de la pared celular (Casas y
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cols, 1991). Por lo tanto es posible que el mecanismo sensor de los cambios en el
contenido de agua se encuentra a nivel de la pared celular.

En la literatura se ha descrito que la pared celular juega un papel importante en
los mecanismos de defensa que desarrolla 1a célula como respuesta al estrés ya sea
_ biolégico (ataque de microorganismos) o no biologico (sequia, calor). Se conoce que la
induccion del mecanismo de defensa en una planta confrontada con un patogeno esta
bajo el control de un gen simple dominante, llamado gen de resistencia. La interaccion
entre este gen y el gen de avirulencia del patdgeno, provoca una serie de reacciones de
. estrés en la planta y por lo tanto la iniciacion de mecanismos de defensa regulados por
mensajero intracelulares, como el etileno. El estrés provocado por esta interaccion activa
por otro lado las hidrolasas de la planta degradando la pared celular del patogeno o de la
planta misma liberando de esta manera oligosacaridos, (conocidos como inductores
externos € internos respectivamente) que a su vez activan algunas enzimas o moléculas
(quitinasas, glucanasas, fitoalexinas, proteinas ricas en prolina) que conducen a la fase de
resistencia (Fernandez-Bolaiios y Heredia, 1993).

En la literatura no existen estudios sobre la composicion y estructura de la pared
celular de chile (Capsicum arnmum). Modificaciones en los polimeros estructurales de la
pared celular, actividades enzimaticas y/o la sintesis de proteinas especificas podrian
desempeiiar un importante papel en los mecanismos de resistencia de las plantas al déficit
de agua. Con base en lo anterior decidimos realizar un analisis polipeptidico comparativo
entre las proteinas de la pared celular de células sensibles y tolerantes al déficit de agua y
conocer ademas el grado de asociacion de estas proteinas a la estructura de la pared
celular.
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II1. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar las posibles diferencias cualitativas y cuantitativas existentes en las
-proteinas de la pared celular de cultivos en suspension de chile (Capsicum annuum) con
diferente tolerancia al polietilenglicol.

3.2 Objetivos especificos
1. Mantener y propagar los cultivos de las células no seleccionadas de chile (ST) en
medio sin PEG y la linea T7 en medio selectivo conteniendo 15% de PEG.

2. Establecer las curvas de crecimiento de los cultivos en suspension.

3. Estandarizar las condiciones para la obtencion de la pared celular de las células en
cultivo.

4. Solubilizar las proteinas presentes en la pared celular mediante el uso de agentes
quimicos (SDS, triton X-100, urea y B-mercaptoetanol) y agentes enzimaticos (Celulasa,

liticasa y autolisis).

5.- Separar e identificar las proteinas, extraidas por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos.

Se adquirieron de Industrial Kem de Leon (México) los siguientes reactivos:
_ nitrato de amonio, fosfato de potasio monobasico, acido borico, molibdato de sodio,
sulfato ciprico, fosfato de sodio dibasico, acetato de sodio, acido acético, glicerina,
nitrato de plata, hidroxido de sodio, formaldehido, metanol, hidroxido de amonio, acido
citrico y etanol.

De Productos Quimicos Monterrey (México), nitrato de potasio, cloruro de
calcio, sulfato ferroso, sulfato manganoso, sulfato de zinc, ioduro de potasio, acido
ascorbico, hidroxido de potasio y acido clorhidrico.

De Quimica Dinamica (México), Azul de Bromofenol.

De Sigma Chemical Co. (EUA), B-mercaptoetanol, tocoferol, dimetil sulfoxido
(DMSO), para-metilsulfonil fluoruro (PMSF), azida de sodio, celulasa, liticasa. acido
morfolinoetanosulfonico (MES), sacarosa, polietilénglicol (PEG), glicina, piridoxina,
acido nicotinico, tiamina, mio-inositol, acido 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y
benciladenina (BA).

De Baker Analyzed (México), sulfato de magnesio y cloruro de cobalto.

De Bio-Rad Laboratories (EUA), etilendiaminotetracetato disodico (EDTA),
acrilamida, N, N'-metilén-bis-acrilamida (bisacrilamida), glicina, dodecilsulfato de sodio
(SDS), triton X-100, tris hidroximetil amino metano (Tris), persulfato de amonio y
N,N,N',N'-tetrametil etilen diamina (Temed),

De Becton Dickinson and Co.(México), agar de dextrosa Sabouraud y Agar
nutritivo,

4.2 Material bioldgico.

Las suspensiones celulares de chile (Capsicum annuum) ST y la linea T7, fueron
proporcionadas por el Dr. Neftali Ochoa Alejo del laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales del departamento de Ingenieria Genética del CINVESTAYV, Unidad Irapuato.

4.3 Lavado y preparacion del material.

Los matraces Erlenmeyer de 250 mi se lavaron con jabén y agua corriente, se
enjuagaron con agua destilada, se secaron a temperatura ambiente colocados hacia abajo,
se taparon con hojas dobles de papel aluminio y se esterilizaron en autoclave durante 15
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min a 15 Ib/pulg?.

Las pipetas graduadas se lavaron 5 veces con solucién de jabon liquido (marca
comercial) al 1% y se enjuagaron 3 veces con agua corriente en sifon, se secaron a
temperatura ambiente, se colocaron en cilindros metalicos y se esterilizaron en autoclave
_ durante 15 min a 15 Ib/pulg?

Todo el material estéril se guardd en gavetas cerradas.

El material utilizado en la electroforesis se dejo remojando en agua con jabén
liquido durante 12 hrs, se enjuagd con agua corriente y después con agua destilada.

4.4 Preparacién de medios de cultivo.

4.4.1 Preparacion de medio basal.

La concentracion de los componentes del medio MS corresponde a la descrita
criginalmente por Murashige y Skogg (1962). Se indica la concentracion de las
soluciones madre con un niimero seguido de una X, que indica su concentracion respecto
a la solucion de trabajo 1X.

Solucién I (1000x). CaCl: 22 g; agua desionizada hasta 50 ml.

Solucion II (100x). MgSO+.7H209.25 g; KH:PO4 4.25 g; agua desionizada hasta 250 ml.
Solucion III (200x). FeSO4. 7TH200.557 g; Na:zEDTA 0.745 g; agua desionizada hasta 100
ml.

Solucion IV (1000x). MnSQO4. H20 1.69 g; ZnSO4. 7H20 1.059 g; HsBOs 0.62 g; KI 0.083
g, Na2Mo0O4. 5H20 0.025 g; CoCL.6H20 0.0025 g, agua desionizada hasta 100 ml.
Solucién V (100x). Glicina 50 mg; piridoxina-HCl 12.5 mg; tiamina-HCl 2.5 mg; mio-
inositol 2.5 g; acido nicotinico 12.5 mg; agua desionizada hasta 250 ml.

Todas las soluciones se filtraron y se almacenaron a 49C, con excepcion de la
solucion V que se distribuyd en alicuotas de aproximadamente 40 mi y se congelo a
-100C

Para preparar 1 It de medio basal, se disolvieron 1.9 g de KNOs, 1.65 g de
NHsNOs, 1.95 g de MES y 30 g de sacarosa en 850 ml de agua desionizada; luego se
afiadieron 1 ml de la solucién I, 10 ml de la solucion I, 5 ml de la solucion ITI, 1 ml de la
solucion IV y 10 mi de la solucion V. El pH del medio se ajusté a 5.7 con KOH 1IN, se
aforé a 1 litro con agua desionizada y se esterilizo en autoclave a 15 lb/pulg? durante 20
minutos.

16



4.4.2 Reguladores de crecimiento.
1. Benciladenina (BA) (1000x). se disolvieron 10 mg de benciladenina en

aproximadamente 5 ml de HCI IN y se aforaron a 100 ml con agua desionizada. Se
distribuyeron en alicuotas de aproximadamente 20 ml y se almacenaron a -100C.

2. Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (100x). Se disolvieron 27.62 mg de
2,4-D en aproximadamente 5 ml de KOH 1IN y se aforaron a 100 mi con agua
desionizada. Se distribuyeron en alicuotas de 20 ml y se almacenaron a -10°C-

4.4.3 Preparacion de medio con reguladores de crecimiento.

Los medios con reguladores de crecimiento se ajustaron a pH 5.7 después de la
adicion de éstos y posteriormente se aforaron al volumen indicado.

a. Medio para suspensiones de chile serrano Tampiquefio. acido 2,4-D (100x) 5
ml y BA (1000x) 0.50 mi por litro de medio basal, para tener una concentracion final de
6.25 uM y de 0.22 uM respectivamente.

b. Medio para la linea T7. En la elaboracion del medio con PEG los constituyentes
del medio basal se disolvieron en la mitad del volumen indicado para tener una solucién
doblemente concentrada. A 500 ml del medio concentrado se afiadieron, 150 g de PEG, 5
mi de 2,4-D (IOO;c) y 0.5 ml de BA (1000x). Se ajusté el pH a 5.7 y se aforé a 1 It con
agua desionizada para tener un medio al 15% de PEG.

Para evitar la oxidacion de los cultivos se les afiadio en condiciones estériles 84 pl
de vitamina E para tener una concentracion final de 0.5 mg/ml. La vitamina E se preparo
disolviendo 10 pl de tocoferol en 10 mi de dimetil sulféxido, esta solucion se esterilizod
por ultrafiltracion (membrana de 0.22um) y se guardo en alicuotas de aproximadamente
100 pl en recipientes estériles los cuales se almacenaron a -10°C.

4.5 Procedimiento de cultivo.

El manejo de los cultivos se hizo en campana de flujo laminar VECO que se
limpi6 previamente con una solucién de etanol al 70% (v/v). Todo el material introducido
a la campana se limpi6 anticipadamente con una solucion de detergente liquido (marca
comercial) al 1% y los matraces con suspensiones celulares se rociaron con etanol al 70%
¥y se flamearon antes de abrirse.

Para la propagacion rutinaria de las células, las suspensiones densas se diluyeron
al doble con los medios MS correspondientes. Después de mezclar bien se distribuyeron
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aproximadamente 100 ml en matraces de 250 ml

4.6 Viabilidad celular.

_ Se disolvieron 5 mg de diacetato de fluoresceina en 1 ml de acetona (0°C) con
agitacion continua y manteniendo la solucion siempre en bafio de hielo. Se agregaron 200

ul de la solucion a una alicuota de 1 ml del cultivo (concentracién final 0.1%), se incub6

en bafio de hielo durante 10 min y se contaron Ias células fluorescentes al microscopio. La

solucion de trabajo se prepard en el momento de usaria.

4,7 Curva de crecimiento.

Inicialmente y con el propdsito de descartar la posible contaminacién de los
cultivos en suspensién de chile ST, se tomé una alicuota y se sembré en agar nutntivo y
agar Sabourad dextrosa durante 2 dias. Después de asegurar la asepsia de los cultivos se
reunio el contenido de 5-8 matraces y se ajusté el volumen celular para tener el
equivalente a 5 mg de peso seco por ml. Se colocaron 10 ml de la suspension en matraces
de 50 ml y cada 4 dias se colecté su contenido (por triplicado) en tubos cénicos que se
centrifugaron a 4500 rpm durante 20 min y se determiné el volumen de paquete celular.

4.8 Obtencion de pared celular.
Se recolectdé el contenido de 1 matriz de las suspensiones celulares

(aproximadamente 100 ml) en tubos conicos de 50 ml y se centrifugaron durante 20 min a
4700 rpm para determinar el volumen del paquete celular.

Las células se lavaron 3 veces (4700 rpm/5min) con un volumen final de 150 ml
de agua desionizada para los cultivos ST y 6 veces para la linea T7. A continuacion las
células se rompieron en un sonicador Braun-Sonic U, a 165 watts durante 1 minuto a
49C; esta operacion se repitié 3 veces para los cultivos ST y 6 veces para la linea T7 o
hasta la observacion de paredes celulares al microscopio.

Las paredes celulares obtenidas de los cultivos ST se lavaron 5 veces, mientras
que las de los cultivos T7 se lavaron 10 veces, con una solucién de Tris-HCl 10 mM pH
6.8 y conteniendo metilsulfonil fluoruro (PMSF), (potente inhibidor de proteasas) a una
concentracién de 1 mM, las paredes se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min. Los
cultivos T7 fueron posteriormente dializados durante 48 hrs contra una solucién de tris-
HCI 10mM pH 6.8 conteniendo PMSF ImM. Las membranas de dilisis de la marca
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Spectra/Por No. 4, con un limite de exclusion de 12-14 kiloDaltons (kDa) , fueron
tratadas previamente con una solucién de EDTA 10 mM y sometidas a ebullicion durante
5 min. Las membranas asi tratadas se conservaron a 4°C en una solucion de azida de
sodio 1mM.

Para obtener una suspension mas uniforme de las paredes celulares obtenidas por
sonicacién, se utiliz6 un homogenizador mamual de cristal con émbolo esmerilado y la
suspensién homogénea se lavo otras 5 veces con una solucién de Tris-HCI 10 mM pH
6.8 conteniendo PMSF ImM. Durante todos los lavados el material se mantuvo en baiio
de hielo. Las paredes celulares se secaron en un liofilizador LABCONCO en un tiempo

aproximado de 6-7 hrs.

4.9 Solubilizaciéon proteica.

4.9.1 Agentes quimicos.
30 mg de peso seco de paredes celulares de los cultivos ST y la linea T7 se
hidrataron con 400 pl de agua desionizada y se trataron por separado con:
a) SDS al 2% durante 5 min en baiio de agua hirviendo.
b) Urea 6 M durante 1 hr a temperatura ambiente.
¢) Triton al 2% durante 1 hr a temperatura ambiente.
d) B-mercaptoetanol a 30 °C durante 30 min.
Las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga
Eppendorf (IEC MICRO-MB ) para recolectar el sobrenadante.

4.9.2 Tratamiento enzimaitico.
2 mg de celulasa se resuspendieron en 1 ml de amortiguador de acetatos 10 mM

pH 5.5 y PMSF 1 mM.

2 mg de liticasa se resuspendieron en 1 ml amortiguador de fosfatos 10 mM pH
7.5y PMSF 1 mM.

30 mg de paredes celulares (peso seco), se hidrataron con 400 ul de agua
desionizada y luego por separado se les afiadio 1 ml de las soluciones enzimaticas de
celulasa y liticasa. En el caso de la celulasa la muestra se incub6 a 37 ©C, mientras que en
el de la liticasa se incubo a 25 ©C, durante 2.5 hrs; se preparo paralelamente un testigo
Para cada una de las enzimas tal como se describio anteriormente. Después del tiempo de
incubacion las paredes se centrifugaron a 12 000 rpm, durante 10 min y se recolecté el
sobrenadante.
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Basados en que la pared celular contiene una variedad de enzimas hidroliticas y
con el objeto de estimular la autodigestion de este organelo, 30 mg de paredes celulares
se hidrataron con 400 ul de agua desionizada y se les afiadié 1 ml de amortiguador de
acetatos 50 mM contentendo PMSF 1 mM, con un pH de 5.5. El material se incubé
durante 24 hrs a 25 OC con agitacion constante, se centrifugd a 12 000 rpm durante 10
min y se recolectod el sobrenadante. Este sobrenadante se proceso para ser analizado en
geles de poliacrilamida-SDS, como a continuacion se describe.

4.10 Precipitacion de proteinas.

Al material solubilizado por agentes quimicos (SDS, triton X-100, urea y JB-
mercaptoetanol) y enzimaticos (celulasa, liticasa y autolisis), tal como se describe en el
apartado 4.9, se le afiadié el doble de su volumen de etanol al 75% (v/v) frio (4°C). Las
muestras se incubaron a esa misma temperatura durante 18 hrs y se centrifugaron a 4700
rpm durante 10 min. El material precipitado se mantuvo a 4 °C hasta realizar la

electroforesis.

4.11 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.
Se utilizd el sistema descrito por Laemmli (1970), el cual se describe a

continuacion.

4.11.1 Tratamiento de las muestras.

A los precipitados obtenidos por el tratamiento con etanol se les agregd 20 ul de
agua desionizada y 20 pl de solucion solubilizadora, en seguida se sumergieron en un
bafio de agua hirviendo durante 5 min.

La solucién solubilizadora contenia: Tris-HC! 0.125M, pH 6.8, SDS 4%, glicerol
20%, B-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol 0.02%.

4.11.2 Condiciones de la electroforesis.

Se utilizaron geles planos discontinuos. El gel separador media 1.5 mm de espesor
¥ 140 mm de ancho; el peine tenia 28 mm de largo y contenia 15 hendiduras de 7 mm de
ancho; el espacio entre las hendiduras era de 4 mm. La electroforésis se realizo a voltaje
constante empleando en el gel concentrador 100 volts y en el gel separador 135 volts. El
tiempo total de corrida fué de 7-8 horas o hasta que la marca de azul de bromofenol
estuviera a 5 mm del extremo inferior de la placa.
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La composicién de las soluciones empleadas fué la siguiente:

1. Solucién patron. Acrilamida 30 gr (30%) y bis-acrilamida 0.8 gr (0.8%). Se
afor6 a 100 ml con agua desionizada.

2. Tampon A. Tris 18.16 gr, SDS 0.4 gr y HCI 1M 24.3 ml. La solucién se ajust6
apH 8.8 y se aforo a 200 ml con agua desionizada.

3. Tampoén B. Tris 3.027 gr, SDS 0.2 gr y HCI 1M 22.1ml, la solucién se ajustd a
pH de 6.8 y se aford a 100 ml con agua desionizada.

4. Persulfato de amonio 10 mg/ml. Se pesaron 10 mg de persulfato de amonio y

* se disolvieron en 1 ml de agua desionizada. Esta solucién se preparé en el momento de

usarse.

5. Regulador de corrida Tris 0.025 M, SDS 0.1% y glicina 0.192 M. Se pesaron
Tris 6.04 gr, SDS 0.2 gr y glicina 28.8 gr. Se ajust6 el pH a 8.3 con HCl IM y se afor6 a
2 It con agua desionizada.

Preparacion del gel separador al 12%.

(ml)
Tampén A 14.100
Solucidén patron 11.280
Persulfato de amonio 0.710
Temed 0.056
Agua desionizada 2.050
28.200

La concentracion final de los reactivos fué Tris-HC1 0.375M, SDS 0.1%, Temed
0.2% y de persulfato de amonio 0.025%. La solucion se desgasificé al vacio antes de
aplicarse a la camara de electroforesis.

Preparacion del gel concentrador al 6%.

(mi)

Tampon B 5.00
Solucion patron 2.00
Persulfato de amonio 0.25
Temed 0.02
Agua desionizada _2.73
10.00

La concentracién final de los reactivos fué Tris-HCI 0.125M, SDS 0.1%, Temed
0.2% y de persulfato de amonio 0.025%.
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Los geles se prepararon en placas de vidrio de 155 mm de largo x 180 mm de
ancho empleando un equipo de electroforesis en placa vertical Bio-Rad modelo Protean
18

Las proteinas de peso molecular conocido utilizadas como estandares fueron las
siguientes: fosforilasa B de 106 kDa, albumina de 80 kDa, ovoalbumina de 49.5 kDa,
anhidrasa carbonica de 32.5 kDa, tripsina de 27.5 kDa y lisozima de 18.5 kDa. Al graficar
el logaritmo del peso molecular contra la migracion (Rf) de cada proteina marcadora
obtuvimos, por el método de minimos cuadrados, una curva cuyo coeficiente de
correlacion con la recta fué de 0.991 (£0.001), correspondiente a 4 experimentos
independientes.

4.12 Tincién de geles de poliacrilamida-SDS con nitrato de plata.

Se utilizé la técnica descrita por Wayne y col. (1981), la cual se describe a
continuacion.

a) Se sumergid el gel en metanol al 50% (v/v) al menos durante 1 hr y se enjuago
tres veces con agua desionizada durante 5 min antes de su tincion.

b) La solucién para tefiir (solucion C) se prepard disolviendo separadamente 1.2
gr de nitrato de plata en 6 ml de agua desiomzada (solucion A), y mezclando por otro
lado 42 ml de NaOH al 0.36% y 2.8 mi de hidroxido de amonio (solucidén B), se adiciono
gota a gota la solucion A en la solucion B con agitacion constante y se compileto el
volumen a 200 ml con agua desionizada (solucion C) para ser utilizada en los 5 min
siguientes.

c) El gel se sumergio en la solucion C durante 15 min con agitacion constante, y
posteriormente se lavo con agua desionizada al menos tres veces durante 5 min,
manteméndolo en agitacion.

d) La solucion reveladora se preparé mezclando 2.5 ml de una solucion de acido
citrico al 1% con 0.25 ml de formaldehido y aforando a 500 ml con agua desionizada. La
solucion reveladora se utilizo recién preparada.

¢) Para revelar las bandas de proteina, se sumergio el gel en la solucion reveladora
hasta Ia aparicion de las bandas, lo cual lleva de 10-15 min.

f) Finalmente, el gel se lavo con agua desionizada y se sumergio en metanol al
50% (v/v) para detener el desarrollo de color. El gel se conservé en agua desionizada y
en bolsas de plastico con cierre hermeético.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas de los cuitivos en suspension.

En este estudio se emplearon cultivos en suspension de chile serrano Tampiquefio
(ST) como testigo y una linea celular resistente a 15% de PEG denominada T7. Esta linea
celular se obtuvo después de plaquear células de chile serrano Tampiquefio, en medios
con soporte de poliuretano conteniendo 15% de PEG; después de mas de un afio de
seleccion se lograron obtener colonias de buen crecimiento entre las que destaco la
denominada T7. Esta colonia se transfirié a medio liquido con 15% de PEG para obtener
suspensiones celulares (Santos-Diaz, 1992). En la figura 1 se muestra el aspecto de las
células sensibles ST y la linea T7. Las células ST son suspensiones homogéneas, mientras
que las células T7 tienden a formar agregados, que sedimentan rapidamente. La
aglomeracion celular presente en la linea T7 se podria interpretar como un mecanismo de
cooperacion celular, en respuesta al estrés hidrico.

Por otro lado, la observacion microscopica de los cultivos celulares mostrd
diferencias morfologicas notables; el cuitivo ST se caracterizé por presentar células con
morfologias muy variadas entre las que se destacaban células alargadas (Figura 2a); en
tanto que la linea T7 presentd células redondas irregulares con aspecto rugoso (Figura
2b). Estas diferencias podrian deberse a modificaciones bioquimicas como resultado de
los mecanismos de adaptacion de las células al déficit hidrico.

5.2 Crecimiento celular.

Con el fin de evaluar el crecimiento celular de los cultivos ST en funcion del
tiempo, 10 ml de suspensiones celulares (por triplicado) se centrifugaron en tubos
conicos a 4700 rpm para determinar el volumen del paquete celular. Esta operacion se
realizéd durante 20 dias, tomando alicuotas de 10 ml cada 4 dias.

El crecimiento célular de los cultivos sensibles ST y la linea resistente a 15% de
PEG (T7) fué diferente. Las células ST crecieron mas rapidamente que las células de la
linea T7, ya que los cultivos de las céhulas no seleccionadas duplicaron su volumen en
aproximadamente 15 dias, en tanto que las células de la linea T7 requerian mas de 30 dias
por lo que no fué posible realizar la curva de crecimiento de esta linea celular. No es
posible determinar si este fenomeno se debe a un crecimiento mas lento de la linea T7 o
bien a un fenémeno de agregacion que provoca la formacion de grumos celulares.
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Figura 1. Cultivos en suspension de células mo seleccionadas de chile serrano
Tampiqueiio y de la linea T7 resistente a 15% de PEG.

24



de PEG.

y (B) linea T7 en 15%

das

ca de cultivos en suspension de chile serrano

-

Figura 2. Observacién microscépi
Tampiqueiio. (A) células no selecciona

25



Los resultados obtenidos de la curva de crecimiento de los cultivos ST se
muestran en la Figura 3. Los cultivos no presentaron fase lag, sino que entraron
directamente a la fase de crecimiento lineal hasta el octavo dia, seguida de una fase de
crecimiento exponencial (129 al 16© dia). Las células alcanzaron Ia fase de crecimiento
estacionario al 169 dia, periodo en que el volumen de paquete celular aumenté casi 3
veces.

El porcentaje de viabilidad celular de los cultivos, se determindé usando una
alicuota de diacetato de fluoresceina. Esta molécula penetra a las células vivas y una vez
en el interior, las esterasas celulares rompen la molécula dejando libre la fluoresceina que
se observa con luz ultravioleta. Los resuitados demostraron que las células no
selecctonadas presentaron 90% de viablidad, mientras que en la linea T7 se observé un
80% de viabilidad. La menor captacion de fluoresceina por la linea T7 puede deberse a la
viscosidad del medio causado por el PEG o bien al estado de agregacion celular.

5.3 Solubilizacién proteica y andlisis electroforético.

Las células vegetales estan rodeadas por la pared celular. En la actualidad se
conoce que la composicion quimica de la pared celular contiene celulosa como
componente estructural, y como material cementante un grupo complejo de proteinas. Sin
embargo se conoce muy poco sobre las funciones biologicas y las interacciones
moleculares de los componentes de la pared.

El interés por analizar la composicion quimica de la pared en los cultivos ST y en
la linea T7 es determinar si cambios en los componentes estructurales estan relacionados
con los mecanismos de adaptacion al déficit de agua. Por lo tanto en este trabajo se
analiz6 la composicion proteica de la pared celular. Ya que este organelo es el primero
que esta en contacto con el medio ambiente, es probable que en esta estructura residan
alguno(s) de los sistemas que le permitan a la célula traducir los estimulos externos en
respuestas bioquimicas. Trabajos previos sobre la caracterizacion de las proteinas de la
pared celular indican que esta estructura participa en los mecanismos de respuesta. Por
cjemplo en plantas de frijol sometidas a déficit hidrico, se demostré la existencia de dos
especies proteicas glicosiladas con pesos moleculares de 36 y 33 kDa (Garcia y cols
1994),
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Figura 3. Curva de crecimiento de cultivos en suspensién de chile serrano
Tampiqueiio. Se utilizaron cultivos con una densidad de aproximadamente 5 mg de
peso seco por ml. El analisis se realiz6 con alicuotas de 10 m! de cultivo cejular. Las

barras indican + desviacion estandar, D E. (n=6).
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Una aproximacion experimental para entender si la adaptacion de los cultivos en
suspension de la linea T7 involucra cambios cualitativos y/o cuantitativos en las proteinas
asociadas a la estructura de la pared, fué realizar un analisis polipeptidico comparativo
entre las células ST v la linea T7. Primeramente se obtuvieron las paredes celulares de los
cultivos ST y T7 en fase estacionaria por sonicacion (Apartado 4.8). Como se muestra en
la Figura 4, las paredes celulares de los cultivos ST y la linea T7 mustran el mismo
aspecto microscopico, ademas con la metodologia empleada fué posible obtener paredes
celulares totalmente purificadas de residuos citoplamaticos. Se ha descrito en la literatura
que las proteinas presentes en la pared celular, pueden encontrarse unidas por enlaces
débiles de tipo no covalente o unidas a los polimeros estructurales por enlaces covalentes.
Por ello las proteinas se extrajeron con agentes quimicos y enzimaticos (Valentin y cols;
1984; Elorza y cols; 1985; 1989).

5.3.1 Agentes quimicos.

5.3.1.1 Selubilizacién con detergentes.

La estructura de la pared celular de los cultivos ST y T7 probablemente esta
constituida por algunas proteinas asociadas a la estructura de la pared por enlaces de tipo
no covalente. El SDS es un detergente capaz de envolver a las proteinas a manera de
micelas, rompiendo los enlaces de uniéon y promoviendo entonces su extraccion. Las
paredes celulares de la linea T7 y las células sensibles, se trataron con SDS a una
concentracién del 2% incubandolas durante S min a ebullicion. El material solubilizado
con este agente se analizé en geles de poliacrilamida-SDS utilizando 30 y 15 mg de peso
seco de paredes celulares del cultivo ST. En el pnmer caso no se obtuvo una buena
resolucion de bandas dada la alta concentracion de proteinas extraidas (Figura 5a). Sin
embargo fué posible observar la resolucion de 15 bandas con pesos moleculares
comprendidos entre 7 y 52 kDa cuando se emplearon 15 mg de peso seco de paredes
celulares (Figura 5b).

El material solubilizado de la pared celular de la linea T7 (15 mg de peso seco de
pared celular), presenté el mismo patrén electroforético, pero una mayor intensidad de
las bandas en comparacién con el patrén de los cultivos ST (Figura 5b,c). Las especies
mayoritarias fueron siete proteinas con pesos moleculares de 7.2, 8.8, 10.4, 11.5, 12.3,
14.1 y 19.1 kDa. Estas bandas se observan ain con 5 mg de peso seco de las paredes
celulares de la linea T7 (Figura 5d). Es posible que la expresion de estos polipéptidos
esté relacionada con el grado de tolerancia al PEG en la linea T7.
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El analisis de las paredes celulares de los cultivos ST solubilizadas con Triton X-
100, (30 mg de pared celular), mostré el mismo patrén de bandas que el obtenido con
SDS al 2%, pero la intensidad de las mismas fu€ menor.
Las paredes celulares de la linea T7 tratadas con Triton X-100 revelaron la presencia de
solo tres bandas bien definidas (Figura 5Bb). Estas diferencias probablemente reflejen
una menor capacidad de extraccién del Triton X-100, en comparacion con el SDS.

5.3.1.2 Solubilizacion con urea.

La Urea es una molécula que tiene la capacidad de romper los enlaces no
covalentes a los que estan unidas las proteinas. Para determinar el efecto de la urea las
paredes celulares de los cultivos ST y T7, se incubaron durante 1 hr a temperatura
ambiente con 1 ml de urea 6M. Este tratamiento permitié identificar en los geles, siete
bandas con pesos moleculares entre 8 y 34 kDa. El patron electroforético fué muy similar
al obtenido por SDS. Se observaron solo diferencias cuantitativas entre los cultivos ST y
T7 siendo tres especies de peso molecular de 8.8, 10.4 y 14.1 kDa las mayoritarias. Estas
bandas se observaron con 20 mg de peso seco de pared celular del cuitivo T7 (Figura 6).

5.3.1.3 Solubilizaciéon con B-mercaptoetanol

El B-mercaptoetanol, es un agente reductor que tiene la capacidad de romper los
enlaces disulfuro de la cistina permitiendo que se liberen las proteinas asociadas a la
pared celular por interacciones no covalentes. 30 mg de peso seco de paredes celulares
de los cultivos ST y T7 se trataron con f3-mercaptoetanol al 10% a 309C durante 30 min.
El material solubilizado fué procesado como se describe en el apartado 3.10 y analizado
en geles de poliacrilamida-SDS al 12%. El analisis electroforético revel$ el mismo patréon
polipeptidico entre los dos cultivos; las bandas principales poseen un peso molecular
entre 8 y 34 kDa de los cuales la banda con peso molecular de 8.8 kDa es la que se
presenta con mayor intensidad en la linea T7 (Figura 7).
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Figura 5. Patrén electroforético de las proteinas de la pared celular solubilizadas
por la accién de detergentes en geles de poliacrilamida-SDS . (A) Paredes celulares
tratadas con SDS al 2%, (a) 30 mg y (b) 15 mg de peso seco de paredes de cultivos
sensibles; (c) 15 mg y (d) 5 mg de peso seco de paredes celulares de la linea T7. (B)
Paredes celulares tratadas con Triton X-100, (a) y (b) 30 mg de peso seco de paredes
celulares de cultivos sensibles y de la linea T7. Los numeros indican la migracion de los
marcadores de peso molecular conocido. Los geles se tifieron con nitrato de plata.

31



Figura 6. Patron electroforético de proteinas de 1a pared celular extraidas con urea.
(a) 30 mg de peso seco de paredes celulares de los cultivos no seleccionados y (b) 20 mg
de paredes celulares de los cultivos resistentes a 15% de PEG, fueron tratados con 1 mi
de urea 6M. Las proteinas extraidas fueron analizadas en geles de poliacrilamida-SDS al
12% y tefiidos con nitrato de plata. A la derecha se indica la migracion de los marcadores
de peso molecular conocido.
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Figura 7. Patron electroforético de las proteinas de la pared celular extraidas con
B-mercaptoetanol. (a) 30 mg de peso seco de paredes celulares de los cultivos no
seleccionados y (b) 30 mg de paredes celulares de los cultivos resistentes a 15% de PEG,
fueron tratados con 1 ml de B-mercaptoetanol al 10%. Las proteinas solubilizadas se
analizaron en geles de poliacrilamida-SDS y se tifieron con nitrato de plata. A la derecha
se indica la migracion de los marcadores de peso molecular conocido.
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5.3.2 Digestion enzimatica.

La pared celular es una organela muy compleja compuesta por celulosa, glucanos
y probablemente otros polimeros complejos. Para conocer las especies proteicas que se
encuentran unidas por enlaces covalentes a la celulosa y/o al glucano se utilizaron
enzimas comerciales como celulasa y liticasa, de Trichoderma viride y de Arthrobacter
luteus respectivamente.

5.3.2.1 Celulasa.

La celulosa es un homopolimero lineal constituido por glucosas unidas por
enlaces 3,14 que puede ser hidrolizado por la celulasa.

Con el objetivo de conocer si la estructura de la pared celular incluye la
asociacion covalente de proteinas a la celulosa, las paredes celulares se incubaron con
una solucion de celulasa (2mg/ml) a pH de 5.5 y a 37°C durante 2.5 hrs, posteriormente
se centrifugaron a 12 000 rpm y el material extraido se analiz6 en geles de
poliacrilamida-SDS. Para poder eliminar aquellas bandas pertenecientes a la preparacion
enzimatica comercial de celulasa, se corrié paralelamente un testigo (Figura 8a).

El patrén electroforético revelo la aparicion de 3 bandas con pesos moleculares
entre 11 y 20 kDa presentes tanto en la pared celular de los cultivos ST, como en la linea
T7. La diferencia entre ellos se basé principalmente en la expresion de una proteina de 10
kDa presente inicamente en la pared celular de la linea T7 (Figura 8c).

5.3.2.2 Liticasa.
Se ha descrito que la pared celular dentro de su compleja estructura contiene

glucanos, los cuales son polimeros de glucosa unidos por enlaces (3,1-3. Para conocer si
algunas proteinas estan asociadas a esta estructura se trataron 30 mg de paredes celulares
con una solucion de liticasa (2mg/ml). Esta enzima presenta su maxima actividad a un pH
de 7.5 y a una temperatura de 25°C. Las paredes celulares de los cultivos ST y la linea
T7 (30 mg) se incubaron en estas condiciones por 2.5 hrs. Con el fin de eliminar las
bandas pertenecientes a la preparacién enzimatica comercial de liticasa, se corrié un
testigo de la enzima (Figura 9a) tratado exactamente igual que las muestras.

El analisis electroforético del material proteico liberado reveld diferencias
cualitativas (Figura 9). En las paredes celulares de los cultivos ST se presentaron 9
bandas polipeptidicas con pesos moleculares comprendidos entre 8 y 48 kDa (Figura 9b)
mientras que en los cultivos T7 aparecieron solo 4 bandas; la banda de 10 kDa parece ser
especifica de los cultivos resistentes a PEG. Los resultados sugieren que esta proteina de
10 kDa podria estar involucrada en los mecanismo de adaptacion de la célula al PEG. De
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acuerdo a los resultados, esta especie podria estar interactuando de manera covalente
con la celulosa, y con el glucano B,1-3. Otra observacion es la ausencia de algunas
proteinas en la linea T7 en relacion al cultivo ST (Figura 9a y 9b). Esto sugiere que
existen proteinas asociadas al ghucano $,1-3 en la pared celular de los cultivos ST que
disminuyen su expresion al estar en contacto con el estrés hidrico.

5.3.2.3 Autélisis.

Otra estrategia para analizar las proteinas asociadas a los polimeros de la pared
celular se basd en el proceso de autolisis. A fin de favorecer la autodigestion de las
proteinas de la pared celular por las enzimas presentes en esta estructura, 30 mg de las
paredes celulares se incubaron en una solucion amortiguadora de acetatos durante 24
hrs.

El analisis electroforético revelé algunas diferencias cualitativas; en los cultivos
ST se observaron catorce bandas polipeptidicas con pesos moleculares entre 8 y 56 kDa,
mientras que en la linea T7 se presentaron doce bandas, tres de las cuales (34.3, 10y 8.6
kDa) se asocian especificamente a la estructura de la pared celular de esta linea (Figura
10). Los resultados mostraron que existe una disminucion en la expresion de algunas
especies proteicas en condiciones de estrés, ademas de la participacion de otras
actividades hidroliticas distintas a las de celulasa y B(1-3)glucanasa.

De los resuitados descritos previamente a lo largo de este trabajo, podemos
concluir que existen diferencias cualitativas y cuantitativas en las proteinas asociadas a la
pared celular de los cultivos resistentes con respecto a los sensibles a PEG.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado previamente por otros autores, en
estos trabajos se describe la existencia de proteinas nuevas asociadas especificamente a
aquellas plantas sometidas a estrés. Sin embargo, no es posible hacer una comparacion
directa de los patrones aqui obtenidos con los reportados por otros autores, debido a que
en estos trabajos el material biologico, 1a fraccidn subcelular analizada y las técnicas de
purificacion empleadas fueron distintas. Bozarth y cols (1987), reportaron que en plantas
de soya sometidas a déficit hidrico se expresan dos proteinas en la pared celular con
pesos moleculares de 28 y 70 kDa, los autores sugieren que estas especies proteicas
podrian estar involucradas los procesos de maduraciéon y crecimiento de la planta.
Resultados similares se han descrito en plantas de frijol sometidas a déficit hidrico
(Garcia y cols, 1994); en este trabjo se describié la existencia de dos proteinas
glicosiladas con pesos moleculares de 33 y 36 kDa, que probablemente estan
relacionadas con el proceso de adaptacién a la sequia. Por otro lado Perez-Molphe y
cols, (1991) empleando diferentes variedades de plantulas de arroz, resistentes a la
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sequia detectaron, por métodos de electroforesis bidimensional, cambios en la expresion
y represion de algunas especies proteicas.

El efecto de la sequia en la sintesis de proteinas constituye una primera
aproximacién hacia el entendimiento de los mecanismos de respuesta de la planta a nivel
molecular, para luego tratar de integrar esta informacion y conocer el mecanismo global
de respuesta. Una intensa investigacion es necesaria para determinar la participacion de
las proteinas en el mecanismo de tolerancia al déficit de agua.
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Figura 8. Patrén electroforético de las proteinas de la pared celular extraidas con

Celulasa. (a) testigo. (b) 30 mg de paredes celulares de los cultivos no seleccionados y
(c) 30 mg de paredes celulares de los cultivos resistentes a 15% de PEG, fueron tratadas
con 1 ml de soluciéon de celulasa (2 mg/ml). Las proteinas extraidas fueron analizadas en
geles de poliacrilamida-SDS al 12% y tefiidas con nitrato de plata. A la derecha se indica
la migracion de los marcadores de peso molecular conocido. La flecha sefiala la proteina

especifica de 1a linea T7.
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Figura 9. Patrén electroforético de las proteinas extraidas de la pared celular con
liticasa. (a) testigo. (b) 30 mg de peso seco de paredes celulares de los cultivos no
seleccionados y (¢) 30 mg de paredes celulares de los cultivos resistentes a 15% de PEG,
fueron tratadas con 1 mi de solucion de 2 mg/ml de liticasa. Las proteinas extraidas
fueron analizadas en geles de poliacrilamida-SDS al 12% y tefiidas con nitrato de plata.
A la derecha se indica la migracion de los marcadores de peso molecular conocido. La
flecha sefiala la proteina especifica de la linea T7.
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Figura 10. Patron electroforético de las proteinas de la pared celular extraidas por
Autolisis. (a) 30 mg de peso seco de paredes celulares obtenidas de los cultivos no
seleccionados y (b) 30 mg de paredes celulares de los cultivos resistentes a 15% de PEG,
fueron sometidas a condiciones que favorecen su autodigestion. Las proteinas extraidas
fueron analizadas en geles de poliacrilamida-SDS al 12% vy tefiidas con nitrato de plata.
A la derecha se indica la migracion de los marcadores de peso molecular conocido. Las
flechas sefialan las proteinas especificas de la linea T7.
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VI. CONCLUSIONES

1. El andlisis electroforético de las proteinas unidas de manera mo covalente a la
estructura de la pared celular mostr6 diferencias cuantitativas pero no cualitativas. Estos
datos indican que hay una sobreexpresion de proteinas en la linea T7 en relacion a las
células no seleccionadas debido probablemente a un mecanismo de respuesta de las
células al déficit de agua.

2. E1 SDS al 2% fué el agente quimico con mayor poder de extraccion.

3. El anilisis electroforético de las proteinas unidas de manera covalente (tratamientos
con celulosa y liticasa) a la pared celular, mostro diferencias cualitativas. En la linea T7 se
encontré un polipéptido de 10 kDa que no est presente en los cultivos ST.

4. El anilisis electroforético de las proteinas obtenidas por autélisis de la linea T7, mostrd
la existencia de tres polipéptidos con pesos molecular es de 34.3, 10 y 8.6 kDa, que no
estan presentes en los cultivos ST. .

5. La digestion enzimatica de las paredes celulares de la linea T7 mostrd la disminucion
de algunos polipéptidos en relacion a los cultivos ST.
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PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

La identificacion de proteinas especificas sintetizadas de novo e inducidas por la
exposicion de las células en condiciones de estrés, representan un modelo muy 4til para
entender los mecanismos de respuesta de las plantas.

El analisis proteico comparativo de la pared celular de la linea tolerante al déficit
hidrico con respecto a la sensible revelo que existen diferencias cualitativas y cuantitativas
en el patron electroforético.

Uno de los resultados mas relevantes, fué la aparicion de tres polipéptidos
expresados especificamente de novo en la linea resistente a la sequia, destacandose la
presencia de una proteina mayoritaria de 10 kDa solubilizada de la pared celular por la
accion hidrolitica de liticasa y celulasa. Una estrategia importante para determinar si la
expresion de la proteina de 10 kDa esta relacionada especificamente con la resistencia al
déficit de agua, seria el transferir las células de la linea T7 a medio MS sin PEG;
esperando con este procedimiento la ausencia de esta especie en la pared celular y su
presencia en esta estructura al desafiarias nuevamente con PEG.

La asociacion especifica de la proteina de 10 kDa a la pared celular de la linea T7,
resistente a concentraciones de 15% de PEG, podria confirmarse al analizar el patron
electroforético de la pared celular de la linea T6, esta linea presenta la caracteristica de
crecer aun a concentraciones de un 25% de PEG.

Por otro lado, la obtencion de anticuerpos especificos dirigidos contra la proteina
de 10 kDa representan una herramienta util para conocer la localizacidén subcelular de la
proteina, ademis de permitir la identificacion de esta especie en la pared celular de
cultivos de chile sometidos a otro tipo de estrés tal como la salimdad, o bien, en plantas
adaptadas de manera natural a ambientes secos. La metodologia que nos permitiria llevar
a cabo lo anterior consiste en la inmunotransferencia de las proteinas solubilizadas de la
pared celular a soportes de nitrocelulosa y su inmunoreaccidon con el anticuerpo anti-p10.

La identificacion, aislamiento y caracterizacion de proteinas asociadas
especificamente a la pared celular de células resistentes a la sequia, podrian dar
informacién sobre una parte del complejo mecanismo global de resistencia que presentan
las plantas en respuesta al estrés osmotico.
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