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RESUMEN

Gravitropismo es el proceso por e! cual las plantas gufan su crecimiento en
funcién de la gravedad. En las raices las células centrales de la caliptra
{células de la Columella) son las responsables de sentir la gravedad debido
a la sedimentacion de amiloplastos densos que se encuentran en estos tipos
celulares. En este frabajo, se estudiaron los posibles factores que estarian

participando en éste proceso, tales como el ién Ca*? Y miosinas.

Farmacoldgicamente mostramos que thapsigargina (Thpg), un inhibidor
especifico de las bombas de Ca* tipo SERCA, altera la respuesta
gravitropica inhibiendo la curvatura de la rafiz sin alterar el crecimiento de
éstas. Por el contrario, el acido ciclopiazénico (ACP), otro inhibidor
especifico de bombas de Ca* tipo SERCA, no afecta la curvatura de la raiz.
Ademas, mostramos resultados preliminares que sugieren que Thpg altera la
sedimentacién de los amioplastos de las células de la Columella. Para
corroborar e:‘stos resultados, construimos plantas transgénicas que acumulan

la proteina fluorescente roja y amarilla en los plastidios.

Ademas, estudiamos la participacién de las miosinas en el gravitropismo,

para lo cual utilizamos un inhibidor de la actividad ATPasica de las miosinas,




BDM, el que produjo una alteracion tanto de la curvatura de Ia raiz como del
crecimiento, sugiriendo que este compuesto ejerce un efecto inespecifico

sobre {a planta.

Ademas, utilizando por primera vez en plantas Thpg unido al fluoréforo
BODIPY (BThpg), vimos que este compuesio se une a los tejidos
responsables de la respuesta gravitrépica como la caliptra de la raiz y la
zona de elongacion distal, ésta Gltima, responsable de generar la curvatura

de la raiz en el sentido del campo gravitatorio.




ABSTRACT

1

Gravitropism is a process in which plant growth is guided by éravity. The
central cells within the root cap are responsible to sense gra\:rity because
these cells have dense amyloplasts. This work presents an’ analysis of
possible factors that participate in gravitropism, such as Ca®* and!myosins.
|

Pharmacologically, we show that thapsigargin (Thpg), a specific éERCA Ca®*
pump inhibitor, alters the gravitropic response by inhibiting root curvature
without altering root growth. However, cyclopiazonic acid (ACP), another
Ca® pump inhibitor, does not affect gravitropic root curvature. Additionally,
we present prelimary results that show that Thpg alters }amyloplast
sedimentation within the root cap. Transgenic plants which hafve red and
yellow fluorescent proteins within the plastids were constructed such that the
effects of Thpg on amyloplast sedimentation can be coroboréted in the
future.

In addition, we studied the participation of myosin in gravitropisrrf;. For this
objective, we used BDM, a myosin ATPse activity inhibitor. BDM c—illtered root

gravitropic curvature and growth. This suggests that BDM has a non specific

effect on the plant.

M
t




Finally, we used for the first time in plants, Thpg conjugated to the
fluorophore BODIPY (BThpg). BThpg marks the tissues that are responsible

}
for gravitropic response, such as the root cap and the distal elongation zone.




1 INTRODUCCION

1
1

Las plantas a diferencia de los organismos animales, que tienen la capacidad de
3

escapar de las condiciones hostiles, no pueden moverse para evitar situaciones
medioambientales adversas. Por Io tanto, en estos organismos, I:els adaptaciones
y respuestas fisiolégicas que han desarrollado para hacer frente a condiciones
hostiles cobran gran importancia y son esenciales para su sobr;evida. Frente a
condiciones adversas del medio circundante como temperétura extremas,
sequedad, ataque de pat6genos o viento, entre ofras, las céiulas vegetales han
desarrollado diversos mecanismos moleculares que les permiten tanto sensar
estas agresiones como amplificar las sefiales Y provocar o Induci:r una respuesta
para evadir o aminorar las consecuencias negativas, gque dichas condiciones
ambientales podrian generaries.

i

1

Es conocido que las plantas han desarrollado mecanismos como ios tropismos o
“movimientos”, que les permiten aprovechar ciertos estimulos me;jioambientales
en funcidn de su bienestar. El fototropismo, que es el movimiento de las plantas

1

en respuesta a la luz, les permite redirigir su crecimiento frenté a carencia o
i

exceso de este estimulo. La gravedad, es otro factor que modela y dirige el

crecimiento y desarrollo de las plantas. Dicho tropismo es conocide como

gravipercepcién o gravitropismo y permite a [os organismos vegetales

i




3

aprovechar la fuerza gravitacional para guiar el crecimiento de sus raices y
organos aéreos. El gravitropismo positivo que poseen ias raides, les permiten
introducirse en el suelo y acceder a las fuentes de agua y minerales disponibles
en él. En el caso de los 6rganos aéreos, en especial el tallo, 'l gravitropismo
negativo que poseen les permiten mantenerse erguidos y '‘en una buena
ubicacion para el intercambio gaseoso Y para realizar la fotosintesis.

Las plantas poseen diferentes mecanismos moleculares qu::a les permiten
transducir las sefiales ambientales y provocar sintesis de:; las proteinas
necesarias para llevar a cabo estos tropismos. En ambos tipos éﬂe mecanismos
mencionados anteriormente, se han observado gue se generan jpuIsos de Ca*
al sensar tanto Ia luz como ia gravedad (Tlalka y Fricker 1999, Plieth y Trewavas
2002). Por otro lado, es conocido que Ca™ participa activamente en otras
respuesta de la planta a estimulos del medioambiente como tacto?, temperatura y

nodulacion de raices, entre otras (Haley y cols. 1995, Sanders y c}ols. 1999, Sato

y cols. 2001).

A continuacién se explicara en mayor detalle la participacion d:e Ca* en la

respuesta gravitropica, y se ahondara mas en los detalles molec"ulares de este

fropismo donde veremos que atin existen grandes incégnitas y controversia

respecto de cémo se genera y cuéles son los érganos que participan en esta
i

generacion a nivel de percepcién y transduccién.




1.1 Participacion de calcio en la regulacion de mecanismos fisiologicos y
moleculares en la célula

El calcio en las células vegetales, al igual que en las celulas animales, juega un
rol fundamental como mensajero secundario en las cascadas? de sefiales de
transduccién de muchos procesos celulares. Es conocido que los niveles de
Ca*? citosdlico participan activamente frente a algunas respuestas
medioambientales como la luz, la humedad, nodulacién y gravec:iad (Sack 1991,
Haley y cols. 1995, Belyvskaya 1996, Sanders y cols. 1999, ;rlalka y Fricker
1999, Sato y cols. 2001, Plieth y Trewavas 2002). Ademss, e:n algas el Ca*™
modula la corriente citoplasmatica (Williamson y Ashley 1982, Takagi y Nagai
1986) y en algas y plantas superiores reguia la actividad de ciertas proteinas
motoras como miosinas (Yokota y cols. 1999a, Yokota y cols. 1999b).

Se sabe que en células animales existen canales de Ca*2 ubicados tanto en la
membrana plasmatica como en organelos (reticulo endoplasmétii:o, Golgi, etc.),
que median la entrada de Ca™ al citosol, asi como bombas de Ca"? encargadas
de reestablecer los niveles basales de Ca™ (aprox. 107 M), concentracién critica

Y necesaria para el normal funcionamiento celular (Sanders y cols! 1999).
t
i

I
En animales, las bombas de Ca*® son ATPasas tipo P, ya que poseen un estado

fosforilado que media su actividad Y poseen una topologia de membrana
conservada (10 segmentos transmembrana). Estags ATPasas se han clasificado

en dos grupos, Ca™ ATPasas tipo PMCA y tipo SERCA. Las primeras, se
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i
ubican en membrana plasmatica y su actividad es modulada por calmodulina.

Las segundas, se ubican en el reticulo sarco y endoplasmatico y son sensibles
especificamente a los inhibidores acido ciclopiazénico (ACP) y a thapsigargina

J

(Thpg) (Evans y Williams 1998). '

En plantas se han caracterizado bombas de Ca*® ubicadas tanto en membrana

plasmética y en organelos como reticulo endoplasmatico, nlcleo, vacuola,

plastidios y Golgi (Figura 1), sin embargo, su clasificacién Y su participacién a
1

nivel de respuestas celulares no es del todo clara (Evans y cols; 1994, Evans y

b

Williams 1998, Geisler y cols. 2000, Sze y cols, 2000).

Para clasificar las bombas de Ca*? de plantas, en un principio se !quiso tomar jos
mismo criterios de evaluacién que en animales, pero se descubrié que las
bombas de Ca* de plantas de una misma ubicacion ceIuIal%, por ejemplo,
reticulo endoplasmatico, no eran sensibles a Thpg y, ademas algunas de ellas
tienen regulacion por calmoduling, la cual es una caracteristica de las de tipo
PMCA de animales (Evans y Williams 1 998). Sin embargo, recientemente
Ordenes y cols (2002) han publicado la caracterizacién de una Ca*? ATPasa de
arveja (Pisum sativum) ubicada en el aparato de Golgi, que es inhjbible tanto por
ACP como por Thpg. Por ofro lado, trabajos no publicado[s de Anthony

Trewavas han mostrado que existe actividad de bombas de Ca™ localizada en

reticulo endoplasmético y en nticleo que son sensibles a Thpg.




Figura 1. Esquema de los factores que regulan la homeostasis de Ca* en plantas y su
ubicacién subcelular. En cajas blancas, canales de ca™, responsables de la entrada de ién
Ca" al citoplasma. En cajas rojas, bombas de Ca*2 En cajas verdes, antitransportador H*/Ca*2
Estos dos litimos participan en limpiar el i6n Ca*? del citoplasma.

Estudios farmacoldgicos, han implicado a bombas de Ca™ en procesos
fisiolégicos tales como movimiento de cloroplastos frente a estimulos luminosos
en Lemna trisulca (planta acuética) donde se ha observado que el movimiento
de cloroplastos frente a estimulos de luz azul es inhibido por Thpg (Tlaka y
Fricker 1999) y en Lepidum sativum (berro) donde se vid inhibicion de la
respuesta gravitropica usando ACP (Sievers y Busch 1992). En plantas es poco
clara la participacion de bombas de Ca*? en respuestas fisioldgicas como las
antes mencionadas, pero se cree que estas modularian la amplitud de las

sefiales de Ca*? generadas como respuesta a un determinado estimulo, por




apertura de ciertos canales de Ca™, produciendo que los pulsos de Ca*? sean
localizados y especificos para cada respuesta (Sze y cols. 2000):

1.2 Gravipercepcién y respuesta gravitrépica.

Un proceso fisioldgico esencial para la planta es la respuesta gravitropica, la que
es generada por la capacidad de la planta de sensar la gravedlad y redirigir su
crecimiento segln esta fuerza. Este proceso le permite a la planta posicionar
sus organos aéreos (hojas, tallos e inflorescencias) para realizar una eficiente

fotosintesis e intercambio de gases, y en el caso de las raices, permite una

buena obtencion de agua y nutrientes.

Mucho se ha debatido y estudiado acerca de ios organos responsables de
sensar la gravedad en las raices; dénde se encuentran y cuales son los tipos
celulares capaces de percibir la gravedad (estatocitos), y finalmente cudles son
los receptores y amplificadores de la sefial praducida por los sensores (Sack
1991). Clasicamente, se ha atribuido a las células centrales de lla caliptra de la
raiz (Columella), el rol de estatocitos, debido a su particular polari:dad, que ubica
al nucleo en la zona apical y a los amiloplastos en la zona basal, Otros organelos
como reticulo endoplasmatico, se encuentran polarizadamente ubicados en ia
periferia, muy cerca de la pared celular. Por ofra parte, a Iozs amiloplastos
presentes en este tipo celular se les ha atribuido Ia funcién de lsensores de la

gravedad, debido principalmente, a que estos son capaces de sedimentar por su

peso frente a un estimulo gravitatorio. Son especialmente densos y constituyen
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la Gnica estructura en este tipo celular con la capacidad de movérse y reubicarse
frente a un estimulo gravitacional. Sin embargo, estudiosl mas recientes,
utilizando mutantes en almacenamiento de almidén y en desarrollo de
amiloplastos, han mostrado que plantas con amiloplastos con menor contenido
de almidén, son capaces de responder a ia gravedad, aunque en forma mas
lenta (Moore 1989, Kiss y cols. 1996, MacCleery y Kiss 1999). Estas evidencias

han permitido postular que los plastidios son los encargados de sensar la

gravedad, independiente de su densidad (Sack 1997).

{
Respecto de los receptores de la sefial fisica generada por el sensor de
gravedad, se cree que seria el reticulo endoplasmatico ubicado por debajo de
los amiloplastos, que al ser aplastado por estos en la sedimentacién generada
por un estimulo gravitatorio, produciria sefiales como aperturalde canales de
Ca*?, generando una cascada de sefiales de transduccién qué provocaria la

respuesta gravitropica (Zheng y Staehelin 2001).

1

Por otro lado, se ha descrito, que desde la caliptra se generan flujos
diferenciales de Ca*? y auxinas hacia la zona de elongacion dist;ll y elongacién
central, los que serian responsables indistintamente de la curva;cura de la raiz,
provocada por un crecimiento y elongacidon celular diferenciad% (Sack 1991,

Bennett y cols. 1996, Chen y cols. 1999) :




Poco se conoce acerca de las sefiales de transduccion que se generan a partir
de la sedimentacién de estatolitos y de los flujos diferenciales de Ca*y auxinas,
pero se cree que en la zona de la sedimentacién se generaria una cascada de
sefiales de transduccién donde participarfan activamente el citoesqueleto y los
cambios en los niveles de Ca™ citosélico (Sievers y Busch 1992, Belyavskaya

1996, Chen y cols. 1999, Volkmann y cols. 1999, Plieth y Trewavas. 2002).

En algas como Chara australis, Nitella flexilis y Vallisneria gigantea, se ha
demostrado que el citoesqueleto de actina y su proteina m‘otora asociada,
miosina, son las responsables de producir la corriente citoplasmaética ademas del
movimiento de vesiculas y organelos como Golgi, reticulo endoplasmatico y
cloropiastos (Liebe y Menzel 1995, Yamamoto y cols. 1998), Dicha corriente
citoplasmatica es controlada por niveles de Ca™ intracelular y esto puede
deberse a que las actividades de algunas miosinas estdn reguladas por Ca*
(Williamson y Ashley 1982, Takagi y Nagai 1986, Yokota y cols. 1999a, Yokota y
cois. 1999b). A partir de esta evidencia se ha pensado que el complejo actina-
miosina, podria ser también el responsable del movimiento vesicular y de
organelos dentro de las células vegetales en plantas superiores donde se ha
demostrado que vesiculas de Golgi, peroxisomas y reticulo endoplasmatico se
mueven a traves de citoesqueleto de actina utilizando a las miosinas como motor
molecular (Liebe y Quader 1994, Nebenfiihr y cols. 1999, Mathur y cols. 2002).
Por ofro lado, se ha mostrado experimentalmente gue existe interaccién fisica

entre cloroplastos y el citoesqueleto de actina tanto in vivo como in vitro




(Kandasamy y Megher 1999, Bruno y cols. 2002), apoyando la hipétesis de que
el movimiento de los cloroplastos en células vegetales es kdebido a esia
interaccién. Por esta razon, se ha extrapolado, que la actina paﬂ;ciparfa también
en el movimiento de amiloplastos y su sedimentacién en ]el proceso de
gravipercepcién. Evidencias experimentales de colocalizacion de amiloplastos y
actina en Lentil culinaris y experimentos con compuestos que d:esestabilizan el
citoesqueleto de actina muestran que la integridad de éste es necesaria para

regular la sedimentacién de los amiloplastos en la caliptra de ia re‘Lu'z (Volkmann y

cols. 1999, Driss- Ecole y cols 2000, Collings y cols. 2001, Yoder y cols. 2001).

Estudios en Lepidum sativum (berro) demuestran que la respuesta gravitrapica
puede ser inhibida a altas concentraciones de ACP, evidencia que permite
conjeturar que en este proceso complejo hay bombas de Ca* que juegan un rol
importante. Sin embargo, no se sabe a que nivel estan participando: si regulan
la sedimentacién de amiloplastos en la caliptra de la raiz o actiian a nivel de la
zona de elongacion distal. Por otro lado, se ha demostrado que én ausencia de
gravedad, en las células de la Columella, se produce un aumento del Ca*?

citosdlico lo que genera una pérdida de la polaridad celular y una disminucién en
i

el contenido de almidén y del tamafio de amiloplastos en estas células (Moore y

cols. 1886, Guisinger y Kiss 1999)

A partir de las evidencias mostradas aqui, se visualiza la importancia del estudio

del papel de las bombas de Ca™ y de las miosinas en la gravipercepcién. Esta




investigacién nos permitira sacar conclusiones acerca de: i) el papel de Ca* y
miosinas en la generacién y establecimiento de Ia respuesta gravitropica y ii) en
la sedimentacién de los amiloplastos, determinando si este fendmeno fisico
genera un proceso dinamico. Para investigar estos procesos se utilizard

Arabidopsis thaliana como modelo de estudio.

1.3 Hipdtesis

Postulamos que bombas de Ca** y miosinas estan involucradas en Ia respuesta
a estimulos de gravedad a nivel de la sedimentacion de los amiloplastos en Ia

caliptra de la raiz, en Arabidopsis thaliana.

1.4 Objetivo General

Determinar mediante estudios farmacolégicos la pariicipacién de bombas de
Ca'? y miosinas en la respuesta gravitropica a nivel de la sedimentacion de los

amiloplastos en la caliptra de la raiz.

1.5 Objetivos Especificos

l. Analizar el efecto de inhibidores de bombas de Ca*™ e inhibidores de
miosinas sobre la respuesta gravitropica.
Il Analizar el efecto de thapsigargina, un inhibidor especifico de Ca™

ATPasas tipo SERCA, sobre ia posicién de los amiloplastos en la caliptra
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de la raiz y desarrollar un método de visualizacién de plastidios en la

caliptra de raiz, i
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

1

Para todos los experimentos realizados en este trabajo se utilizaron semillas de
!

Arabidopsis thaliana silvestre (WT) ecotipo Columbia y las lineas transgénicas
f

ER-GFP generacién T2 (Background Columbia donadas por Ial:::oratorio del Dr.
Ariel Orellana) que poseen marcacién de reticulo endoplasmétiéo con protefna
fluorescente verde (Haseloff y cols. 1997) y DU2M2 generacion T 2 {background
Columbia construidas en este trabajo) que poseen los plastidios marcados con ia
proteina fluorescente roja. Ademas se usaron plantas de Nic;tiana tabacum

(Xanthi NN) y cebolias (Allium cepa), éstas (iltimas obtenidas con"{ercialmente.

3
¥

2.1.1 Cultivo de Arabidopsis en condiciones estériles

Las semillas fueron esterilizadas utilizando dos métodos dependiendo de la

i

!

procedencia de éstas. Las semillas WT y las generaciones T, de las plantas

transgénicas fueron esterilizadas en tubos de 1,5 ml con 1 ml de etanol 70 %, las

que fueron agitadas manualmente por unos segundos, luego el etanol se

descart6 y se agregé 1 ml de cloro comercial, se agitd por unos pfocos segundos

luego de los cuales se descarté y finaimente las semillas fueron Iévadas 3 veces
,

con agua destilada estéril. Por dltimo, las semillas fueron suspendidas en agua

estéril y plaqueadas en placas con medio %X MS pH 5,7 (VzX Murashige &
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Skoog mezcla de sales, amortiguador MES 0.05 %), agar 0,9 %, suplementadas
con sacarosa 1 %. Las plantas transgénicas fueron plaqueadas en medio %X

MS agar suplementadas con sacarosa 1 % y kanamicina 50 ug/ml.

Las semillas de la generacién T, fueron esterilizadas con etanol 70 % durante 1
min, luego el etanol fue descartado y se agregé 1 ml de solucion de esterilizacion
(SDS 1 %, cloro comercial 5 % en agua estéril). Las semillas fueron mantenidas
en esta solucion, con agitacién manual constante por 20 min luego de los cuales
las semillas fueron lavadas 5 veces con agua estéril. Finalmente las semillas
fueron resuspendidas en agua estéril y sembradas en placas con medio %X MS

agar suplementadas con sacarosa 1 %, y kanamicina 50 ug/ml.

Las semillas plaqueadas por ambos métodos fueron incubadas por dos dias en
oscuridad a 4 °C y posteriormente fueron cultivadas en una camara de cultivo de
tejido estéril con condiciones de luz, temperatura vy fotoperiodo controlados (23

°C, 16 h luz/8 h oscuridad) T

e

WU pE A
P
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2.1.2 Cultivo de Arabidopsis y tabaco en tierra

Semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia y tabaco (Nicotiana tabacum
Xanthi NN) fueron sembradas en tierra estéril (esterilizada en autoclave por 1,5
h) en una proporcién de 3:2 tierra de hoja de litre a vermiculita respectivamente y
puestas en oscuridad a 4 °C por dos dias cubiertas con plastico, luego de lo cual

fueron puestas en camara de crecimiento con condiciones controladas de luz,
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temperatura y fotoperiodo (23 °C, 16 h luz/8 h oscuridad). Las plantas fueron
regadas dos a tres veces por semana y se les suministrd fertilizante
(composicion Potasio 19 %, Fosforo 19 %, Nitrégeno 18 %) cuando fue

necesario.

2.2 Material microbiolégico y condiciones de cultivo
En este estudio se utilizaron las bacterias E. coli DH5a. y Agrobacterium

tumefaciens cepa GV3101

Cultivos liquidos de E. Coli, fueron crecidos a 37 °C con agitacion constante, en
medio LB (pectona 1 %, extracto de levadura 0,5 %, NaCl 1 % en agua
destilada) por la noche. Los stocks de glicerol, minipreps, midipreps y maxipreps
fueron preparados a partir de estos cultivos de noche. Los cultivos liquidos para
llevar a cabo el protocolo de células competentes son detallados en 2.3.
Cultivos sélidos de E.coli fueron crecidos en una estufa o camara de cultivo a 37
°C durante’la noche en medio LB agar (peptona 1 %, extracto de levadura 0,5 %,
NaCl 1 %, agar seleccionado 1,5 %). Los antibiéticos usados como medio de
seleccion para bacterias transformadas con los vectores de interés fueron
kanamicina 100 pg/m! y ampicilina 200 ug/ml. Ambos antibiéticos fueron usados

en medios liquidos y sdlidos.

Cultivos liquidos de Agrobacterium fueron crecidos entre 25 y 28 °C (sobre 30 °C
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Agrobacterium pierde el plasmidio Ti, que es el que le permite transferir su DNA
a la planta, Gelvin 2000), con agitacién vigorosa y constante por
aproximadamente 2 dias en medio LB suplementado con los antibiéticos
gentamicina 100 pg/ml, kanamicina 100 pg/ml y rifampicina 10 ug/ml. Stocks de
glicerol y preinéculos tanto para la preparacion de células competentes como
para la transformaciéon de Arabidopsis por la metodologia de inmersién floral y
para la agroinfiltracion de hojas de tabaco, fueron obtenidos a partir de estos
medios liquidos. Los cultivos para la preparacién de células competentes y
transformacién de Arabidopsis por inmersion floral, estdn detaliados en 2.8 y
2.11 respectivamente. Cultivos sélidos de Agrobacterium fueron crecidos entre
25 y 28 °C en medio LB agar suplementado con los antibidticos mencionados

anteriormente, por aproximadamente 2 dias en estufa o camara de cultivo.

2.3 Preparacion de células competentes de E. cofi DH5q

Las células competentes de E. coli fueron preparadas segln el protocolo
descrito por Inoue y cols. (1990). Se creci6 un cultivo liquido de 3 ml de E. Coli
DH5a en medio LB durante la noche a 37 °C con agitacién constante. Un
volumen de 250 ml de medio LB fue inoculado con el cuitivo anterior. Este
cultivo se incubd con alta aireacién a 25 °C hasta obtener una D.O.600am = 0,6.
Alcanzada esta densidad optica, el cultivo se enfrio por 10 min en hielo y se
traspasd a un tubo de centrifuga estéril preenfriado a —20 °C en el cual las

células fueron colectadas por centrifugacién a 2500xg por 10 min a 4 °C. El
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sobrenadante fue descartado y las células fueron resuspendidas en 80 ml de
amortiguador TB frio (pipes 10 mM, CaCl; 15 mM, KC! 250 mM), pH 6,7 ajustado
con KOH 5 M. Esta suspension fue incubada por 10 min en hielo y
posteriormente las células fueron colectadas por centrifugacién a 2500xg por 10
min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y las células fueron resuspendidas
en 20 ml de amortiguador TB preenfriado. A esta suspension se le agregé
DMSO a una concentracién final de 7 % y finalmente se alicuotc’; la suspension
en volimenes de 200 pl en tubos de 1,5 ml estériles preenfriados a -20 °C. Las
alicuotas se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a —80 °C hasta

ser usadas.

2.4 Transformacion de E. coli DH5a

50 pi de células competentes DH5¢ fueron mezcladas con 2 i de la reaccion de
ligacion (seccién 2.7). Esta mezcla, entonces, fue incubada durante 30 min en
hielo y posteriormente incubadas a 37 °C por 5 min, luego de los cuales se le
agregé 1 ml de medio LB. Esta solucion fue incubada por 60 min a 37 °C y
finalmente las células fueron colectadas por centrifugacién en una
microcentrifuga a maxima velocidad (10000xg) por 30 s y resuspendidas en el
sobrenadante residual (aproximadamente 20 a 50 pl) y puestas en placas LB
agar con el correspondiente antibiético para su seleccion (kanamicina 100 pg/mt

o ampicilina 200 pg/mi).

16




2,5 Extraccion de DNA plasmidial desde E. coli DH5a
La extraccion de DNA plasmidial (Miniprep de 10 minutos), se llevdo a cabo

basado en el protocolo descrito por Zhou y cols. {(1990).

Desde un cultivo de noche de E. coli que lleva el vector de interés, 1,5 ml de
celulas fueron sedimentadas por centrifugacién por 10 s en microcentrifuga a
maxima velocidad (10000xg). El sobrenadante fue descartado dejando un
volumen minimo para resuspenderlas (50 ul). Las céluias se resuspendieron
totalmente e inmediatamente después se agregd 300 il de amortiguador TENS
(TRIS pH 7,5 10 mM, EDTA pH 8,0 1 mM, NaOH 0,1 M y SDS 0,5 %) y se
mezcld en vortex por 2 5. Luego se agregd 150 ul de acetato de potasio (KAc)
pH 4,7 3 M y se mezcld en vortex por 2 s. La suspension fue centrifugada por 2
min a méxima velocidad (10000xg) en una microcentrifuga para sedimentar el
DNA cromosémico y los residuos celulares. El sobrenadante fue transferido a un
tubo limpio y se le agregd 900 pl de etanol 100 % a temperatura ambiente,
inmediatamente el DNA fue sedimentado en microcentrifuga a maxima velocidad
(10000xg) por 2 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet se lavé dos
veces con 1 ml etanol 80 % preenfriado a -20° C. Finalmente el DNA se dej6

secar al aire y se resuspendié en 20 pl de agua libre de nucleasas con RNAsas

10 pg/ml

17




2.6 Electroforesis de geles de Agarosa para analisis de DNA

Los geles de agarosa se prepararon al 0,8 % en amortiguador TBE 0,5X (Tris 45
mM, EDTA 1 mM, &cido bdrico 0,2 %) con bromuro de etidio (EtBr) 0,5 pg/ml.
Como marcador de peso molecular se utilizaron A Hindlll y escalera de 1Kb a
una concentracion de 100 ng/ul. Los geles fueron corridos en amortiguador TBE

0,5X a 100 V de potencia.

2.7 Clonamiento de RecA-RFP y RecA-YFP en vector binario

A partir de los vectores pAMA11 y pAMA12 (disponibles en el laboratorio, Figura
2A y 2B) se obtuvieron las fusiones de la proteina fluorescente roja y amarilla
con el péptido sefial de la proteina Recombinasa A (RecA RFP y RecA YFP) que
ha sido reportada por dirigirse y acumularse especificamente en los plastidios en

celulas vegetales (Akashi y cols. 1998).

Para obtener grandes cantidades de estos vectores se hicieron extracciones de
DNA plasmidial con MidiPrep (Promega) desde cultivos de noche inoculados a
partir de stocks de glicerol de E. coli DH5a transformada con los vectores
previamente. Estos vectores fueron posteriormente digeridos con §acl durante 4
h a 37 °C y luego con BamHI por 1 h a 37 °C. El fragmento de interés liberado
por la digestion fue purificado con kit Concert (GIBCO BRL) para purificacién de

DNA desde geles de agarosa.
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EL103
pAMA11 P
4.8Kb | 13,0Kb

Figura 2. Vectores utilizados para la clonacién de la fusién RecA-RFP y RecA-YFP en
vectores binarios. A. pAMA 11, vector desde donde se obtuvo la fusién RecA-RFP, B. pAMA
12, vector desde donde se obtuvo la fusién RecA-YFP y, C. pEL103, vector binario donde fueron
clonadas ambas fusiones. Los vectores pAMA11 y pAMA12 poseen un gen de resistencia a
ampicilina y pEL103 posee el gen NPTII que confiere resistencia a kanamicina. Todos los
vectores poseen el promotor 358 del virus del mosaico de la coliflor y pEL103, ademas posee
una secuencia Q2 enhancer de la transcripcion.

Paralelamente el vector binario pEL103 donado por el Dr. Eric Lam (Figura 2C),
fue obtenido desde stock de glicerol de E. coli DH50. mediante MaxiPrep

(Promega) y fue digerido de la misma forma que los vectores pAMA11 y

pAMA12.

La ligacion se llevé a cabo agregando 3 veces mas inserto que vector con
amortiguador de ligacion, ligasa T4 y 0,5 ul de ATP 100 mM en un volumen total
de 5 pl. La ligacion se realizé a 16 °C por toda la noche en un bafio de agua. 2
Ml de la reaccion de ligacién fueron mezclados con las células competentes de E.
coli de DH5a preparadas con el método descrito por Inoue y cols. (1990), que se
describe en 2.3, para llevar a cabo la transformacién de éstas (seccion 2.4). La
transformacion fue puesta en placas LB agar con kanamicina como medio de

seleccion.
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Las colonias crecidas en medio selectivo, se usaron para la determinacién de
clones positivos, a través de miniprep de 10 de minutos como se describe en
2.5. Los plasmidios purificados fueron digeridos con las enzimas de restriccion
Sacl y BamHl como se describié previamente. Las digestiones fueron corridas

en geles de agarosa 0.8 % (seccion 2.6).

2.8 Preparacion de células competentes de Agrobacterium t;:mefaciens

Las bacterias (Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101) fueron crecidas a 28
°C en medio liquido de LB hasta alcanzar la fase log (tiempo de duplicacién de
aproximadamente 2 h). 2 ml de este cultivo fueron transferidos a 50 ml de medio
LB fresco y este cultivo se crecié hasta obtener una D.O.goonm de 0,5.
Posteriormente las células fueron enfriadas durante 10 min en hielo y
sedimentadas a 3000xg por 5 min, luego de lo cual fueron resuspendidas en 1
ml de CaCl; 20 mM. Las células fueron alicuotadas en tubos de 1,5 mi en 200 ]|

:

y fueron almacenadas a —80 °C hasta ser utilizadas. Este protocolo se basé en

la publicacién de Chen y cols. (1994).

2.9 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens

Al igual que el protocolo descrito en la seccidn 2.8, la transformacién de
Agrobacterium se realizd basada en la metodologia descrita por Chen y cols.
(1994). 100 pl de células competentes de Agrobacterium cepa GV3101
(protocolo descrito en seccién 2.8) fueron mezcladas con 1 pi del vector binario

de interés (a una concentracion de 1 pg/ul) y dicha mezcla fue congelada con
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nitrégeno liquido por 5 min, posteriormente se descongel6 la mezcla a 37 °C
durante 25 min. Inmediatamente se le agregd 1 mt de medio LB y se incubd por
3 h a 28 °C con agitacién suave. Finalmente las células fueron colectadas en
microcentrifuga por 1 min a méxima velocidad (10000xg) y el sobrenadante fue
descartado dejando aproximadamente 100 ul de medio para resuspender las
células, las cuales fueron puestas en medio LB agar suplementado con
gentamicina 100 pg/mi, kanamicina 100 pg/ml y rifampicina 10 ug/ml. Las placas

fueron incubadas durante 2 dias a 28 °C.

2.10 Infiltracién de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum Xanthi NN) con
Agrobacterium tumefaciens
Infiltracion de Agrobacterium se basé en el protocolo descrito por Kato y cols
(2002). Se crecié un cultivo liquido de A. fumefaciens, portador de un vector de
interés (pDUA2 6 pDUA3), a 28 °C durante 36 h en medio |.B suplementado con
los antibidticos correspondientes (gentamicina 100 pg/ml, kanamicina 100 pg/mi
y rifampicina 10 pg/mi). 1 ml de dicho cuitivo fue transferido a un tubo de 1,5 ml
y las células fueron colectadas en microcentrifuga a méxi{ma velocidad
(10000xg) por 30 s y resuspendidas en 1 ml de agua destilada estéri. Con
jeringas esteériles de 1 ml (sin aguja) se tomaron 0,3 ml de la suspension y se
infiltraron hojas jévenes de tabaco. 4 dias después de Ia inﬁltraéién, las hojas

fueron analizadas por microscopia epiflucrescente.
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2.11 Transformacion de Arabidopsis thaliana a través de inmersién floral

Este protocolo fue descrito por Clough y Bent (1998), para el cual se utilizaron
plantas de Arabidopsis WT ecotipo Columbia crecidas en tierra (descrito en
21.2) de aproximadamente 6 semanas con inflorescencias nuevas
(aproximadamente 3 inflorescencias de 10cm de largo con florés a punto de
abrir), a las cuales se les cortaron las silicuas ya producidas. Para la
transformacion se prepararon cultivos de Agrobacterium (cepa GV3101), que
han sido transformados con los vectores de interés, los cuales se iniciaron a
partir de un preindculo crecido a 25 °C por 2 dias en un agitador termorregulado
de agua con agitacion constante y buena aireacioén en medio LB suplementado
con los antibidticos gentamicina 100 pg/ml, kanamicina 100 pg/ml y rifampicina
10 pg/ml. 100 pl de este preindculo fueron utilizados para inocular 250 mi de LB
suplementado con los mismos antibiéticos para generar el cultivo ptimo para la
transformacion, el cual se crecid a una temperatura de 25 °C con agitacion
constante y alta aireacién hasta alcanzar una D.O.se0nm de entre 0,6 a 0,8, El
cultivo no debe ser crecido sobre 30 °C, debido a que a esta temperatura
Agrobacterium pierde el plasmidio Ti. El cultivo crecido, fue centrifugado a
6000xg por 10 min a 4 °C para precipitar las células las cuales fueron
resuspendidas en 250 ml de solucion de transformacién (Silwett L-77 0,05 % viv;

sacarosa 3 % pfv en agua).

Las inflorescencias de las plantas (aproximadamente 20 por constructo), fueron

sumergidas (invertidas) en la solucién de fransformacién con Agrobacterium
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durante 15 s y posteriormente fueron puestas en oscuridad en posicidn
horizontal a temperatura ambiente por 16 h, cubiertas por plastico. Finalmente
las plantas fueron transferidas a una camara de crecimiento con condiciones
constantes de luz, temperatura (23 °C) y fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad, a la espera de la recoleccién de semillas. Durante este periodo las

plantas fueron regadas constantemente 3 veces por semana.

2.12 Seleccién de semillas transformadas, determinacién de la eficiencia
de transformacion y del niimero de inserciones de'T-DNA!

Las semillas de cada planta fueron colectadas 4 a 5 semanas después de la
transformacion y pesadas independientemente para obtener el nimero total de

semillas (50000 semillas poi" gramo). Posteriormente las semillas fueron
esterilizadas como se descr?bié en 2.1.1 y sembradas en placas MS agar
suplementadas con sacarcsa 1 % y kanamicina 50 ug/ml como medio de
seleccion. Las plantas germinadas y crecidas en presencia de kanamicina
(generacion Ty), fueron cuantificadas y posteriormente transferidas a tierra vy
cubiertas con plastico hermético por 1 semana para mantener la humedad alta.
La cantidad de semillas germinadas procedentes de una misma planta, permite
calcular la eficiencia de la transformacion, la que esta dada por el porcentaje de

semillas germinadas que sobrevivieron en kanamicina en relacién al nimero

total de semillas sembradas en el medio de seleccion.

Las plantas transferidas a tierra fueron cuidadas como se describi6 en 2.1.2 y
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sus semillas fueron colectadas y seleccionadas nuevamente en medio %X MS
i

agar sacarosa 1 % suplementado con kanamicina 50 ug/ml para determinar el

nimero de inserciones de T-DNA, esto es posible, pues la resistencia a

kanamicina de las plantas transgénicas es un caracter dominante por lo que al

tener una sola insercién tendriamos una segregacion del fenotipo de 3:1, o sea

tres de cada cuatro plantas serian resistentes a kanamicina.

2.13 Tratamiento con inhibidores de Ca*? ATPasas y ATPasés tipo P sobre
plantulas de Arabidopsis thaliana |
Se utilizaron pléntulas de Arabidopsis thaliana WT ecotipo Co!uf'nbia de 7 dias
crecidas verticalmente en placas %X MS agar suplementadas con sacarosa 1 %
como esta descrito en 2.1.1. Los compuestos utilizados fueron: thapsigargina
(Thpg), acido ciclopiazénico (ACP), ortovanadato de sodio (OVA)'y BODIPY FL
Thapsigargina (BThpg) (Tabla 1). Las plantulas fueron infiltradas por vacio en
las soluciones de estos compuestos en oscuridad durante 15 ml;l luego fueron
puestas nuevamente en placas %X MS agar suplementadas con sacarosa 1%y
se crecieron en oscuridad por 6 h en un angulo de 90° respecto al vector de

gravedad (Figura 3). Luego de este periodo se midieron los angulos de la

curvatura de la raiz y el crecimiento de ia raiz (Figura 3).

Las concentraciones usadas en los experimentos para cada inhibidor se
prepararon a partir de soluciones stocks diluidas en agua: Thpg: 0, 0,1, 0,5 1y5

MM. ACP: 0, 0,5, 1,5y 20 uM. OVA: 0, 1, 5, 10 y 50 uM. Bthpg: 0y 0,5 pM.
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Como control en todos los experimentos se usaron plantulas fratadas con

soluciones de los solventes a la concentracion maxima usada en cada

experimento (las concentraciones de los inhibidores y controles e}stén resumidas
en la tabla 1). Todos los experimentos fueron hechos en triplicad§ y con un n de

t
al menos 10 plantas. :
i
{

!
Tabla 1. Inhibidores utilizados en el estudio de la respuesta gravitrépica
en Arabidopsis thaliana i

3

Peso

. Concentraciones de * Control de
g Reactivos mcgﬁncgllar Solvente reactivos utilizados (pM) isolvente en agua

Thapsigargina 2 .~ pab qa, pa 10,5 %"y 0,05° %
(Thog) 650,76 DMSO 0,15 0,6™% 1"y 5 g DMSO
Acido J

Ciclopiazénico 336,4 DMSO 0,5° 18 5% 20° | 0,15* % DMSQ
{ACP)

Ortovanadato de 3 £8 40A A3 ]; a
Sodio (OVA) 183,9 Agua 1%, 8% 10% 50 [ Agua
2.3-butanodiona ¢ [ ¢
monoxima (BDM) 101,1 DMSO 1 & 0,03" % bMSO
BODIPY FL f

Thapsigargina 854,76 DMSO 0,5 » 0,05° % DMSO
(BThpg)

* concentraciones usadas para el ensayo descrito en la seccion 2.13
B concentraciones usadas en la seccin 2,16 1
®; concentraciones usadas en seccidn 2.14
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Inhibidores

‘ QuM 0.uM 0.5uM &
- 900 —
15 min. infitrado en
\ oscuridad

Placas
rotadas en
90

6 hrs.,

Oud oscuridad
” La_"_—‘ _ OluM _
0.5uM,

Medicidn del dngulo de la
curvatura y del crecimiento de la
raiz

Figura 3. Tratamiento con inhibidores de Ca'? ATPasas y ATPasas tipo P. Esquema del
tratamiento a plantulas de 7 dias con Thpg, BThpg, ACP u OVA a distintas concentraciones. Las
plantulas fueron infiltradas por vacio en oscuridad, luego fueron puestas en placas %X MS agar
suplementadas con sacarosa 1 % y éstas fueron rotadas en 90° y mantenidas en esta posicion
durante 6 h. Transcurrido este tiempo se procedié a medir el &ngulo y el crecimiento de cada
raiz. Estos experimentos fueron hechos en triplicado con un n de al menos 10 plantas por
concentracién de inhibidor.

2.14 Tratamiento con un inhibidor de Miosinas

Se crecieron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia en placas %X MS
agar suplementadas con sacarosa 1 % en sentido vertical por 7 dias. Las
plantas se cambiaron a placas que contenian %X MS, agar, sacarosa 1 % y
BDM a distintas concentraciones (Tabla1) y se les cambié el angulo en 90° con
respecto al vector de gravedad y se dejaron crecer en oscuridad por 6 h después
de las cuales se midié el angulo de la curvatura de la raiz como parametro de la
respuesta gravitropica y el crecimiento de la raiz. Como control se utilizaron

plantas cambiadas a placas con ¥2X MS-agar suplementado con sacarosa 1 % y
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DMSO 0,03 %.

2.15 Tincién con BODIPY FL Thapsigargina *7

by

BODIPY Thapsigargina FL (BThpg, Tabla 2) fue disuelto en!DMSO a una

'

concentracion de 1 mM y el stock se diluyé en amortiguador fosfa;to pH 7 0,1 mM
i
a una concentracién final de 1 pM. Plantulas de Arabidopsis !\WT de 7 dias

}

fueron transferidas a la solucién 1 yM de BThpg en amortiguador fosfato 0,1 mM

i

e incubadas por 2 h en oscuridad a temperatura ambiente y agitacion constante.
'
Posteriormente las plantulas fueron lavadas tres veces con amortriguador fosfato

pH 7 0,1 mM y montadas en portaobjeto con el mismo amoﬂiguaidor para tomar

1

imagenes de microscopia epifluorescente y transmisién con microscopia

Nomarski. Como control se usaron plantulas incubadas en amortiguador fosfato

0,1 mM con DMSO 0,1 %. !

— =

e it A e i

e e
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Tabla 2. Fluoréforos y sus caracteristicas. :

!

Peso molecular

Fluordforos gfmol Marca Solvente  Abs/Ex (qm) Em {nm)

BODIPY FL Molecular

Thapsigargina B5S Probes DMSO 503 | 511
DsRed2 (Red !

Fluorecent NP Clontech? NP 558 583
Protein)’ E

EYFP (Yellow ‘;

Fluorecent NP Clontech? NP 513 | 527
Protein)" !

GFP5 (Green }

Fluorecent NP Clontech® NP 400-475° 507
Protein)® !

NP: no procede. '
®. Clontech provee de vectores con estas proteinas |
®, En este estudio se trabajé con plantas fue scbreexpresan estas proteinas 1
“. GFP5 posee dos peaks de excitacion

.E

i

z

|
2.16 Visualizacion de amiloplastos en células de la Colume!la‘.
Plantulas de Arabidopsis ecotipo Columbia y transgénicas [J;U2M2, fueron
cultivadas en esterilidad como se describid 2.1.1 durante 7 dias para ser usadas
en estos experimentos. Posteriormente fueron tratadas con Thpé 0,5 uM como
se describié en 2.13 y como control se trataron con DMSO 0,:05 %. Luego
fueron puestas verticalmente en placas que fueron giradas en 180;" y crecidas en
esta posicion en oscuridad por distintos tiempos (0, 30, BOE y 120 min).
Finalmente, las plantulas fueron fijadas como se describe posterioi'mente (Figura

4). |

i
Las plantas fransgénicas DU2M2 fueron también tratadas con Thpg y solucién
1

i




i

control (DMSO 0,05 %) como se describié previamente y fueron puestas
verticalmente en placas las cuales fueron giradas en 137° (Piiezth y Trewavas.
2002) y se crecieron en esta posicion y en oscuridad por 30 min. :Finalmente, las
plantulas fueron fijadas como se describe posteriormente (Figura 4)
|

Posterior a la fijacidén la visualizacién de los amiloplastos se llevd :el cabo a través
de dos técnicas, PAS (acido peryédico y reactivo de Schiff) y fluorescencia
utilizando plantas transgénicas con los plastidios marcados cfon la proteina
fluorescente roja (linea DU2M2). 3
1

Para la visualizacion de amiloplastos mediante tincién de PAS (eslta metodologia
esté basada en la descrita por Lillie y Fulmer, 1976) se usaron pléhtu!as WTde7
dias sometidas al tratamiento descrito previamente en esta Tseccién. Las
plantulas fueron fijadas en paraformaldehido 4 %, glutaraldehido 3 % en
amortiguador cacodilato de sodio pH 7,2 al 0,1 M, durante toga la noche a
temperatura ambiente. Se lavé con amortiguador cacodilato le-| 7,2 0,01 M,
durante 4 h (3 cambios) y se post fij6 en tetréxido de osmio al 1 % acuoso
durante 30 min cada una. Las plantulas se preincluyeron en epon:acetona 1:1
durante toda la noche. Posteriormente se incluyeron en resina fresca y se dejé
polimerizar a 60 °C durante 24 h. Cortes semifinos (1 um) fueror: obtenidos en
ultramicrétomo Sorvall MT II-B y montados en portacbjetos coh xilano. Los
cortes fueron tefiidos con azul de toluidina (solucién de tetraborato de sodio 0,5

|
1
%) para analizar su calidad, debido a que tincién permite visualizar contorno
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celular. Cortes semifinos de la de la punta de la rafz fueron tefiidos con PAS,
}

que tifie carbohidratos, lo que permite visualizar pared celular iy amiloplastos.

Para éste ltimo, los cortes fueron tratados con NaOH 0,1 M por 5 min, luego de
i

lo cual se lavaron con agua destilada. Inmediatamente, los cortes se incubaron

con acido peryddico 1,5 % por 15 min y se lavaron con aguaé destilada. EI

siguiente paso fue tefiir con leucofucsina por 45 min a 30 °C y iI.averr con agua

destilada por 20 min. Finalmente se secaron en placa caleféctora a 60 °C

(protocolo no publicado. Sr. Alejandro Munizaga, Servicio de Microscopia

electrénica, Universidad Catélica de Chile).

—_— -

Plantas transgénicas de la linea DU2M2 tratadas como se descrit:;ié previamente

en esta seccién fueron fijadas con una soluciéon de formaldeh%do al 4 % en

amortiguador PIPES 50 mM en la cual las plantas fueron incubédas por 1 ha

temperatura ambiente y con agitacion constante. Posteriormentc? se incubaron

las plantas en PIPES 50 mM por toda la noche a 4 °C. Finalmente las plantas
|

transgénicas fueron montadas en portaobjsto para observar su fluorescencia

mediante microscopia confocal.

o e o o
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Thpg
OuM  0.5uM

“ Girar en 137° e incubar
en oscuridad por 30min
.- ®e
\ 15 min. infiltrado en Fijar y visualizar
\ oscuridad = amiloplastros por

i fa confocal
Pldntulas de 7 dias l \‘q’\:z' microscopia oca
WT o DUZM2 S
e
x M Fijar, hacer cortes semif

> teffir con PAS y visualiza
OuM 0.5uM amilopheston;por
: microscopia Nomarsk
Girar en 180° e incubar a timpo
0, 30min, 60min y 120min

Figura 4. Tratamiento de plantas para la visualizacion de amiloplastos en células de la
Columella de la raiz en presencia de Thpg. Plantulas de Arabidopsis WT y transgénicas
DU2M2 fueron utilizadas como estrategias paralelas para la visualizacién de amiloplastos en la
caliptra de la raiz en presencia de 0,5 uM de Thpg.

2.17 Analisis de microscopia confocal, epifluorescente y Nomarski

Se utilizé un microscopio de epifluorescencia Olympus IX70 con una camara
digital SONY CXC-390 3CCD adosada. Las imagenes de transmision fueron
tomadas con Nomarski (DP20 y DP60) con un objetivo UPLAN FI 20X y un
objetivo Plan 100X/1,25 oil ph 3. Las imagenes de fluorescencia fueron tomadas
con los filtros U-N3001, UN31040, UMNG2 y UMWU2. Las caracteristicas
generales de cada filtro y los fluoréforos y proteinas que pueden ser visualizados
con éstos se detallan en la Tabla 3. Las imagenes fueron editadas con el

software Photoshop 6.0.
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i
La microscopia confocal se realizé utilizando un equipo Zeiss, modelo LSM 410

Axiovert 100, con tres LASERs de 488, 543 y 633nm, las im:égenes fueron
editadas con el software Lsmdumy (Servicio de Microscopia Coni‘ocal, Dr. Jorge

Ll

Sanz, Universidad de Chile).

!
|
!

1
Tabla 3. Filtros de fluorescencia y sus caracteristicas

Filtros Excitacién Emision Tipos de fluoréforos obse&ables

UN31040° 510 560 EYFP {Yellow Fluorecent Protein)
a GFPS5 (Green Fluorecent Protein), BODIPY FL
UN3001 480 535 Thapsigargina |
UMNG2* 530 570 LP°  DsRed2 (Red Fiuorecent Protein) '
umMwu2”® 350 400 LP°  DAPI 1
* Filtros CHROMA

" Filtro OLYMPUS ‘
“: Filtros Long Pass, que permiten ver la luz emitida desde Ia longitud de onda sefialada en adelante

2.18 Analisis estadistico y tratamiento de datos

[T N

Los experimentos de respuesta gravitrdpica fueron hechos en tripl“icado y con un
I
n de al menos 10 plantas. El promedio de los éngulos de la curvatura de la raiz

y del crecimiento fueron graficados ocupando el programa Excél de Office 97
1
para Windows 98. Los errores estdndar fueron obtenidos dividiendo Ia

desviacion esténdar de las medias por la raiz cuadrada de n (nimero de
!

eventos). Los andlisis estadisticos se hicieron con la prueba de 1 student para
|

colas pareadas con un p = 0,05 y n-1 grados de libertad (Mendenhall y Slincich,

1990). |




3 RESULTADOS

3.1 Anilisis del efecto de inhibidores de Ca*? ATPasas y ATPasas tipo P
sobre la respuesta gravitrépica en Arabidopsis thaliana
Para investigar el efecto de bombas de Ca*? sobre la respuesta gravitropica en
Arabidopsis thaliana, plantulas de 7 dias fueron tratadas con dos inhibidores de
Ca'? ATPasa y un inhibidor de ATPasas tipo P, a diferentes concentraciones. 6
h después de la induccién del estimulo gravitrépico en 90° (Figura 5), se midi6
tanto el crecimiento como el &ngulo de la curvatura de la raiz. El crecimiento de
la raiz no se vi6 afectado significativamente por ninguna concentracién de Thpg
y ACP, pero en el caso de OVA, a 50 uM de este inhibidor, el crecimiento de la

raiz fue estadisticamente mayor que el control (Tabla 4).

Figura 5. Bioensayo de la respuesta gravitrépica. Curvatura de la raiz de Arabidopsis en
presencia de Thpg y control sin inhibidor.
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La respuesta gravitrdpica disminuyd significativamente al incrementar la
concentracion de Thpg (Figura 6A) y a una concentraciones d:e 50 uM OVA
(Figura 6C). La méxima inhibicién con Thpg se observé a una céncentracién de
0,5 pM (Figura 6A), alcanzando aproximadamente un 37 %. Interesantemente, a
concentraciones sobre 1 pM de Thpg la inhibicion de la curvatura de Ia raiz
disminuye y a 5 uM el efecto desaparece. Por otro lado, encontrgamos que ACP
no fue capaz de alterar significativamente Ia respuesta gravitrépicia (Figura 6B) a
pesar de los resultados mostrados por Sievers y Busch (1992) dc;:nde se mostro

que ACP a concentraciones de 20 pM inhibia completamente la respuesta

gravitropica en berro (Lepidum sativum). |

En el caso de la inhibicién observada a altas concentracione'}s. de OVA, es
importante destacar que este es un inhibidor general de ATPasa:is tipo P, por lo
tanto la inhibicién de la respuesta gravitrépica podria deberse a la alteracion de
otros procesos celulares que requieren ATP. Por lo tanto, no re:ﬂeja un efecto
especifico. En cambio, la inhibicién de la respuesta gravitrc’npica; generada por
Thpg, sugiere que una bomba de Ca™ sensible a este inhibidor, altera

especificamente la gravirespuesta.

A e = ot e =
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Tabla 4. Crecimiento de ia raiz post tratamiento con inhibidores de

ATPasas tipo P
Thpg (uM) |
0 01 0,5 1 i 5
Crecimiento de
la raiz 1,8%+06 1,8+0,6 1,7+086 2408 21105
(mm) i
ACP (M) :
0 0,5 1 5 i 20
Crecimiento de ,
la raiz 1,6 +0,1 1,6 +0,1 1,8+0.2 1,801 | 1,8+0,1
(mm) *
QOVA (uM)
0 1 5 10 , 50
Crecimiento de :
la raiz 1,8+0,1 1,7+0,1 1,6+0,1 1,7+£02 2+0
_{mm) '

Los valores de [a tabla representan la media + SE, con un n de al menos 10 plantas para cada céncentracién probada.
Thpg y ACP no muestran efectos significativos estadisticamente sobre el crecimiente. OVA iprovogca un aumento

significativo del crecimiento a concentraciones de 50 pM 1
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Figura 6. Efecto de inhibidores de Ca'? ATPasas y ATPasas tipo P sobre la respuesta
gravitrépica. Concentraciones crecientes de A, Thapsigargina, B, Acido Ciclopiazénico y C,
Ortovanadato de sodio. Las barras representan la media + el error estandar de los datos
obtenidos para cada inhibidor con un n de al menos 10 plantas por tratamiento. Estos
experimentos fueron hechos en friplicado. Aqui se muestra el experimento mas representativo,
La diferencia estadistica esta descrita por Ias letras a y b sobre las barras, donde a representa al
contral y todos los valores que no difieren estadisticamente de &l y b, representa los valores gue
son estadisticamente diferentes al control. ‘
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3.2 Localizacién subcelular de Thapsigargina BODIPY en raices de

Arabidopsis thaliana
:

Usando el fluordforo conjugado BThpg (Simpson y Russell. 1997): se investigo el
posible sitio de localizacién intracelular de Thpg v si este compueisto actua sobre

i
los tejidos responsables de [a respuesta gravitrépica como la punta de laraiz y la

3

zona de elongacion distal. En ia Figura 7 se muestra una imagen de
i

microscopia Nomarski de una raiz primaria de Arabidopsis thaliana de 7 dias,
donde se detallan estas zonas que participan en la percepcién y:generacion de

la respuesta gravitrépica.

t
1

La Figura 8 muestra imagenes de distintos zonas de raiceé de plantulas
|
incubadas con BThpg 1 uM y raices de plantulas control fratadas con DMSO

0,1 % (Figura 8A-8D), ademas se muestra la correspondiente imagen de

¥

microscopia Nomarski para cada zona de la raiz observada (Figura 8E-8H).
{

Interesantemente este fluoréforo conjugado mostré unién especifica a los tejidos
J

responsables de la generacion y produccion de la respuesta gravitropica, como
son las células de la Columella (Figura 7 y 8B), responsables de sensar la
i

gravedad gracias a la sedimentacion de sus amiloplastos densos (bstatolitos) ya
i

la zona de elongacién distal (Figura 7 y 8A), que es la responsable de elongar
n

diferencialmente para generar la curvatura de Ia raiz. Por otro lado, los blancos
i

intracelulares que son marcados por BThpg tienen una disposicion reticulada en
|

la zona de elongacidn distal (Figura 8A) y una apariencia mas vesiculada en las

células que se escaman de la punta de la raiz y en los pelos radiculares de la

i
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interfase entre la raiz y el hipocotilo (Figura 8C y 8D, respectivamente). En las
celulas de la Columella, debido a la alta fluorescencia observada no es posible
distinguir la forma o distribucién de la marca (Figura 8B). Los tejidos
observados, muestran un nivel bajo de autofluorescencia lo que indica que la
fluorescencia observada corresponde al fluoréforo unido a Thpg (Figuras 8I-8L).
Estos resultados nos estarian indicando preliminarmente, que Thpg parece tener
como blanco intracelular al reticulo endoplasmatico y posiblemente a otros
organelos de disposiciéon vesiculada como aparato de Golgi, mitocondrias o

plastidios.

Zona de
elongacion central

il S Zona de
fEES T elongacion distal

» Meristema

Células de |a <
Columella

Punta de Ia raiz.

Figura 7. Raiz primaria de Arabidopsis thaliana de 7 dias. En la imagen se sefalan las
zonas de la raiz primaria y en rojo se destacan las zonas de la raiz responsables de la respuesta
gravitrépica. La barra representa 25 ym
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3.3 Efecto de BThpg sobre la respuesta gravitrépica y sobre el
crecimiento en raices de Arabidopsis thaliana.
A partir de los resultados obtenidos previamente en 3.2 con BThpg, fue
importante investigar si este compuesto era ftambién capaz de reducir la
respuesta gravitropica en raices de Arabidopsis como lo hace Thpg. La Figura @
muestra el efecto sobre el crecimiento y el angulo de la curvatura de raices
tratadas con 0,5 pM de BThpg. Aqui podemos observar que el crecimiento de
las raices no fue alterado significativamente por este fluoréforo. Sin embargo, la
curvatura de la raiz generada por el cambio en el vector de gravedad disminuyd

1

significativamente en relacién con el control sin tratamiento, pero ésta inhibicién
1

fue menor que la observada en los resultados mostrados én Figura 6A.

Posiblemente, el mayor peso molecular que presenta el BThpg respecto a Thpg,

hace mas dificil su penetracién en el tejido.
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Figura 9. Efecto inhibitorlo de BThpg sobre la respuesta gravitrépica y sobre el
crecimiento de la raiz en Arabidopsis thaliana. A. Efecto de BThpg sobre la respuesta
gravitrépica. B. Efecto de BThpg sobre el crecimiento de las raices. Los experimentos fueron
hechos en triplicado con un n de al menos 10 pléntulas por tratamiento. La diferencia estadstica
esta descrita por las letras a y b sobre las barras, donde a representa al control y todos los
valores que no difieren estadisticamente de & y b, representa los valores qus son
estadisticamente diferentes al control.

34 Efecto de BDM, un inhibidor de la actividad ATPasica de las
miosinas, sobre el crecimiento y la respuesta gravitrépica en
plantulas de Arabidopsis thaliana

Para estudiar el efecto de la BDM sobre la respuesta gravitropica y sobre el

crecimiento de raices, plantulas de Arabidopsis de 7 dias fueron:;ransferidas a

placas con 1 mM de BDM, se les cambio el angulo de crecimiento en 90° y se

crecieron en esta posicién durante 6 h, luego de las cuales se midi¢ la respuesta

gravitropica representada por el angulo de la curvatura de la raiz! En la Figura
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10A estan graficadas las medias de los angulos de fa curvatura de plantas
sometidas a BDM 1 mM y plantas control. Aqui podemos observar que hay un
efecto inhibitorio estadisticamente significativo tanto sobre la respuesta
gravitrépica (Figura 10A) como sobre el crecimiento de ia raiz e;'i presencia de
BDM (Figura 10B) Estos resultados sugieren que este compuesto no esta
actuando exclusivamente sobre los mecanismos que regulan la respuesta
gravitropica, sino que la disminucion de la gravirespuesta puede deberse a la

disminucion del crecimiento que es observado en la Figura 10B.
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Figura 10. Efecto de BDM 1 mM sobre la respuesta gravitrépica y el crecimiento de la raiz
de plantas de Arabidopsis. A, efecto de BDM 1 mM sobre la respuesta gravitrpica de plantas
crecidas por 6 h en oscuridad a 90° respecto de! vector de gravedad en este inhibidor. B, efecto
de BDM 1 mM sobre el crecimiento de la raiz de Arabidopsis crecidas por 6 h en oscuridad a 90°
respecto del vector de gravedad en este inhibidor. El experimento fue hecho en triplicado con un
n de al menos 10 plantas por tratamiento. Aqui se presenta el experimento mas representativo.
La diferencia estadistica esta descrita por las letras a y b sobre las barras, donde a representa al
control y todos los valores que no difieren estadisticamente de él y b, representa los valores que
son estadisticamente diferentes al control.
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3.5 Efecto de Thpg, un inhibidor de bombas de Ca™, sobre la posicién
de los amiloplastos en la caliptra de la raiz. !

Para visualizar los amiloplastos en la caliptra de la raiz y el efecto de Thpg sobre

la posicién de estos Juego de un estimulo de gravedad, se utiliza%ron 2 técnicas:

tincion de PAS y fluorescencia.

3.5.1 Visualizacién de amiloplastos mediante tincién de PAS (acido pervddico v

reactivo de Schiff)

Con el fin de determinar si la posicion de los amiloplastos en la cajliptra de laraiz
frente a un estimulo de gravedad es alterado por Thpg, se reializaron cortes
semifinos de plantas previamente tratadas con este compsuesto a una
concentracion de 0,5 uM y puestas a crecer en oscuridad a 189" respecto del
vector de gravedad durante diferentes tiempos post tratamiento y finalmente
fijadas (Figura 4). Los corte semifinos de tejido de la punta de" la raiz fueron
tefiidos mediante la técnica de PAS (acido peryédico y reactivo de Schiff, tifie de
color morado los carbohidratos, por ende, permite visualizar amiloélastos y pared
celular en [a caliptra de la raiz). En la Figura 11 se presentan las imagenes de la
caliptra de la raiz obtenidas de plantulas fijadas post tratamie{lto a distintos
tiempos de crecimiento a 180° respecto del vector de gravedad. Aqui se aprecia
que a 0, 60 y 120 min de crecidas a 180°, no se observan difnjarencias en la
posicién de los amiloplastos de las células de la Columelia entrei plantulas con

Thpg (Figura 11A, 11C y 11D) y plantulas control (Figura 11E, 11G y 11H). Sdlo

a tiempo 30 min es posible ver diferencias en la posicion de Io$ amiloplastos

44




(Figura 11B y 11F), la que se aprecia con mayor claridad en la Figura 12 donde
se muestran en detalle las imagenes B y F de la Figura 11. Aqui se observa una
disposicion diferente respecto al control de plantas tratadas con DMSO 0,05 %.
Se puede observar que los amiloplastos de la cuarta fila de células (Figura 12B)
estan en una posicién mas apical dentro de la célula que los de esa misma fila
en las plantas control (Figura 12A) y los amiloplastos de la tercera fila de células
estan ubicados basalmente dentro de la célula, respecto a los del control que se

£

encuentran en una disposicion azarosa en el citoplasma celular.

Por ofro lado, para descartar un efecto metabdlico de degradacion de almidén
debido a Thpg, que produjera la ausencia de amiloplastos en disposicion
azarosa dentro de la célula en presencia de Thpg, se contd el niimero de
amiloplastos presentes en las células de la Columella tanto de plantas tratadas
con Thpg y plantas control y se vid que no existe ninguna diferencia
estadisticamente significativa en el nimero de amiloplastos entre ambos

tratamientos.

Es importante sefialar que los resultados obtenidos son preliminares y es
necesario corroborarlos. Para ello, se propuso Ila construcci@h de plantas
transgénicas que permitan la visualizacién de amiloplastos en la caliptra de la
raiz a través de fluorescencia y de esta manera hacer un anélisis estadistico de
la posicidn de los amiloplastos en presencia y ausencia de Thpg con un mayor

nimero de muestras. En el punto 3.5.2 se detalla la construccién de estas
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Figura 11. Visualizacién mediante tincion de PAS de amiloplastos en células de la
Columella de Arabidopsis tratadas con Thpg. A-D Iméagenes de microscopia Nomarski de
cortes semifinos de la caliptra de plantas de Arabidopsis de 7 dias tratadas con Thpg 0,5 uM
sometidas a un estimulo de gravedad a distintos tiempos y E-H con solucién control de DMSO
0,05%. AyE,Omin, By F30min, Cy G, 60 miny Dy H, 120 min. Experimentos hechos en
duplicado. La barra de tamario representa 50 um.




Figura 12 Posicién de amiloplastos en células de la Columella de plantulas tratadas con
Thpg después de 30 min de sometida a un estimulo de gravedad a 180°. Iméagenes de
microscopia Nomarski de cortes de raices de plantulas de Arabidopsis de 7 dias tratadas con A,
solucion control de DMSO 0,05 % y B, Thpg 0,5 uM. Las flechas indican las filas de células en
las cuales se ve alterada la posicién de los amiloplastos respecto de A. Los experimentos fueron
hechos en duplicado. La barra de tamafio representa 10 pm. F1, F2, F3, F4 y F5 representan
en numero de fila correspondiente en la Columella de cada corte.
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3.5.2 Analisis de la posicién de los amiloplastos a través fluorescencia.

i
Para la visualizacién de amiloplastos en la calipfra de la raiz y el analisis de su

posicion mediante fluorescencia, se hicieron plantas transgénicag gue acumulan

las proteinas fluorescentes roja 0 amarilla en los plastidios. ]

|

Para ello, se construyeron 2 tipos de vectores, uno que permite sébreexpresar la
proteina fluorescente roja (DsRed2) y otro que permite sobreexpresar la proteina

fluorescente amarilla (EYFP), ambas fusionadas en marco de lectura en el amino
]

terminal, al péptidoc sefial de la proteina Recombinasa A (RecA), que ha sido

probado previamente como sefial de destinacién a plastidios en Arabidopsis

)
thaliana (Akashi y cols. 1998). Las fusiones fueron obtenidas desde los
\

plasmidios de expresién en plantas pAMA11 y pAMA12 disponidles en nuestro

i
laboratorio. Mediante digestiones con las enzimas de restriccién' BamH| y Sacl
{

se clonaron ambas fusiones en el vector binario de expresié')n en plantas
pEL103. El clonamiento de ambas fusiones en el vector binario, sle chequed por
digestiones con las enzimas de restriccién BamHI y Sacl y se obtdvieron bandas
de aproximadamente 1Kb que corresponden con el tamaifio esperado de las
fusiones RecA-RFP y RecA-YFP y otra de aproximadameﬁte 13Kb que
corresponde con el tamafo esperado del vector binario pEL1t03 linealizado
(Figura 13). %

|
1

Estos vectores binarios posteriormente fueron usados para transformar

Agrobacterium y con estos se transformé tabaco a través dé infiltracién y
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Arabidopsis con el método de inmersion floral descrito en Materiales y Métodos.
En la Figura 14 se muestran los vectores binarios construidos y sus

caracteristicas generales.

23Kb

9Kb o]+ J4¢—13Kb

2Kb
4——]Kb

0,5Kb

Figura 13. Digestiones para chequear los vectores binarios pDUA2 y pDUA3. Carril 1,
vector binario pDUA2. Carril 2, vector binario pDUA3. Los vectores binarios pDUA2 y pDUA3
fueron digeridos con Sacl y BamH|, liberandose dos fragmentos, uno de aproximadamente 13 Kb
y otro de aproximadamente 1 Kb. Este ultimo, corresponde a la fusién RecA-RFP (carril1) y
RecA-YFP (carril 2).

Figura 14. Vectores pDUA2 y pDUA3. A. Vector binario pDUA2 que lleva la fusién RecA RFP
y B. Vector binario pDUA3 que lleva la fusion de RecA YFP. En ambos vectores la expresion de
las fusiones esta bajo el control del promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S y poseen el
gen NPTII, que le confiere resistencia a kanamicina.
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Con el propdsito de chequear la capacidad de los vectores binari:jas (Figura 14)

para marcar plastidios in vivo, se infiltraron hojas de tabaco (Nicotiana tabacum

ecotipo Xanthi NN), como se describe en Materiales y Métodos, con las cepas de

Agrobacterium GV3101 transformadas con los vectores pDUA2 y bDUA3 (Figura

14). Después de 4 dias de la infiltracion, se escindid un trozo de tejido infiltrado
t

con cada constructo. Los tejidos fueron montados en agua para ser observados

por microscopia de epiflucrescencia.

En la Figura 15A se muestra tejido de epidermis de tabaco infiltrado con
Agrobacterium que lleva el plasmidio pDUA3, donde se observa‘h plastidios de
color amarillo con forma circular y tamario de aproximadamente 5 ym y en 158,
infiltracién con Agrobacterium que lleva el vector pDUA2, donde se observan
plastidios de color rojo de forma circular y tamafio de aproximadamente 5 um.
En la Figura 15A, ademas, es posible visualizar que algunos plastidios estan
unidos por prolongaciones de las membranas tilacoidales, llamadas estrémulos

H

las cuales han sido descritas por Kohler y Hanson (2000) y Kohler y cols. (1997).
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Figura 15. Infiltracién en hojas de tabaco con Agrobacterium que llevan los vectores
binarios pDUA2 y pDUA3. En A, células de la epidermis de hoja de tabaco infiltradas con el
vector binario pDUA3 y en B, células de la epidermis de hoja de tabaco infiltradas con el vector
binario pDUA2. A y B muestran imagenes de microscopia de epifluorescencia, donde es posible
ver plastidios marcados con las proteinas fluorescentes amarilla (A) y roja (B). La flecha blanca
indica los estrémulos, estructuras membranosas que conectan a los plastidios. La barra de
tamafio representa 50 pym.

Con los vectores pDUA2 y pDUA3 probados para marcar plastidios, se procedid
a la obtencién de lineas transgénicas estables de Arabidopsis que acumulen
RFP o YFP en sus plastidios. Para ello, 14 plantas de Arabidopsis thaliana de 6
semanas fueron transformadas por el método floral dip con Agrobacterium que
llevan cada vector binario ()DUA2 y pDUA3). Al cabo de, aproximadamente 1
mes, las semillas (T4) fueron recolectadas y se seleccionaron las transformantes
mediante germinacion en medio con kanamicina 50 pug/ml. En la Tabla 5 se
muestran los datos de 9 de las 24 plantas transformadas: peso de semillas
recolectadas y eficiencia de transformacion de las lineas que han sido
seleccionadas. El resto de las semillas de las plantas transformadas no fueron

analizadas. Las semillas probadas muestran una eficiencia de transformacion




que fluctda entre los 0,15y 0,8 % (Tabla 5).

Las plantulas resistentes a kanamicina fueron traspasadas a tierré y las semillas

de éstas se recolectaron después de 5 semanas. Estas semi!lias (T2) fueron
i

nuevamente germinadas en medio de seleccién. Debido a que la resistencia a

kanamicina que le confiere el T-DNA a las plantas transgénicés es un alelo

dominante, es posible estimar por un andlisis de segregacion diel fenotipo de

|
resistencia a kanamicina (kan®) y el niimero de inserciones de T-DNA. En la

!
Tabla 6 se muestran las proporciones de segregacion del fenotipq kan® de cada

una de las lineas analizadas. La linea DU2M2, que se muestra ejn la Figura 16,

f
se utilizé para llevar a cabo los experimentos de visualizacién defla posicion de
1
los amiloplastos en las células de la Columella de la rafz, debido a que muestra
I

§

una segregacion de 3:1 del fenotipo de resistencia a kanamicina, lindicando que

posee sélo una insercidn de T-DNA. Por otro lado, esta line?a transgénica

presenta alta fluorescencia. En la Figura 16 podemos observar que la linea
i

DU2M2 posee los plastidios de las células de la caliptra marcados con RFP
(Figura 16A) lo que se corrobora con la imagen de microscopia Nomarski (Figura

16B), donde es posible observar los plastidios que corresponden a la

fluorescencia observada en la Figura 16A. f

I

ke e



Figura 16. Fluorescencia de RFP acumulada en plastidios ubicados en las células de la
caliptra de plantas de la linea transgénica DU2M2. Células de la caliptra de planta de la linea
transgénica DU2M2. A, imagen de microscopia de epifluorescencia. B, imagen de microscopia
Nomarski. La barra de tamario representa 5 um
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Finalmente, con el objetivo de analizar la posicién de los amiloplastos en Ia
caliptra de la raiz, en presencia de Thpg, mediante fluorescencia, semillas de la
linea transgénica DU2M2 (Figura 16, Tabla 6) fueron germinadas en medio %X
MS agar suplementado con sacarosa 1 % y kanamicina 50 pg/ml. Después de 7
dias las plantulas fueron tratadas con Thpg 0,5 uM y puestas en placas de 12X
MS agar suplementadas con sacarosa 1 % a 137° respecto del vector de
gravedad en oscuridad por 30 min, y fijadas como se describe en Materiales y
Métodos (2.18). En este experimento se utilizé un angulo de 137}" debido a que
en un reciente trabajo de Plieth y Trewavas (2002), se ha mostrado que con este

angulo se obtiene una mejor respuesta gravitrdpica.

Las plantas fijadas fueron observadas por microscopia confocal para visualizar
los amiloplastos de la caliptra de la raiz y determinar si Thpg produce alguna
alteracion en la posicién de estos luego de ser sometidos a un estimulo de
gravedad. Estos resultados fueron contrastados con plantas tratéldas con una
solucién de DMSO 0,05 % y fijadas 30 min post tratamiento (iguales condiciones
que para plantas fratadas con Thpg). En la Figura 17 podemos observar células
de la caliptra de la raiz en distintos planos dpticos de plantas con ambos
tratamientos (Figura 17A-17C, 17E-17G) y su correspondiente imagen de
transmision, la que nos permite orientarmos en la posicion de la rafz observada
(17D y 17H). Aqui se visualiza la diferencia del nivel de fluorescencia de ambas

plantas, lo que puede deberse a la falta de homocigocis de la linea transgénica,

lo que no permite hacer comparaciones respecio de la posicion de los
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amiloplastos entre plantas tratadas con Thpg (17A-17C) y no tratadas (1 7D-17F).
Un problema adicional que presenta la técnica es la incapacidad de ésta para
permitir la visualizacién del contorno celular, lo que aumenta la dificultad para el
analisis de la posicién de plastidios. Sin embargo, estos problemas son
solucionables y el en futuro, cuando contemos con lineas transgénicas
}
homocigotas y solucionemos el problema de visualizacion de contorno celular
con técnicas como tincién con yoduro de propidio (IP) o calcoﬂuorf.‘E estas plantas
!
transgénicas nos permitirdn la corroboracién de los resultadoé: preliminares
obtenidos con tincién de PAS a cerca de la alteracién de la pqsicién de los
amiloplastos de la caliptra de la raiz en presencia de Thpg y ademas, seran una
herramienta poderosa para el desarrollo de estudios futuros relacionados con el

andlisis de la sedimentacion de amiloplastos in vivo frente a un estimulo

gravitatorio.
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4 DISCUSION

4.1 Thpg afecta la respuesta gravitropica en Arabidopsis th:'z-rliana

Los resultados demuestran que thapsigargina, un inhibidor espge"ciﬁco de Ca™
ATPasas tipo SERCA altera la respuesta gravitropica en Arabidopsis,
disminuyendo la curvatura de la raiz después de inducir un camb}o en el vector
de gravedad respecto al crecimiento de sus raices. Las concentraciones usadas
para estos experimentos (0,1-5 uyM) nos permiten hipotetizar que la inhibicién de
la respuesta gravitrépica por Thpg es especifica y esta;ia afectando
directamente a un blanco intracelular responsable de esta réspuesta. La
inhibicion de la gravirespuesta se genera a concentraciones de Thpg entre 0,1 y
0,5 uM, sin embargo, a concentraciones superiores como 1 y 5 uM este efecto
tiende a desaparecer. En la literatura se ha descrito que a concentraciones

superiores a 5 M este compuesto se une inespecificamente a canales de Ca*?

(Treiman y cols. 1998)

Por otra parte, encontramos que el crecimiento de las raices no -rse ve alterado
por ninguna de las concentraciones probadas de Thpg, lo que infiica gue Thpg
no ejerce un efecto toxico sobre la raiz. Es necesario sefialar que estos
resultados ademas nos proporcionan una evidencia de la existencia de bombas

de Ca™ en Arabidopsis thaliana inhibibles por Thpg que adh no se han
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caracterizado, sin embargo para corroborarlo, seria necesario poder establecer

que Thpg estd provocando alteraciones en los niveles de Ca'™ citosdlico en

i

células de los tejidos responsables de la respuesta gravitrbpica como la

]

Columella y la zona de elongacién distal
1

!

Por ofro lado, el inhibidor ACP, otro inhibidor especifico de Ca*? ATPasas tipo

|

SERCA, no tiene efecto sobre la curvatura de la raiz en Arabidopsis, incluso a

concentraciones tan altas como 20 pM. Dicha concentraciéin fue probada

i

anteriormente por Sievers y Busch (1992), quienes si observaror{ inhibicién total
|
de la curvatura de la raiz en berro. Esta diferencia entre berro. y Arabidopsis,

que pertenecen a la misma familia taxondmica de las Brasicaceas, puede

]

deberse a las formas de crecimiento de cada tipo de especie. ?or ejemplo, el

berro necesita gran humedad y habitualmente es germinado en agua,

!

caracteristicas que no son necesarias en Arabidopsis !

+
§

Por tltimo, es importante sefialar que los efectos gravitropicos observados en

este seminario de titulo, no descartan un efecto hidrotrépico sobre las raices, ya
J

que bajo las condiciones del bioensayo se podrian generar gradientes de agua

dentro de las placas de medio y asi activar los mecanismos por, los cuales se

genera el hidrotropismo. Ei hidrotropismo es otro proceso que guffa y redirige el
crecimiento de raices en plantas. Se ha observado que las rafce$ son capaces
de obviar la gravedad para acceder al agua mediante la degradaci‘6n de almidon
en las células de la Columella (Takahashi y cols. 2003). Experimentaimente es
!
i
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dificil separa ambos tropismos, que en los sustratos o soportes d:onde se cfecen
plantas, si estos tienen humedad, siempre se generard un gradiente hidrico.
Pese a esto, los efectos hidrotrépicos estarian ocurriendo paralelamente tanto
para plantas fratadas y no tratadas con los inhibidores, por lo que el efecto

hidrotrépico actuarfa como una variable controlada dentro de nuestro bicensayo.

1
42 Thpg se une a estructuras subcelulares y actia en los tejidos

responsables de la respuesta gravitrépica

t

En la literatura se ha descrito que posiblemente existen bombas Ca*? en el
reticulo endoplasmatico y en el ntcleo de células vegetales, sensibles a Thpg
(Trewavas y cols. Datos no publicados), ademas, se ha mostrador recientemente
la presencia de Ca** ATPasas en aparato de Golgi, que también es sensible a
Thpg (Ordenes y cols. 2002). Sin embargo, en Arabidopsis los estudios y
caracterizaciones de bombas de Ca*? que se han reportado sélo han mostrado
inhibicién por ACP (Sze y cols. 2000). Por ofro lado, no es clara I; participacion
de las bombas caracterizadas en procesos fisioldgicos determina‘dos (Geisler y
cols. 2000), como en mamifercs, donde es conocido que las Ca"z ATPasas

presentes en el reticulo sarcoplasmatico del musculo son responsables de

provocar la relajacion de éste (Ganong 2000).

En este trabajo se analizé6 farmacolégicamente la participacion de bombas de

1
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Ca* en la respuesta gravitropica. Se determind que Thpg es capaz de inhibir la
respuesta gravifropica, ademés, se mostrd que este compuesto se une a
estructuras subcelulares, posiblemente el reticulo endoplasmatico y ofros
organelos vesiculados como aparato de Golgi, mitocondrias o plastidios de
pequefio tamafio. Esto se deduce de la distribucién y el tamafio de la marca
fluorescente gue da Thpg unido al fluoréforo BODIPY. En este irabajo, BThpg,
es usado por primera vez en plantas, aunque se ha reportadp SU uso para
determinar la localizacion subcelular en bombas de Ca*? de anin;a!es (Simpson
y Russell. 1997). Para este trabajo es relevante que BThpg se u:na a los tejidos

!
que participan en la generacion y establecimiento de la respuesta gravitrépica.

1
Estas son: la zona de elongacién distal, responsable de la elongabién diferencial
de la raiz, que genera la curvatura de ésta en el sentido del campfo gravitatorio y
de la caliptra, donde se encuentran las células especializadas Ienc:argadas de
sensar la gravedad por los amiloplastos. Sin embargo, también se observa
marca en otros tejidos como los pelos radiculares y las células q@e se escaman
de la punta de la raiz, las cuales no se conoce que tengan una ﬁarticipacién en

la respuesta gravitrépica.

1
f
En el apéndice 1 se detalla un analisis de ia marcacion de BThpg en otros tejidos

de Arabidopsis y en otros sistemas vegetales como tabaco y cebolla.

1
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4.3  El rol de miosinas en la respuesta gravitrépica
J

Cuando se usé BDM (1 mM), un inhibidor de la actividad ATPésica de las
miosinas, para ver su efecto sobre la respuesta gravitrépica, se Jbsewé también
una inhibicién en el crecimiento de las raices, por lo que no es pé)sible decir con
estos antecedentes que las miosinas participan en la respuestaigravitrépica ya
que esta disminucion en el crecimiento nos indica que posiblemente este
inhibidor tiene un efecto inespecifico sobre el tejido, alterando otros procesos
celulares que no conocemos. Esto puede ser debido a que el imecanismo de
accion de este compuesto es inhibiendo la actividad ATPasica deilas miosinas, y
i

por esto podria tener un grado de inespecificidad, afectando otras proteinas con
j

actividad ATPasica dentro de la célula. Sin embargo, existen reportes donde se
i

usa este inhibidor en células vegetales a concentraciones entre 1 a 3 mM
(Baskin y Bivens 1995, Volkmann y cols. 1999) y por otro lado, sé ha reportado,
que este inhibidor actuaria especificamente sobre miosinas del ;tipo V y sobre
miosinas no musculares (Ostap 2002). 1

Otra explicacion para estos resultados es que las miosinas tiene:n participacién
en muchos procesos celulares tales como movimiento de ves:’cul:as y organelos
como reticulo endoplasmatico y Golgi (Liebe y Quader 1994, Neﬁenfﬁhr y cols.
1999). Especificamente, es posible pensar, que al aiterar el t]rénsito de las

vesiculas de Golgi, inhibiendo Ia actividad ATPasica de las prot:einas motoras

que le permiten moverse dentro de la célula, se genere una inhibicién del

+
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crecimiento, ya que es conocido que Golgi participa activamente en la sintesis

t

de pared celular en células en elongacion (Handford y cols, 2003)}.

44 Posibles mecanismos en los que participarfan bombas de Ca*? en la
i

respuesta gravitropica

!
Algunos estudios sobre el mecanismo de [a generacién y establecimiento de la

/

respuesta gravitrépica hablan de la participacién de reticulo enﬁoplasmético y

I
especificamente de la activacion de canales de Ca*? ubicados e el reticulo que

1

esta en la zona basal de las células de la Columella (Belyvskaya 1996, Zheng y

1

Staehelin 2001).

.
1

i

En la Figura 18, que corresponde a una imagen de microscopia: electrénica de
!
transmision (TEM) de una célula de la Columella, se observa la po;laridad de este

tipo celular, donde se ve al nicleo ubicado apicalmente, lo§ amiloplastos
ubicados basalmente y el reticulo endoplasmaético ubicaddt en posicién
basolateral dentro de estas células. Esta disposicion espaci;':\l del reticulo
endoplasmatico sugiere que la sedimentacion de los amiloplastos ;)roducto de un
estimulo gravitrépico, puede aplastar al reticulo y producto de esta tensién
mecanica generarse apertura de canales de Ca*? que se utE>ican en éste

s - L3 -~ - ” ‘ - -
organelo y asi iniciar la cascada de sefiales de transduccion del gravitropismo.
i

T
1
I

Plieth y Trewavas (2002) han mostrado que después de la induccién de un

I
estimulo gravitatorio sobre la planta, en la raiz, se generan pulsos de Ca* que
)

64




b

posiblemente actuarfan como activadores de respuestas moleculares que

]
I

generarian la curvatura de la raiz.

P,

t
Figura 18. Células de la Columella de raiz primaria de Arabidopsis thaliana. Micrografia de
microscopia electronica de transmisién (TEM) donada por Ana Mercado {2002). N, nicleo. ER,
reticulo endoplasmatico. a, amiloplastos. '

b
!

Por ofro lado, existe evidencia de la participacion del citoesquele?o de actina en
la sedimentacion de los amiloplastos, en células de la caliptra de Iza raiz de Maiz,
donde usando citocalasina D, un desestabilizador del citoesqueletio de actina, se
observé que los amiloplastos sedimentaban con mayor velocidadtl (Yoder y cols.
2001). Los autores de este trabajo propusieron que actina forma;iuna malla que
rodea y soporta los amiloplastos por la cual se desplazarian Ien%amente. Otro
antecedente interesante es que en el alga Vallisneria, Thpg ha sido capaz de

desarmar el citoesqueleto de actina en células del mesdfilo (Liebe y Menzel

1
1

1995). i

I
t
+
L
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Con todos estos antecedentes y nuestros resultados es posible pensar que las
putativas bombas de Ca*™ de Arabidopsis que son inhibidas por Thpg podrian
estar ubicadas en el reticulo endoplasmatico, debido a queilos resultados
presentados en este trabajo usando BThpg sugieren a éste organelo como
blanco intracelular. Sin embargo, se ha reportado que en arve}a existen Ca*?
ATPasas ubicadas en Golgi que son inhibidas por Thpg (Ordene§ y cols. 2002),
lo que apoyaria a este organelo como el posible lugar intracelu!ri:lr de ubicacion
de estas bombas. Pese a esto, al observar la distribucién éspacial de los
organelos en células de la Columella (Figura 18), vemos qﬂle existe gran
cantidad de reticulo endoplasmatico ubicado cerca de los am;iloplastos y si
pensamos que estas putativas bombas de Ca*? estarian modulando los pulsos
de Ca*? generados por el mismo reticulo endoplasmatico, la cercania fisica de
ambas protefnas, canales y bombas de Ca*?, es necesaria para gue esta sefial
de Ca*? sea especifica. i

Dos posibles mecanismos en los que participaria las bombas de:Ca"z inhibidas
por Thpg podrian ser:

1. Se ha mostrado que Thpg es capaz de desestabilizar el citoesqueleto de
actina en el alga Chara (Liebe y Menzel 1995), por lo gue se puede
pensar que en Arabidopsis ocurre algo similar, que Thpg desestabilice
transientemente la malla de actina que soporta y hace} mas lenta la

sedimentacion de los amiloplastos. Esto es congruente con los resultados

preliminares obtenidos en la visualizacién de amiloplastos de la caliptra de
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la raiz mediante la tincién de PAS de plantas tratadas con Thpg; después
de 30 min de haber inducido un estimulo de gravedad a 180°, donde se
observa que a diferencia del control los amiloplastos de l;a cuarta fila de
células de la Columella estan ubicados mas apicalmente dentro de la
célula (Figura 12).

. Es posible que estas bombas sean responsables de secuestrar ol Ca*?
liberado por los canales de Ca*? ubicados en el reticulo endoplasmatico,
gue se activan cuando los amiloplastos, al sedimentar frent;a a un estimulo
de gravedad, lo aplastan y la planta no sea capaz de seglrjir sensando la
gravedad al inhibir estas bombas, debido a que se pierde la capacidad de
modular ia amplitud y duracién de los pulsos citoplasmaticos de Ca*™.
Esto tiene sentido por los antecedente que hablan. de que en
microgravedad (campo inducido artificialmente o en el espgcio) las células

de la Columella tiene altas concentraciones citoplasmaticas de Ca*?

(Moore 1986)

Es posible también, que ambas hipétesis se complementen, o sea, Thpg genere

1
una mayor velocidad de sedimentacion de amiloplastos y a su vez, el aumento

en las concentraciones de Ca'*? citosélico que generia este inhibidor, impidan a

la célula ver los pulsos de Ca™ que se generan con la sedimentacién, lo que se

traduciria en una inhibicién transiente de la respuesta gravitrépic;a, ya que es

posible que después de un tiempo ofras bombas de Ca'? que no han sido
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afectadas por el inhibidor o intercambiadores H*/ Ca*® puedan exiraer el Ca*?
citosolico 0 que se genere sintesis de novo de estas proteinas y entonces se
reanude el proceso celular.

¥

En sintesis, el putativo rol de la posible bomba de Ca*? que es sensible a Thpg y

1

cuya inhibicion genera una disminucion en la curvatura de la ral’zlen Arabidopsis
H
thaliana, podria ser modular los pulsos de Ca'? generados bor el reticulo
endoplasmatico, luego de la sedimentacion de los amiloplastos. | Esta sefial de
calcio podria estar generando activacién o inhibicién tanto de canales de Ca*?
como de transportadores de salida de auxina o activando una cascada de
fransduccion que lleve a la sintesis de proteinas necesarias kpara iniciar el
transporte diferencial de Ca* y auxina, los que son respopsables de la
generacion de los flujos diferenciales de ambos compuestos habia la zona de

elongacion distal, cuya funcién es provocar una elongacion diferencial de este

tejido para producir finalmente la curvatura de la raiz hacia el campo gravitatorio.

Es conocido que ef transporte diferencial de auxina comienza en las células de ia
Columella de la raiz, mediado por transportadores de salida de auxina como
PIN3, el cual es un transportador ubicado polarmente en Ia zona lateral de estos

tipos celulares bajo un estimulo de gravedad (Friml y cols. 2002).

1

i

. . |
En la Figura 19 se muestra un esquema que muestra el posible rol de bombas

de Ca* y miosinas en el proceso inicial de la generacién de la respuesta
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gravitrépica. En este modele, se presenta la situacion normal de una célula de la

t1
Ty

Columella adaptada a un campo gravitatorio, la situacién normal de este tipo

celular frente a la induccién de un estimulo de gravedad y finalmente la situacién

de estas células sometidas a un campo gravitacional en presepcia de Thpg.

Aqui se propone que Thpg estaria inactivando bombas de Ca“z'ubicadas en el
I

reticulo endoplasmético y que esta inactivacion provocaria una desestabilizacion

del citoesqueleto de actina y a su vez impediria el inicio del ﬂujéf diferencial de

auxina.
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Transportadores de salida EH éﬂ Transportadores de salida
de Auxina activados de Auxina activados

l Campo
gravitatorio

Thpg

Transportadores de salida
de Auxina inactivados

Campo
gravitatorio

Transportadores de salida Transportadores de salida
de Auxina activados de Auxina activados

Figura 19. Participacién de bombas de Ca'? en la generacién de la respuesta gravitropica
en células de la Columella de Arabidopsis thaliana. Circulo negro, nicleo. Circulo blanco,
amiloplasto. Caja amarillad transportadores de salida de auxina. Caja verde, canales de Ca™
Caja azul, bombas de Ca'. Lineas verdes, actina. Lineas celestes, reticulo endoplasmatico.
Arriba se muetra un esquema de la situacién citosdlica de una célula de la Columella adaptada a
un campo gravitatorio. Abajo se muestra como cambia la situacién citosdlica de una célula de la
Columella frente a la induccién de un estimulo gravitatorio comparada con la situacion citosélica
de una célula de la Columella frente a la induccidn de un estimulo gravitatorio en presencia de
Thpg.
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§ CONCLUSIONES

I

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo es claro que Thpg, inhibe la
respuesta gravitrépica en plantas de Arabidopsis thaliana a concentraciones tan

bajas como 0,1 y 0,5 uM. En contraste, ACP no es capaz de inhibir la respuesta

gravitropica incluso a concentraciones tan altas como 20 yM. ’

El inhibidor de la actividad ATP4ésica de las miosinas, BDM, inhibe la respuesta
gravitrépica, pero con una inhibicién paralela del crecimiento, lo que hace pensar
que el efecto sobre la respuesta gravitropica que se observa es producto de un

efecto inespecifico sobre [a planta.

Por otro lado hemos mostrado preliminarmente que Thpg altera !a posicion de
los amiloplastos en la caliptra de la raiz (Figura 12). Desgracéédamente, las
plantas transgénicas construidas en este trabajo que poseen( los plastidios
marcados con EYFP y DsRed2, no permitieron obtener resultados concluyentes
respecto del efecto de Thpg sobre la sedimentacion de los amiIQplastos en la
caliptra de la raiz, por no contar con lineas homocigotas para el tre;nsgen, lo que
hace dificil obtener resultados comparables, produc_to de la hetero;geneidad de la
fluorescencia observable. Sin embargo, estos experimentos‘ pueden ser

repetidos en el futuro, cuando se cuente con lfneas homocigotas para la
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marcacion fluorescente. Asi mismo, ofro problema que presentan las plantas
fransgénicas, es que no se cuenta en el laboratorio con un fluordforo o técnica
disponible para observar contorno celular, ya sea pared o membrana plasmética,
por lo que es importante considerar la solucién de este problema antes de repetir
estos experimenios. Sin embargo, intentamos marcar el cont:Jmo celuiar de
plantas fijadas con yoduro de propidio (IP), que se sabe, maféa el contorno
celular en plantas vivas. Sin embargo, comprobamos que el IPA entra y tifie el
citoplasma y no permite visualizar la fluorescencia de la DsRed2 en los

amiloplastos de la caliptra de la raiz (datos no mostrados).

Como un punto adicional, demostramos por primera vez que Thpg posee sitios

de unidn subcelular en Arabidopsis thaliana. Ademés, observamos que en

Arabidopsis, estos blancos subcelulares se ubican en los tejidos responsables

de la respuesta gravitrépica como son la zona de elongacion distaill y la punta de
;

't
la raiz, ademés de ofros tejidos como los pelos radicutares. '

Finalmente, este trabajo demostré por primera vez en Arabidopsis que existen
sitios de localizaciéon celular para Thpg, un inhibidor de Ca*zif'\TPasas tipo
SERCA y que este compuesto altera la respuesta gravitropica inhibiendo Ia
curvatura de la raiz a concentraciones fisioldgicas sin alterar el Qrecimiento de
éstas. Ademas se mostré preliminarmente que Thpg es capaz de alterar la

posicion de los amiloplastos en la caliptra de la raiz después de someter a las

plantas a un estimulo de gravedad, sugiriendo que su blanco subcelular estaria
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involucrado en el mecanismo por el cual ias raices responden a la gravedad.

f
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6 PROYECCIONES BIOTECNOLOGICAS

El gravitropismo es un proceso que controla el crecimiento de las plantas. En el
caso de las raices, el gravitropismo les permite crecer dentro del suelo y asi
acceder a las fuentes de nutrientes, minerales y agua disponibles ?en él.
[

El conocimiento a cerca de los mecanismos que controlan o regulan el
crecimiento vegetal, son la base para poder desarrollar en el futuro plantas con
mejor rendimiento de produccion de biomasa, en especial, es esencial avanzar
en el conocimiento de procesos que faciliten a las plantas el acceso a alimento.

1

Por ofro lado, el conocer los mecanismos por los que se regula la respuesta a la
gravedad, tiene relevancia si se considera que en el futuro, en el T‘planeta Tierra
no habra suficiente espacio para el cultivo de alimento de orige;n vegetal, que
permita alimentar a la gran poblacion mundial que por ese entonces habra
aumentado explosivamente y habra ocupado las tierras cultivables para
asentarse. Con esto, cobrard gran imporiancia el poder encontrar nuevos
lugares para e! cultivo de alimentos de origen vegetal y una poéibilidad es la
colonizacion de otros planetas o lunas, donde las condiciones me&ioambientales

difieren radicalmente de las de la Tierra. Para poder en el 'futuro cultivar

alimentos en otros planetas o lunas, es imperativo conocer bien los mecanismos
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gue modulan el crecimiento vegetal, en respuesta a estimulos del medio

ambiente, como la luz, la temperatura, la gravedad, etc., para poder modificarlos

o adaptarlos a las nuevas condiciones presentes en otros lugares del Universo.
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APENDICE 1

1 Preparacion de protoplastos desde tejido vegetal

Protoplastos fueron preparados a partir de plantas de Arabidopsis WT y ER-
GFP de 3 a 4 semanas de edad crecidas en condiciones estériles, siguiendo el
protocolo descrito en el sitio web de Arabidopsis thaliana, www.arabidopsis.org €n

protocolos, al cual se accede directamente con la direccion

fip://tairpub:tairpub@ftp.arabidopsis.org/home/tair/Protocols/compleat_guide/comguidePDFs/10_trans_ge

ne_exp_protos.pdf (VWWenkin Wei & Keith Lindsay. Leicester Biocentre, University of

Leicester).

Se tomo aproximadamente 2 g de tejido aéreo fresco y se preplasmolizé con
manitol 0,5 M por 1 h en un tubo de polipropileno de 50 ml. Posteriormente se
descarté el manitol y se agregdé 30 ml de una solucién enzimatica filtrada
(celulasa 1 %, pectinasa 0,25 %, CaCl,*2 H,O 8 mM y manitol 0,5 M), pH 5,5
con KOH 0,1 M. El tejido fue incubado a temperatura ambiente en oscuridad
durante toda la noche con esta solucién enzimatica a agitacién suave y
constante. El macerado de tejido fue entonces filtrado en una doble malla de
nylon de 175 y 25 uym y el filtrado se obtuvo en un tubo de 30 ml. Este filtrado
fue centrifugado a 1000xg por 5 min luego de lo cual se descartd el

sobrenadante y se lavo el pellet con 10 ml de una solucién de lavado W5 estéril
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(NaCl 154 mM, CaCl; 125 mM, glucosa 5 mM, manitol 0,5 M) a pH 5,8 con KOH
0,1 M y se centrifugé nuevamente a 1000xg por 5 min. Este Ia\lfado se repitid
una vez mas y finaimente los protoplastos limpios fueron resuspendidos en 2 ml
de amortiguador Manito! /Mg*? estéril (manitol 0,4 M, MgCl, 15 mI%Vl), pH 5,6 con
KOH 0,1 M. La integridad y la cuantificacién de los protoplastos \;ue chequeada
por microscopia de luz en una camara de Neubauer. Los protolplastos fueron
almacenados un tiempo maximo de dos dias a 4 °C. }

2 Tincién con BODIPY FL Thapsigargina ‘

BODIPY Thapsigargina FL (BThpg, Tabla 2) fue disuelto en EDNISO a una
concentracion de 1 mM y el stock se diluyd en amortiguador fos?.fato pH 7 0,1
mM a una concentracidn final de 1 yM. Epidermis de cebolla, de hojas de
tabaco y de hojas de Arabidopsis fueron transferidas a la solucién 1 uM de
BThpg en amortiguador fosfato 0,1 mM e incubadas por 2 h ein oscuridad a
temperatura ambiente y agitacion constante. Posteriormente lositejidos fueron
lavados tres veces con amortiguador fosfato pH 7 0,1 mM y:montadas en
portaobjeto con el mismo amortiguador para tomar imagenes die microscopia
epifluorescente y fransmision con microscopia Nomarski. Cor:no conirol se

¥

usaron plantulas incubadas en amortiguador fosfato 0,1 mM con D;IVISO 0,1 %.
|
!
Protoplastos preparados a partir de tejido aéreo de plantas de Arébidopsis de 3

a 4 semanas fueron incubas por 30 min con BThpg 1 uM en;amortiguador
Manitol/ Mg*? pH 5,6 en oscuridad con agitacién constante yiluego fueron
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lavados 3 veces con el mismo amortiguador. Posteriormente, la solucién de
protoplastos fue montada en portaobjeto para ser visualizada con microscopia
de epifluorescencia y microscopia Nomarski. Como control se usaron

protoplastos incubados con DMSO 0,1 %.

3 Tincién con DAPI para marcacion de acidos nucleicos

La tincion de tejido vegetal con DAPI se basé en la metodologia descrita por
Oparka y Read (1994). Plantulas de Arabidopsis de 7 dias y epidermis de
cebolla, tabaco y Arabidopsis fueron incubadas con DAPI (Molecular Probes) 10
pg/ml en amortiguador fosfato pH 7 0,1 mM durante 2 h en oscuridad, luego de
lo cual fueron lavados 3 veces con el mismo amortiguador. Finalmente los
tejidos fueron montados en portaobjetos para ser observados mediante

microscopia epifluorescente y Nomarski.

Ademés, protoplastos de Arabidopsis WT fueron incubados por 30 min en DAPI
10 pg/ml en oscuridad y agitacién constante en amortiguador Manitol/Mg™ pH
5,6 y luego fueron lavados tres veces con el mismo amortiguador. Finalmente
fueron montados en portaobjeto para ser observados por microscopia de

epifluorescencia y Nomarski.

4 Localizacién de la marca fluorescente de BODIPY FL Thapsigargina
en diferentes tejidos y especies vegetales.

Con el objetivo de determinar si existen sitios de localizacién subcelular para
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BThpg en distintos tejidos de Arabidopsis y en otros sistemas vegetales.
Protoplastos preparados desde tejido aéreo de Arabidopsis y epidermis de hoja
de Arabidopsis, tabaco y cebolla se tifieron con BThpg 1 uM. Por otro lado,
para acercarnos a dilucidar el compartimiento subcelular donde se aloja la
marca fluorescente de BThpg, se utilizaron protoplastos preparados desde
plantas de Arabidopsis thaliana que poseen el reticulo endoplasméatico marcado
con la proteina fluorescente verde (ER-GFP). Ademas, se tifieron protoplastos
y epidermis de otros sistemas vegetales con DAP!, un fluoréforo capaz de tefiir

acidos nucleicos y por ende, de marcar nucleo.

Protoplastos preparados desde tejido aéreo de plantas de Arabidopsis thaliana
WT fueron tefiidos como se describe en la seccién 2 con BThpg y, ademas,
paralelamente se prepararon protoplastos desde tejido aéreo de plantas
transgénicas ER-GFP de Arabidopsis thaliana. Ambos tipos de protoplastos
fueron visualizados por microscopia epifluorescente y Nomarski (Figura 20) con
el objetivo de comparar ambos patrones de marcaciéon, En la Figura 20 se
observa que los patrones fluorescentes de BThpg y de ER-GFP son diferentes,
ya que en el caso de los protoplastos con BThpg, se observa una distribucién
de la fluorescencia que rodea los cloroplastos (Figura 20D), en cambio,
protoplastos con el reticulo marcado con GFP (Figura 20A) tiene una marcacién
que se ve incluso sobre los cloroplastos (Figura 20B) y cubre una gran parte de
la célula. Por otro lado, los protoplastos fueron tefiidos con BThpg y DAPI

simultaneamente para observar si ambas marcas fluorescentes coincidian
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(Figura 20D y E respectivamente). Paralelamente, se tifieron protoplastos sélo
con BThpg y s6lo con DAPI para estandarizar la toma de iméagenes y corroborar
que la fluorescencia observada no se deba a una filtracién de la emisién. En
Figura 20E se muestra la fluorescencia emitida por DAPI en el canal UV, donde
se observa en azul, la marca fluorescente de DAPI, la cual representa al nticleo.
Debido a que DAPI tifie acidos nucleicos, esperariamos visualizar el DNA de
mitocondrias y plastidios, sin embargo, esto no es posible y puede deberse a la
pequefia cantidad de é&cidos nucleicos contenidos en estos organelos. La
Figura 20F muestra la sobreposicién de ambas fluorescencias, donde se puede
ver claramente que estas no coinciden ya que el niicleo marcado con DAPI es
independiente de la marca de BThpg, o sea, no hay un solapamiento de ambas
fluorescencias. Como control de la fluorescencia se observaron protoplastos

sin teflir (Figura 20G-20J)
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Figura 20. Localizacién de la marca fluorescente de BThpg y DAPI en protoplastos.
Protoplastos fueron preparados desde tejido aéreo de plantas de Arabidopsis WT (D-J) y ER-
GFP (A-C) de 3 a 4 semanas. A, imagen de fluorescencia de GFP en reticulo endoplasmético.
B, imagen de fluorescencia de la cloroplastos. C, imagen de microscopia Nomarski de
protoplastos mostrados en Ay B. D, imagen de fluorescencia de BThpg de protoplastos tefiidos
simultaneamente con BThpg y DAPI. E, imagen de fluorescencia de DAPI de protoplastos
tefiidos simultaneamente con BThpg y DAPI. F, sobreposicion de las imagenes Dy E. G,
imagen de autofluorescencia de protoplastos en canal verde. H, imagen de autofluorescencia
de protoplastos en canal UV. |, imagen de fluorescencia de clorofila. J, imagen de microscopia
Nomarski de portoplastos mostrados en las Figuras G, H e |. Las imagenes de fluorescencia
corresponden a microscopia de epifluorescencia. Las barras representan 5 pm.
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Con el fin de investigar si BThpg posee sitios de unién celular en otras especies
vegetales, epidermis de Arabidopsis, cebolla y tabaco fueron tefiidas con DAPI
10 pg/ml y BThpg 1 pM simultdneamente para colocalizar la marca de niicleo
con la marca fluorescente de BThpg (Figura 21). Ademés, paralelamente se
tifieron epidermis de Arabidopsis, cebolla y tabaco sélo con BThpg y sélo con
DAPI, para estandarizar la toma de iméagenes. Interesantemente, en cebolia y
tabaco se observa una marca fluorescente de BThpg de disposicién reticulada
(Figura 21G y 21M respectivamente), en cambio, Arabidopsis posee una
distribucion vesiculada que colocaliza con la marca fluorescente de DAPI
(Figura 21C), al igual que en epidermis de cebolla y tabaco (Figura 211 y 210
respectivamente), que puede deberse a que la marca de BThpg esta rodeando
a la marca de DAPI, y no significa necesariamente que ambos fluoréforos estén
marcando el mismo organelo. Este hecho se podria clarificar utilizando
microscopia confocal, ya que nos permitiria determinar si las fluorescencias
colocalizan en la superficie del niicleo, en el interior o en ambas zonas. En las
Figuras 21B, 21F y 21J, se muestra la ﬂucgrescencia de DAPI en el canal UV
para Arabidopsis, cebolla y tabaco respectivamente, donde se aprecian nticleos
en azul. Ademas en las Figura 21D, 21J y 21P se muestran las imagenes de
microscopia Nomarski correspondientes a los tejidos observados en
fluorescencia y con el objetivo de corroborar que la fluorescencia observada
corresponda al fluorGforo usado y no sea autofluorescencia del tejido, se
observaron epidermis de Arabidopsis, cebolla y tabaco sin tefiir, con los canales

UV y verde que permiten visualizar la fluorescencia de DAPI y BThpg
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respectivamente (Figuras 21E, 21F, 21 K, 21L, 21Q y 21R)
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5 Colocalizacién de la BThpg con estructuras subcelulares

En experimentos de tincién de BThpg en epidermis de cebolla y tabaco se
observa que la distribucién de la marca fluorescente presenta una forma
reticulada que colocaliza con la marca nuclear de DAPL. Por otro lado, la
distribucion de BThpg en epidermis y en protoplastos de Arabidopsis no es
reticulada, si no mas bien vesiculada en la epidermis y en los protoplastos
representa un continuo que rodea a los cloroplastos y que marca muy pocas
zonas dentro de la céluta. Sin embargo, esto contrasta con los resultados de 1a
marca de BThpg en la zona de elongacion distal de raices de Arabidopsis,
donde se observa una distribucion reticulada. Estos resultados sugieren que
pueden existir blancos intracelulares para Thpg en distintas estructuras

subcelulares en diferentes tejidos (raices y hojas) en una misma planta.

Un experimento que se realizé con resultados dificiles de analizar, fue tefiir
plantulas de Arabidopsis de 7 dias con BThpg y mediante microscopia confocal
comparar la fluorescencia con la marca de las plantas que poseen el reticulo
endoplasmatico marcado con la proteina fluorescente verde. Esto fue

engorroso debido al rapido apagamiento de la fluorescencia de BThpg.

Otro experimento a realizar es tefiir con BThpg plantas transgénicas con los
plastidios, mitocondrias y Golgi marcados con protefnas fluorescentes, para
analizar si las estructuras que marca este compuesto corresponden o

colocalizan con alguno de estos organelos. Estos experimentos se hicieron en
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plantas enteras que poseen los plastidios marcados con proteina fluorescente
amarilla y roja, tefiidas con BThpg FL, que emite fluorescencia verde y BThpg
TR-X que emite fluorescencia roja. Sin embargo, dado que el analisis se hizo
por microscopfa epiflucrescente, la observacion fue diffcil ya que se ve
demasiada fluorescencia y no se pudo determinar con exactitud el tamafio de
las estructuras fluorescentes por el exceso de fluorescencia de fondo. Este
problema, sin embargo, es solucionable observando mediante microscopia
confocal dichas plantas transgénicas, sin embargo, el problema que surge es de

nuevo el rapido blanqueamiento de la fluorescencia del BThpg.
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