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Condiciones para el
analisis electroforetico
de proteinas
apoplasticas de tallos y
raices de clavel (Dianthus
caryophyllus L.) para
estudios protedmicos

Electrophoretic
conditions for analysis
of apoplastic proteins in
stems and roots of
carnation (Dianthus
caryophyllus L.) for
proteomic studies

Resumen

Abstract

Condicgoes para a analise
eletroforética de proteinas
apoplasticas de caules e
raizes de cravo (Dianthus
caryophyllus L.) para
estudos protedmicos

Resumo

En el presente estudio se describe un flujo de
trabajo que puede ser aplicado a diferentes
especies vegetales, con el fin de obtener
extractos apoplasticos que puedan ser usados
para analisis protedmicos. Para ello, usando
tallos y raices de clavel, se evaluaron
parametros claves para la extraccion de estas
proteinas. Se determind que para esta especie
(Dianthus caryophyllus L.) se debe usar la
solucién amortiguadora fosfato de sodio 0,1
M pH 6,5, cloruro de sodio 50 mM y 0,1% -
mercaptoetanol para la infiltracién; con tres
tiempos de vacio de 20 s a 70 kPa y
centrifugacion a 1000 x g durante 20 min a 4
°C, seguido de precipitacion y concentracion
de proteinas con el método Acido
tricloroacético/acetona. Bajo estas
condiciones, se obtienen extractos que
permiten analisis electroforéticos en 2D de
proteinas de apoplasto, usando para el
isolectroenfoque tiras con gradientes de pH
5-8 para raiz y pH 3-10 para tallo. Las
condiciones descritas permitiran profundizar
sobre el papel de las proteinas apoplasticas
en diversidad de fenomenos bioldgicos que
involucren esta especie vegetal.

In the present study a workflow, that can be
applied to different plant species, to obtain a
high quality apoplastic extract and for
proteomic analysis is described. For that,
using carnation roots and stems, some
important parameters for the extraction of
these proteins were evaluated. The best
conditions for the infiltration were provided
by using a 0.1 M sodium phosphate buffer
pH 6.5 , 50 mM sodium chloride and B-
mercaptoethanol 0.1%, with 3 vacuum times
at 70 kPa for 20 s and centrifuged at 4°C at
1,000 g for 20 min, and then a subsequent
protein precipitation and concentration with
the Trichloroacetic acid/acetone protocol.
These conditions can be used to obtain a
good quality extract for 2D electrophoretic
analysis of apoplastic proteins. Strips with
pH gradients between 5-8 and 3-10 were
used to run isoelectric analysis for extracts
obtained from apoplast in roots and stems,
respectively. The conditions described can be
used to perform studies focused on apoplastic
proteins and its role in biological phenomena
involving this plant species.

No presente estudo, é descrito um fluxo de
trabalho que pode ser aplicado a espécies
vegetais diferentes, para obter extratos
apoplasticos que podem ser utilizados para
analise protedmico. Para isto, utilizando os
caules e as raizes do cravo, foram avaliados
parametros considerados chave para a
extragdo destas proteinas. Foi determinado
que para esta espécie, deve ser utilizada uma
solucdo tampao de fosfato de sodio 0,1 M pH
6,5 com cloreto de sédio 50 mM e 0,1% B-
mercaptoetanol para a infiltragdo; com trés
aplicagdes de vacuo de 20 s a 70 kPa e
centrifugacdo a 1000 x g por 20 minutos a
4°C, e subsequente precipitagio e
concentragio de proteinas usando Acido
tricloroacético/acetona. Nestas condigdes se
podem obter extratos que permitem a analise
eletroforética 2D de proteinas do apoplasto
utilizando para a focalizagdo isoeléctrica tiras
com gradientes de pH 5-8 para a raiz e de pH
3-10 para o caule. As condi¢des descritas
permitirdo aprofundar sobre o papel das
proteinas apoplasticas numa diversidade de
fendmenos bioldgicos que envolvem esta
espécie de planta.

Palabras clave: fluido apoplastico, Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi, planta-patogeno,
electroforesis.

Keywords: apoplastic fluid, Fusarium
oxysporum f. sp dianthi, plant-pathogen,
electrophoresis.

Palavras-Chave: Fluido apoplastico,
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi,
patdgeno de planta, eletroforese.
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Introduccion

El apoplasto de la planta, compuesto por la matriz de la pared celular
y los espacios intercelulares, juega un papel importante en una
amplia gama de procesos fisioldgicos: interaccion celular, transporte
de agua y nutrientes, interacciones planta-patogeno, percepcion y
transduccion de sefiales ambientales, entre otros (/, 2). La llegada de
los fitopatogenos al apoplasto vegetal es una fase critica en la
mayoria de las enfermedades infecciosas, pues es donde se presentan
los primeros eventos que determinan la susceptibilidad o la
resistencia (/). Durante la activacion de los mecanismos de defensa
de las plantas, se requiere la regulacion de una amplia variedad de
proteinas que estan implicadas en el fortalecimiento de la pared
celular y en diversos niveles de la percepcion y degradacion de
patogenos. La regulacion fina de dichas proteinas presentes en el
apoplasto de la planta es esencial para una rapida y efectiva
percepcion del patogeno, lo que conduce a mantener la integridad de
la pared celular de la planta (3-5).

Sin embargo, aunque es evidente la importancia del proteoma
apoplastico durante una interaccion planta-patdgeno dada, este
permanece pobremente caracterizado en comparacion con el
proteoma intracelular. Esto se debe especialmente a la dificultad para
obtener suficiente fluido apoplastico, sin romper la membrana
celular y sin la contaminacién con proteinas citoplasmaticas (/).
Considerando que los estudios sobre el cambio dinamico de la
composicion de proteinas del apoplasto han generado nuevo
conocimiento acerca de la respuesta de las plantas al estrés bidtico
(3, 6), se requiere de protocolos adecuados para la extraccion del
fluido apopléstico en aquellas especies vegetales que son abordadas
por primera vez en este tipo de estudios.

Lo anterior es ain mas determinante cuando se pretende aplicar
técnicas de separacion de proteinas altamente resolutivas, basadas en
aproximaciones holisticas propias de los estudios protedmicos, en
donde la contaminacion con proteinas citoplasmaticas puede generar
confusion durante la interpretacion de resultados. Durante este tipo
de andlisis, se debe evitar la contaminaciéon con componentes no
proteicos que puedan interferir con las técnicas de separacion e
identificacion de proteinas como electroforesis bidimensional en gel
(2 DE) con posterior analisis por espectrometria de masas (MS) o
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).
La técnica mas empleada para la extraccion del fluido apoplastico
estd basada en la combinacion de tres factores: i) vacio, ii)
infiltracion y iii) centrifugacion. Este método posee dos pasos
decisivos: la infiltracion con vacio, donde se emplea una solucion
apropiada, y la centrifugacion (7-9).

Debido a que la solubilidad de las proteinas depende de diversos
factores como la temperatura, la constante dieléctrica del medio, el
pH, la fuerza idnica y la presencia de agentes reductores, diferentes
soluciones de infiltracion han sido utilizadas para la obtencion de
fluido apoplastico en diversas especies vegetales, entre las que se
encuentran agua (/0), acido ascérbico 20 mM/CaCl, 20 mM (11),
sorbitol 100 mM (72), soluciéon amortiguadora Tris-HCI 25 mM, pH
8,0 (13), solucion amortiguadora fosfato de sodio 100 mM (/4),
NaCl 50 mM (/5) o soluciéon amortiguadora Tris-HC1 50 mM pH 8,0
NaCl 3,5% p/v y B-mercaptoetanol 0,1% v/v (5). En el presente
estudio se evaluaron parametros como pH (empleando Tris-HCl pH
8,0 y Na,HPO,-NaH,PO, pH 6,5), fuerza iénica (NaCl 0,5 mM y 0,6
M), asi como el efecto de la adicion de un agente reductor como el -
mercaptoetanol.

En cuanto a la velocidad de centrifugacion, se ha determinado
que, empleando hojas de diversas especies de plantas, un incremento
en la fuerza de centrifugacion puede conducir a la contaminacién con
proteinas citoplasmaticas. De acuerdo a dichos estudios se determina
que si la fuerza de centrifugacion no excede las 1000 g, la
contaminacion citoplasmatica es despreciable (8).

Los andlisis de proteinas apoplasticas son dispendiosos teniendo
en cuenta la baja concentracion de proteinas que se presentan en los
fluidos obtenidos bajo las técnicas reportadas (1, 4, 15). Es por ello
que se hace necesario usar diferentes técnicas de precipitacion que
ademas de concentrar las proteinas, permiten la eliminacion de
interferentes que pueden afectar la separacion electroforética
posterior. Para ello se han reportados diferentes métodos que
incluyen la precipitacion usando diferentes solventes y soluciones
salinas (4, 15-19). Sin embargo, dependiendo de la naturaleza de la
matriz vegetal a estudiar, estos pueden causar pérdida de proteina
debido a la cantidad de pasos experimentales implicados o a la
pérdida de solubilidad en la fase final de disolucion. Es por ello que
se deben evaluar las condiciones mas convenientes teniendo en
cuenta la matriz vegetal objeto de estudio.

Los analisis comparativos de proteinas usando técnicas altamente
resolutivas se han convertido en una de las herramientas mas
importantes durante los analisis protedmicos en plantas. Dentro de
estas se incluyen la técnica de electroforesis en dos dimensiones
(2DE), la cual ha permitido el estudio de proteinas apoplasticas en
diferentes especies vegetales (1, 4, 5, 15, 20, 21). Es por ello que,
con el fin de determinar algunas de las condiciones mas relevantes
que se deben tener en cuenta para el analisis mediante esta técnica en
el caso del apoplasto del clavel, se evalud el efecto que tiene la
cantidad de proteina y el uso de diferentes rangos de pH en la
separacion durante la primera dimensién, sobre el numero de
manchas spots y la resolucion de los mismos. Si bien es cierto que el
uso de gradientes de pH mas estrechos aumentan la resoluciéon y
facilitan los estudios comparativos, usar estos rangos puede obviar
informacion relevante para la especie vegetal objeto de estudio,
dependiendo de las proteinas contenidas en la muestra.

En este estudio, se describe el flujo de trabajo para la seleccion
de las condiciones experimentales mas adecuadas para el analisis de
proteinas presentes en el apoplasto de raices y tallos de clavel,
incluyendo tanto las condiciones de extraccion de fluido apoplastico,
como las usadas para andlisis electroforéticos de alta resolucion
(electroforesis en 1D y 2D, por ejemplo). Para ello, se evaluaron
diferentes condiciones: seleccion de la solucion de infiltracion en la
obtencion del fluido apoplastico, seleccion del método de
precipitacion de proteinas y seleccion de condiciones para
electroforesis en 1D SDS-PAGE y 2D IEF-SDS-PAGE. Estas
condiciones experimentales podran ser empleadas posteriormente en
analisis protedmicos para la identificacion de proteinas relacionadas
con resistencia al marchitamiento vascular generado por el hongo
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (Fod), patdgeno que causa las
mayores pérdidas econdmicas en el cultivo de esta flor. Asi mismo,
este flujo de trabajo propuesto puede ser usado para la seleccion de
condiciones experimentales en el estudio inicial de las proteinas del
apoplasto en otras especies vegetales.
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Materiales y métodos

Material Vegetal

Se emplearon tallos y raices de esquejes indexados de clavel
(Dianthus caryophyllus L.), libres de patégenos, con tres a cuatro
semanas de enraizamiento de la variedad Golem y de la variedad
Gran Slam, donados por la empresa Florval S.A.S-Sede QFC
(Gachancipa- Cundinamarca, Colombia).

Preparacion del inoculo de Fod

El hongo aislado empleado en este experimento fue previamente
revirulentado en la variedad de clavel-Solex que es altamente
susceptible al marchitamiento vascular generado por Fod. Este
microorganismo se cultivd en PDA (Papa Dextrosa Agar, Merck)
durante cinco dias. Dos cm? del medio colonizado por el hongo se
transfirieron a medio liquido Czapek-Dox-Broth (Fluka); la
suspension resultante permanecié en agitacion durante cinco dias a
200 rpm y 25 °C. Posteriormente, se filtro en condiciones asépticas
para retirar el micelio del sobrenadante y se llevo a una concentracion
1 x 10° conidias/mL (por conteo con el hematocitometro).

Inoculacién del material vegetal con el patégeno

La inoculacion de los esquejes se realizd de acuerdo con las
condiciones establecidas en Higuera (22). Los esquejes control y los
inoculados se sembraron y mantuvieron bajo las mismas condiciones
por los dias de duracion del ensayo: con riego de agua por aspersion,
bajo  condiciones constantes de temperatura, radiacion
fotosintéticamente activa y humedad relativa (22).

Seleccion de las condiciones de extraccion del fluido
apoplastico de clavel

La extraccion del fluido apopléstico de clavel fue realizada
empleando la técnica de infiltracion con vacio-centrifugacion (8) con
algunas modificaciones. Se emplearon 5,0 g de tallos o raices de
clavel cortados en segmentos de 0,5-1,0 cm de longitud. Para la
infiltracion, el material vegetal se colocé dentro de tubos falcon (50
mL) y se adicionaron 20 mL de soluciéon de infiltracion.
Posteriormente, empleando una bomba de vacio de paleta Gast
G588DX, se realizaron 3 pulsos de vacio de 20 s con intervalos de 30
s, generando una presion de 70 kPa.

Los tallos o raices fueron infiltrados con las siguientes soluciones
de infiltracion: 1. Tris-HCI 50 mM pH 8,0/NaCl 50 mM/B-
mercaptoetanol 0,1 % v/v; 2. Tris-HCI 50 mM pH 8,0/NaCl 0,6 M/p-
mercaptoetanol 0,1 % v/v; 3. NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl
50 mM/ B-mercaptoetanol 0,1 % v/v; 4. NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH
6,5NaCl 0,6 M/B-mercaptoetanol 0,1 % vA; 5. agua/B-
mercaptoetanol 0,1 % v/ y 6. NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/
NaCl 50 mM. La seleccion de la solucion de infiltracion se realizo
teniendo en cuenta el rendimiento (mg proteina/g material vegetal
base seca), contaminacion con proteinas intracelulares y calidad en la
separacion en 1D SDS-PAGE.
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Posteriormente, los fragmentos de material vegetal se filtraron
al vacio durante 5 s y se transfirieron a un tubo falcon de 50 mL con
un aditamento especial, un circulo de plastico con orificios, que
permitié separar el fluido apopléstico de las raices o los tallos
empleados, por centrifugacion a 1000 x g durante 20 min a 4 °C (23).

Para la obtencion de una mayor cantidad de fluido apoplastico
se realizaron ensayos empleando una segunda centrifugacion sobre el
mismo material vegetal. El fluido apoplastico fue colectado en la
parte inferior del tubo y los extractos se guardaron a -20 °C.

Verificacion de contaminacion intracelular

Para evaluar si los fluidos apoplasticos obtenidos presentaban
contaminacién con proteinas intracelulares, generada por un posible
rompimiento de las membranas plasmaticas, se determino la actividad
de dos enzimas intracelulares. La malato deshidrogenasa (MDH),
empleada para estimar el nivel de dafio en la membrana celular, y la
a-manosidasa, como marcador de proteinas procedentes de vacuola
).

La actividad MDH fue determinada por un método modificado a
partir de lo reportado por Zhang et al. (24). La actividad enzimatica
fue medida de acuerdo a la disminucion en la absorbancia a 340 nm
durante 90 s; por adicion de 10 pL de fluido apoplastico a 300 pL de
la mezcla de reaccién (oxaloacetato (C4H,Os) 0,17 mM y NADH
0,094 mM disueltos en solucion amortiguadora Na,HPO,-NaH,PO,
0,1 M pH 7,4.) a 20 °C, usando un espectrofotometro (Genesys uv 10,
ThermoFisher, USA). El mismo sistema de reaccion, inicamente con
adicion de buffer fue empleado como blanco. La actividad se expreso
en porcentaje relacionado con un extracto total, donde el material
vegetal fue macerado con nitrdgeno liquido para romper las
membranas celulares.

La actividad a-manosidasa fue determinada por un método
modificado por Ramirez (23), a partir de lo reportado por Boller y
Kende (25), en donde se emplean 100 pL del sustrato p-nitrofenol-o-
manopiranosido 5 mM disuelto en solucion amortiguadora
CH;COONa-CH;COOH 0,01 M pH 4,0 y 20 pL de fluido
apoplastico. Las muestras se incubaron durante 2 h a 37 °C. La
reaccion se detuvo con 1,1 mL de Na,CO; 0,2 M y se midi6 la
absorbancia a 420 nm empleando un espectrofotometro (Genesys uv
10, ThermoFisher, USA). La actividad para estas dos enzimas, se
expres6 en porcentaje en relacion con un extracto total, donde el
material vegetal fue macerado con nitrogeno liquido para romper las
membranas celulares.

Efecto del B-mercaptoetanol en la solucién de
infiltracién

Para identificar el efecto de la adicion de un agente reductor (j3-
mercaptoetanol) en la extraccion del fluido apoplastico de raices y ta-
llos de clavel, se realiz6 un ensayo empleando las soluciones de
infiltracion 3 y 6. La seleccion de las condiciones se realizo teniendo
en cuenta el rendimiento (mg proteina/g material vegetal base seca),
contaminacién con proteinas intracelulares y calidad en la separacion
en 1D SDS-PAGE.
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Precipitacion de proteinas

Con el fin de eliminar interferentes que pueden llegar a afectar la
separacion y analisis electroforéticos posteriores, las proteinas
contenidas en los diferentes extractos fueron precipitadas empleando
dos métodos diferentes, uno basado en la precipitacion con acido
tricloroacético (TCA)-acetona y el otro basado en la precipitacion
con TCA-acetona y subsecuente extraccion con fenol (/6).

Para el método TCA-acetona se partiéo de 1 mL de fluido apoplastico
y se adicion6 1 mL de TCA al 10% p/v con ditiotreitol (DTT) 0,07%
p/v en acetona. Los tubos se agitaron y se mantuvieron a 4 °C
durante toda la noche. Luego de centrifugar a 16000 x g durante 15
min a 4 °C, el sobrenadante se descart6 y al pellet se le hicieron 4
lavados, 3 de ellos con 1 mL de acetona pura y finalmente 1 con
acetona al 80% (v/v), centrifugando a 16000 x g durante 5 minutos a
4 °C, después de cada paso de lavado. El pellet resultante se secod a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetona.

Para el método TCA-acetona con posterior extraccion con fenol,
se partio de 1 mL de fluido apoplastico y se adicion6 1 mL de TCA
al 100% p/v en acetona. Los tubos se agitaron y se mantuvieron a 4
°C durante toda la noche. Luego de centrifugar a 16000 x g durante
15 min a 4 °C, el sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendid
en 1 mL de una mezcla (1:1) de fenol saturado y solucion
amortiguadora de lisis (sacarosa 30% p/v, SDS 2% p/iv y B-
mercaptoetanol 5% v/v). Después de homogenizar vigorosamente
con la punta de la micropipeta e incubar por 5 min en hielo, se
centrifugd a 16000 x g durante 5 min a 4 °C. La fase fenodlica
(superior) se transfirid a un tubo nuevo y se le adicioné 1 mL de
acetato de amonio 0,1 M en metanol. Luego de dejar precipitar toda
la noche a -20 °C, se centrifugd a 16000 x g durante 5 min a 4 °C
para eliminar finalmente el sobrenadante por decantacion. El pellet
resultante se lavo con 1 mL de metanol al 100% y posteriormente
con 1 mL de acetona al 80%, realizando centrifugaciones en cada
caso a 16000 x g durante 5 min a 4 °C. Finalmente, el pellet se seco a
temperatura ambiente para eliminar los residuos de acetona.

Para la separacion de las proteinas por electroforesis los pellets
obtenidos por ambos métodos (TCA-acetona o TCA-acetona/fenol)
fueron resuspendidos en 100 pL o 50 pL de solucién de
solubilizacion (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v), Triton
X-100 0,5% (p/v) y DTT 100 mM), de acuerdo a si la muestra de
fluido apoplastico provenia de tallo o raiz, respectivamente; las
muestras se agitaron por 4 horas a 4 °C. La seleccion del protocolo
de extraccion de proteinas se realizd teniendo en cuenta la cantidad
de proteina obtenida (ug proteina/g material vegetal peso fresco) y la
calidad de la separacion en 1D SDS-PAGE.

La cuantificacion de proteinas provenientes de fluido apoplastico
de clavel se realizd empleando el método de Bradford (26), de
acuerdo a la modificacion de Ramagli (27), empleando el reactivo de
Bio-Rad®. Para ello se tomaron 1 uL de muestra, 250 pL del reactivo
de Bradford y 749 pL de agua ultrapura. Las muestras se procesaron
con réplica técnica, midiendo la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro (Genesys uv 10, ThermoFisher, USA). Se utiliz6
Albumina Sérica Bovina (BSA) como estandar de proteina.

Electroforesis SDS-PAGE

Dentro de las condiciones evaluadas para la separacion de proteinas
presentes en el fluido apoplastico de raices y tallos de clavel se
tuvieron en cuenta el tiempo de calentamiento de las muestras (5 y
10 min) y la cantidad de proteina empleada (5, 10, 15 y 20 pg), esto
con el fin de definir las condiciones fundamentales para obtener la
mejor calidad de los geles de electroforesis en 1D.

Se emplearon geles discontinuos de poliacrilamida en formato
de 7 cm, empleando 5% para el gel de concentracion y 12% para el
gel de resolucion, bajo condiciones reductoras con B-mercaptoetanol.
La electroforesis se corri6 a corriente constante (13 mA en el gel de
concentraciéon y 18 mA en el gel de resolucion) segin protocolo de
Bio-Rad® en el equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad,
California, USA), usando como buffer de corrido Tris base 25 mM,
glicina 0,20 M y SDS 0,10 % p/v. Los geles fueron tefiidos con azul
de Coomassie coloidal G-250 (ver Visualizacion de proteinas).

El analisis de la metodologia seleccionada en muestras de fluido
apoplastico proveniente de claveles control e inoculados fue
realizada empleando el sistema Stain-Free Criterion de Bio-Rad®,
USA, con geles pretelidos y prefrabricados con un gradiente
continuo del 4 al 20% y como marcador de peso molecular Precision
Plus Protein Standards Bio-Rad®, USA. Esto se realiz6 con el fin de
determinar con la mayor sensibilidad posible los cambios en los
perfiles electroforéticos por efecto de la infeccion con el patogeno.
Se emplearon 20 pg de proteina por muestra, procedente de fluido
apoplastico de tallo y raiz, y la separacion se realizd a voltaje
constante (150 V), empleando como buffer de corrido Tris-Base 25
mM, glicina 0,20 M y SDS 0,10% p/v.

Visualizacion de proteinas

Para los geles de poliacrilamida al 12%, se realiz6 tincién con azul
de Coomassie coloidal G-250 (20). El protocolo consistid en la
incubacién de los geles con la solucién de tincion (metanol 20% v/,
sulfato de amonio 0,8% p/v, acido fosfoérico 2,25% v/v y Coomassie
coloidal G-250 0,1% p/v) durante 72 h. El exceso del agente de
tincion se elimind mediante lavados con agua ultrapura durante 5
min, soluciéon de metanol al 25% v/v durante 5 min y solucion de
sulfato de amonio al 20% p/v para mantenerlos. Los geles del sistema
Stain-Free Criterion de Bio-Rad®, USA, fueron visualizados usando
el equipo Criterion Stain FreeTM - Gel Imaging System de Bio-
Rad®, USA.

La calidad de la separacion se evalud en cada 6rgano de la planta
determinando tanto el nimero de bandas obtenido para cada uno de
los tratamientos ensayados, como la resolucion en la separacion de
las mismas. Para los diferentes ensayos se usé el programa Image
Lab de Bio-Rad®, USA.

Electroforesis 2D

Primera dimension-enfoque isoeléctrico (IEF)

Para la separacion en la primera dimension se usaron tiras IPG
(Inmovilizd pH Gradient) de 11 cm, en el rango de pH 3-10 y pH 5-8
Bio-Rad®, USA. Se usaron 100 pg o 200 pg de proteina de cada
organo y se mezclaron con solucion de hidratacion (urea 7 M, tiourea
2 M, CHAPS 4% p/v, azul de bromofenol 0,1% p/v, DTT 100 mM y
anfolitos 0,2% v/v en el rango de pH 3-10 o 5-8 segln las tiras
empleadas), hasta completar 185 pL.
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El isoelectroenfoque se corri6 en el equipo Protean IEF cell (Bio-
Rad®, California, USA), aplicando las siguientes condiciones: 16 h de
rehidratacion activa a 50 V; 250 V, 15 min; 8000 V, 1 h 30 min; 8000
V/h hasta acumular 30000 V 'y 500 V 1 h. Se emple6 una temperatura
de 20 °C y una corriente de 50 pA por tira. Una vez finalizado el
programa, las tiras IPG se almacenaron a -20 °C (/6).

Segunda dimension-SDS-PAGE

Antes de realizar la electroforesis SDS-PAGE, las tiras se sometieron
a un proceso de equilibrio, como indica Ardila et al. (16). Para la
segunda dimension se usaron geles prefabricados del sistema
Criterion de Bio-Rad®, USA, con un gradiente de 4 a 20%,
empleando el patrén de peso molecular antes mencionado. La tira y el
marcador de peso molecular se colocaron sobre la superficie del gel;
posteriormente este se selld con agarosa al 1% p/v mezclada con azul
de bromofenol 0,001 % p/v. La segunda dimension se corrid a 150 V
constantes, en una camara del sistema Criterion de Bio-Rad®, USA.

Analisis de imagenes 2 DE

Las imagenes de los geles 2DE se adquirieron empleando el equipo
Stain-Free Criterion™ Gel Imaging System de Bio-Rad®, USA. El
analisis de la imagen se realiz6 con el programa PDQuest 7.2 Bio-
Rad®, utilizando pardmetros para la deteccion de spots. Ademas, se
evalu6é de manera visual la presencia de stricking en los diferentes
geles obtenidos para extractos de tallos y raices de clavel, para
determinar la existencia de contaminantes no proteicos y la
separacion de las proteinas teniendo en cuenta la cantidad aplicada y
el rango de pH empleado en las tiras del isoelectroenfoque.

Analisis estadistico

Para el rendimiento en la obtencion de proteinas con las diferentes
soluciones de infiltracion se realizé un analisis estadistico, igualmente
para el andlisis de las actividades enzimaticas empleadas como
marcadores de contaminacion intracelular y para la seleccion del
método de precipitacion de proteinas, evaluados a través triplicados
biologicos. Los datos fueron reportados como medias +/- SD. El
analisis de varianza y las diferencias significativas entre las medias se
analizaron mediante ANOVA de una via utilizando Statgraphics®
Software version 5.1. (p < 0,05).

Resultados y discusion

Obtencion de fluido apoplastico de clavel

Seleccion de la solucién de infiltracion

De las cinco soluciones de infiltracion evaluadas, se encontré que el
mayor rendimiento de extraccion para proteinas apoplasticas de raices
y tallos de clavel se obtuvo con la solucion amortiguadora niimero 2
(Figura 1).

Sin embargo, la seleccion de la solucion de infiltracion debe
considerar la actividad enzimatica o-manosidasa y malato
deshidrogenasa (MDH), indicadores de la contaminacion con
proteinas intracelulares (I, 24, 25). Al respecto, se encontr6 que para
el caso de la actividad MDH en los fluidos apoplésticos obtenidos, el
B-mercaptoetanol puede actuar como interferente, debido a su
caracter reductor (Tabla 1).
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Figura 1. Rendimiento en la obtencion de proteinas presentes en fluido apoplastico de tallos
y raices de clavel variedad Gran Slam, empleando las soluciones de infiltracion 1-5. Las barras
verticales representan la desviacion standard de cada promedio (n = 3). Los valores para cada
variedad y cada determinacion que presentan diferente letra, presentan diferencias
significativas (p <0,05)
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Tabla 1. Determinacion de las enzimas MDH y a-manosidasa en fluido apoplastico de tallos y
raices de clavel, empleando cinco diferentes soluciones de infiltracion

Solucién Material | MDH | a-manosidasa | Material | MDH | o-manosidasa
vegetal (%) (%) vegetal (%) (%)
1 Raiz N.D 3,79 Tallo N.D 5,19°
2 Raiz N.D 24,5% Tallo N.D 8,66
3 Raiz N.D 0,273¢ Tallo N.D 0,0125¢
4 Raiz N.D 0,619¢ Tallo N.D 0,498¢
5 Raiz N.D 3,67° Tallo N.D 1,23¢

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones. N.D.: No detectado

Por el contrario, para el caso de la actividad a-manosidasa, no se
observa efecto en el método de determinacion cuando dicho agente
estd presente en las soluciones de infiltracion evaluadas (Tabla 1).
Los resultados encontrados muestran que los valores mas bajos de
contaminacion intracelular, al nivel de significancia trabajado (p <
0,05), se obtienen al emplear la solucion amortiguadora niimero 3. Se
presentaron valores menores al 0,3% respecto a la actividad
encontrada para el extracto crudo, lo cual esta dentro de los valores
reportados en otras investigaciones, como es el caso del fluido
apoplastico proveniente de papa (Solanum tuberosum L. variedad
Spunta y variedad Innovator) en su interaccion con el patdgeno
Phytophthora infestans (5).

En cuanto a la evaluacion de los perfiles de separacion de las
proteinas por SDS-PAGE, se evidencia que el mayor niimero de
bandas se obtiene con la solucion amortiguadora numero 2 (Figura 2,
carril 2). Sin embargo, es probable que este mayor niimero de bandas
se deba a la presencia de proteinas intracelulares, en concordancia
con los resultados previamente descritos que sugieren contaminacion
intracelular al usar dicha solucién de infiltracion (Tabla 1).
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Figura 2. 1D SDS-PAGE para la comparacion de las diferentes soluciones de infiltracion
empleadas en la extraccion de fluido apopléstico de tallos de clavel variedad Gran Slam. 20
pg proteina, empleando un gel de separacion al 12% y un gel de concentracion al 5%

Estos resultados contrastan con lo encontrado con la solucién de
infiltracion numero 3 (Figura 2, carril 3), en donde ademés de
presentar baja contaminacién intracelular (actividad o-manosidasa
del 0,3% comparada con el 24,5% obtenida para la solucion niimero
2), el nimero de bandas es superior al encontrado con las demas
soluciones de infiltracién evaluadas. Lo anterior indica que dicha
solucioén es una buena candidata para ser usada en la obtencion de
proteinas a partir del apoplasto de tallos de clavel. Resultados
similares se encontraron para fluido apoplastico procedente de raices
de clavel (datos no mostrados).

Resultados reportados en la literatura para la extraccion de fluido
apoplastico de hojas maiz muestran que al emplear NaH,PO,-
Na,HPO, 100 mM como solucién amortiguadora, se presenta poco
dafio en la membrana plasmatica y buena extraccion de proteinas
adheridas a la pared celular (75).

La presencia de bandas de proteinas con un peso molecular
menor a 15 kDa es significativa en los extractos obtenidos con la
solucion de Tris-HCI de mayor fuerza ionica (Figura 2, carril 2). Esto
no es comun en el apoplasto, donde estas proteinas normalmente se
encuentran en niveles bajos (/5). Es probable que la baja polaridad
del tris conlleve a una disrupciéon de las membranas plasmaticas de
las células que constituyen el tejido y generen una mayor
contaminacion con proteinas intracelulares de este tamafio.

En conjunto, estos resultados indican que para la obtencion de
fluido apoplastico de tejido vegetal de clavel, se debe emplear la
solucion de infiltraciéon numero 3 con pH 6,5, baja fuerza idnica y
presencia de agente reductor. Estos resultados sin duda, deben estar
asociados a la similitud en términos de pH y fuerza idnica que existe
entre esta solucion de infiltracion y las condiciones encontradas en
tejidos vegetales.

Considerando que la centrifugacion es un paso determinante para
la obtencion de un extracto libre de contaminantes intracelulares y en
la cantidad de fluido apopléstico obtenido, se decidid evaluar la
posibilidad de realizar centrifugaciones adicionales para aumentar la
cantidad final de fluido apoplastico. Se determind que una segunda
centrifugacion permite aislar mas fluido apoplastico sin
contaminacién intracelular, segin la determinacién del marcador a-
manosidasa (Resultados no mostrados). Esto sugiere que la
centrifugacion adicional a 1000 x g puede ser empleada para obtener
una mayor cantidad de extracto sin contaminaciéon por ruptura
celular, resultados que no han sido reportados previamente, en otras
especies vegetales.
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Uso de agentes reductores

Considerando que el uso de agentes reductores como el f-
mercaptoetanol puede aumentar la estabilidad y la solubilidad de las
proteinas, pero que, a su vez, puede interferir en uno de los
marcadores de contaminacion intracelular (como la actividad
enzimatica de la MDH), se decidi6 evaluar si realmente era necesario
su uso en la solucion de infiltracion previamente seleccionada. Para
ello, se realizaron ensayos usando la solucién amortiguadora de
NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl 50mM con y sin -
mercaptoetanol 0,1% v/ y se compararon parametros como el
rendimiento, la contaminacion intracelular y los perfiles de
separacion por electroforesis en 1D. De acuerdo a los resultados
obtenidos (Figura 3), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos tratamientos evaluados en términos del
rendimiento de extraccion (p < 0,05). Asi mismo, la comparacion de
la actividad a-manosidasa tampoco muestra diferencias entre los
mismos (Tabla 2), lo que indica que el uso de este agente reductor no
afecta la estabilidad de la membrana plasmatica durante el proceso
de infiltracion.

800,0 a
a
- 700,0
£z
3 600,0 a
-
SE 5000 a
E I Raiz
= 2 400,0 aiz
gg 300,0 m Tallo
£z
S E 2000
Y oo
& 100,0
0,0 +
3 6

Figura 3. Rendimiento de la obtencion de proteinas presentes en fluido apoplastico de tallos
y raices de clavel, variedad Gran Slam, empleando solucion de infiltracion con y sin adicion de
un agente reductor. Las barras verticales representan la desviacion standard de cada
promedio (n = 3). Los valores para cada variedad y cada determinacion que presentan
diferente letra, presentan diferencias significativas (p < 0,05)

Tabla 2. Determinacion de las enzimas MDH y a-manosidasa en fluido apoplastico de tallos y
raices de clavel, empleando solucién de infiltracion con y sin adicion de un agente reductor

Solucién Material | MDH | a-manosidasa | Material | MDH | o-manosidasa
vegetal % (%) vegetal % (%)
3 Raiz N.D 0,273 Tallo N.D 0,0125*
6 Raiz 1,16 0,258 Tallo 1,21 0,0433%

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones. N.D.: No detectado

El efecto que presentan el pH, la fuerza idnica y las caracteristicas
quimicas de los componentes de la solucion de extraccion
previamente seleccionada (NaH,PO,-Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl
50 mM) sobre la estabilidad de la membrana, se puede comprobar
con la determinacion de la actividad MDH en fluido apopléstico
obtenido con esta solucion sin agente reductor. Considerando que su
actividad es apenas el 1% con respecto al valor obtenido para
extracto crudo, se evidencia que no existe contaminacion
citoplasmatica al usar dicha solucion (Tabla 2). Estos resultados son
similares a los encontrados en otros estudios (28) en donde se ha
observado que la actividad enzimatica MDH de los fluidos de
apoplasto es apenas del 1 al 3% del valor obtenido para un extracto
crudo de la misma especie vegetal (29). En general, estos resultados
son considerados bajos si se tiene en cuenta que hay reportes donde
se han tolerado valores en el rango del 3 al 10% (30).
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La localizacion citoplasmatica de la MDH permite que la
determinacion de su actividad sea cominmente usada como marcador
de la calidad del fluido apoplastico obtenido; la baja o ausencia de
actividad para esta enzima indica una pobre o ausente contaminacion
con proteinas citoplasmaticas (/, 3). Asi mismo, los resultados
obtenidos para la solucion amortiguadora NaH,PO4-Na,HPO, 0,1 M
pH 6,5/NaCl 50 mM, con y sin agente reductor, no muestran
diferencias significativas en cuanto a rendimiento y contaminacion
intracelular (Tabla 2 y Figura 3).

Sin embargo, al realizar la electroforesis 1D SDS-PAGE, se
determinod que existe mayor intensidad en las bandas de proteinas con
peso molecular de aprox. 31 KDa y 7 KDa, cuando se emplea f3-
mercaptoetanol dentro de la solucion de infiltracion (Figura 4, carril
2). Esto indica que es necesario el uso de éste dentro de la solucion de
infiltraciéon a emplearse en esta parte del proceso. Estos resultados
son predecibles, considerando que la presencia de este agente
reductor en la solucion de infiltracion evita la posible formacion de
puentes disulfuro entre proteinas que presenten grupos sulthidrilo
libres, que en este caso tienen pesos moleculares de 31 y 7 kDa. La
posible formaciéon de estructuras oligoméricas bajo condiciones no
reductoras es un fenomeno previamente descrito para varias proteinas
en otros modelos (31, 32).

27 === 31 kDa

17—>

e 7 kDa
6 >
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Figura 4. 1D SDS-PAGE para la comparacion del efecto de un agente reductor presente en la
solucion de infiltracion empleada en la obtencion de fluido apoplastico de tallo y raiz de
clavel, variedad Golem. Se emplearon 10 pg proteina, gel de separacion al 12% y gel de
concentracion al 5%. Al lado derecho del ge? se encuentran sefialadas las bandas de interés
(6,7 kDa para tallo y 30, 6 kDa en tallo y raiz)

Electroforesis SDS-PAGE

Se deben tener en cuenta también algunos parametros experimentales
para la obtencion de una buena resolucion en los geles de proteinas en
SDS-PAGE, por ejemplo, el tiempo de calentamiento de la muestra y
la cantidad de proteina sembrada en cada pozo del gel. En el formato
empleado en la presente investigacion (7 cm), se encontrd que un
tiempo de calentamiento de 10 min permite aumentar la nitidez de las
bandas, debido a que probablemente en este tiempo se presenta una
mayor interaccion entre los agentes denaturantes presentes en el
buffer carga y las proteinas del extracto (Resultados no mostrados).
En cuanto a la cantidad de proteina empleada, se encontr6 que a partir
de 10 pg (Figura 5, carril 2 y 6) se presenta una buena sensibilidad
para la deteccion de las bandas, lo cual representa una gran ventaja
dado que la cantidad de proteina obtenida a partir de fluido
apoplastico es baja, alrededor de 100 pg proteina/g material vegetal
peso fresco (Tabla 3).
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Figura 5. 1D SDS-PAGE para la comparacion de diferentes cantidades de proteinas presentes
en extractos de proteinas provenientes del fluido apoplastico de tallo y raiz de clavel, variedad
Golem, empleando la solucion de infiltracion nimero 3y diferentes cantidades de proteina.
Gel de separacion al 12% y gel de concentracion al 5%. Tallo, 5 pg (carril 1)10 pg (carril 2), 15
ug (carril 3), 20 pg (carril 4), Raiz 5 pg (carril 5),10 pg (carril 6),15 ug (carril 7), 20 pg (carril 8)

Tabla 3. Rendimiento para los diferentes métodos de extraccion de proteinas presentes en
fluido apopléstico de tallos y raices de clavel. TCA/acetona (A) y TCA/acetona/fenol (B)

Rendimiento (ug | Procedimiento |%Recuperacion| Procedimiento | %Recuperacion
proteina/g material A. B.
vegetal peso fresco)

Tallo 119,4 = 14,7° 100,0 72,7+ 1,30 60,4

Raiz 142,0 + 20,4° 100,0 62,5 + 8,4° 44,0

Los resultados se presentan como el promedio de tres determinaciones + la desviacion estandar

Precipitacion y concentracion de proteinas para electroforesis

En este caso, se emplearon dos métodos reportados para precipitacion
de proteinas de tallos y raices de clavel (16). El método A se basa en
el uso de TCA/acetona y el método B, se basa en el uso de TCA/
acetona/fenol. La seleccion se realizd teniendo en cuenta el
rendimiento en la cantidad de proteina finalmente solubilizada
determinada por Bradford (Tabla 3) y la separaciéon en 1D SDS-
PAGE (Figura 6).
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Figura 6. Geles de extractos de proteinas obtenidas usando 1 método ATC/acetona en tallo, 2
meétodo ATC/acetona/fenol en tallo, 3 método ATC/acetona en raiz, 4 método ATC/acetona/
fenol en raiz. Se emplearon 10 ug de proteina en cada carril y un gel de poliacrilamida-SDS al
12%. £l gel fue tefiido con Coomassie coloidal. Las muestras empleadas provienen de fluido
apoplastico de tallo y raiz de clavel variedad Golem, empleando la solucion de infiltracion
numero 3
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Los resultados obtenidos muestran que al emplear el método B,
se presenta una menor recuperacion de proteina a la obtenida con el
método A presentando un 60,4% y 44,0% de lo obtenido con el
método A, para tallo y raiz respectivamente (Tabla 3). Por otro lado,
al evaluar el numero de bandas durante la separacién de las proteinas
presentes en los diferentes extractos mediante electroforesis en 1D
SDS-PAGE (Figura 6) se encontrd que, si bien es cierto que los dos
métodos empleados no presentan contaminantes que afecten la
calidad de la separacion y la resolucion de las bandas, si se presentan
diferencias en el nimero de bandas que corroboran los resultados
obtenidos en rendimiento.

Se encontro a través del método B un menor numero de bandas
(Figura 6, carriles 2 y 4), debido probablemente a la pérdida de
proteinas durante el procedimiento experimental descrito. Esto indica
que para la precipitacion de proteinas presentes en el fluido
apoplastico de tallos y raices de clavel, se debe emplear el método A
que incluye unicamente el tratamiento con TCA y acetona, tal y
como ha sido reportado en estudios con otras especies vegetales (19,
33, 34). En general, estos resultados contrastan con lo encontrado en
estudios previos realizados con el grupo de investigacion, donde el
método que incluye fenol presenta los mejores resultados en
términos de niimero de bandas y presencia de contaminantes no
proteicos para extractos totales de tallos y raices (/6). Lo anterior
debido a que el fenol es uno de los agentes disociadores mas fuertes
que disminuye las interacciones entre las proteinas y diversos
contaminantes (35-37).

Los resultados encontrados en clavel muestran claramente como
el método de precipitacion y concentracion de proteinas depende de
la complejidad de la muestra a trabajar ya que, cuando se parte de
material vegetal total, es necesario emplear el método TCA/acetona/
fenol para eliminar interferentes en andlisis electroforéticos como
carbohidratos, acidos nucleicos, fenoles, lipidos y sales (20). Por el
contrario, para el caso del fluido apoplastico, debido a que es una
muestra que presenta un menor numero de moléculas interferentes, el
método TCA/acetona es suficiente para generar una muestra que
pueda ser empleada en andlisis electroforéticos, contando ademas
con un buen rendimiento en la obtencion de proteinas, necesario en
este tipo de estudios donde la cantidad de fluido apoplastico obtenido
a partir de material vegetal es tan bajo.

Electroforesis SDS-PAGE de muestras inoculadas con Fod

Con el fin de verificar que las condiciones seleccionadas fueran
adecuadas para el andlisis de proteinas del fluido apoplastico de
raices y tallos de clavel, durante la inoculacion con el patdégeno Fod,
se realizd un analisis diferencial cualitativo de las bandas de
proteinas presentes en el apoplasto de dichos tejidos, comparando
con el correspondiente control. De esta manera, bajo las condiciones
previamente descritas se realizaron extracciones de apoplasto a partir
de material vegetal sin inocular con el patdégeno (dia 0 y dia 7,
control) e inoculado con el mismo (dia 7) (Figura 7). Los resultados
muestran que las condiciones seleccionadas pueden ser usadas de
manera exitosa, tanto para tejidos control, como para aquellos que
han sido inoculados con el patogeno.

Al comparar los diferentes tratamientos se evidencia que no
existen diferencias cualitativas entre las proteinas presentes en el
apoplasto de las muestras control y las muestras inoculadas, al
menos bajo las condiciones de deteccion empleadas.
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Figura 7. 1D SDS-PAGE para la comparacion de extractos de proteinas en diferentes tiempos
y con inoculacion con FOD provenientes del fluido apopléastico de tallo y raiz de clavel,
empleando la solucion de infiltracion nimero 3. 20 ug de proteina. Gel Criterion Stain FreeTM
Bio Rad, USA. Gradiente 4-20%. 1 Tallo dfa O control, 2 Tallo dia 7 control, 3 Tallo dfa 7
inoculado, 4 Raiz dia 0 control, 5 Raiz dia 7 control, 6 Raiz dia 7 inoculado

Estos resultados son similares a los encontrados en trabajos
previos realizados en el grupo de investigacion, donde no se
presentan diferencias cualitativas apreciables en el numero de bandas
en extractos totales de proteinas, entre controles e inoculados con el
patdgeno usando electroforesis en 1D (/6). Los resultados obtenidos
en esta parte de la investigacion muestran ademas que la metodologia
puede ser empleada de manera confiable para analisis de proteinas
provenientes de fluido apoplastico, de tallos y raices control e
inoculados con el patdgeno.

Analisis de apoplasto de raices y tallos de clavel por 2DE (IEF-
SDS-PAGE)
La Figura 8 muestra los resultados obtenidos para proteinas
apoplasticas de tallo, donde se encuentra un mayor numero de
manchas y una mayor resoluciéon durante la separacion, al emplear
tiras de IPG en el rango de pH 3-10 (Tabla 4). Los resultados
obtenidos en este 6rgano son similares a los obtenidos en estudios
proteémicos del apoplasto de hojas de colza (Brassica napus) en su
interaccion con Verticillum longisporum, donde se encuentran 170
spots, empleando 80 pg de proteina y tiras de IPG pH 3-10 (3).

Para el caso de la raiz (Figura 9), empleando 200 pg de proteina
y tiras de IPG pH 5-8, la resolucion en las manchas de proteina es
superior. De hecho, si se comparan los dos rangos de pH a esta
misma concentracion de proteina, no existen diferencias importantes
entre el nimero de manchas resueltas, pero si en la resolucion de la
separacion, siendo mayor en el primero. Por lo anterior, para este
organo de la planta, el andlisis de proteinas apoplasticas se debe
realizar usando tiras de IPG en rango pH 5-8 para la primera
separacion por isolectroenfoque. Estos resultados son similares a los
obtenidos en otros estudios, en donde se han encontrado los mismos
rangos de pH para la separacion en la primera dimension (18, 34).
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Figura 8. Electroforesis en 2D para los extractos obtenidos mediante el procedimiento TCA/Acetona a partir de fluido apoplastico de tallos de clavel, con diferentes cantidades de proteina total y rango de
pH en cada tira de isoelectroenfoque. A. 100 g, pH 3-10, B. 200 g, pH 3-10, €. 100 pg, pH 5-8, D. 200 g, pH 5-8
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Figura 9. Electroforesis en 2D para los extractos obtenidos mediante el procedimiento TCA/Acetona a partir de fluido apopléstico de raices de clavel, con diferentes cantidades de proteina total y rango de
pH en cada tira de isoelectroenfoque. A. 100 pg, pH 3-10, B. 200 ug, pH 3-10, C. 100 pg, pH 5-8, D. 200 g, pH 5-8
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Tabla 4. Condiciones de analisis para la separacion en 2D de proteinas de fluido apoplastico
de tallos y raices de clavel variedad Golem

Cantidad Tiras No
Tejido | de proteina ) Resolucion**
IPG spots*
(ng)
pl 3-10 119 Buena
100
pl 5-8 117 Buena
Tallo
pl 3-10 193 Muy buena
200
pl 5-8 182 Buena
pl 3-10 57 Buena
100
pl 5-8 86 Buena
Raiz
pl 3-10 107 Buena
200
pl 5-8 98 Muy buena

*Los valores encontrados de nimero de manchas son obtenidos mediante el programa PDQuest.
**a resolucion se determind mediante inspeccion visual y evaluando el enfoque de una misma mancha
proteica en los diferentes tratamientos evaluados.

Un analisis comparativo preliminar permite observar que algunas
de las manchas proteicas se comparten en geles obtenidos a partir de
fluido apoplastico de raices y tallos de la planta, indicando que
muchos de ellos deben contener proteinas que participan en procesos
conservados en las células vegetales a nivel extracelular. Asi mismo,
se evidencian también manchas proteicas que son particulares de
cada organo, las cuales probablemente deben estar asociadas a otros
procesos que se llevan a cabo de manera tejido-dependiente.
Diferencias en la distribucion de proteinas en funcion del 6rgano de
la planta objeto de estudio han sido reportados en diferentes especies
vegetales (38, 39).

Conclusiones

Para la obtencion de fluido apoplastico presente en tallos o raices de
clavel, se debe emplear la solucién amortiguadora NaH,PO,-
Na,HPO, 0,1 M pH 6,5/NaCl 50 mM/B-mercaptoetanol 0,1% v/v
como solucion de infiltracion, ya que presenta buen rendimiento en la
obtencion de proteinas y la menor contaminacién con proteinas
intracelulares. Ademas, se pueden realizar dos centrifugaciones sobre
el mismo material vegetal para obtener una mayor cantidad de fluido
apoplastico, sin generar rompimiento de la membrana citoplasmatica.
En cuanto a la precipitacion de proteinas, el método TCA/acetona
presenta un rendimiento superior al 80% comparado con el método
TCA/acetona/fenol, eliminando interferentes de tipo no proteico,
presentes en la muestra. Para los analisis protedmicos en 2D (IEF-
SDS-PAGE), se deben emplear 200 pg de proteina y tiras de IPG con
pH 3-10 cuando las muestras proceden de fluido apoplastico de tallo,
y 200 pg de proteina y tiras de IPG con pH 5-8 cuando proceden de
fluido apoplastico de raiz. Este procedimiento puede ser aplicado a
otras especies vegetales, con el fin de estudiar la dindmica del
proteoma apoplastico en procesos bioldgicos que pueden incluir la
interaccion con patdgenos.
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