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Resumen

Se estudié el movimiento de agua en cortes transversales (pasaje axial) y
longitudinales (pasaje radial) de raiz de remolacha (Beta vulgaris). Se realizaron
experimentos con una solucidon extracto (contenido protoplasmatico vy
extraprotoplasmatico de la raiz) y una solucion reducida a manitol de igual
osmolaridad para garantizar que no hubiera cambios en la presion de turgencia de
las células del tejido. El flujo de agua axial fue significativamente mayor al radial y no
hubo diferencias en la utilizaciéon de una u otra solucion. El flujo de agua radial
respondié osméticamente y fue inhibido por agentes mercuriales lo que sugiere que
las acuaporinas estarian involucradas en el transporte de agua transcelular.

Decidimos entonces estudiar este transporte a nivel subcelular para lo cual se
optimizd una ténica de aislamiento mecanico de vacuolas. Se puso a punto un
sistema de perfusion controlada para inducir cambios en la tonicidad del medio. Los
posibles cambios de volumen de una unica célula aislada fueron seguidos a través
del tiempo mediante videomicroscopia.

Las vacuolas respondieron a cambios de osmolaridad, tanto al crearse
gradientes hiper (0,2M) como hiposméticos (0,3M) disminuyendo o aumentado su
volumen respectivamente con respecto a la condicidn inicial. La serie experimental
realizada con HgCl; revelé una inhibicién del movimiento de agua con respecto al
control (p<0.001) (que tuvo un valor de permeabilidad del orden de 10> cm.s™).
Estas evidencias preliminares indicarian que las vacuolas utilizan acuaporinas para
regular su volumen.

La técnica desarrollada aporta una importante herramienta para el estudio de

transporte a través de membranas celulares



A Mama, Papa, Esteban, Diego y Francisco.
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INTRODUCCION

Los vegetales dependen, en gran medida, del aprovisionamiento de agua
para su crecimiento y desarrollo y poseen ademas un estricto control del balance
hidrico que les permite garantizar su supervivencia. En la planta, el agua asciende
por el xilema desde la raiz hasta las hojas movilizada por el gradiente creado por
la corriente transpiratoria. Al abandonar el xilema puede seguir dos rutas: una
apoplastica involucrando soélo las paredes celulares y otra simplastica y
transcelular que involucra tanto el citoplasma como las vacuolas (Chrispeels et al.,
1994). Se han realizado numerosos estudios para tratar de comprender los
mecanismos fisiologicos y biofisicos que rigen las relaciones de agua en la planta.
Los procesos fisiolégicos investigados abarcan desde el transporte de agua a
larga distancia hasta la expansion celular y osmorregulacion, todos procesos que

requieren el movimiento de agua a través de las membranas celulares.

Células vegetales y transporte de agua e iones

La celula vegetal puede distinguirse de las demas células eucariotas por la
presencia de una pared celular rigida (basicamente compuesta de celulosa),
cloroplastos y una gran vacuola central cuyo tamanfo varia dependiendo del estado
de desarrollo de la planta.

Cuando las células de la planta estan recién formadas contienen cientos de
provacuolas pequerias las cuales surgen por brotacién y fusién de vesiculas de la
cara trans del aparato de Golgi (Marty et al., 1978). A medida que la célula se
expande las provacuolas se van fusionando gradualmente para formar la gran
vacuola central que puede llegar a ocupar mas del 90% del volumen total de la
célula.

Uno de los papeles importantes de las vacuolas es incrementar el tamafo
celular ya que a diferencia de las células animales lo hacen por medio de la
entrada de agua, proceso que resulta mas econdmico energéticamente a
diferencia de la sintesis de proteinas.

Las vacuolas han sido ampliamente estudiadas y si bien en un principio la

mayor dificultad en su obtencion era debida a la rigidez de la pared celular, fueron



desarrollandose métodos que permitieron aislarlas para su posterior estudio y

caracterizacion. Asi se ha llegado a conocer la composicion de su contenido, las

propiedades de su membrana y sus distintos aspectos funcionales que varian

dependiendo del tipo celular, 6rgano y estado de desarrollo y que también se

encuentran regulados. Algunos de los procesos en los cuales estan involucradas

son:

»,
0.'

*e

Compartimiento de reserva: las vacuolas pueden almacenar azlcares,
polisacaridos, acidos organicos, iones, aminodacidos y proteinas. Todos
estos metabolitos primarios pueden ser retirados de la organela y usarse

para los distintos caminos metabdlicos.

Compartimientos liticos: se las asemeja con los lisosomas animales ya
que la composiciéon de enzimas hidroliticas es casi idéntica a la que estos
poseen (Boller et al., 1993).

Sustancias téxicas: por ser organismos sésiles las plantas no pueden
escapar de la exposicibn a sustancia toxicas y entonces poseen un
sistema excretor para la eliminaciéon de las mismas. Pueden acumular

sodio y metales pesados como por ejemplo cadmio.

pH y homeostasis iénica: las reacciones en el citosol son extremadamente
sensibles a cambios en el pH y fuerza idnica. El pH de las vacuolas de las
plantas superiores varia generalmente entre 5 y 5.5 pero puede llegar a
valores inferiores como por ejemplo en citricos (2.5) y en el alga
Desmerestia (0.6) (McClintock et al., 1982). En principio hay dos bombas

de protones en el tonoplasto que regulan el pH citosélico (Figura 1).

Defensa contra patégenos y herbivoros: las células de las plantas
generalmente acumulan en las vacuolas grandes cantidades de
compuestos fendlicos, glicosidos cianogénicos o alcaloides que utilizan
para alejar insectos herbivoros debido a los sabores de estas sustancias.
También poseen una enzima, la quitinasa, que quiebra la pared celular de
hongos (Boller et al., 1984).



-

< Pigmentacion: muchas vacuolas acumulan flavonoides solubles en agua
llamados antocianinas que dan una coloracion que varia desde el naranja

hasta el purpura.

La vacuola se considera entonces como un compartimento multifuncional y
el transporte a travées de su membrana es fundamental en todos los procesos
mediados por las mismas.

Sistemas de transporte de solutos en la vacuola

La entrada de una gran variedad de solutos a las vacuolas esta manejada
por un gradiente electroquimico (ApH") a través del tonoplasto (Figura 1). Este
ApH" es generado por dos bombas de protones: la H*-ATPasa vacuolar (V-
ATPasa) y la H'-pirofosfatasa vacuolar (V-PPasa) (Rea et al., 1987). Se han
sugerido varias funciones para la V-PPasa, como establecer el gradiente de pH a
través del tonoplasto regulando el pH citosélico, estar involucrada en el
mecanismo de transporte de K" (Davies et al., 1992) y asociada con la regulacion
de turgencia (Rea et al., 1987). El rol de la V-ATPasa, en cambio, en manejar el

transporte vacuolar ha sido ampliamente aceptado.

Transporte activo secundario

Antiporters: varios antiporters han sido demostrados en el tonopasto los
cuales utilizan el gradiente de pH para manejar la entrada de Na*, Ca*? y az(cares
por intercambio con protones. El antiporter Ca*?/H* es muy activo en la mayoria de
las plantas y se ha evidenciado que el intercambio es electroneutro permitiendo
que el Ca*? se acumule contra un potencial de membrana positivo (Blackford et al.,
1990).

Si bien el intercambiador Na*/H* ha sido documentado en una serie de
especies (Barkla ef al., 1994), es abundante en las plantas halofitas debido a que
la acumulacién de sodio en la vacuola es uno de los principales medios por el cual

las plantas tolerantes a la sal evitan el efecto negativo de la salinidad.
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Figura 1: Sistemas de transporte en la membrana vacuolar de las células de las
plantas. Dos bombas electrogénicas manejadas por ATP y pirofosfato (PPi)
generan el gradiente electroquimico para el transporte secundario de otros
solutos hacia el interior de la vacuola. SV, slow activated vacuolar channels;
FV, fast activated channels; InsPs, inositol trifosfato. (adaptado de Taiz, 1992)

Se cree que la acumulacién de azicares en muchas células de plantas se
debe a la accidn conjunta de transportadores de membrana plasmatica y
tonoplasto. De todas maneras, en las células especializadas para el
almacenamiento de azucares como las de Beta vulgaris, la entrada a la vacuola se

da principalmente por el antiporter sacarosa/H* del tonoplasto (Briskin et al.,
1985).

Canales

La técnica de patch-clamp ha permitido la caracterizaciéon de numerosos
canales en las membranas de las plantas. Se han identificado dos tipos principales
de canales regulados por voltaje: canales del tipo SV (“slow activated vacuolar
channels”) y los del tipo FV ("fast activated vacuolar channels"). Los primeros
tienen una selectividad iénica muy baja (Hedrich ef al., 1986, 1987; Coyaud ef al.,
1987; Amodeo ef al., 1994) que parece variar en los diferentes tejidos (Hedrich et



al., 1988) y se activan con concentraciones relativamente altas de Ca*? citoplas-
matico (>0,3 pmol.I"). Los del tipo de FV se activan con voltajes positivos (Pantoja
et al., 1992) y bajas concentraciones de Ca*? citoplasmatico (<0,3 umol.I"). Este
canal funciona durante el bombeo activo de protones y probablemente constituye
la principal via de entrada para aniones como CI, NO®, malato y citrato. Ambos
canales son relativamente inespecificos permitiendo el paso de cationes y aniones
a través de ellos. Sin embargo, la permeabilidad a los cationes es entre 2 y 10
veces mayor que para los aniones (Hedrich et al., 1989).

El calcio juega un importante papel en procesos de acoplamiento estimulo-
respuesta. Por el tamafo de la vacuola y la concentracion de este ion en su
interior se argumenta que esta organela sirve como fuente para el incremento de
Ca® citoplasmatico. Se han descripto dos tipos de canales selectivos para Ca*? en
el tonoplasto: los canales de Ca*? dependientes de voltaje (Pantoja et al., 1992) y
los activados por agonistas. Estos ultimos requieren la participacion de moléculas
marcadoras intermediarias como CaM, inositol trifosfato (IP;) o ADP¢ (este no se
ha encontrado todavia en células de plantas).

Canales selectivos para malato: el malato se acumula en las vacuolas de la
mayoria de las plantas, y tiene mdltiples funciones, es una forma de almacenar
CO,, como balance de cargas y como osmolito involucrado en el mantenimiento
de la turgencia celular, también es importante en el mantenimiento del pH
citoplasmatico en las plantas tipo CAM.

En las vacuolas, no solamente los canales serian los responsables del flujo
ibnico sino que también surgen evidencias de otros sistemas como un
cotransporte de K'/H* que involucra la H'-pirofosfatasa (Davies et al., 1992). Si
bien todos estos transportadores ionicos estdn muy bien estudiados no hay

evidencia concreta de que estén acoplados al transporte de agua.
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Como es el transporte de agua a través de membranas bioldgicas

La mayor cantidad de agua en las células se encuentra en forma libre o
unida a la superficie de macromoléculas u organelas.

Desde el trabajo de Hodgkin y Keynes (Hodgkin et al,1953) quienes
demostraron que los iones K’ intracelular tienen un coeficiente de difusion y
movilidad igual al encontrado en una solucion libre se considera que el
compartimento celular puede estudiarse como una solucion cuando nos referimos al
agua y pequenios iones inorganicos (K*, CI'y Na").

Las células pueden ser hiperosmolares con respecto al medio circundante
(en general otras células) y esto puede explicarse ya que la hiperosmolaridad es el
resultado de dos tipos de mecanismos de transporte: uno pasivo y otro activo
(acoplado al transporte de iones).

A principios de este siglo Nernst establecié el término de membrana
semipermeable (Nernst et al., 1908) cuando postul6 que el agua, contrariamente a
los iones, podia atravesar libremente una membrana. Hace algunos anos se
observé en ciertos tejidos un alto coeficiente de permeabilidad osmética (que
considera el agua que atraviesa la membrana en respuesta a un gradiente
osmético) lo que hacia pensar en la existencia de una via alternativa especifica
para el pasaje de agua a través de la membrana independiente de la bicapa
lipidica (Parisi et al., 1985). Preston y colaboradores describieron el primer canal
especifico para el pasaje de agua en 1992 observando un aumento notable de la
permeabilidad al agua al expresar el ARNm de la proteina CHIP28 de eritrocitos
humanos en oocitos de Xenopus laevis (Preston et al., 1992).

Actualmente se considera que existen varias vias para el pasaje de agua
(Figura 2):

1. Transporte pasivo a través de la membrana que se produce via bicapa lipidica.

2. Proteinas especificas descriptas que reciben el nombre de acuaporinas (Agre
et al., 1993).

3. Transporte activo de agua, que es un transporte acoplado al flujo de iones a

través de la membrana. Como ejemplo de cotransportadores de agua podrian



mencionarse K'/CI7H,0 (Lauf et al., 1985), Na'/K'/2CI/H,O (Lang et al.,1993) y
Na*/solutos organicos/H.0 (Loo et al., 1996).

De lo expuesto, podemos entonces concluir que si bien la composicion lipidica de
la bicapa ofrece posibilidades para variar la permeabilidad al agua, el mayor
cambio en el flujo se debe al nimero de canales insertos en la membrana y a sus

posibles mecanismos de regulacion.

Permeabilidad al agua y acuaporinas

El coeficiente de permeabilidad difusional (P4) describe el flujo de moléculas
de agua que se da a través de una membrana por difusién en ausencia de una
fuerza impulsora (Finkelstein et al., 1987).

El coeficiente de permeabilidad osmética (Pf), en cambio, describe el

movimiento de agua en respuesta a un gradiente de presion osmética.

r R
H,0 e QE- H,0
\ J/
H,O 1ones

Figura 2: Vias para el pasaje de agua a través de la membrana. En verde, los
mecanismos pasivos: difusiébn a través de la bicapa lipidica y proteinas
especificas. En negro, mecanismo activo: transporte acoplado al flujo de iones.

El P4 estima de alguna manera la capacidad de una membrana para el
pasaje de agua y cuando se lo compara con el Ps (6=Ps/ P4) provee informacion

acerca de los mecanismos biofisicos de este movimiento.



La fase lipidica de la membrana fue considerada desde siempre como la
principal via de pasaje de agua en las células. El transporte de agua a través de
este camino esta basado en la solubilidad y difusion de las moléculas de agua en
los lipidos de la membrana y se caracteriza por tener iguales valores de Pyy Psy
una alta energia de activacion de Arrhenius (E,=14-16 Kcal.mol™") (Haines et al.,
(1994).

En la década del cincuenta ya existia la teoria acerca de la presencia de
"poros acuosos transmembrana" y se obtuvo la primera evidencia experimental
cuando Koefoed-Johnsen y Paganelli-Solomon encontraron un cociente Py/Pg
mayor a 1 trabajando con eritrocitos humanos. A la vez este proceso de transporte
también mostraba una baja E, (menor a 5 Kcal.mol™) sugiriendo la existencia de
un flujo masivo a través del poro si este existiera (Macey et al., 1997).

Ya en la década del sesenta se discutia acerca de la existencia de estos
mismos poros en las membranas de plantas (Dainty et al., 1963; Ray et al., 1960)
pero los experimentos realizados en ese momento, mediciones de o y E,,
demostraron lo contrario posiblemente por los métodos utilizados y por la
incorrecta interpretacién de los resultados, que eran entonces los primeros en este
tema.

Actualmente dos de los criterios que se utilizan para definir funcionalmente
estos canales son el o (P¢/ Pg) > 1 (en general 5 6 6) y la baja Ea.

Recién en 1992 (Preston et al.,, 1992) fue descubierto el primer canal
especifico para el pasaje de agua a través de la membrana. A partir de entonces
se han buscado intensamente en otros sistemas, encontrandose hasta hoy en
vertebrados, plantas superiores, insectos y bacterias (Preston et al., 1992, Maurel
et al., 1993; Le Cahérec et al. 1996; Calamita et al, 1995). Estas proteinas
recibieron el nombre de acuaporinas (Agre et al., 1993) y forman parte de la
familia de canales transmembrana MIP (del inglés, Membrane Intrisic Protein). En
los vegetales pueden distinguirse tres subclases dentro de las MIP. Las dos
primeras contienen a las TIP (del inglés: Tonoplast Intrinsic Protein) y a las PIP
(del inglés: Plasma Membrane [ntrinsic Protein) encontradas en tonoplasto y

membrana plasmatica respectivamente. La tercera clase esta formada por la
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nodulina 26 que se expresa en la membrana peribacteroidal de los nédulos
simbiontes que se forman en la raiz de las leguminosas en asociacion con la
bacteria Rhizobium (Fortin et al,. 1987). De todas formas no se han encontrado
homélogas de esta ultima en plantas no leguminosas.

Todas las acuaporinas conocidas tienen un peso molecular que varia entre
25 y 30 KDa aproximadamente (Verkman et al.,1996). Su secuencia aminoacidica
contiene residuos altamente conservados como por ejemplo el motivo NPA. Los
extremos carboxi y amino terminal se encuentran del lado citoplasmatico (Smith et
al.,1991).

El pasaje de agua dentro del canal es manejado pasivamente por un
gradiente osmoético. La baja energia de activacion (3.8 kcal.mol”) para el
transporte de agua mediado por acuaporinas sugiere que el agua atraviesa el poro
en hilera (Jung et al.,1994). Estas proteinas forman un poro muy estrecho que solo
permite el pasaje de moléculas de agua excluyendo el pasaje de iones u otros
metabolitos pequenos. Se supone, que dentro del canal el agua interacciona con
grupos polares, lo que hace razonable pensar que junto con la limitacién del
tamano esto podria restringir la permeabilidad a los iones y moléculas grandes.
Una excepcién a la regla de selectividad ha sido demostrada por la proteina
homéloga a la de bacteria Glpf que transporta glicerol pero no agua (Maurel et al.,
1994).

Los compuestos mercuriales se han usado ampliamente como inhibidores
de la capacidad de las acuaporinas para transportar agua, tanto en animales
(Preston et al.,1991) como en plantas (Daniels et al., 1996). Esto se debe a que el
HgCl, interacciona con residuos especificos de cisteina (Cys 189, en la
acuaporina 1 de la membrana de eritrocitos y Cys 116-118, enlay y & TIP de
Arabidopsis). Una serie de mutaciones puntuales dirigidas sobre la Cys 189
mostraron que residuos de gran tamafo obstruyen el flujo osmético de agua
mientras que los pequefios no lo hacen, indicando que este sitio podria
corresponder a un 'estrechamiento’ del poro acuoso que es critico para mantener

el plegado de la proteina y transito a través del Golgi (Preston et al.,1993). Los

11



efectos producidos por el HgCl; son reversibles por tratamientos con agentes
reductores como el B-mercaptoetanol.

Particularmente en vegetales las acuaporinas han sido identificadas tanto
en la membrana plasmatica como en la de la vacuola (tonoplasto) (Maurel et al.,
1993) y pueden expresarse en determinados tejidos o inducirse frente a alguna
condicién fisiologica (Maurel et al., 1997; Hejnowicz et al., 1996).

En Beta vulgaris se han encontrado acuaporinas (TIPs) en el tonoplasto de
células parenquimaticas de raiz (Marty-Mazars et al., 1995).

Hasta el momento, el estudio de las acuaporinas se ha enfocado
fundamentalmente a través de su caracterizacién molecular, estructural y estudios
acerca de su localizacién. Son muy pocos los trabajos de la literatura referidos a
su funcién. Por ejemplo, Maggio et al. encontraron en tomate una reducciéon
reversible de la conductividad hidraulica después del tratamiento con agentes
mercuriales (Maggio et al., 1995) demostrando su participacion en el movimiento
de agua a través de la raiz. Por otro lado, Kaldenhoff et al. construyeron
protoplastos transgénicos de Arabidopsis con el antisense de la acuaporina PIP1
los cuales presentaron un cambio de volumen menos rapido que el control
(Kaldenhoff et al., 1995).

Como vimos las vacuolas estan involucradas en la osmoregulaciéon vy
almacenamiento de sustancias y metabolitos polares cuya acumulacion aumenta
la presion osmotica regulando asi la turgencia celular (Wink et al., 1993). La
vacuola resulta entonces un modelo ideal para estudiar los mecanismos que

determinan el movimiento de agua.
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OBJETIVOS

Ingresé al Laboratorio de Biomembranas para desarrollar mi tesis de

Licenciatura participando en el proyecto que estudia el movimiento de agua en

sistemas vegetales y el papel que juegan las acuaporinas. Esto permitio

familiarizarme con las técnicas que se emplean en el laboratorio, participara en

responder algunos interrogantes y trabajara en la puesta a punto de una técnica

para medir el cambio de volumen en vacuolas aisladas.

Basicamente los objetivos se ampliaron y complementaron a los originalmente

propuestos en mi plan de Tesis a:

En el nivel de la raiz de Beta vulgaris

[

Estudiar los movimientos de agua en secciones de raices sometidos a
gradientes hidrostaticos y osméticos en cortes axiales y radiales utilizando una
solucion extracto.

Comparar el efecto de una solucién reducida a manitol e iones con la utilizada
en las mediciones anteriores también para cortes axiales y radiales y para
gradientes hidrostaticos y osméticos.

En el nivel subcelular

1.

Profundizar nuestros estudios del movimiento de agua a nivel subcelular en

vacuolas aisladas de la raiz almacenadora de la remolacha (Beta vulgaris).

Optimizar la técnica de aislamiento de vacuolas para la medicion de cambios de

volumen a través de videomicroscopia.

Estudiar la respuesta del cambio de volumen de vacuolas en funcién del tiempo

frente a cambios hiper e hipotdnicos inducidos en el medio.

Analizar si la respuesta obtenida es inhibible por agentes mercuriales conocidos

como inhibidores de acuaporinas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal
Las remolachas (Beta vulgaris L.) fueron crecidas a campo (Pantaleone Hnos, Pilar,
Pcia de Buenos Aires) cosechadas luego de 90 dias, transportadas al laboratorio y
mantenidas en condiciones de humedad con un suelo fértil comercial apropiado hasta
la realizacién de los experimentos. En general, el material recolectado era utilizado

dentro de la semana.

2. Mediciones de flujo de agua en secciones de tejido de raiz de Beta vulgaris

Para los experimentos de flujo de agua, se separaba la raiz y se realizaban cortes ya
sea en sentido longitudinal o transversal (20x20x2mm de espesor) de manera tal que
al montarlo en la camara experimental quedara expuesta una superficie final de 1.5
cm?.

En experimentos diferentes se podian obtener cortes verticales u horizontales con la
finalidad de poder comparar fluos de agua en el sentido radial y axial
respectivamente. La camara esta disefada para correr simultaneamente dos
experimentos utilizando dos fragmentos obtenidos de la misma raiz. Al montarlos, se
sellan sus bordes con gel de silicona para evitar pérdidas. Todos los experimentos se
llevaron a cabo a temperatura ambiente e inmediatamente después de producirse los
cortes sobre la raiz, evitando el dafio o la desecaciéon del tejido (Bell y Leigh, 1996).

En la Figura 3 podemos observar un esquema simplificado de la metodologia utilizada
para obtener los valores de flujo neto de agua de los experimentos. El tejido se ubica
en una camara de Ussing modificada, quedando definidos dos compartimentos
independientes. Asi, ambas caras del tejido se encuentran bafadas por solucion
fisiologica. Uno de los compartimentos esta a presion atmosférica mientras el otro se
encuentra herméticamente sellado. Este esta conectado por un catéter de polietileno a
una camara secundaria que posee una membrana de latex plegada e impermeable que
determina otros dos compartimentos separando la solucion fisiolégica de una solucién
que contiene un colorante opaco (negro vilmacid 10B 2 mg/ml) que se conecta por un
segundo catéter a una varilla de vidrio hueca que posee el diametro de un capilar y que
se encuentra abierta a la atmoésfera en el extremo opuesto. Cualquier movimiento de

agua a través del tejido producira un movimiento proporcional en la solucién del
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colorante opaco que se encuentra dentro de la varilla. Debido a que la varilla esta
inserta en el aparato de medicidn, esto permite captar movimientos del menisco con
una precision de 72 micrones (lo que equivale a un volumen de 50 nl). Asi, se pueden
observar los cambios en el flujo de agua a traves del tejido. Los datos obtenidos son
almacenados en una computadora y posteriormente analizados con el software
adecuado. Los aparatos de medicion se calibran inyectando en el sistema volumenes
de agua conocidos. Las posibles diferencias de registro existentes entre los dos
aparatos de medicidon, se eliminan alternando los experimentos control y experimental

dentro de las distintas series.

PASAJE RADIAL
! corte vertical
PASAJE AXIAL
corte
horizontal

GEL DE

) GEL DE SILICONA

h“ama el SILICONA -

sistema de

medicion ! }—‘_‘ A
B

#
presion hidrostatica
vista lateral vista

superior

Figura 3: Diagrama esquematico del sistema empleado para medir flujos netos de
volumenes en cortes de raiz de remolacha (no esta a escala). Las secciones de
tejido fueron montadas entre dos hemicamaras. La presion hidrostatica se aplico en
el lado cerrado. Pueden correrse dos experimentos simultaneamente.

2.1. Soluciones
2.1.1. Solucién Extracto (SE): El medio de incubacién fue preparado a partir de un
extracto de raices filtrado con 4 capas de gasa (Syra) y centrifugado a 4500g durante
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3.

20 min. Luego de centrifugar se descarta el pellet transvasandose el extracto a otro
recipiente. Esta solucién posee una osmolaridad de 60445 mOsm.kg™"' medida en un
Osmometro de presion de vapor Wescor (Wescor, Logan UT USA) y un pH=6 +0.08.
Ademas se obtuvieron las concentraciones de Na* y K* utilizando un espectrometro
Hitachi U-100. Los valores obtenidos fueron de 51#4 y 10410 mol.m™
respectivamente.

2.1.2. Solucion Manitol (SM): Se prepard una solucién con la misma osmolaridad que
la solucion SE

D-manitol 300 mM,

KCIl 100 mM

NaCl 50 mM,

CaCl; 1 mM

TRIS-MES 10 mM

pH 6

2.1.3 Soluciones hiperténicas: Para crear un gradiente osmobtico se aumentd la
osmolaridad tanto de la SE como de la SM agregando manitol. De esta manera, para
crear un gradiente de 300 mOsm se llevo la solucién seleccionada a una osmolaridad
final de 900 mOsm. Kg™.

Cambio de volumen en vacuolas aisladas

3.1 Extraccion de vacuolas de células de raiz almacenadora de remolacha:

Las vacuolas se obtuvieron optimizando un método desarrollado por Leigh et al. ,
1976. Basicamente se introdujeron una serie de modificaciones para mejorar el
rendimiento de la técnica. La obtencién de vacuolas se realiza en tres etapas
obtencidon de secciones de tejido

preincubacion

liberacion de las vacuolas

Inicialmente la raiz fue separada del resto de la planta y un trozo de esta cortada en
secciones de aproximadamente 1 cm®. Estos se incubaron durante 20 minutos en una
solucién de sacarosa 2 M. Luego el tejido fue removido de la solucién y secado sobre

papel absorbente.
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Los trozos de raiz fueron finamente fragmentados con la ayuda de un bisturi en una
caja de Petri conteniendo 5 ml de la solucion A (ver 3.2). Se recogié una muestra de
500 pl de la solucidon, que ahora contenia las vacuolas y se transfirio a la camara de

perfusion.

3.2 Soluciones:
Solucién de extraccion: se utilizé una solucién de sacarosa 2 M.
Para mantener las vacuolas una vez aisladas se utilizé una solucién (A) que contenia:
800 mM manitol,
1 mM EDTA
50 mM Tris-Mes (pH 7.2).
Para los experimentos hipertonicos la solucion utilizada (B) contenia :
1 M de manitol
1 mM EDTA
50 mM Tris-Mes (pH 7,2).
Para los experimentos hipotdnicos la soluciéon usada (C) poseia:
500 mM de manitol,
1mM EDTA
50 mM Tris-Mes (pH 7,2).

En las series experimentales realizadas con mercurio se utilizé una soluciéon 0.3 mM
HgCl, (D) para la incubacion de las vacuolas y las soluciones A y B més el agregado

de la misma concentracion de HgCl, para la perfusion.

3.3 Sistema de perfusion: (Figura 4)
Consta de dos tubos que contienen las distintas soluciones experimentales. Ambos
se encuentran conectados independientemente por medio de catéteres con una llave
que permite seleccionar la solucion que finalmente llega a la camara a través de una
aguja. Existe ademas otra llave que permite regular el caudal de perfusion el cual se
establecié en 430 pl/min.
Una bomba de perfusion conectada por un catéter a una aguja retira la solucion

excedente de la camara.
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3.4 Observacion de vacuolas:

Para la observacién de las vacuolas, una alicuota de la solucién que las contenia se
transfiri6 a una camara de 500 pul de volumen montada sobre un cubreobjetos. Se
observaron las vacuolas utilizando un microscopio invertido con un aumento de 300 X.
Los posibles cambios de volumen de una vacuola individual elegida al azar se siguieron
mediante videomicroscopia. Para ello, una camara digitalizadora (con una resolucién de
192 pixeles (horizontal) x 165 pixeles (vertical)) montada en el microscopio permitié la
adquisicion de una imagen con intervalos establecidos de tiempo. Los diametros de las
vacuolas fueron medidos utilizando el software Optimetric 1.0 (Bioscan, USA). Dado que
las vacuolas son aproximadamente esféricas, el volumen se calculdé a partir de los

diametros obtenidos considerando el volumen de una esfera:

Volumen de la esfera = 4/3.w.(diametro medido/2)®

A

B
JE
a
A_ﬂ /D
b
I/G [IF

Figura 4: Sistema de perfusion. A: soluciones experimentales; B: llave para regular flujo de
perfusion; C: llave para seleccionar solucion; D: camara con soluciéon con vacuolas
con capacidad de 500ul; E: fuente de iluminacién; F: objetivo; G: bomba de perfusion;
a: aguja para ingresar solucion a la camara; b: aguja para sacar soluciéon de la
camara.
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Las vacuolas pueden visualizarse facilmente al microscopio debido a que poseen

pigmentos naturales tales como betacianinas.

3.5 Estudios de variacion de volumen:
Se estudiaron las propiedades de permeabilidad al agua de las vacuolas aisladas de
la raiz de remolacha. Para esto, una vez transferida la alicuota de la suspension de
vacuolas a la camara se dejaron transcurrir cinco minutos para que las vacuolas
sedimentaran. Posteriormente se eligié una al azar y se tomaron las imagenes.
Para la serie de experimentos hiperténicos se tomaron imagenes con la solucion A
cada un minuto durante seis minutos y se hizo el cambio de medio para perfundir con
solucién B. Se tomaron imagenes cada 30 segundos durante 10 minutos y se cambio
para perfundir nuevamente con la solucién A tomandose imagenes cada 30 segundos
6 minutos mas.
Para la serie de experimentos hipotdnicos los tiempos utilizados fueron los mismos
solo que a los seis minutos el cambio se hizo por la solucién C.

3.6 Estudios de inhibicion de los canales para agua:
Para testear el efecto del mercurio sobre el transporte de agua utilizamos compuestos
mercuriales conocidos como inhibidores especificos de canales para agua (Meyer et
al., 1987). Se incubaron las vacuolas durante 5 minutos en la solucién D y luego se
perfundié con soluciones A y B mas el agregado de 0.3 mM de HgCl, siguiendo el

mismo protocolo que en los experimentos hipertonicos.

3.7 Calculo de la permeabilidad al agua:
La medida de la permeabilidad osmética se realizd a partir de los cambios de
volumen de las vacuolas en funcion del tiempo en respuesta a un gradiente osmatico.
La medicion de los cambios de volumen de las vacuolas se realizd a través de
videomicroscopia. Estas se ubican en la camara de perfusion y se visualizan a través
de un microscopio (magnificacion 300x). El sistema permite registrar imagenes de las
células a partir de una camara CCD y una interfase a computadora. Los didametros de
las células se midieron a partir de las imagenes grabadas utilizando un sistema de

calibracion interna.
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El flujo de volumen de agua a través de una membrana (Jv; cm®/s) se determiné a

partir de la pendiente inicial de la curva de V/V, en funcién del tiempo.

Jv=VdWV/IV,)/dt
Donde V, se toma como el volumen inicial de la vacuola. El coeficiente de

permeabilidad osmética (Pr.cm.s™') se calculara a partir de la siguiente relacion:

Jv="P -§- V., (Osm, — Osm,)

donde V,, es el volumen molar parcial del agua (18 cm®.mol”), S la superficie de la

vacuola y Osme y Osm; son las osmolaridades externa e interna respectivamente.

3.8 Analisis estadistico
Para los experimentos realizados se utilizé principalmente el test de Student para
muestras pareadas, (antes-después). Los datos obtenidos se compararon a través de

sus valores medios y el error estandar de la media (SEM).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Flujos de agua en secciones de tejido

1. Flujos de agua en cortes transversales y longitudinales: via radial vs
via axial

Previamente (Amodeo et al.,, 1997; Vallejo, 1998) se estudiaron los movimien-
tos de agua en secciones transversales y longitudinales de tejido de raiz de
remolacha para comparar las caracteristicas de la via axial y radial de
transporte al aplicar un gradiente hidrostatico u osmético (Figura 5).

0.16

0.14 -
0.12 1
0_10-
0.08 -
0.06 +

0.04 -

Jv promedio ( ul.cm -2.min -1)

0.02 -

0.00 +

1 2
Pasaje axial Pasaje radial

Figura5: Comparacién de los promedios de los flujos de agua en cortes
transversales (pasaje axial) y longitudinales (pasaje radial) + SEM. Se
utilizé la solucion SE descripta en materiales y métodos y se aplicd un
gradiente de presién hidrostatica de 0.3 MPa m™', n=8.

Cuando se comparo al flujo axial con el radial se observd que el flujo axial era
significativamente mayor que el radial, debido a que de acuerdo a como se
practicara el corte de la seccion de tejido resulta mas expuesto o no el sistema
vascular. Al analizar los flujos inducidos en la via axial ya sea aplicando un
gradiente hidrostatico u osmético, no se observaron diferencias significativas.
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Por el contrario, el flujo radial osmoéticamente inducido fue significativamente

mayor al inducido hidrostaticamente (Figura 6).
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Figura 6: Aumento del flujo de agua en el pasaje radial inducido por un
gradiente de manitol. Los valores de cada uno de los tiempos
experimentales estan normalizados y muestran los promedios + SEM de 6
experimentos.

Estos resultados nos llevaron a investigar con mayor profundidad esta via ya
que a través de ella es posible estudiar los mecanismos mas finos de
transporte al poder separarlos del pasaje por la via apoplasto (que incluye

ademas al sistema vascular).

2. Flujos de agua inducidos por gradiente de presion hidrostaticos:
(cortes axiales)

Los experimentos anteriores fueron realizados con la solucién extracto (SE) de
acuerdo a como se detalla en Materiales y Métodos. Esta solucidon fue elegida
con las intenciones de buscar una solucién que se acercara lo mejor posible a
la composicién del medio extraprotoplasmatico de la raiz. Para descartar
cualquier efecto que pudiera resultar de la preparacion de la misma se
realizaron una serie de experimentos en los cuales se utilizé simultaneamente
la solucion extracto y una solucién manitol con la misma osmolaridad. En la

Figura 7 se muestra un experimento tipo. Durante los primeros 10 minutos el
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sistema estuvo sometido Unicamente a una presion hidrostatica de 0.3 MPa m™

y luego se le aplicé ademas un gradiente osmético de 300 mOsm.Kg™.
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Figura 7: Experimento representativo de la dinamica del flujo axial con solucién
extracto (SE) o solucion manitol (SM). La flecha indica el momento en

que se aplico un gradiente de osmolaridad de 300 mOsm.Kg™.

De acuerdo a como habiamos visto en el punto anterior, en los cortes axiales

no hay diferencias entre el gradiente hidrostatico y el osmético. En esta via nos

interesa entonces estudiar el pasaje de agua por la via apoplastica. Por lo tanto

se analizaron los promedios del flujo de agua inducido por la presién

hidrostatica al realizar el experimento con soluciéon extracto o solucion manitol.

En la Figura 8 se comparan los promedios de ambos flujos y se observa que

no existen diferencias significativas.
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Figura 8: Flujo de agua en cortes axiales sometidos a presiéon hidrostatica. Las
columnas muestran el valor medio de flujo durante los primeros diez
minutos de registro de seis experimentos pareados realizados con SE o
SM. La presion hidrostatica aplicada fue de 0.3 MPa.min™. Los datos

graficados son + SEM.

3. Flujos de agua inducidos por gradiente de presién osmética:
movimientos de agua radial

Como se mostrd en el punto 1, en la via radial el flujo osméticamente inducido
fue significativamente mayor que el inducido hidrostaticamente. Nuevamente
realizamos experimentos para comprobar si habia diferencias en la utilizacion
de una u otra solucidn en estas condiciones. Para esto llevamos a cabo una
serie experimental donde se estudié el flujo de agua en funcidén del tiempo en
secciones longitudinales de tejido con la SM y la SE simultaneamente. En la
Figura 9 se muestra un promedio de seis experimentos en los cuales se aplicd
Unicamente una presion hidrostatica de 0.3 MPa m™ durante los primeros 10
minutos y luego se aplicé ademas un gradiente osmético de 300 mOsm.Kg™.
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Figura 9: Estudio del flujo de agua radial con solucién extracto y soluciéon
manitol: a) dinamica del flujo de agua radial, se muestran los valores

medios de seis experimentos + SEM. b) diferencia entre el flujo con SE y el
flujo con SM, antes y después del agregado del gradiente hiperténico. Los
valores obtenidos son el promedio de 5 puntos “antes” y 5 puntos
“después’. c) diferencias entre el flujo antes y después de la induccién por
agregado de manitol con la solucibn SE o SM. Los valores fueron
obtenidos por el mismo analisis que en el inciso b.

No se observaron diferencias significativas en el flujo inducido tanto osmética
como hidrostaticamente entre las dos soluciones (Figura 9 b).

En |la Figura 9 ¢ se muestran las diferencias de los valores de flujo obtenidos
para ambas soluciones antes y después de aplicar el gradiente osmético. Se
observo un flujo osmético significativamente mayor que el hidrostatico tanto con
SE como con SM.

Resumiendo, la Tabla 1 compara los resultados obtenidos cuando se aplicaron
gradientes hidrostaticos y osmoticos a cortes transversales y longitudinales
respectivamente ya sea empleando la soluciéon manitol o el extracto para poder
descartar cualquier efecto resultante de utilizar una solucién preparada a partir

de un homogenato.
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SE SM t-Test

Gradiente hidrostatico, pasaje 0.12 £0.02 0.10+0.03 ns
axial (AP= 0.3 MPam)
Gradiente osmético, pasaje radial | 0.22 + 0.04 0.23+0.04 ns

(AOsm= 300 mOsm.kg™")

Tabla 1: Efectos comparativos de los valores de flujo de agua (expresados en pl.cm™
min™') hallados cuando se emplearon las soluciones de manitol (SM) y del
extracto de raices (SE).

La solucién extracto utilizada es equivalente al potencial agua extracelular de
raices almacenadoras de remolacha maduras in vivo (600 mOsm.kg™), de
acuerdo a lo informado por diferentes autores (Perry et al.,, 1987; Bell y Leigh,
1996). Utilizar una solucién de estas caracteristicas era esencial para nuestros
experimentos porque se deseaba que no se produjeran cambios de presién
osmotica en los cortes de tejido. Era importante que en las condiciones
controles, las células no percibieran un cambio de turgencia, evitando asi que
se produjera un ajuste del contenido de sus solutos en el interior celular.

Esta solucion preparada puede ser descripta entonces como una mezcla de
material protoplasmatico y extra-protoplasmatico, a la que se defini6 como
solucién extracto o experimental (SE) con una presién osmética de 604 mOsm.
Cuando se aplica un gradiente osmético, la osmolaridad alcanza un valor final
de 900 mOsm con el agregado de manitol a esta solucién preparada. De
acuerdo a Perry et al., 1987; Bell y Leigh, 1996 tanto la composicion
protoplasmatica como la extraprotoplasmatica varia de acuerdo a la zona del
tejido considerada del parénquima de la raiz madura. Esta descripto por
ejemplo que las células cercanas a los vasos vasculares presentan
concentraciones mas altas en azucares que en potasio si se las compara con
las células de parénquima de los extremos (Bell et al., 1996). Debido a que era
importante evitar fluctuaciones en la turgencia celular decidimos tomar una
solucién de compromiso que consideramos la mas apropiada para el tipo de
experimentos que deseabamos encarar. Comparamos entonces esta solucion
con una preparada con manitol que retune las mismas condiciones desde el

punto de vista de la osmolaridad y verificamos que no se observaban
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diferencias significativas entre ambas ya sea en cortes axiales como radiales.
Esto nos permiti6 descartar efectos resultantes de utilizar una solucion
preparada a partir de un homogenato.

Vacuolas aisladas

1. Obtenciéon de vacuolas aisladas de Beta vulgaris: optimizacion de la
técnica

En los experimentos llevados a cabo a nivel de cortes de secciones de raiz se
evidencié que cuando se realiza un corte radial se puede discriminar la via
célula a célula de la apoplastica. Los resultados son complementarios con la
=videncia de que en presencia de HgCl; el flujo de agua inducido por gradiente
osmotico se inhibe. La Figura 10 muestra los resultados obtenidos en esta
condicion y que son complementarios a los experimentos descriptos en este
Seminario (Vallejo, 1998).
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Figura 10: Efecto del mercurio en el movimiento de agua en la via axial. Se llevaron a
cabo experimentos pareados incubando un corte en condiciones control y
otro previamente incubado con HgCl; 1 mM. A los diez minutos se realizé
un gradiente de manitol agregando a la solucion SE manitol para llegar a
una osmolaridad final de 900 mOsm Kg™'.
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Teniendo en cuenta estos resultados obtenidos decidimos profundizar y
analizar el papel que cumplen las vacuolas dentro del transporte de agua en la
via célula-célula ya que si bien esta descripta la presencia de canales de agua
en las mismas no se han reportado hasta la fecha su funcionalidad. Para esto
utiizamos una técnica de aislamiento mecanico que pusimos a punto en el
laboratorio y que fue descripta en materiales y métodos.

Basicamente el método permite la obtenciéon de vacuolas sin necesidad de
recurrir a disgestiones enzimaticas. En el protocolo, existen dos pasos que
resultan esenciales para garantizar que se libere una gran cantidad de
vacuolas. El primero consisti6 en la preincubaciéon, que implica plasmolizar
inicialmente el tejido. Cuando se realizaron aislamientos sin este paso, el
rendimiento resulté extremadamente bajo. Ademas las pocas vacuolas
obtenidas perdian rapidamente su contenido (cambio de coloracién) o
estallaban con facilidad.

En segundo lugar resulté tambien importante el corte de las secciones de tejido
ya preplasmolizadas. Este corte debia llevarse a cabo con material
extremadamente filoso (hoja de afeitar o bisturi) para garantizar un corte que
fuera netamente definido, sin que arrastre tejido.

En daltimo lugar, el tomar alicuotas de solucién con vacuolas liberadas y
trasladarlas a la camara con perfusion minimizé la presencia de tejido
seccionado en esta Ultima y el sistema de perfusion motado garantizd la

eliminaciéon de debris o restos de material muerto.

2. Calculo del volumen de vacuolas aisladas en condiciones iniciales

Para calcular el volumen promedio de las vacuolas se realizaron dos series
experimentales en las cuales se midieron los diametros de todas las vacuolas
obtenidas de un aislamiento y se calcularon los volimenes correspondientes.
Estas resultaron tener un valor promedio igual a 16590.2 + 2694,8 y 13786,2 +
1979,2 um3 para las distintas series y representa el volumen de vacuolas

incubadas en la camara de perfusion y mantenidas en condiciones isoténicas.

3. Efecto de los cambios de osmolaridad sobre el volumen de las

vacuolas: gradiente hipotonico
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En la Figura 11 se observa una secuencia de imagenes digitalizadas y
archivadas en la computadora de una vacuola que es seguida en el campo y
cuando se le efectia un shock osmético. Cuando el gradiente de osmolaridad
es muy pronunciado las vacuolas estallan, tal cual se observa en la secuencia.

En la puesta a punto de la metodologia fue importante que la vacuola
seleccionada no se desplazara debido al movimiento de solucién originado por
el sistema de perfusién. Se debié entonces regular el sistema de perfusion y
encontrar las condiciones adecuadas para que las vacuolas se fijaran al

cubreobjetos, que era la base de la camara utilizada.

Figura 11: Imagenes digitalizadas de una vacuola que es seguida cuando se le
aplica un gradiente hipoténico. Se muestran imagenes adquiridas a
intervalos de diez segundos luego de aplicar un gradiente osmético de 400
mOsm.kg™.

Para estudiar el comportamiento en un medio hipoténico se llevé a cabo una

serie experimental en la cual se sometié inicialmente a las vacuolas a una
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osmlaridad de 0.8M con la solucidén A, la que luego fue reemplazada por la
solucion C. Después de 10 minutos vuelve a perfundirse con la solucién A para
ver si era posible revertir el efecto.

Se observo un aumento significativo del volumen de las vacuolas con respecto
a la situacion inicial y que el efecto pudo revertirse al volver a la condicion
isotonica (Figura 12).
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Figura 12: Variaciéon del volumen relativo de vacuolas en funcién del tiempo en
presencia de un gradiente hipoténico. Se muestran los valores medios
de 3 experimentos. Las barras indican la osmolaridad del medio con
respecto al interior de la vacuola.

4. Efecto de los cambios de osmolaridad sobre el volumen de las

vacuolas: gradiente hiperténico

Para estudiar el comportamiento de las vacuolas frente a gradientes
hipertonicos se llevd a cabo una serie experimental en la cual las vacuolas
inicialmente estaban en la solucidén A y luego de tomar imagenes durante seis
minutos se comenzoé a perfundir con la solucion B logrando un gradiente de 0.2
M. Se observo una disminucién significativa del volumen de las vacuolas con

respecto al inicial (Figura 13).
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Luego de diez minutos se volvié a cambiar el medio y se perfundié nuevamente
con la solucion A durante seis minutos mas.
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Figura 13: Variacién del volumen relativo de vacuolas en funcién del tiempo en
presencia de un gradiente hipertonico. Se muestran los valores medios
de 5 experimentos. Las barras indican la osmolaridad del medio con
respecto al interior vacuolar.

Se observé una disminucion significativa del volumen relativo de las vacuolas al
aplicar el gradiente hipertonico. Es interesante observar que a diferencia de lo
esperado, el cambio de volumen no se mantiene sino que por el contrario
comienza a disminuir incluso antes de volver a perfundir con la solucién
isotébnica. Una explicacion de este fendmeno seria la presencia de un
mecanismo de autoregulacion.

Se calculé la permeabilidad osmoética de acuerdo a como se detalla en
Materiales y Métodos y se obtuvo un valor de 5.35 10> cm.s™'. Estos valores
son similarse si se los compara con los hallados en vacuolas de Allium cepa (4-
54 10° cm.s™) (Url, 1971). Maurel et al. (1997) hallé que la permeabilidad en
vesiculas aisladas de tonoplasto muy superior 6.5 +102 cm.s”, pero el
aislamiento de las vesiculas combinado con la técnica empleada (stopped-flow)
son condiciones muy diferentes a las empleadas en nuestro caso.



En general los valores de Pf reportados cuando no existe una via de pasaje al
agua por canales especificos se encuentran entre 10*-10°.

4. Efecto del HgCI; sobre el volumen relativo de las vacuolas

Para evaluar el efecto del cloruro de mercurio sobre el volumen de las vacuolas
se realizd una serie experimental con el mismo protocolo que se utilizé en el
punto 2 salvo que las vacuolas fueron incubadas 5 minutos en HgCl> y con
perfusién de acuerdo a como se indica en Materiales y Métodos.

No se observaron diferencias significativas entre el volumen de las vacuolas
tratadas con respecto al control durante las condiciones isosmaéticas. Al aplicar
el gradiente hipertonico se encontré una diferencia significativa del volumen de

las vacuolas tratadas con respecto al control (p< 0.001) (Figura 14).
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Figura 14: Efecto del HgCl; en la dinamica del volumen relativo de las vacuolas.
Las tratadas fueron incubadas durante 5 minutos con 0.3 mM de HgCl, y
luego perfundidas con las soluciones A y B (usadas para el control) mas
el agregado de la misma concentracion de HgCls.

Se observé que el flujo de agua a través del tonoplasto fue inhibido por
compuestos mercuriales lo que estaria a favor de suponer que se estan
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inhibiendo canales especificos para el transporte de agua. Hay descriptas en
tonoplasto de parénquima de raiz de remolacha acuaporinas pero hasta el
momento no se han reportado estudios funcionales. Aunque estos estudios
deben ser porfundizados, muestran evidencias de la actividad funcional de
estos canales.

Es importante destacar que la técnica puesta a punto en el laboratorio permite
el seguimiento de una Unica vacuola a lo largo del tiempo, no fue reportada en
la literatura. Los intervalos de tiempo para la toma de imagenes pueden fijarse
de acuerdo al tipo de estudio que se realice. Ademas puede observarse el
comportamiento de las vacuolas en diferentes condiciones ya que la perfusion

es controlada.



Conclusiones
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CONCLUSIONES

Se estudié el movimiento de agua en el nivel tisular y subcelular utilizando
como material vegetal a la raiz almacenadora de remolacha Beta vulgaris y
vacuolas aisladas de la misma.

En el nivel tisular

Se estudiaron los pasajes de agua axial y radial en cortes transversales y
longitudinales respectivamente sometidos a gradientes osmoticos e
hidrostaticos empleando una solucién preparada y con osmolaridad similar a la
de la savia de la raiz. Unicamente los cortes que exponian la via radial
presentan una respuesta osmoética.

Se verificd que la solucion empleada para los experimentos de flujo de agua
tanto en cortes longitudinales como transversales tenia una respuesta similar a
una preparada con manitol e idéntica osmolaridad. Utilizar una solucion de
estas caracteristicas era esencial para nuestros experimentos porque se
deseaba que en las condiciones controles, las células del tejido no percibieran
un cambio de turgencia, evitando asi que se produjera un ajuste del contenido
de sus solutos en el interior celular.

En el nivel subcelular

Se optimizé una técnica que permite aislar en forma mecanica vacuolas de la
raiz de la remolacha. Las vacuolas son facilmente distinguibles por su
pigmentacién natural.

Se desarrollé una nueva técnica para el seguimiento por videomicroscopia del
cambio de volumen de vacuolas individualizadas. El sistema montado permite
el cambio de la solucién que bafa la vacuola mediante perfusién controlada.
Las vacuolas responden a cambios de osmolaridad tanto en respuesta a
gradientes hiper como hipoténicos y los valores de permeabilidad encontrados
son de orden de 10° cm.s™.

Se encontré que al incubar y perfundir el sistema con mercurio se inhibe el
cambio de volumen en forma significativa en respuesta al gradiente osmético.
Estas evidencias son preliminares (alta permeabilidad osmética y inhibicién a
compuestos mercuriales) e indicarian que las vacuolas estan utilizando a los

canales de agua para ajustar su volumen. Junto con los resultados obtenidos a
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nivel tisular se intenta aportar evidencias del papel que juega la via celular en el
movimiento de agua en la raiz.

La técnica desarrollada aporta una interesante herramienta para el estudio
biofisico y fisiolégico de fendmenos de transporte a través de membranas

celulares.
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Comunicaciones Cientificas en Congresos Nacionales e
Internacionales y Publicaciones relacionadas con el tema de
Tesis presentado:

Presentaciones a Congresos

Water movements associated to hydrostatic and osmotic gradients in the
storage root of sugar beet (Beta vulgaris). Amodeo Gabriela, Dorr Ricardo,
Vallejo Augusto, Sutka Moira, Parisi Mario. Plant Biology 1997 Meeting.
Vancouver, Canada, 2 al 7 de agosto de 1997.

Water permeability studies in plant tissues and vacuoles: responses to
hydrostatic and osmotic gradients in the storage root of sugar beet
Amodeo Gabriela, Dorr Ricardo, Vallejo Augusto, Sutka Moira y Parisi Mario. ///
Congreso Iberoamericano de Biofisica, Buenos Aires 20 al 23 de setiembre de
1997.

Permeabilidad al agua de vacuolas aisladas de células de la raiz
almacenadora de la remolacha. Sutka Moira, Vallejo Augusto, Dorr Ricardo
Parisi Mario y Amodeo Gabriela XXVII Reunién Anual de la Sociedad Argentina
de Biofisica. La Plata, 6-8 de diciembre de 1998.

Publicaciones
Gabriela Amodeo, Ricardo Dorr, Augusto Vallejo, Moira Sutka and Mario
Parisi. Radial and Axial Water Transport in the Sugarbeet Storage Root.

Journal of Experimental Botany (1998) en prensa.
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