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Resumen

Una de muchas formas de trabajar con organismos vegetales es utilizar protoplastos vegetales, los
que corresponden a una célula vegetal a la cual se le ha removido su pared celular mediante
digestion enzimatica. Por lo tanto se encuentra con su membrana plasmatica completamente
expuesta a la solucidn en que son mantenidos. Mas alla de la definicién esta la importancia que
representa el poder utilizar para estudios vegetales este tipo de células modificadas debido a que
presentan ventajas al no poseer la barrera mecanica que representa la pared celular, lo que nos
permite hacer modificaciones genéticas, trabajar con drogas, etc ademéas de que obtenemos el
tejido vegetal disociado en forma de células esféricas individuales. A pesar de todo lo anterior la
técnica presenta también desventajas, dado que las células quedan extremadamente delicadas,
con una muy baja tolerancia a estrés mecanico y osmético. Por lo que se debe poner especial
atencion en este punto con el fin de llevar a buen término las manipulaciones y técnicas realizadas
con los protoplastos.

El objetivo principal de este estudio fue describir de manera practica un protocolo para la obtencién
y purificacion de protoplastos de Arabidopsis thaliana, pero también validar su utilizacion en
determinadas técnicas de biologia molecular, como por ejemplo tincion con N-(3-trietil amonio
propil)-4-(p-dietil amino fenil hexatrienil) Piridinio dibromuro (FM 4-64), un fluoroforo que se utiliza
para revisar el estado general de la ruta endocitica en los protoplastos, entregando de este forma
pistas sobre la validez del uso de protoplastos en estudios de endocitosis. Se evalué también el
efecto de una droga llamada Sortin1, que afecta a los cultivos celulares de Arabidopsis thaliana
produciendo la secrecién de una proteina vacuolar llamada AtCPY. Mediante estas metodologias
evaluamos si el comportamiento de los protoplastos se corresponde con el de las células en
tejidos. Finalmente con todo lo anterior se presenta un protocolo reproducible para la obtencién de
protoplastos, ademas de una nueva solucion nutritiva que permite la division sostenida de estos.
También mediante los ensayos presentamos ciertos parametros de validacion de esta técnica que

presenta grandes proyecciones en estudios de la biologia celular vegetal.




Abstract

One of many ways of working with plant organisms is to use plant protoplasts, plant cells that have
had their cell wall removed by enzymatic digestion. Therefore the plasma membrane is completely
exposed to the solution in which are maintained. Beyond this definition is the importance of being
able to use this type of modified cell for plant studies,which have advantages because they do not
present the mechanical barrier of the cell wall, allowing us to make genetic modifications, work with
drugs, etc as well as getting plant tissue dissociated into spherical shaped individual cells. Despite
the above the technique also has disadvantages, because the cells are extremely sensitive, with a
very low tolerance for mechanical and osmotic stress. Special attention must be given to this point
in order to be successful in manipulations and techniques performed with protoplasts.

The main objective of this study is to describe a practical protocol for the preparation and
purification of protoplasts from Arabidopsis thaliana, but also validate its use in certain molecular
biology techniques such as staining with N-(3-triethyl ammonium propyl} 4 - (p-diethyl phenyl
hexatrienil amino) pyridinium dibromide (FM 4-64), a fluorophore that is used to check the general
condition of the endocytic pathway in protoplasts, providing insight about the validity of using
protoplasts in endocytosis studies. We also evaluated the effect of a drug called Sortin1, which
affects Arabidopsis thaliana cell cultures producing the secretion of a vacuolar protein called
AICPY. Using these methodologies evaluated if the behavior of protoplasts corresponds to cells in
tissues. Finally, along with the with the above | present a protocol for obtaining reproducible
protoplasts, and a new nufrient solution that allows sustained delivery of cell division. Also by
testing certain parameters we validate this technique which has great potential for studies of plant

cell biclogy.




1. — Introduccion
1.1.-Pared Celular.

Una diferencia fundamental entre plantas y animales es que las células vegetales se encuentran
rodeadas por una pared celular rigida, que les brinda soporte mecanico, pero a la vez les otorga
una interaccion dinamica entre la célula y el medio, sin impedir la difusion de agua y iones hacia la
membrana plasmatica (McCann y Carpita, 2008). La pared celular ademas tiene la capacidad de
condicionar el desarrollo de las células durante la morfogénesis (McCann y Carpita, 2008). La
pared se encuentra formada por polisacaridos como celulosa, hemicelulosa, pectina y proteinas
como lectinas y expansinas, aunque la abundancia de cada uno de estos componentes es propia

para cada tipo celular, tejido y especie (Taiz and Zeiger, 201 0).

Las macromoléculas de celulosa son muy estables quimicamente e insolubles en agua; estan
formadas por unidades de glucosa unidas mediante enlace covalente B-1,4 formando una
estructura en forma de cinta aplanada, las cuales se unen mediante puentes de hidroégeno
formando una esfructura cristalina llamada microfibrilla (Taiz and Zeiger, 2010). Estas microfibrillas
poseen una alta fuerza tensional que actua reforzando la pared celular. Grupos de microfibrillas se
unen formando las macrofibrillas que son los componentes més importantes de la pared y se
mantienen unidas mediante una matriz de polisacéridos formada por hemicelulosa, celulosa vy

pectina mayoritariamente como se ve esquematizado en la figura 1, (Taiz and Zeiger, 2010).




o Pectina
Hemicelulo.‘:k_ f
<\\ / \

Celulosa p ~
\\\ /
~ : \\

Proteinas
estructurales

Figura 1.-Esquema de la estructura de la pared celular vegetal. La figura muestra la estructura
de la pared celular mostrando la disposicién de los principales polisacaridos y proteinas presentes

(Taiz and Zeiger, 2010).
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1.2.-Sistema de endomembranas.

En la célula vegetal los productos proteicos sintetizados deben ser destinados a los lugares donde
su funcion sea requerida. Ademas, en sistemas eucariéticos vegetales muchas proteinas, para que
puedan ejercer su funcion, deben ser procesadas en sitios especificos de la célula; algunas deben
ser secretadas al medio externo. Estas funciones son moduladas por un sistema intracelular
conservado en los eucariontes llamado sistema de endomembranas (Alberts y col. 2008). Este
sistema esta conformado por compartimientos subcelulares como son: el reticulo endoplasmatico,
el aparato de Golgi y la vacuola donde ocurren los procesos de sintesis y modificacion de
macromoléculas como por ejemplo proteinas. Ademas, se encuentra compuesto por estructuras
membranosas implicadas en el trafico y distribucién de proteinas que son la red trans-Golgi (TGN),
endosomas y el compartimento prevacuolar (PVC), ademas de la membrana plasmatica

(Nebenfithr 2002; Foresti y Denecke 2008; Alberts y col. 2008).

Los componentes del sistema de endomembranas estan conectados mediante el tréfico de
vesiculas (Figura 2) las cuales se forman por el curvamiento progresivo y estrangulamiento de la
membrana de determinado organelo como también de la membrana plasmatica, inducido por
proteinas accesorias como Clatrina, donde el producto protelco a transportar es enriquecido al
interior de las vesiculas mediante receptores integrales de membrana (Alberts y col. 2008). El
reconocimiento especifico del destino subcelular esta regulado principalmente por un set de
proteinas que reconocen e identifican a las vesiculas segun su origen y destino (Moreau y col.
2007; Alberts y col. 2008). Esta destinacién del material proteico también conlleva un flujo de
membranas, el cual asegura la existencia y mantenimiento de estos organelos membranosos en la

célula (Carter y col. 2004).

Esta especificidad en la destinacién subcelular se refleja en el establecimiento de diferentes rutas,
las que muestran un alto grado de conservacion enire diferentes modelos de estudio eucariotas.
Estas rutas presentan nodos o intersecciones entre elias y ademas existe un flujo retrégrado
(Foresti & Denecke, 2008). Una de las rufas es la ruta secretoria en la cual los productos proteicos

son sintetizados en el Reticulo Endoplasmatico, luego son transportados al Aparato de Golgi en
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donde las proteinas pueden ser modificadas, después al TGN. Posteriormente son transportadas
controlada y selectivamente, mediante vesiculas, al compartimiento de destino, ya sea a
componentes del sistema de endomembranas o al espacio extracelular al fusionarse con la

membrana plasmatica (Alberts y col. 2008).

Ademas existe la ruta endocitica, la cual toma y captura particulas tanto del exterior de la célula
como elementos de la propia membrana plasmatica para internalizarlas y transportarlas a
compartimentos endosomales que pueden seguir su transito hacia compartimentos prevacuolares
y después hacia la vacuola o bien reciclarlas a la membrana plasmatica, proceso llamado reciclaje

endocitico (Richter y col. 2009; Ueda & Nakano, 2002).

Pared celular

Membrana plasmitica Vesiculas

> » Endosomas

»
Golgi / \
TGN

Figura 2.-Esquema simplificado del sistema de endomembranas en células vegetales. En la
figura se muestran los componentes del sistema de endomembranas, las flechas indican las
distintas rutas que pueden seguir las moléculas proteicas desde su sintesis en el reticulo
endoplasmico a su destinacién ya sea a la vacuola o al medio extracelular. (RE) Reticulo
endoplasmico, (Golgi) Aparato de Golgi, (TGN) Red trans Golgi y (PVC) Compartimento

prevacuolar.




1.3.-Protoplastos

Los protoplastos se definen como una célula desprovista de pared celular, ya sea bacteriana o
eucariontes como levaduras o plantas. l.a formacion de protoplastos se logra por un praceso
enzimatico el cual para el caso de plantas disocia el tejido vegetal al digerir los polisacaridos
presentes en la pared celular y por tanto deja la membrana plasmatica completamente expuesia
sin la barrera fisica que representa la pared celular, lo que permite la manipulacion de estas células
de forma individual y no como un tejido, ademas manteniendo las potencialidades de células
vegetales completas (Davey y col. 2005). Por lo tanto la técnica nos permite observar como se
comportan las células pertenecientes a una estructura definida como por gjemplo pétalos, raiz u
hoja de una forma individual, viable y accesible ya que presentan una accesibilidad uniforme todas
las células ya que se encuentran en una misma solucion, por lo tanto la penetracién en un ensayo
por ejemplo con drogas es uniforme y no dependiente de la capa celular en que la célula se
encuentre. Ademas presentan la posibilidad de una recuperacion de la planta completa si se

suministran las condiciones adecuadas.

En este trabajo se utilizaran protoplastos de Arabidopsis thaliana, que se consiguen realizando una
digestién total de la pared celular mediante enzimas especificas tales como Celulasa y Macerozima
en una solucién isoténica que impide la lisis de los protoplastos extraldos. Una vez digerida la
pared, las células pueden cbservarse completamente esféricas y son especialmente sensibles a
las concentraciones de soluto en el medio en que son mantenidos debido a ia remocién de la pared
celular que actia como soporie mecanico (Davey y col. 2005). Si el medio es muy bajo en solutos
o hipoténico, el resultado es la lisis celular, en cambio si el medio es concentrado en solutos o

hiperténico el resultado sera la crenacion o pérdida del volumen de los protoplastos.

Las técnicas de obtencion de protoplastos se han desarrollado desde hace unos 40 afios (Nagata
and Takebe, 1970) utilizando plantas de tabaco en estudios de regeneracion de pared celular.
Posteriormente, se reportd la regeneracion de brotes de plantas de Arabidopsis thaliana a partir de
protoplastos (Damm Y Willmitzer,1988), aunque los rendimientos se han mantenido bajos para

protoplastos provenientes desde hojas, habiéndose conseguido rendimientos algo mas altos
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agregando finas capas de alginato, que corresponde a una matriz sélida obtenida desde algas

{Dovzhenko y col. 2003 }.

El presente estudio pretende estandarizar un protocolo para la obtencion de protoplastos y validar
su utilizacion como herramienta celular para determinados ensayos vegetales como el analisis del
estado de algunas vias de trafico en la célula luego de la remocién de la pared celular debido a [a
interaccién dinamica que existe entre ei citoesqueleto y la pared celular vegetal (Crowell y col.
2009). Por ello, se propone revisar el proceso de endocitosis y de la ruta secretoria que nos
permitan ir entendiendo similitudes y diferencias entre ensayos realizados con tejido vegetal y

ensayos realizados con protoplastos.

1.3.1.-Evaluacion del proceso de endocitosis en protoplastos

Es sabido que e fluordforo N-(3-trietil amonio propil)-4-(p-dietil amino fenil hexatrienil) Piridinio
dibromuro (FM 4-64) funciona como trazador endocitico (Vidal y Erm, 1995). Este compuetso
marca temporalmente los componentes del sistema de endomembranas participantes en la ruta
endocitica que son en orden temporal: membrana plasmatica, endosomas, PVC, y finalmente
vacuola. Este ensayo se realizo con el objetivo de analizar la viabilidad e integridad de los
protoplastos, al comparar los resultados con aquellos obtenidos en una planta completa. Al
observar el mismo comportamiento en protoplastos nos permitira tener la confianza de trabajar con
ellos y descartar que la técnica a que son sometidos para retirar la pared celular y la a falta de

pared en la célula misma, no generen resultados anémalos.

1.3.2.-Evaluacion de la ruta secretoria en protoplastos

Existe una droga llamada Sortin1 la cual adicionada al medio en que son crecidos cultivos

celulares de Arabidopsis thaliana produce como efecto la secrecion de una proteinas enire ellas
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una proteina vacuofar llamada AtCPY (Zouhar y col. 2004). Sortin1 afecta de manera determinada
a la ruta secretoria de células vegetales y la utilizamos en esta validacién para comprabar si afecta

de la misma forma a protoplastos que a células vegetales que forman parte de un tejido.

1.3.3.-Ensayos de micropropagacion de protoplastos

Micropropagacién corresponde a la recuperacioén de una planta completa a partir de pequefias
partes como por ejemplo brotes, en este ensayo lo que se pretende lograr es la division sostenida
de los protoplastos obtenidos hasta la recuperacion de una planta completa de Arabidopsis
thaliana. Lo que de ser logrado abre la posibilidad de recuperar plantas completas a partir de
protoplastos individuales, encontrando adn mas utilidad para éstos frente a fuluros ensayos de

transformacién estable para la obtencion de plantas transgénicas.

1.3.4.-Demostracion de la validez del uso de protoplastos en ensayos vegetales

Aparte de clarificar [os pasos para obiener y mantener protoplastos es necesario demostrar que es
posible trabajar con ellos de manera simple por lo que se propone utilizar distintas técnicas tales
como transformacion transientes de protoplastos mediante Polietilenglicol (PEG), ensayos de
recuperacion de pared celular en protoplastos y ensayos de micropropagacién, que una vez
obtenidos y procesados los datos nos eniregaran la informacion necesaria para comprender de
mejor forma el uso y la manipulacién de protoplastos para asi entregar las técnicas mas adecuadas

y la confianza de agregar el uso de protoplastos a nuestros ensayos de biologla molecular.

15




2.-Objetivos

2.1.-Objetivo general

“Establecimiento de una plataforma de obtencion y validacién de protoplastos, que resulte

experimentalmente viable y reproducible”

2.2.-Ohbjetivos especificos

® 1.- Estandarizacion de la extraccién, purificacion y mantencion de protoplasios de

Arabidopsis thaliana.

® 2. Establecer distintos ensayos de biologla celular utilizando protoplastos, para demostrar

la validez de la iécnica.

& 3.-Micropropagacion de protoplastos de Arabidopsis thaliana.
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3.-Materiales y métodos

3.1.-Materiales.

3.1.1.-Material bioldgico a utilizar en la obtencion de protoplastos

Para la obtencién de protoplastos se utilizaran plantas de 3 semanas de Arabidopsis

thaliana ecotipo Columbia-0 (Col-0), crecidas en Medio de cultivo Gamborg en condicicnes de

esterilidad.

3.1.2.-Medio de cultivo para el crecimiento de las plantas

-Medio Gamborg: sacarosa 2% p/v, micinositol 0,01% p/v, MES [&cido 2-(N-morfolino)-

etanosulfénico monohidrato] 0,05% p/v pH 5,7, medio de cultivo Gamborg 0,32% p/v y fitoagar

(Phyto Technology Laboratories) 0,7% p/v, esterilizado en autoclave.

-MS liquido: sacarosa 2% p/v, mioinositol 0,01% p/v, MES 0,05% p/v pH 5,7 y medio de cultivo

Murashige y Skoog (MS) 0,44% p/v. El medio es esterilizado en autoclave.

3.2.-Soluciones

3.2.1.-Soluciones a utilizar en la obtencién y mantencién de protoplastos.

-Solucién de enzimas que digieren la pared celular vegetal: Celulasa 1% pfv, Macerozima

0.25% plv, Mannitol 0.4M, CaCl, 8mM, Mes-KOH 5mM pH 5.7 y BSA {Sero Alblimina Bovina)

0.1% p/v. La solucién es esterilizada mediante una unidad de filtracién de paro 0.22pm.

_Colchon de sacarosa: Sacarosa 21% VIV
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-Medio W5: NaCl 154mM, CaCl, 125mM, KCI 5mM, Glucosa SmM y MES-KOH 1.5mM pH 5.7. El

medio es esterilizado en autoclave.

-Medio MaMg (Mannitol — Magnesio): Mannitol 0.5M, MgCl, 15mM y MES 0.02% p/v pH 5.7. El

medio es Esterilizado en autoclave.

-Solucién de PEG: Mannitol 400mM, Ca (NOs). 100mM, PEG (polietilenglicol, P.M. 8000) 40%

PIV.

Medio W5 Modificado: Este medio se consiguié luego de utilizar otras soluciones nutritivas
descritas que no dieron los resultados esperados por lo que se procedia a modificar la solucion W5
que fue la solucion que mejor dio resultados en la mantencién de protoplastos agregandole
hormonas y agua de coco como nutriente adicional (Gopikrishna V y col. 2008).

Para la obtencion del agua de coco se utiliza un coco panamefio maduro de venta en
expendios de fruta, al cual se le extrae el liquido que posee en su interior y se esteriliza mediante
una unidad de filtracién de poro 0.22um y se almacena a -20°C.

Se preparé la solucion W5 mas un 2% V/V de agua de coco panamefio. Se agrego 1AA (acido
3-indolacético) 2mg/L y 2,4-D (acido 2 4-diclorofenoxiacético) 0.5mg/L, ambos son anélogos de la
hormona auxina. Luego se esterilizé en una unidad de filtracién de poro 0.22pm y se almaceno a

4°C.

3.2.2.-Soluciones utilizadas para el ensayo de western blot.

Buffer de homogenizaciéon: Sacarosa 250mM, acido N-2-Hidroxietilpiperacina-N'-2'-

Etanesulfonico (Hepes) 25mM pH 7,7, MgCl; 1mM y Dithiothreitol [DTT] 1mM. El medio es

esterilizado en autoclave.
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-Tampon de carga 5x: Tris-HCl 60mM pH 6,8, Glicerol 25% V/V, Dodecilsulfato de sodio (SDS)

2% ViV, 2-Mercaptoetanol 28,8mM, Azul de Bromofenol 0,1% V/V.

-TTBS: Tris 10mM, NaCl 150mM, Tween-20 0,05% V/V.

-Tampén alcalino: Tris-HCI 100mM pH 9,5, NaC! 100mM, MgCl, 5mM.

3.3.-Métodos.

3.3.1.-Esterilizacion y estratificacién de semillas

Las semillas utilizadas de Arabidopsis thaliana Columbia-0 fueron esterilizadas mediante el
protocolo especificado a continuacion. Primero se lavan las semillas en 1 mL de etanol 95% v/v por
5 minutos, para después descartar el etanol. Luego se agita por 15 minutos en una solucién de
etanol 70% v/v con Tritén X-100 0,1% viv previamente filtrado para evitar contaminaciones. Por
dltimo se lavan las semillas en agua estéril 5 veces, retirando cada vez el liquido para eliminar todo
el etanol y el Tritén X-100. Finalmente, para estratificar las semillas se dejan en 1mL de agua
estéril a 4°C, en oscuridad por 2 dias. Para asegurar la esterilidad se utilizé en todo el proceso una

camara de flujo laminar con 15 minutos previos de UV germicida.

3.3.2.-Cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana

Las semillas esterilizadas y estratificadas se sembraron en condiciones estériles en placas de
Petri que contenian el medio sélido de cultivo Gamborg (estéril) y se dejaron crecer sobre agar
durante tres semanas en un incubador con ciclos de 16 horas luz'y 8 de oscuridad a 22° C,

Para los cultivos liquidos se agregaron las semillas esterilizadas y estratificadas en MS liquido
con agitacion a 100 rpm y oscuridad durante tres semanas a fin de evitar la presencia de
cloroplastos en las células que interfirieran con fluorescencia en la microscopia confocal y

epifluorescencia.
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3.3.3.-Procedimiento para la digestion de la pared celular vegetal de plantas de Arabidopsis

thaliana

Plantas de Arabidopsis thaliana con 3 semanas de crecimiento y cultivadas en esterilidad se
removieron desde el agar con una pinza estéril y se agregaron a un tubo falcon de 50mL ocupando
un volumen aproximado de 25mL. Se agrega 15mlL de solucion de enzimas y se incuba a 22° C
durante 15 horas con agitacion minima que permita un suave desplazamiento del liquido al interior

del tubo falcon, minimizando asi la pérdida de protoplastos por estrés mecanico.

3.3.4.-Extraccién y purificacién de protoplastos de Arabidopsis thaliana

Luego de tratar el tejido vegetal por 15 horas con la solucion de enzimas, se virtio la solucion
de enzimas y tejido vegetal sobre un colador de poro 100um para permitir el paso de los
protoplastos y retener el tejido vegetal no disociado. Se recogid el filirado en una placa Petri y se
colocd cuidosamente sobre 25mL de sacarosa 21% de manera que se formen dos fases por
diferencia de densidad. Se centrifugé a 700 rpm durante 10 minutos a 4°C. Luego de Ia
centrifugacion, se colectd la fase superior que es donde permanecen los proloplastos que se
encuentran intactos y por lo tanto esféricos, mientras los desechos sedimentan ai fondo del tubo y
se descartan. Se agregd un volumen de medio W5 con el objetivo de retirar las enzimas que
digieren la pared celular que estan presentes, dado que estas producen una disminucién del
rendimiento de la extraccion si no son retiradas (datos no mostrados). Se centrifugd nuevamente
bajo las mismas condiciones. Se descarté cada vez el sobrenadante y se agregaron 5mL de W95
como medio de mantencién de protoplastos y se almacenaron los protoplastos a 4°C hasta su

utilizacion (no méas de unas horas).
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3.3.5.-Calculo del rendimiento de la extraccion de protoplastos

Para cuantificar el rendimiento de la extraccién se utiliza una camara de conteo celular. En
este caso se utilizé la camara de Petroff-Hausser, la cual posee un cuadriculado de dimensiones
conocidas que nos permite contar el nimero de células en un volumen determinado y extrapolarlo
al volumen fotal (Figura 3). Su capacidad de conteo es valida desde 1x10° células/mL, cualquier

valor inferior es considerado bajo el limite de deteccién de |a camara.

Figura 3.- Camara de recuento celular de Petroff-Hausser. Cuadriculado presente en la camara
de Petroff-Hausser, este cuadriculado posee dimensiones conocidas lo gue permite contar del
ntimero de células en determinados cuadrantes y asi poder extrapolar la cantidad de celulas

presentes sabiendo la profundidad de la camara (0,1mm) hitp://www.monografias.com.

El procedimiento de llenado de la camara es con una alicuota homogénea de una extraccion
de protoplastos. Se deja llenar por capilaridad la regién entre el cubreobjetos y la camara. Luego
bajo el microscopio optico se conté por separado el nimero de protoplastos infactos que hay en 5
cuadros distribuidos uniformemente. Estos datos se promediaron y se extrapold la cantidad para

1mL, de manera de obtener la concentracion aproximada.
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3.3.6.-Mantencion de los protoplastos obtenidos

Independientemente del uso que se les fuese a dar a los protoplastos, estos se mantuvieron
en un incubador a 22°C con ciclos de 16 horas de luz y 8 de oscuridad. Ademas se incubaron en
condiciones que permitan el intercambio gasecso, que en este caso corresponde a un tubo Falcon
con la tapa semicerrada, con el fin de no perder la poblacion de protoplastos carentes de
cloroplastos, como aquellos provenientes de raices. Ademas fue necesario cambiar el medio W5
en que se encuentran los protoplastos retirando el sobrenadante y agregando medio W5 fresco

cada 48 horas para que no se agotaran los hutrientes.

3.3.7.-Ensayo de secrecién en protoplastos bajo la presencia de Sortin1 en el medio

Para el ensayo de secrecion realizado por triplicado se utilizo 8mL de una suspension homogénea
de protoplastos que contenfa aproximadamente 2,0x10" células/mL que se dividid en 3 tubos de
ensayo con 2 mL cada uno. Los protoplastos fueron incubados en presencia del compuesto gue
Sortin1 que causa la secrecion de proteinas vacuolares. La incubacion se realizé en 12,5mg/L y
25mg/L de Sortin1 y condicién conirol (sin Sortin). Cada condicion contenia la concentracion final
de 0,5% de Dimetil sulféxido (DMSO), en el medio para impedir que Sortin1 precipite. Las 3
condiciones fueron incubadas durante 24 horas. Luego de esto se cont6 el numero de protoplastos
viables en la camara de Petroff-Hausser y posteriormente se separt el sobrenadante de las células
para hacer ensayos de western blot y detectar la proteina AfCPY presente en el sobrenadante de
los protoplastos ensayados. El agregado celular obtenido desde la situacién control se utilizé para
extraccion de proteinas, las que fueron utilizadas como control positivo para la observacion de las
isoformas de la protelna AtCPY, ya que en el extracto celular es posible encontrar las ires
isoformas (Zouhar y col. 2004). De esta manera podemos comparar con el sobrenadante la

presencia o ausencia de isoformas de AtCPY.
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3.3.8.-Ensayo de secrecion de proteinas en el sobrenadante.

3.3.8.1.-Separacion de la fraccion celular y el sobrenandante de proptoplastos

Para la separacién de los protoplastos de su medio de cultivo, se transfirid el contenido de
cada uno de los tubos de ensayo a un tubo Eppendorf. Se centrifugé durante 7 minutos & 700 rpm
para permitir la sedimentacion de los protoplastos sin destruirlos y asi separarlos del sobrenadante
donde se encueniran las proteinas secretadas. Una vez terminada la centrifugacion se recuperd el
sobrenadante y se guarda a -80°C.

El tubo que contiene los protoplastos se centrifuga nuevamente a 5.000 rpm durante 5
minutos para concentrar la fraccion celular y asi poder retirar el sobrenadante restante, el que se
retira con una pipeta P200 y se descarté guardando el tubo en que queda la fraccién celular a -

80°C.

3.3.8.2.-Extraccién de proteinas desde la fraccion celular y el sobrenandante de protoplastos

Para la obtencién de las proteinas desde la fraccion celular fue necesario lisar las células y
para esto se agregaron 100pl de pbuffer de homogenizacion. Luego se agité en voriex durante 10
segundos y se congeld a - 80°C.

La concentracion de proteinas presentes en el sobrenadante de los ensayos de secrecion es
muy baja por lo que fue necesario precipitarlas para asi poder concentrarlas. Para esto se agrega
1l de BSA al tubo que contiene el sobrenadante que contiene las proteinas secretadas por los
protoplastos y se adicioné a éste tubo acido tricloro acético (TCA) 100% hasta una concentracion
final de 20%. Para la homogenizacién se puso en vorfex por 1 minuto y se incubd en hielo por 30
minutos para permitir la precipitacién. Se centrifugé 5 minutos a 10.000 rpm y se descarto el
sobrenadante. Se lavo el conjunto de protelna precipitada con 100% acetona, se centrifugd

nuevamente y se descartd la acetona. Posteriormente se permite que el solvente residual se
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evapore del precipitado de proteinas, durante 15 minutos. Finalmente, el precipitado se disolvi6 en
100p1 de NaOH 0.1 N y se guardé a - 80°C.

3.3.8.3.-Cuantificacién de proteinas

Para cuantificar las proteinas presentes en las fracciones obtenidas del ensayo de secrecion
se utilizé el método de Bradford. La reaccién se realizé en un volumen final de ImL. Se
resuspendio la proteina en un volumen final de 500uL y se agregaron 500uL del reactivo de
Bradford. Se mezcl6 y luego se midio [a D.O. a 562nm en un espectrofotémetro. Se construyo una
curva de calibracién ufilizando un gradiente de concentracion conocida de BSA. Asl obtuvimos los
valores para las concentraciones de BSA elegidos para la curva. Posteriormente, se interpola el

resultado de la medicién de proteinas en la curva de calibracion.

3.3.8.4.-Analisis de las proteinas secretadas mediante Western blot

Las muestras provenientes del ensayo de secrecion fueron analizadas mediante Western-blot
para revisar la presencia de AtCPY ademas de la isoforma presente en el sobrenadante. Para esto
fueron separadas en geles SDS-PAGE por lo que fue necesario realizar el paso de denaturacion
de las muestras. Para ello, se descongelé el sobrenadante y la fraccion célular durante 10
segundos a 42°C en un bafio termorregulador. Se afiadio tampon de carga a la muestra hasta la
concentracion 1x y se incubaron a 100°C durante 5 minutos en un bafio seco. Las muestras se
almacenaron a - 80°C hasta su utilizacion.

Para western blot se utilizaron geles SDS-PAGE al 12% de agarosa, cargando en el primer
carrl una concentracion de 40ug de proteina total proveniente de un extracto celular a modo de
control positivo donde observamos las isoformas presentes de la proteina AtCPY (Zouhar y col.
2004), y volimenes iguales de 20pl para los carriles donde se cargaron los sobrenadantes
provenientes del ensayo de secrecion. Posteriormente se transfirio a una membrana de
nitrocelulosa utilizando un trans biot. Se bloqued la membrana con TTBS leche 5% PNV en

agitacién durante dos horas a temperatura ambiente (W. Neal Burnette, 1981).
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Para detectar la proteina de interés, AICPY, se utilizé como anticuerpo primario suero de
Conejo anti-AtCPY, suero hecho en el laboratorio de Natasha Raikhel, en una dilucién 1:300 en
TTBS 1% P/V de leche. Como anticuerpo secundario se utilizé anticuerpo anti-lgg de conejo
acoplado a fosfatasa alcalina en una dilucion 4:10.000 en TTBS 1% P/V de leche, ambos se
mantuvieron en agitacién y a temperatura ambiente durante tres horas.

Para revelar se utilizé 10mL de tampdn alcalino con cloruro de tetrazolio nitro-azul (NBT)
0,33mg/ml y sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3-indofilfosfato (BCIP) 0,33 mg/ml sobre la
membrana, una vez aparecidas las bandas se detuvo la reaccidn con 10mL de acido etilendiamino

tetraacético (EDTA) 20mM pH 8,0.

3.3.9.-Tincién con FM4-64 de protoplastos

Se realizo el ensayo de tincién con FM4-64 el cual es un fluoréforo que se une a membrana
plasmatica y tiene un ingreso secuencial a la célula mediante endocitosis marcando las estructuras
del sistema de endomebranas (Bolte y col. 2004). Se agrego el FM4-64 hasta una concentracion
de 50uM a una preparacién de protoplastos provenientes desde plantas crecidas en medio MS
llquido. Los protoplastos son mantenidos en solucién W5 al cual se agregé el fluoréforo. Se incubd
durante 10 minutos a 4 °C para permitir la unién del FM4-64 a la membrana plasmatica y luego a
temperatura ambiente para observar la internalizacion del marcador a diferentes tiempos mediante
microscopia confocal excitando con el laser 543nm. La sefial fluorescente del FM4-64 se recogio a

640nm.

3,3.10.-Tincién de la pared celular en protoplastos

Para el ensayo de tincién de la pared celular se utilizd calcoflior White que es un fluorécromo

que se une a celulosa en la pared celular (Sigma-aldrich). El modo de utilizacion fue agregando un

25




volumen de calcofltior white a una concentracion de 0.1% V/V directamente sobre una muestra de
protoplastos en el portaobjetos. Se incubd durante un minuto a temperatura ambiente y se observo
en un microscopio de epifiuorescencia excitando con luz UV a una longitud de onda de 365nm con

emision a 435nm (sigma-aldrich.com).

3.3.11.-Ensayo de transformacién transitoria en protoplastos

Para este tipo de transformaciones se utilizd un vector no integrativo, asi queda como un
elemento extracromosomal, y 1a ventaja es que posee una mayor eficiencia que la transformacion
estable, ademas permite una deteccion temprana de la expresién de la proteina de interés
(Yansong Miao & Liwen Jiang, 2007).

Para este experimento se utiliza un vector no integrativo pCAMBIA1300MCS el cual lleva
inserto el gen de la proteina Aleurina, la que posee el epltopo hemaglutinina humana del virus
influenza (HA) el cual permite su reconocimiento en ensayos de western blot, ademas del vector
sin inserto como control.

El ingreso del vector se realizd mediante la adicion al medio de PEG que permite
desestabilizar las membranas de los protoplastos y asl poder hacer ingresar el DNA a los
protoplastos.

La extraccion completa de protoplastos con 2,0x107 células/imL se concentré mediante
centrifugacion suave (600 rpm) y se resuspendié en solucion MaMg, 300pL por cada evento de
transformacion. Se preparé aproximadamente unos 2,5 mL de la solucion de PEG descrita en el
apartado soluciones. La solucién se calent6 en el microondas de manera cuidadosa para eviter la
desecacion de la solucion de PEG, hasta que se disuelvan los sdlidos, [uego se dej6 enfriar [a
solucion de PEG antes de mezclarlo con los protoplastos, para no danarlos.

A cada condicién (Vector con inserto y sin inserto) se agregd 25ug de DNA y 300pL de
solucién de PEG frfo, se mezclan cuidadosamente utilizando la pipeta con la punta cortada para
aumentar su diametro y asl no dafiar a los protoplastos. Luego se incubd a 25 °C durante 30

minutos.

26




Una vez trascurrida la incubacion es necesario refirar el PEG de la solucién por lo que se
diluyé mediante adiciones de W5. Se agregaron 700pL de W5 y se mezclaron cuidadosamente
utilizando la punta de la pipeta cortada, luego 1mL de W5 y mezclar rotando el tubo, entonces se
agregaron 2mi de W5. Para recuperar los protoplastos se centrifugd la solucion a 600 RPM durante
5 minutos y se descart6 el sobrenadante. Posteriormente, se resuspendieron los protoplastos de
cada condicion de transformacion en 1ml de W5.

Luego del procedimiento de transformacion, los protoplastos se llevaron al incubador durante
24 a 48 horas y posteriormente se aislan las proteinas de cada condicion de transformacion para

analisis de western blot (ver secci6n 4.2.4 de resultados).
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4.-Resultados

4.1.- Estandarizacion de la extraccion, purificacion y mantencion de protoplastos de

Arabidopsis thaliana.

Teniendo como referencia los distintos métodos de obtencion de protoplastos descritos por Nagata
y Takebe en 1970; Dovzhenko y col, 2003; Mathur y col, 1995 y Wu y col, 2008, entre otros, se
probaron las extracciones de protoplastos propuestas y se conservaron las soluciones que dieron
mejor resultado, que finalmente nos permitieran establecer un nuevo protocolo en el laboratorio, el
que quedd luego del ensayo de las soluciones propuestas por estos, definido de la siguiente
manera (figura 4). Paso 1: Utilizando una solucién de enzimas (ver seccion 3.2.1 de materiales y
métodos) preparada en el momento, se agregan plantas de Arabidopsis de tres semanas. La
solucion de enzimas con las plantas se incubé en agitacion exiremadamente suave durante 15
horas. Paso 2: Luego de las 15 horas de agitacién, aun queda tejido vegetal no disociado, por lo
que es preciso filtrar la solucion mediante un poro 100pum, lo que permite el paso de los
protoplastos extraldos desde e! tejido vegetal y retiene e tejido no disociado. Paso 3: El filtrado se
recoge y se pone sobre una solucién de sacarosa 21% P/V cuidando de no mezclar ambas fases.
Este paso permite la purificacién de los protoplastos en buen estado, ya que estos flotaran sobre la
fase de sacarosa, frente a los protoplastos dafiados que sedimentan. Paso 4: La fase que contiene
los protoplastos en buen estado se diluye en solucién W5 lo que permite [a dilucién de las enzimas
del medio, que de no ser retiradas seguirian afectando a los protoplastos evitando que éstos
puedan recuperar la pared celular en pasos posteriores. Paso 5. Se resuspenden los protoplastos
para revisar el estado general de éstos mediante microscopla dptica y contarlos utilizando una

camara de Petroff-Hausser de manera de calcular el rendimiento de la extraccion.
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Figura 4.-Protocolo para la obtencién de protoplastos de Arabidopsis thaliana. Resumen
grafico-secuencial de los pasos necesarios para la obtencion de protoplastos desde plantas
completas. Paso 1 — Incubacién de las plantas en la solucion preparada para la digestion de la
pared y dejar en agitacion lenta durante 15 horas. Paso 2 — separacion del tejido no disociado de
los protoplastos mediante filtracién. Paso 3a — Purificacion de los protoplastos mediante flotacion
sobre colchén de sacarosa. Paso 3b — Centrifugacion y recuperaciéon de la fase superior que
contiene los protoplastos intactos, sin impurezas. Paso 4 — Centrifugacion agregando y retirando
medio W5 para diluir las enzimas de digestion de pared. Paso 5 — Resuspension de protoplastos

en medio W5 para contarlos y su posterior almacenaje a 4°C hasta su utilizacion.
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En la obtencion de protoplastos hay que tener en cuenta la fragilidad mecanica de éstos dado la
ausencia de pared celular. Por ello, se debe proceder con extremo cuidado en las manipulaciones
que se realicen, tales como las resuspensiones, las que deben ser suaves, y las transferencias de
medio en las cuales se deben usar puntas de micropipetas cortadas en la punta para aumentar su
lumen y asi no someter a estrés mecanico innecesario a los protoplastos. Todas estas medidas
permiten evitar la pérdida de protoplastos y obtener un buen rendimiento de las células en
perfectas condiciones para utilizar en los experimentos.

Para evaluar el método de obtencién de protoplastos es necesario revisar el estado general de los
protoplastos obtenidos (Figura 5), su integridad y la calidad de la purificacion (baja presencia de
restos celulares en el sobrenadante), con el fin de asegurar resultados reproducibles y confiables

en los ensayos en los que estos puedan ser utilizados.
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Figura 5.- Evaluacion de la integridad de protoplastos aislados de plantas de Arabidopsis
thaliana. Imagenes utilizando microscopia 6ptica que ejemplifica los estados en que es posible
encontrar los protoplastos una vez finalizada la extraccién: A.- protoplastos integros, B.-

protoplastos deteriorados y C.- protoplastos lisados. La barra de tamafio corresponde a 10um.

Otro punto importante en experimentos que se vayan a utilizar los protoplastos extraidos, es
necesario trabajar con un numero constante de protoplastos por lo que es esencial el recuento de
estos. El conteo se hace en una camara de Pretroff-Hausser que es un portaobjetos que junto al

cubreobjetos genera una camara de volumen conocido. Posee un cuadriculado de medidas
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conocidas que nos permite calcular el numero de células en un volumen de suspension (Bakker y
col. 2007). El conteo se realiza por duplicado en cada muestra y descartando el resultado si ambos
no concuerdan en orden de magnitud, procediendo nuevamente a contar.

Para la mantencién de los profoplastos fue necesario ensayar todas las soluciones en que estos
fueran a ser sometidos (descritas en la seccién 3.2 de materiales y métodos) a fin de revisar el
comportamiento de los profoplastos frente a Gstas. De esta forma se vio la importancia de la
osmolaridad de las soluciones que se utilizan con los protoplastos debido a que algunas de las
soluciones ensayadas producian la lisis o la crenacion de los protoplastos. Este fue el caso de la
solucion MaMg utilizada para resuspender los protoplastos en el protocolo de transformacion
(Seccion 3.2.1 de materiales y métodos). Esta solucién se encontraba descrita segun literatura
conteniendo 0,4M de manitol, pero producia la lisis celular inmediata. En cambio con 0,5M manitol,
segtin se describe en Mathur y Koncz, permiti que los protoplastos se mantengan en buen estado
y sin cambios de volumen observables (datos no mostrados).

Como se observd un buen comportamiento de los protoplastos, en lo que se refiere a forma y
volumen celular al prepararios con la solucion W5, fue necesario revisar su sobrevida en esta
solucion. Esto debido a que los posteriores ensayos en que estos pueden ser utilizados requieren
la sobrevivencia de los protoplastos por varios dias. Entonces, juego de la extraccion de
protoplastos, estos se pusieron en solucién W5 y se monitore6 el nimero de células durante tres
dias como se observa en la figura 6 que muestra un ensayo representativo. Se observa un
decaimiento en el numero de protoplastos, sin embargo a las 48 horas de incubacion atn 50% de
los protoplastos se encuentra integro de acuerdo a la observacién en el microscopio (figura 7).
Posterior a las 72 horas, el nimero de protoplastos va decreciendo con una pendiente negativa
suave, aunque siguen conservandose integros. El conteo de los protoplastos se vuelve poco
confiable ya que los restos provenientes desde protoplastos lisados impiden una correcta
resuspension. Ademas, la concentracion de células cae por debajo de la capacidad de conteo dela
camara de Petroff-Hausser (1x1 0° células/mL). Entonces se reviso, mediante microscopia &ptica, la
presencia de protoplastos en el decantado del tubo en el cual son mantenidos. De esta manera es

posible observar protoplastos sanos, manteniendo su forma esférica durante ocho dias después de
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extraidos, como vemos en las imagenes de la figura 7 donde se observan protoplastos siendo
mantenidos en solucion W5 desde su extraccion hasta ocho dias después. Se observa que los

protoplastos estan en buen estado manteniendo su forma esférica caracteristica.
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Figura 6.- Sobrevida de los protoplastos mantenidos en medio W5. La grafica muestra el
numero de células/mL al incubar protoplastos en medio W5 a 22°C en condiciones de fotoperiodo.
Para el conteo se utilizé una camara de Petroff-Hausser. La figura muestra un experimento
representativo de tres experimentos que mostraban la misma tendencia. Las barras muestran el

error estandar promedio.




Figura 7.- Curso temporal de protoplastos mantenidos en solucién W5 durante ocho dias
desde la purificacion. Se observan mediante microscopia éptica protoplastos mantenidos en

medio W5. A.-Dia 1, B.-Dia 2, C.-Dia 4, D.-Dia 8. Barra de tamafio: 10pm.
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4.2.- Establecer ensayos de biologia celular utilizando protoplastos.

Para poder validar como herramienta biotecnolégica la utilizacion de protoplastos es necesario
revisar su comportamiento frente a técnicas moleculares comunes, ya que éstos son muy sensibles

dado que no poseen pared celular, la que normalmente le brinda soporte mecanico a las células.

4.2.1.-Evaluacién del estado de la ruta endocitica en protoplastos.

Esta descrito que la pared celular interact(ia con el citoesqueleto (Szymanski y Cosgrove 2009} por
lo que podrian haber procesos celulares alterados en los protoplastos. Esto hace necesario revisar
si el citoesqueleto sigue funcionado correctamente como por gjemplo en el transporte de vesiculas
del sistema de endomembranas. Para evaluar este proceso en protoplastos, analizamos el estado
de la ruta endocitica y asl es posible aportar una evidencia sobre el transporte intracelular que esta
mediado por el citoesqueleto.

Con el fin de revisar el comportamiento de la ruta endocltica se utilizo el trazador endocitico FM4-
64 (Vida y Emr 1995). Este trazador es un fluoraforo capaz de marcar membranas, lo que nos
permite registrar su ingreso secuencial hacia la célula, el cual es mediado por endocitosis. FM4-64
se une primero a la membrana plasmatica, luego secuencialmente se ubica en endosomas Y
finalmente en la vacuola. Para visualizar el fluoréforo se utiliza microscopia confocal que ademas
nos permite realizar cortes 6pticos dentro de ia célula.

Como vemos en la figura 8, al incubar los protoplastos con FM4-64 observamos repetido el
comportamiento descrito para la ruta endocitica en células vegetales en los protoplastos vegetales
obtenidos (Bolte y col. 2004). Podemos observar el comportamiento del trazador en dos células
distintas pero con distinfo corte 6ptico e igual temporalidad desde la incubacién con FM4-64 (100
minutos), en que podemos observar al fluoréforo marcando membrana plasmatica, endosomas,
compartimento prevacuolar y tonoplasto, que corresponde a la membrana vacuolar. Este resultado
conseguido por triplicado indicarla que el proceso de endocitosis es activo en protoplastos y con la
misma temporalidad de ingreso que la descrita para tejidos vegetales, lo que sugiere un correcto

funcionamiento de la via endocitica.
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Figura 8.- Evaluaci6n de la ruta endocitica en protoplastos. Los protoplastos fueron incubados
con FM4-64 durante 100 minutos y observados mediante microscopia confocal. Se muestran dos
células distintas. A.- Corte dptico donde se observa el trazador localizado en membrana plasmatica
(MP), ademas al interior del protoplasto observamos una zona rica en endosomas (ZE) que se
observan en forma de pequefios puntos. También se observa el complejo prevacuolar (PVC) en
forma de argollas. B.- Corte optico donde la tincion muestra al trazador FM4-64 marcando la
membrana plasmatica (MP) y la vacuola (V). C.- FM4-64 en tejido vegetal de Arabidopsis thaliana
luego de 100 minutos para comparacion de las estructuras marcadas (Gu and Innes, 2011). Barra

de tamafio 10um.
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4.2.2.-Ensayo de secrecion en protoplastos.

Se ha mostrado que la droga Sortin1 produce en cultivos celulares vegetales la secrecion de la
proteina AtCPY que posee destinacion vacuolar (Zouhar y col. 2004). Entonces, con el fin de
revisar |a ruta secretoria en protoplastos, se realizé un experimento de secrecion utilizando la
droga Sortin1 para revisar si la droga se encuentra afectando de la misma forma a cultivos
celulares como a protoplastos.

A una preparacién de protoplastos recién obtenida se incub6 durante 24 horas uiilizando dos
concentraciones de Sortin1, 12,5mg/L y 25mg/L ademas de la situacion control que tiene 0,5% de
DMSO que se utiliza para solubilizar a Sortin1

Posteriormente, se realiza el conteo celular para revisar la sobrevida de los protoplastos en
presencia de Sortin1 debido a que no conocemos el grado de toxicidad para esta droga en
protoplastos, (figura 8). Podemos observar una alta letalidad de protoplastos en Sortin1, sin
embargo vemos que DMSO no estaria afectando la sobrevida de los protoplastos. En la
concentracién 12,5mg/L de Sortin1 se obtiene el 26,5% de protoplastos atn vivos, lo que
corresponde a 2.25x10° protoplastos. Este es un nimero apropiado para seguir adelante con el
experimento. Entonces, considerando vélidos los nimeros obtenidos de sobrevida de protoplastos
en 12,5mg/L de Sortin1 se procede a la cuantificacion de proteinas totales de las muestras, tanto
en la fraccion celular como en el sobrenadante, obteniéndose los resultados mostrados en la tabla
]. Es posible observar una mayor cantidad de proteinas reconocidas por el anticuerpo en €l
sobrenadante de las muestras tratadas con Sortin1. Este resultado permite sugerir que se produjo
la secrecién generalizada de proteinas, entre ellas de AtCPY debido a la presencia de Sortin1 o
bien la proteina obtenida del sobrenadante es producto de la lisis de los protoplastos. Es por ello
que infentamos detectar AtCPY en el sobrenadante de los protoplastos sometidos a fratamiento
con Sortin1 y en los extractos celulares de los protoplastos de la situacion control para detectar
AtCPY y sus isoformas tempranas, para asi poder confirmar si hubo 0 no secrecion y en que

estado de maduracién se encuentra la proteina secretada.
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Figura 9.- Ensayo de sobrevida de protoplastos frente a la adicion de Sortin1 al medio de
cultivo. Sobrevida de protoplastos frente a la incubacion con Sortin1. Los protoplastos son
mantenidos en 2mL durante 24 horas en Sortin1. 1.-Condiciéon control, con 0.5% de DMSO, 2.-
0.5% DMSO y 12,5mg/l de Sortin1, 3.- 0.5% DMSO y 25mg/l de Sortin1. Las barras de error

muestran la desviacién estéandar promedio.

Tabla I.- Cuantificacion de las proteinas obtenidas del ensayo de secrecion de protoplastos
en Sortin1. Cuantificacion mediante el método de Bradford de la proteina presente en los
sobrenadantes y la fraccién celular del ensayo de secrecion de protoplastos en Sortin1. Ensayo

realizado por triplicado técnico entregando el promedio de las mediciones.

Fraccion celular Sobrenadante

(ug de proteina total) (ug de proteina total)
Control 2,33x10° 5,08x10°
12,5 mg/L Sortin1 1,51x10° 9,90x10°
25 mg/L Sortin1 1,02x10° 9,12x10°
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4.2.2.1.-Deteccién de AtCPY en el ensayo de secrecion.

Debido a que suponemos la protelna AtCPY estarla siendo secretada al medio desde protoplastos
bajo la influencia de Sortin1, es necesario identificar AICPY mediante anticuerpos y de esta forma
revisar si se encuenira presente en el sobrenadante del ensayo de secrecion mediante western
blot. Este ensayo permite detectar ademas de ACPY las etapas anteriores a la protelna madura
presentes en el reticulo endoplasmico. AICPY posee tres isoformas: precursor de 60KDa,
intermediario de 48KDa y proteina madura de 24KDa presente en ta vacuola (Zouhar y col. 2004).
Se utilizé un extracto celular de protoplastos de Arabidopsis thafiana como control positivo para
que fuese posible detectar la presencia de todas las isoformas de AtCPY que en condiciones
normales se encuentran dentro de la célula. Aunque la estandarizacion del anticuerpo primario fue
dificil finalmente se llegé a determinar la concentracion de suero anti-AtCPY de conejo en 1:300,
detectando con un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina. Al
revelar se produce un precipitado de color rosado marcando la ubicacion de AICPY en la
membrana, obieniéndose el resultado representativo de cinco ensayos mostrado en la figura 10.
Observamos como resultado del Western blot una banda de alrededor de 24KDa que
corresponderia a la proteina AtCPY madura de intensidad similar en todos los pocillos cargados
con sobrenadante, pero en la condicion control (S1) se observa una menor intensidad de 1a banda
(recuadro inferior figura 10). En cambio, para la banda que corresponderia al intermediario de
48KDa es posible solamente observarlo en el control positivo, ya que en las muestras de
sobrenadante casi no se detecta, viéndose algo mas marcado en la muestra de sobrenadante
sometida a Sortin1 25mg/L (recuadro medio figura 10). La banda que corresponderia al precursor
de 60KDa se detecta débilmente en el control positivo y en las muestras de sobrenadante con 12,5
y 25mg/L de Sortin1, proveniente posiblemente de una secrecion alterada o bien de los
protoplastos lisados (recuadro superior figura 10). Estos resultados nos llevan a pensar que podria
existir secrecion alterada y selectiva de proteinas en los protoplastos sometidos a tratamiento con
Sortin1 debido a que la intensidad de las otras bandas correspondientes a formas inmaduras de la

proteina AtCPY en el sobrenadante no aumentan notoriamente a medida que aumenta la
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concentracion de Sortin1 en el medio y por lo tanto no corresponderia a un aumento debido solo a
la lisis celular.

Las otras bandas marcadas y no mencionadas se deben a la inespecificidad que presenta el suero
anti-AtCPY quedando como evidencia que reconoce incluso la banda correspondiente a 17KDa del
estandar de tamafio molecular. Y la banda de cerca de 30KDa que es reconocida por el anticuerpo
secundario como se muestra en la figura 11, que corresponde a un ensayo de western blot en el
que se hibrida solo el anticuerpo secundario sobre un extracto de proteina de Arabidopsis thaliana.

Por lo que nos muestra solo las inespecificidades presentadas por el anticuerpo secundario.

Figura 10.- Ensayo de secrecién en protoplastos. Gel representativo de cinco ensayos
mostrando la deteccion de AtCPY mediante Western blot. Los carriles corresponden a estandar de
peso molecular (L), extracto celular o control positivo (C+) utilizado para ver las isoformas de
AtCPY, sobrenadante de la condicién control del ensayo de secrecién (S1), sobrenadante de la
condicién 12,5mg/L de sortin1 (S2) y sobrenadante de la condicién 25mg/L sortin1 (S3) Los

recuadros representan los pesos esperados para las isoformas de AtCPY.
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Figura 11.- Revision de la inespecificidad del anticuerpo secundario. Western realizado
hibridando sobre la membrana de nitrocelulosa solo con el anticuerpo secundario. Ensayo
realizado en una muestra de una extraccion proteinas desde un extracto celular de Arabidopsis
thaliana (M). Podemos observar en el recuadro una banda inespecifica que corresponderia a una
proteina detectada inespecificamente por el anticuerpo secundario. (L) corresponde al estandar de
peso molecular, (BC) corresponde a tampon de carga utilizado como espaciador entre las

muestras.
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4.2.3.-Tincion de la pared celular de protoplastos

Para saber en cuanto tiempo se recupera la pared celular de los protoplastos, se realizd un ensayo
con calcofltior White, un fluoréforo que permite visualizar polimeros de celulosa (Jens y col. 2007)
presentes en la pared celular de los protoplastos. De esta forma sabremos en que momento
recuperan su proteccion mecanica los protoplastos, que puede resultar favorable o desfavorable
dependiendo del experimento a realizar.

La tincién fue aplicada sobre distintas muesiras de protoplastos sometidos a soluciones de
mantencién que corresponden a W5 y W5 con acido a-naftilacético (NAA), en diferentes tiempos
hasta seis dias (datos no mostrados} sin lograr encontrar mayores diferencias en los protoplastos
sometidos a tincién con Calcoflior White. Razén por la cual se probo el ensayo con protoplastos
que habfan sido mantenidos por 10 dias en W5 modificado, que es un medio nutritivo y que
tedricamente permitiria la regeneracion de la pared celular de los protoplastos. Los resultados se
muestran en la figura 12, donde se logré observar pequefias diferencias entre las muestras
tefiidas. En la figura 12A se observa un protoplasto en condiciones controles, sin el fluoréforo,
donde solo es posible observar la fluorescencia basal de los cloroplastos. Al realizar fa tincion se
observa un protoplasto con un patrén punteado en la superficie de la célula (Figura 12B). Se
esperaba una fluorescencia uniforme sobre la membrana plasmatica del protoplasto lo que
permitiffa definir de mejor manera [a existencia de una nueva pared celular. Posiblemente la
recuperacion de otros polisacaridos ocurre antes que la recuperacion de la celulosa, o la
recuperacion de la pared celular no es de manera uniforme, razon por la que no se abserva la
fluorescencia uniforme esperada de forma tedrica sobre la membrana plasmatica de los

protoplastos.
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Figura 12.- Ensayo de recuperacién de pared celular en protoplastos. Protoplastos vistos
mediante epifluorescencia A.- Condicién control, protoplasto sin fluoréforo. La fluorescencia que se
observa dentro de la célula corresponde a cloroplastos (Autofluorescencia), B.- Protoplasto
incubado con calcofltior White, la fluorescencia se observa en un patrén punteado en la superficie

de la célula. Barra de tamafio 10um.

4.2.4.-Ensayo de transformacion transtoria en protoplastos de Arabidopsis thaliana

El ensayo de transformacion se realizé en tres oportunidades utilizando los vectores de expresion
transitoria de la proteina aleurina con epitopo HA para poder ser detectado mediante western blot.
Ademas, como condicién control se utilizé el vector sin el inserto de aleurina HA. A pesar de que se
utilizé cuidadosamente el método del PEG (Martinez-Zapater & Salinas, 1998) en todas las
oportunidades los protoplastos resultaron lisados luego del paso con PEG, revisado el estado
mediante microscopia 6ptica. Por lo que para este ensayo se propone utilizar algun oftro

procedimiento como por ejemplo electroporacién (Yansong Miao and Liwen Jiang. 2007).




4.3.-Micropropagacion de protoplastos de Arabidopsis thaliana.

El ensayo de micropropagacion se refiere a generar una planta completa desde un protoplasto. La
importancia de este ensayo se proyecta ante futuros experimentos para lograr recuperar plantas
transgénicas completas desde protoplastos transformados establemente. Para llevar a cabo este
objetivo fue necesario ensayar distintos medios propuestos en literatura que fuesen capaces de
producir divisién celular sostenida de los protoplastos.

én la tabla Il esta descrita la composicién de las soluciones evaluadas en protoplastos para lograr
su division. Las soluciones obtenidas desde literatura no dieron un buen resultado. La solucién
descrita por Koop en 1997 produjo la crenacion de los protoplastos, lo gue nos indicaria que la
solucion descrita seria hiperténica. La solucion descrita por Mathur y col. en 1995 prodyjo [a lisis de
los protoplastos que se utilizaron en el ensayo, por lo que suponemos resulfa una solucidn
hipoténica para protoplastos de Arabidopsis thaliana. Por lo anterior fue necesario obtener primero
una mezcla nutritiva que fuese capaz de permitir la sobrevida de los protoplastos obtenidos y se
produjera la divisién de estos. Entonces, utilizando informacién desde [a literatura acerca de
divisiones en protoplastos vegetales y ademas con el antecedente de la capacidad de la solucion
W5 para mantener protoplastos, se busco establecer una modificacion nutricional a la solucioén W5.
Primero, se intenté agregando al medio la hormona auxina &cido naftalen acético (NAA), pero este
medio solo aumento levemente la sobrevida de los protoplastos (Datos no mostrados). La segunda
modificacion que se hizo a la solucion W5 fue mas completa y se encuenira detallada en la seccion
3.2.1 de materiales y métodos. Esta solucién se formuid utilizando las cualidades nutritivas que
brinda ef agua de coco (Gopikrishna y Col. 2008). Entonces se agregd un 2% de esta segun lo
descrito por Dovzhenko y Col. 2003 en W6 mas una combinacién de las auxinas IAA (&cido 3-
indolacético) y 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético). De esta forma se logré conseguir la
modificacion a la solucién W5 que permitié obtener a las cuarenta y ocho horas eventos de division
en algunos protoplastos y con el pasar de los dias conseguimos cada vez mas eventos de division.
El desarrollo temporal de los eventos de divisién hacia la formacion de microcolonias se muestra

en la figura 13. Para que se den las divisiones sostenidas es necesario mantener el nivel
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nutricional del medio en que se encuentran los protoplastos, esio se hace posible mediante el

cambio del medio W5 modificado cada 48 horas.

Tabla Il.- Soluciones evaluadas en este trabajo para conseguir la divisién sostenida en
protoplastos. Medios nutritivos probados para micropropagar protoplastos con su referencia,

composicion y el resultado obtenido en protoplastos.

Solucidén Composicion Resultado

Koop 1997 MgSO.x7H,O 746 mg/l, CaCl,x2H,0 | Crenacién de los protoplastos
450 mg/ L-glutamina 50 mg/l,
hidrolizado de caselna 100 mgfl,
agua de coco 20 ml/l, Dicamba 3

mgfl, NAA (acido a-naftilacético) 0.5

mg/l.
Mathur y col.1995 0.5MS medio, IAA 2mg/L, 2.4-D | Lisis total de los protoplastos
0,5mg/L
W5 modificacion 1 Solucion W5, NAA 0,5mg/L Mantencién de protoplastos
sin lograr division con
sobrevida de 10 dias.
W5 Madificacion 2 Solucion W5, agua de coco 2%, IAA | Mantencion de protoplastos y
2mg/L, 2.4-D 0,5mg/L. divisiones a las 48 horas, con

formacion de microcolonias a

los 6 dias.

Debido a razones practicas, el objetivo se considera alcanzado con la obtencion de microcolonias
ya gue conseguir las divisiones sostenidas era el paso mas complicado. Posteriormente, estas
microcolonias deberian ser recuperadas en medios de regeneracion para obtener la planta

completa.
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Figura 13.- Division sostenida de protoplastos incubados en la solucién W5 modificada.
Iméagenes de microscopia Optica de protoplastos en division mantenidos en solucion W5
modificada. A, B, C.- Corresponden a protoplastos en divisién a las 48 horas. D, E.- Corresponden
a divisiones sucesivas luego de 6 dias. F, G, H, |.- Corresponden a microcolonias obtenidas a los 9

dias post tratamiento con W5 modificado. Barra de tamafio corresponde a 10pum.
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§.-Discusién

Durante este trabajo se estandarizo la obtencion de protoplastos, una técnica etiquetada como
complicada dadas las restricciones presentadas debido a la fragilidad de estas células vegetales
sin pared celular.

Los protoplastos vegetales obtenidos durante este trabajo soportaron adecuadamente la
manipulacion en el desarrollo de distintas técnicas moleculares, demostrando asi que es posible
utilizarlos en nuestros ensayos cotidianos de laboratorio si tenemos en cuenta sus restricciones
mecanicas y osmoticas.

Una vez demostrada la factibilidad de utilizacién de protoplasios, tanto su obtencién como
manipulacién y mantencion es posible hablar sobre las razones y ventajas que presenta esta
técnica, ademas de respaldar el presente estudio en protoplastos.Aunque la técnica en este trabajo
se describe para A. thafiana, es de importancia tener un protocolo estandarizado de utilizacion de
protoplastos en todo laboratorio de fisiologla vegetal, ya que con los principios de manejo que
posee la técnica podemos montar ensayos para diferentes especies vegetales. Entre estas
especies podemos pensar en algunas especies dificiles de manipular a nivel de laboratorio como
especies vegetales de gran tamafio por ejemplo arboles, los cuales por su lento ciclo de vida hacen
imposible realizar ensayos en plantas adultas. Sin embargo mediante la técnica de protoplastos es
posible realizar ensayos validos utilizando fragmentos de la planta original.

Oftro punto que se considera de gran importancia es el avance realizado en cuanto a la validacién
de Ia técnica de protoplastos como células inalteradas metabdlicamente, ya que debido a la técnica
a que son sometidas podrian presentar comportamientos anémalos. Entonces la validacion de la
técnica nos permite saber si los resultados obtenidos en protoplastos son propios de las células
vegetales o son un artefacto producido por el procedimiento a que son sometidas las células.

Por lo anterior fue de gran importancia hacer la revision de la ruta secretoria. Es asi como
observamos resultados similares en tratamientos de Sortin1 a los resultados encontrados por

Zouhar y col. (2004) que fueron realizados a cultivos celulares de Arabidopsis thaliana, en ambos
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casos es posible sugerir una secrecion alterada de proteinas debido a la presencia de la droga
Sortin1 en el medic de cultivo.

En este seminario de titulo se utilizé para detectar la secrecion alterada de proteinas la proteina
AICPY, De igual forma es posible tefiir un gel de protelnas del sobrenadante con coomasie y ver el
aumento de proteinas extracelulares en presencia de Sortin1, aunque en este caso dada la
toxicidad de Sortin1 para los protoplastos se descart6 debido a la gran cantidad de protoplastos
que se lisaron durante los tratamientos. Lo que por si mismo aumenta las protelnas en el
sobrenadante. Al hacerlo selectivamente detectando AtCPY constatamos que la forma madura es
diferencialmente secretada desde protoplastos expuestos a Sortin1.

También es posible realizar los western blot a los extractos celulares de protoplastos expuestos a
Sortin1, de esta forma podemos ver como decrece la presencia de AICPY intracelular y aumenta
AtCPY extracelular.

En cuanto a la validacion de la ruta endocitica en que utilizamos el trazador endoclfico FM4-64 y
nos basamos en los experimentos realizados por Bolte y col. (2004) en plantas, Obtenemos
algunas evidencias del normal funcionamiento de esa ruta en protoplastos al observar el marcaje
especifico de estructuras de la ruta endoclfica en estas células dado que se corresponde con el
normal comportamiento que se presenta en células vegetales en cuanto a marcaje de estructuras y
temporalidad.

Otro punto a discutir es el ensayo de transformacion, que si bien no dio resultados positivos a
pesar de seguir los pasos descritos por Martinez-Zapater & Salinas (1998) en su libro Methods in
Molecular Biology, resultando los ensayos realizados en una lisis generalizada de los protoplastos
cada vez que se agregd el PEG, nos permite proponer otros tipos de transformacion que no sean
basados en PEG como por gjemplo la electroporacion de protoplastos recién obtenidos. (Yansong
Miao and Liwen Jiang. 2007). La transformacién de protoplastos permitiria, en conjunto con la
técnica de micropropagacion, obtener plantas transgénicas completas a partir de partes de plantas
en este caso de Arabidopsis thaliana, pero pudiendo hacerse extensible a otras especies, ademas
del gran numero de células con que se trabaja que pedrian generar un gran numero de

transformantes.
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El ensayo de recuperacién de pared celular en protoplastos aunque no logré quedar bien definido
nos hace pensar en otros polisacéridos aparte de celulosa formando la pared de los protoplastos y
serfa por esta razén que no observamos una fluorescencia mas definida y solo se obtiene un
patrén punteado sobre la membrana plasmatica. También se podrian realizar ensayos de
resistencia osmética que nos permitan detectar aumentos en la resistencia de los protoplastos
atribuibles a la recuperacion de la pared celular.

Se obtiene una novedosa y econémica solucion nutritiva que permite obtener la division sostenida
de protoplastos, un punto critico en la micropropagacién. La solucién se obtiene a partir de una
modificacion nutricional al medio W5 utilizando las propiedades que brinda el agua de coco, como
son elementos trazas y hormonas (Gopikrishna y col. 2008).

La solucién obtenida presenta cortos tiempos para la obtencion de divisiones en protoplasios,
similares a los tiempos de divisién obtenidos por Dovzhenko y col. (2003).

Con todo lo anterior este estudio no es solo un ensayo de prueba de un protocolo, sino tambien
una validacién del método. Ademas permite avanzar en la recuperacion de profoplastos mediante
micropropagacion.

Finalmente se consideran alcanzados los objetivos propuestes en un principio para esta técnica y
se espera que los avances conseguidos sean un aporte de nuevas herramientas a utilizar en los

ensayos de biologia molecular en los laboratorios de ciencia.
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6.- Conclusiones

Las conclusiones alcanzadas en este trabajo se detallan a continuacion:

- Se definié un protocolo reproducible de obtencion de protoplastos desde plantas de Arabidopsis
thaliana.

- Se establecieron diferentes ensayos a los que se sometieron los protoplastos obtenidos que son
de utilidad para conocer el manejo y los alcances del uso de los protoplastos.

- La ruta endocitica, evaluada utilizando el fluoréforo FM-464, se encontrd inalterada, por lo que
consideramos que esta ruta podria no verse afectada por la técnica a que son sometidos los tejidos
vegetales para obtener protoplasto.

- La ruta secretoria, evaluada mediante la secrecion de AtCPY por el quimico Sortin1, sugiere que
en los protoplastos producidos se afecta la ruta secretoria resultando en fa secrecion de la forma
madura de AtCPY, tal como ha sido repertado para cultivos celulares.

- Se encontréd una condicion experimental que permite lograr la division de protoplastos in vitro de
Arabidopsis thaliana.

- Se logré que la division de protoplastos fuese sostenida lo que lleva a la obtencién de

microcolonias de Arabidopsis thaliana, paso determinante para la micropropagacion.
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7. - Proyecciones.

Una vez mejoradas las técnicas de mantencién de protoplastos, ftransformacion y
micropropagacion es posible pensar en el nuevo uso biotecnoldgico que podemos dar a diferentes
especies vegetales sin valor comercial actual agregando vias de sintesis de compuestos de interés
comercial, o podemos aumentar el valor de especies ya comerciales al dar resistencia a plagas

como por ejemplo con la toxina Bacilfus thuringiensis o Bt (Broderick y col. 2006).

Dependiendo de los rendimientos alcanzados en micropropagacion podemos pensar en una
obtencion en masa de plantulas de algunas especies en peligro de extincién para su recuperacion
o para especies de gran valor comercial en que sea necesaria una gran cantidad de ejemplares y

una rapida propagacion.

Debemos seguir validando Ia técnica de obtencion de protoplastos para entender de mejor manera
los resultados entregados por estos en los ensayos realizados, ademas mejorar por ejemplo la
solucién de mantencion de protoplastos para que podamos almacenarlos durante un mayor tiempo

y quiza algun dia llegar a almacenarlos tal como las células competentes.
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