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RESUMEN

A diferencia de los animales las plantas no pueden desplazarse para responder a
los estimulos que constantemente reciben del entorno. No obstante, las plantas
han desarrollado numercsos procesos a nivel celular que buscan aprovechar
estimulos favorables y evadir estimulos adversos. Enire las sefiales que
diariamente reciben los vegetales uno de los mas estudiados es la energia
radiante. Frente a la luz, las plantas germinan, desarrollan su tejido foliar, abren
sus flores, sintetizan pigmentos como la clorofila, realizan fotosintesis, principal

fuente energética de la planta, etc.

A pesar de lo anterior, la luz no siempre es beneficiosa para los vegetales. Se ha
demostrado que a altas intensidades produce dafios principalmente a nivel de la
maquinaria fotosintética presente en los cloroplastos; por eso estos organelos se
mueven dentro de la célula vegetal evadiendo la luz azul de alta intensidad,
fenémeno conocido como respuesta de evasion a la luz, que les permite minimizar
el fotodafio. También es conocido que longitudes de onda muy pequefias, en el
rango de la luz UV, producen mutaciones en el material genético, las plantas

mediante el movimiento de los organelos pueden evitar el dafio en el ADN.

En este trabajo analizamos la respuesta de los tres organelos con genoma que
hay en la célula vegetal (plastidios, mitocondrias y niicleo) frente a estimulos de
luz de diferentes longitudes de onda, durante periodos determinados e intensidad
constante. Para visualizar los organelos utilizamos la tecnologia de las proteinas

fluorescentes, que se excitan en diferentes longitudes de onda del espectro de luz.
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Hemos determinado que tanto plastidios como mitocondrias evaden la luz amarilla
(520-550nm), la luz UV-A, la luz azul de 426 a 446nm vy la luz azul de 465 a
495nm; mientras que el ncleo evade la luz UV-A y la luz azul de 426 a 446nm.
Ninguno de estos tres organelos responde a la luz verde (500-520nm). Al
comparar estas longitudes de onda con las utilizadas para excitar las proteinas
fluorescentes, encontramos que las longitudes de onda utilizadas para excitar las
proteinas fluorescentes cyan (CFP), verde (GFP) y roja (DsRed) son las mismas
que producen una respuesta evasora de plastidios, mitocondrias y nucleo, por [o
tanto, es importante tener en cuenta que resultados obtenidos con este tipo de
proteinas puede estar afectado por la manera de observarlas. Hemos demostrado
que la unica proteina fluorescente que permite el analisis del movimiento es la

proteina fluorescente amarilla (YFP), que utiliza luz verde para excitarse.
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SUMMARY

Unlike animals, plants cannot move to respond to environmental stimuli. For
this reason, plants have developed many processes at the cellular level that
allow them to benefit from favorable stimuli white evading adverse stimuli. One
of the stimuli most studied in plants is the light. In the light, plants germinate,

develop leaves, synthesize chiorophyll, perform photosynthesis, etc.

But this light is not always beneficial for the plants. It has demonstrated that
light of high intensities produces damage to the photosynthetic machinery of the
chloroplasts. The chloroplasts display a type of movement, known as avoidance
response, that allows them to diminish the negatives effects of high light
intensities. Is know that short wavelengths of light, in the range of UV, produce

mutations in the genome. Organelle movement helps to avoid DNA damage.

The present work analyzes the avoidance response of the three organelies that
there is in plants (plastids, mitochondrias and nucleus) to stimuli of different light
wavelengths. In order to visualize the organelles we have used fluorescent
proteins that are excited at different wavelengths of light. During this analysis
we have determined that plastids, mitochondrias and nuclei display on
avoidance response UV-A and blue light (426-446nm). At higher blue light
wavelength (465-495nm) and yellow light (520-550nm} only the plastids and
mitochondrias display an avoidance response, whereas organelles don’t display

avoidance response to green light (500-520nm).
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Analyzing the wavelengths that affect organelles avoidance response and
comparing them with the light necessary to excite the different fluorescent
proteins, the light that is used to excite the fluorescent protein (cyan, green and
red) produce an organelle avoidance response. Therefore we conclude that it is
important to consider that results obtained of bearing with these types of
proteins can be affected by light used for observation. We have demonstrated
that under our experimental conditions, the only fluorescent protein that appears
to be optimal for the analysis of movement is the yellow fluorescent protein, that

is excited by light green.
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1 INTRODUCCION

Las plantas y animales estén sometidos a estimulos abidticos (luz, temperatura,
lluvias, etc.) y bidticos (parésitos, patogenos, etc.) que constantemente les
presenta su entorno. Cuando estos estimulos impiden el normal desarrollo de
los seres vivos, hablamos de estimulos estresantes. Frente a ellos, una planta
o un animal puede responder, ya sea, contrarrestandolos o evadiéndolos. Por el
contrario, existen estimulos que son vitales para el desarrollo de los seres vivos

y frente a éstos también es necesario responder.

Las plantas a diferencia de los animales no pueden desplazarse frente a un
estimulo determinado, por lo tanto, han desarrollado diferentes mecanismos
que les permiten responder en forma adecuada. Por ejemplo, frente a la luz,
principal fuente de energia para las plantas, estas presentan muchas
respuestas diferentes de acuerdo al estado de desarrolio en que se encuentren,
por ejemplo, una planta recién germinando al verse enfrentada a la luz, deja de
elongar el hipocotilo, expande los cotiledones y comienza a desarrollar los
cloroplastos para hacer la fotosintesis, en un proceso conocido como
fotomorfogénesis, luego las hojas van a crecer en direccion de la luz para
optimizar los procesos fotosintéticos (Lin 2000). Otras funciones que dependen
de la luz son: el control del fotoperiodo (Briggs y Huala 1999), tiempo de
floracién, fototropismos, regulacion del ritme circadiano y apertura de estomas
(Kinoshita y cols 2001). Debido a su naturaleza sesil, las plantas

constantemente se adaptan a los cambios de calidad, cantidad y direccion de




juz. La mayoria de los estudios fisiol6gicos sobre la respuesta de las plantas a
la luz han sido realizados sobre luz azul y roja. Al nivel celular se conoce la

existencia de receptores de luz que inician las distintas respuestas.

1.1 Fotorreceptores en plantas

Los fotorreceptores que se conocen actualmente responden a luz azul,
ultravioleta-A (UV-A) y luz roja/roja lejana. Entre los receptores que responden
a la luz azul estan los criptocromos (Gressel 1979), que son proteinas con
homologia a enzimas reparadoras de dafios causados por la luz en bacterias
(ADN fotoliasa). Se conoce dos criptocromos, criptocromo 1 (CRY1) vy
criptocrome 2 (CRY2), siendo este Ultimo regulado negativamente por [a uz
azul. Estos fotorreceptores participan en los procesos mencionados de
fotomorfogénesis y su funcién ha sido estudiada en Arabidopsis thaliana

(Ahmad y cols 1998).

Se ha determinado que CRY1 es una proteina de 681 aminoacidos (Ahmad y
cols 1998) que se localiza en el nicleo y se expresa mas o menos
constitutivamente (Lin y cols 1996). CRY1, como ya se menciond, presenta un
30% de identidad en su secuencia aminoacidica con una enzima ADN fotoliasa
bacteriana (Sancar 1994). Sin embargo, la purificacién de CRY1, desde
bacterias donde ha sido clonado el gen, no presenta actividad in vitro en
procesos de reparacién del ADN. Por lo tanto el rol de CRY1 en plantas seria

distinto al de reparar dafios en el ADN (Lin y cois 1995, Malhotra 1995). Se ha




demostrado que CRY1 se une a dos croméforos, FAD (flavina adenina
dinucledtido) y pterina que responden a luz azul y luz UV-A respectivamente
(Lin y cols 1995, Malhotra 1995, Ahmad y cols 2002). Analisis de plantas
mutantes cry? han demostrado que este fotorreceptor participa en la respuesta
a luz azul y a luz UV-A. Al nivel fisioldgico, las respuestas inducidas per CRY1
incluyen la inhibicién de la elongacion del hipocotilo en respuesta a la luz de

380nm a 500nm, especialmente a altas intensidades (Ahmad y cols 2002)

CRY2 es una proteina que presenta una homologia del 78% al nivel
aminoacidico con CRY1, se descubri6é en una biisqueda en genotecas de cADN
utilizando una sonda de Cry? (Lin y cols 1998, Hoffman y cols 1996). La
proteina CRY2 es degrada en presencia de luz azul {Liny cols 1998, Ahmad y
cols 1998), sus funciones se sobreponen con las de CRY1, produciéndose
variaciones muy finas como la intensidad de la luz a la que se expone la planta
(Ahmad y cols 1998). CRY2 es una proteina que se localiza en el nticleo
(Cashmore y cols 1999, Guo y cols 1999, Kieiner y cols 1999), participa en los
procesos de de-etiolacién de plantulas en respuesta a la luz azul y también esta

implicada en regular el tiempo de floracién (Lin y cols1998).

Para analizar la existencia de otros fotorreceptores implicados en la respuesta
de inhibicién de la elongacion de! hipocotilo en respussia a la luz se
construyeron plantas de Arabidopsis mutantes en ambos genes (cryfcry2),
demostrandose que sélo CRY1 y CRY2 estdn regulando esta respuesta,

mientras otros fotorreceptores como los fitocromos estarian participando mas




abajo en la cascada de sefializacién de la respuesta, ya que ademas hay
evidencias de interaccion entre CRY2 y los fitocromos in vivo e in vitro (Ahmad

y cols 1998).

El estudio de la respuesta de los criptocromos frente a la longitud de onda de
excitacion, ha demostrado que presentan dos picos, uno cercano a 420nm, que
se corresponde a la excitacién del cromdforo pterina y ofro a 450nm, longitud de
onda de excitacién de FAD, el otro croméforo presente en los criptocromos
(Ahmad y cols 2002). Ademés recientemente se ha demostrado que al utilizar
luz monocromatica, la proteina CRY2 no es degradada con luz de 400nm,
450nm y 500nm, io que se contrapone con que esta proteina se degrada en luz

azul de un amplio espectro de longitud de onda (Ahmad y cols 2002).

Otro tipo de fotorreceptores que se conoce son proteinas denominadas
fototropinas. Las fototropinas son flavoproteinas que en presencia de luz azul
se fosforilan, activando de esta manera una cascada de sefializacién en la cual
estaria implicada la liberacién de calcio al citoplasma, que culminaria en las
respuestas que presentan las plantas a la luz azul (Stoelzle y cols 2003). Estas
proteinas fueron descubiertas haciendo bisquedas en plantas mutantes de
Arabidopsis, donde se encontré un mutante nph7 (non phototropic hypocotyl 1)
que presentaba un fenotipo de pérdida de la respuesta fototrépica frente a luz

azul (Liscum y Briggs 1995).




Este fotorreceptor, NPH1, ahora también denominado PHOT1 (phototropini) es
una proteina de 120kDa , que se encuentra asociada a la membrana plasmatica
(Huala y cols 1997) y contiene en el carboxilo terminal un dominio
serinaftreonina kinasa, en el amino terminal presenta dos dominios repetidos de
110 aminoacidos gue son dominios conservados entre proteinas reguladas por
luz, oxigeno y voltaje, denominados LOV1 y LOV2 donde se unen no
covalentemente dos moléculas del croméforo flavina mononucledtido (FMN).
Durante el proceso de excitacién con luz azul estos cromdforos se unen a la
proteina, lo que produce un cambio conformacional que activa la actividad
kinasa presente en ella, produciéndose autofosforilacion, que inicia una via de
transduccién de sefiales para la luz azul (Kagawa y cols 2001). Entre las
funciones descritas para NPH1 se encuentra mediar la apertura estomatica
(Kinoshita y cols 2001) y dirigir los cloroplastos hacia la luz, que se conoce
como respuesta de acumulacion de estos organelos, lo que les permite captar
la luz para realizar los procesos fotosintéticos (Sakai y cols 2001). También,
como ya se menciond, este fotorreceptor participa de la respuesta fototropica de

las plantas a la luz azul (Sakai y cols 2001).

Otra fototropina, descrita por homologia a NPH1, es NPL1 (non phototropic
hypocoty! like 1), actualmente renombrada fototropina 2 (PHOT2). PHOT2 es
una proteina que presenta las mismas caracteristicas estructurales que NPH1
(Kagawa y cols 2001, Kinoshita y cols 2001), cuyas funciones son

practicamente las mismas que las de PHOT1. Sin embargo, en la respuesta de




los cloroplastos frente a la luz azul, este fotorreceptor es el encargado de
sefializar la presencia de un exceso de ella, produciendo una repuesta evasiva
de los cloroplastos, que se alejan de un punto en la célula que se ha excitado
con luz azul de alta intensidad, con el objetc de evitar dafios en los complejos
fotosintéticos (Jarillo y cols 2001, Kagawa y cols 2000, Kagawa y cols 2001,

Kasahara y cols 2002).

A nivel intracelular, los diferentes organelos responden frente a estos estimulos
luminosos, por ejemplo, los cloroplastos se disponen azarosamente dentro de la
célula vegetal si la cantidad de luz a la que estan sometidos es escasa,
respuesta que se atribuye a los fotorreceptores PHOT1 y PHOTZ2, a diferencia
de lo que hacen frente a altas intensidades de luz, donde se ubican
ordenadamente y en forma paralela a la direccién de incidencia de la luz, a
modo de transmitir la luz y de esa manera evitar la sobreexcitacién de la cadena
transportadora de electrones, que puede producir especies reactivas dafiinas

para la célula vegeta! (Sakai y cols 2001).

Ademas de los receptores que son capaces de responder a la luz azul, existen
receptores que censan la luz roja y roja lejana, estos son denominados
fitocromos. Los fitocromos son una familia de genes y en Arabidopsis
encontramos PhyA, PhyB, PhyC, PhyD y PhyE (Vierstra 1993). Estos son
fotorreceptores que responden a luz roja-roja lejana. Se sabe que existen dos
tipos de fitocromos, de fipo |, que se acumulan en oscuridad y de tipo Il, que se

acumulan tanto en luz como oscuridad (Gilmartin y cols 1990). Los fitocromos




més estudiados son aquellos codificados por los genes PhyA, fitocromo A, que
corresponde a fitocromos del tipo | y PhyB, fitocromo B, que corresponde a
fitocromos del tipo Il. Se ha demosirado que las funciones de estos dos
receptores son diferentes (Nagatani y cols 1993), mientras la proteina PHYA
desencadena la respuesta de inhibicién de la elongacioén del hitpocotilo en
respuesta a la luz roja lejana, (Nagatani y cols 1993), PHYB se encarga de
iniciar esta misma respuesta, pero bajo condiciones de luz roja y blanca (Reed y
cols 1993). Las funciones de los otros fitocromos no estén clarificados, sélo se
ha demostrado en algunos casos que pueden estar participando de las mismas
respuestas. Los fitocromos existen en dos conformaciones fotoconvertibles, las
que absorven luz roja (Pr) y las que absorven luz roja lejana (Pf),
sintetizandose la forma Pr, que bajo la estimulacion de la luz roja se transforma
en Pfr y luz roja lejana reconvierte la proteina a la forma Pr (Shinomura

y cols 1994).

1.2 Movimiento de organelos

No solamente los cloroplastos son capaces de moverse dentro de la céluia,
también se ha descrito el movimiento de otros organelos, por ejemplo, ofros
plastidios, mitocondrias y ntcleo. Utilizando la estrategia de marcar in vivo
mediante la transformacion con la proteina fluorescente verde, se ha visto que
las mitocondrias se mueven en plantas transgénicas de Arabidopsis (Logan y
Leaver 2000) y en células en culiivo de tabaco. Este movimiento es

dependiente del citoesqueleto de actina, ya que, al fratar células en cultivo de




tabaco transformadas con la proteina fluorescente verde, con drogas que
afectan la dindmica del citoesqueleto de actina (latrunculina B) el movimiento se
detiene, a diferencia del tratamiento con colchicina (desestabilizador del
citoesqueleto de microtibulos) que no produce la detencion del movimiento de
ios organelos, aunque la distribucion de éstos si se ve afectada (Van Gestel y

cols 2002).

También se ha utilizado la estrategia de la proteina flucrescente verde para
analizar el movimiento que presenta el nticlec en plantas transgénicas de
Arabidopsis, demostrandose que éste también es dependiente de la integridad
del citoesqueleto de actina, pero no de microtibulos, ya que, al tratar las
plantas con latrunculina B se observé una detencién del movimiento nuclear,

mientras que el uso de colchicina no tuvo efectos (Chytilova y cols 2000).

A la fecha nada se ha publicado acerca de la dependencia del movimiento de
mitocondrias y nucleo a la luz. Haciendo una homologia con los cloroplastos,
las mitocondrias también poseen cadenas transportadoras de electrones que se
podrian sobrexcitar por la luz. Esto nos hace pensar que es posible que las
mitocondrias estén entonces respondiendo a la luz, para evitar ser
sobreexpuestas. Ademas, se ha demostrado que longitudes de onda menores
al visible, como la luz UV-B, provocan dafios en las moléculas de ADN, que
posteriormente introduciran mutaciones en el genoma (Ries y cols 2000). Tanto

plastidios como mitocondrias y niicleo poseen genomas, se puede esgrimir




como razén para el movimiento el escape éstos organelos al dafio producido

por la luz de estas longitudes de onda.

Para comprobar esta hipotesis, durante el transcurso de esta tesis se ha
trabajado para marcar in vivo los organelos con genoma, mediante el uso de la

tecnologia de proteinas fluorescentes.

1.3 Proteina fluorescente Verde

La proteina fluorescente verde (GFP) es una proteina de la medusa Aequorea
victoria que tiene la caracteristica absorber luz azul y emitir luz verde sin ia
utilizacién de ningtn cofactor (Heim y cols 1994, Tsien 1998). Esta proteina ha
sido intensamente utilizada para la determinacion de la ubicacion subcelular de
proteinas, mediante la fusién, o la observacién de distintos tipos de organelos y
su movimiento dentro de células y tejidos (Tirlapur y cols 1999, Hanson. y cois
2001). La GFP es una proteina pequefia, de 27kDa, que permite la fusidén a
ofras proteinas, por cualquiera de sus extremos, ya sea amino o carboxilo
terminal, sin variar su capacidad de fluorecer en respuesta a la luz azul.
Actualmente existe una gran gama de mutantes de esta proteina, que varian en
sus espectros de excitacidn/emision de la luz (Figura 1), por ejemplo, la
proteina fluorescente cyan (CFP) se excita con luz en el rango de los 436nm y
emite luz cyan (480nm) y la proteina fluorescente amarilla (YFP) se excita con
luz verde (510nm) y emite luz amarilla (530nm) (Tsien y cols 1998). Ademas de

la proteina fluorescente verde extraida de la medusa Aequora victoria, en la




actualidad existen proteinas fluorescentes con distintos espectros de
excitacion/emision que han sido extraidas de otros organismos, como por

ejemplo, la proteina fluorescente roja (DsRed2), extraida de corales.

Durante el desarrollo de esta tesis se analizard también la utilidad de las
distintas proteinas fluorescentes como marcadores para estudiar la respuesta
de plastidios, mitocondrias y nucleo a la luz de distintas longitudes de onda,
como una aproximacién para encontrar el marcador in vivo mas inocuo para el

tejido en estudios de este tipo.
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Figura 1: Espectros de excitacién-emisién de proteinas fluorescentes.

Los gréficos muestran los espectros de excitacion (A) y emisién (B) de las proteinas
fluorescentes cyan, en azul (ECFP), verde en verde (EGFP), amarilla (EYFP) y roja (DsRed).
Adaptada de www.clontech.com
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1.4 Hipodtesis
En la célula vegetal el movimiento de plastidios, mitocondrias y nucleo,

es inducido por luz de diferentes longitudes de onda.

1.5 Objetivo General

Determinar si plastidios, mitocondrias y nucleo se mueven en

respuesta a la luz de diferentes longitudes de onda.

1.6 Objetivos Especificos

1. Disefiar un sistema para evaluar el comportamiento de plastidios,

mitocondrias y nlcleo frente a estimulos de luz de diferentes longitudes

de onda, en tejidos vegetales.

2. Analizar los efectos de la luz de diferentes longitudes de onda sobre el

movimiento de plastidios, mitocondrias y nticleo.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material microbiolégico y condiciones de cultivo

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron ias bacterias Escherichia coli

cepa DH50. y Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101

Cultivos liquidos de las bacterias se crecieron en medio LB (bacto triptona 1%,
exiracto de levadura 0,5%, NaCl 1%) suplementado con él o los antibiGticos
correspondientes, de acuerdo al experimento realizado (ampicilina 200pg/mi,
kanamicina 100ug/ml, rifampicina 10pg/mi, gentamicina 100pg/mi). El
crecimiento se realizé con agitacion constante a 37°C por 16 horas para E. coli
y @ 23°C por 48 horas para Agrobacterium. Cultivos en medio sdélido se
realizaron en placas de LB agar 1,5% durante 16 horas a 37°C para E. coli y

durante 48 horas a 28°C para Agrobacterium (Sambrook y cols 1989).

2.2 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para los experimentos desarrollados durante esta tesis se utilizaron cebollas
(Allium cepa), que se obtienen directamente del supermercado al momento de
necesitarlas para llevar a cabo los experimentos, tabaco (Nicotiana tabacum

cultivar Xanthi NN) y Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia.

2.2.1 Crecimiento de tabaco y Arabidopsis en tierra

L as semillas son puestas en vasos de 20ml en una mezcla 3:2 tierra de hoja

de litre: vermiculita, previamente esterilizada por calor hiimedo durante noventa
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minutos. Los vasos que contienen las semillas se dejan por dos dias a 4°C,
para sincronizar la germinacion de éstas, luego de lo cual se ponen a 23°C con
ciclos de luz de 16 horas. Alrededor de la segunda semana para Arabidopsis y
tercera para tabaco, las plantas han germinado. Una vez que aparece la
primera inflorescencia en Arabidopsis, esta es cortada para permitir que
crezcan mas inflorescencias, pasados aproximadamente dos meses las plantas
son aduitas. Las plantas de tabaco deben ser cambiadas a maceteros mas
grandes pasados un mes de su germinacion y al cabo de tres meses son
plantas adultas. Estas plantas deben ser sometidas a un régimen de riego de
tres veces a la semana, agregando fertilizante si es necesario, lo que depende

de la salud que se observa en la planta.

2.2.2 Crecimiento de Arabidopsis en condiciones estériles

Las semillas se esterilizan lavandolas con una solucion de etanol 70%, seguido
de un lavado con cloro al 37% y tres sucesivos lavados con agua destilada
estéril, posteriormente se siembran en placas de 1/2X MS agar pH 5,7 {mezcla
de sales Murashige y Skoog 0,22%, tampén MES 0,05%, y agar 0,9%)
suplementadas con sacarosa 1% y con 50ug/ml de kanamicina como medio
selectivo. Las placas se colocan a 4°C en oscuridad por 48 horas, para
sincronizar la germinacion, luego se ponen a 23°C con ciclos de 16 horas de luz
y 8 horas de oscuridad por 7 a 10 dias. Pasado este tiempo las plantas que
han crecido en el medio selectivo deben ser traspasadas a tierra, para ello se

colocan en vasos de 20mi que contienen una mezcla de tierra de litre :
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vermiculita estéril (esterilizada con calor himedo por 90 minutos) en una
proporcién 3:2 muy himeda y se traspasan a una camara de crecimiento
manteniendo las condiciones de luz y temperatura descritas previamente, con
régimen de riego de tres veces por semana, hasta obtener semillas, lo que dura

aproximadamente dos meses.

2.3 Preparacién de células competentes de E. coli DH5a

El método utilizado es el descrito por Inoue {1991), que consiste en crecer un
cultivo pequefio (3ml) de E. Coli DH5a en medio LB, durante 16 horas a 37°C
con agitacion constante, 1ml de este cultivo se utiliza como preinéculo de un
cultivo de 250ml que se crece a 23°C con agitacién constante hasta una
densidad éptica (D.0.) de 0.6 a 600 nm. Alcanzada esta D.O.eno, €l cultivo se
enfria por 10 minutos en hielo y se centrifuga a 2500g por 10 minutos a 4°C, El
pellet, donde se encuentran las bacterias es resuspendido en 80m! de tampdn
T8 frio a pH 6,7 (Pipes 10mM, CaCl; 15mM, KCI 250mM), donde se incuba por
10 minutos en hielo y se centrifuga nuevamente a 25009 por 10 minutos a 4°C.
£l pellet bacteriano se resuspende en 20mL de tampon TB frio, se agrega
DMSO a2 una concentracién final de 7% y se alicuota en tubos de 1,5ml
preenfriados, en volimenes de 200ul. Las alicuotas se congelan en nitrégeno

liquido y se almacenan a -80°C hasta su uso.
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2.4 Transformacién de E.coli DH5x

£l método de transformacion utilizado también ha sido descrito por Inoue (1991)
y consiste en mezclar 50l de células competentes (Inoue), que han sido
previamente descongeladas en hielo, utilizando entre 0,5 y 2ul de un vector de
interés, ya sea proveniente de una ligacién o una preparacion mediante
extraccion desde bacterias. Esta mezcla se deja en hielo por 30 minutos y
posteriormente se pone a 37°C por 5 minutos, luego de los cuales se vuelve a
poner en hielo por otros 5 minutos. Se agrega 1ml de medio de crecimiento LB,
y se dejan proliferar por 1 hora a 37°C, pasado este tiempo, se cenirifuga la
suspension a 10000g por 1 minuto, se descarta el sobrenadante, dejando
aproximadamente 50yl para permitir la resuspension de las bacterias, estas se
siembran en placas de LB-agar que contienen un antibidtico de seleccion

pertinente al vector en uso.
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2.5 Extraccién de ADN Plasmidial (Miniprep de 10 minutos)

Bacterias que contienen e! vector de interés, crecidas en medio liquide a partir
de una colonia tnica fueron centrifugadas a 10000g por 30 segundos. Se
eliminé el sobrenadante, dejando 50p! aproximadamente para resuspender las
células, luego se agregd 300ut de TENS (Tris-HCI pH 7,4 10mM, EDTA pH 8,0
1mM, NaOH 0,1N, SDS 0,5%) y se agité en vortex por 5 segundos.
Posteriormente se agregd 150p! de NaAc pH 4,7 3M y se agité nuevamente en
vortex. Se centrifugd a 10000g por 2 minutos. El sobrenadante se transfirid a
un tubo nuevo y se mezclé con 900u! de etanol 100% a temperatura ambiente
(por inversién del tubo, 3 veces) y se centrifugo a 10000g por 2 minutos. El
pellet se lavé con etanol 80% preenfriado a —20°C, luego éste se dejo secar a
temperatura ambiente y se resuspendié en agua con RNAsa 10ug/ml, dejandolo
a 37°C por 30 minutos y se almacené a -20°C. (modificado de Zhou y cols

1990).

2.6 Digestién con endonucleasas de restriccion

Aproximadamente 500ng de ADN son digeridos en un volumen final entre 10y
20y, con 1 a 5 unidades de enzima, agregando el tampon correspondiente y

dejando por 2 horas a 37°C o a la temperatura recomendada para la enzima.
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2.7 Electroforesis en geles de agarosa

Geles de agarosa entre 0,8-1% se hicieron en tampén TBE 0,5X (Tris 450mM,
EDTA pH 8,0 1mM, &cido bérico 0,2%) y 0,5ug/ml de bromuro de etidio y se
corrieron en camaras BIORAD, en el mismo tampén a un voitaje de 50V o 100V
por 30 a 60 minutos. Las muestras para ser cargadas en el gel se mezclaron
con tampén de carga 6X (azul de bromofenol 0,25%, “xylene cyanol® 0,25% y
glicero! 30% en agua). Volimenes entre 1 y 20ul de cada muestra se corrieron

en los distintos geles.

2.8 Reaccion en cadena de Ia Polimerasa (PCR)

Entre 10 y 100pg de ADN se mezclaron con 100ng de cada uno de los
partidores, dNTPs 2mM, MgCl, 0 MgSO:; 2mM, 1 a 5 unidades de enzima (Taq
Polimerasa o Pfu polimerasa) en el tamp6n correspondiente en un volumen final
de 25 o 100u! dependiendo del experimento. Se utilizé un termociclador MJ

Research INC. modelo PTC-100™,

2.9 Ligacién de fragmentos de ADN

Las ligaciones se realizaron agregando una cantidad de inserto ires veces
mayor que la cantidad de vector, siendo aproximadamente la cantidad de vector
entre 10 y 50ng, en un volumen final de 5pl, con el tampon apropiado, 2
unidades de T4 ADN ligasa y 0,5u! de ATP 100mM. Las reacciones de ligacion

se llevaron a cabo durante 16 horas a 16°C, en un bafio de agua.
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2.10 Disefio de vectores para marcar plastidios, mitocondrias y niicleo con

proteinas fluorescentes

Para marcar las mitocondrias y plastidios con proteinas fluorescentes (amarilla,
cyan y roja), se disefiaron estrategias para transformar tejidos vegetales por
distintos mecanismos, con los genes que codifican para estas proteinas

destinados a los organelos.

Se utilizaron para lograr este objetivo vectores que poseen secuencias gue
permiten la expresion de proteinas en tejidos vegetales, como son pBIl221,

pBI121 y pEL103 (figura 2).

Figura 2: Vectores de expresion en plantas.

Estos vectores se utilizan para clonar las proteinas fluorescentes y dirigirlas a plastidios y
mitocondrias en plantas. A pBI221, este vector se puede utilizar para fransformar tejidos
vegetales mediante bombardeo de particulas de ADN, presenta un promotor 358, seguido del
gen GUS v un terminador de la nopalina sintetasa y otorga resistencia a ampicilina By C
Vectores binarios, que poseen una regién que se inserta en el genoma de la planta
transformada, al utilizar Agrobacterium. Esta regién es la que se ubica entre los extremos RB
y LB, donde se encuentra el gen que otorga resistencia a kanamicina en las plantas seguido
del promotor 35S-GUS- terminador NOS en pBl121 y promotor 358-secuencia omega-

terminador NOS en pEL103.

El vector pBI1221 (figura 2A) es un vector que tiene como base el vector pUC18,

donde se ha integrado la secuencia del promotor del virus del mosaico de la
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colifior (P35S), que permite la expresién constitutiva de genes que se
encuentran bajo su regulacién en tejidos vegetales, seguido del gen que
codifica para la enzima B-glucoronidasa y rio abajo de éste se encuentra la
secuencia que codifica para el terminador de la nopalina sintetasa. Este es un
vector que se utiliza para la transformacion de tejidos vegetales mediante el
bombardeo de particulas de ADN, el que puede integrarse en el genoma del
tejido transformado, o bien quedar como plasmidio en la célula, pero de todas
maneras permitir la expresién de los genes que lleva por un periodo de tiempo
al menos. A partir de tejidos transformados por este mecanismo es posible
obtener plantas fransgénicas, pero en nuestro caso solo se utilizara como un

método de expresion transiente.

El vector pBI121 (figura 2B) es un vector binario, es decir, puede replicarse en
dos sistemas distintos, en este caso en E.coli y Agrobacterium. pBl121 tiene
como base parte del vector pBIN19, en donde se integré un fragmento que
posee una secuencia de ADN flanqueada por los extremos repetidos invertidos
(RB y LB) que utiliza Agrobacterium para insertar el fragmento de ADN ubicado
entre estos extremos en el genoma de la planta que infecta. Entre los extremos
repetidos invertidos (RB y LB) se encuentra el gen de la nopalina sintetasa que
aporta resistencia al antibiético kanamicina, bajo el control del promotor del
virus del mosaico de la coliflor (P358), este gen se utiliza como marcador de
seleccién para las plantas que sean transformadas utilizando este vector o

derivados de él. Ademas se encuentra otra secuencia promotora 35S seguida
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de la secuencia que codifica para el gen de la B-glucuronidasa y ric abajo de
ésta, la secuencia del terminador de la nopalina sintetasa. Con este vector se
transforma Agrobacterium y mediante éste se transforman tejidos végetaies,
Existiendo distintos protocolos que producen tejidos vegetales transformados,
los que pueden dar origen a plantas transgénicas, pero también es posible

utilizar este método como un método de transformacién transiente.

pEL103 (figura 2C) es un vector binario derivado del vector pBl121, al que se ha
extraido el gen que codifica para la B-glucoronidasa y en su lugar se ha
insertado la secuencia de una regién potenciadora de la transcripcion

(omega Q).

Para dirigir las proteinas fluorescentes a los plastidios se utilizé la propiedad
que presentan las células vegetales de sintetizar proteinas que son codificadas
en el nlcleo y ser destinadas a estos organelos, asi se encontrd que existen
secuencias que codifican para péptidos capaces de dirigir proteinas a los
plastidios. La secuencia utilizada para este trabajo corresponde a la secuencia
que codifica para el péptido sefial de la proteina RecA (recombinasaA) (figura
3A), que es una proteina homéloga a la proteina recombinasaA de bacterias y
que se ha demostrado, es capaz de dirigir otras proteinas fusionadas a él, alos

plastidios (Cerutti y cols 1892).

Para dirigir las proteinas fluorescentes a mitocondrias se hizo uso de un método

similar al utilizado para plastidios, en este caso se utilizé la secuencia que
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codifica para el péptido sefial de la proteina citocromo oxidasa 1V (figura 3B),
que se ha demostrado es capaz de dirigir otras proteinas fusionadas a él, a las

mitocondrias. (Kohler y cols 1997)

51
101
151
201
251

RecA

atggattcac
tetttetect
tceggttttce
tacgcegega
aatcaacggc
aaaaggcttt

agctagtectt
ctctteceectt
ttcttgetac
agaaactctc
gctctetetce
agaggcagct

gtctctgaag
tcactccatyg
tcecegecgee
ccacaaaatc
ccgacgctga
atgga

ctgaatccaa
ttcttetttt
tctattctee
agttctgaat
ttccegette

gcttcactec
tcgecgtege
ggttaccgtc
tecgatgacag
ctcgaccgee

B CoxlV

1 atgttgtcac tacgtcaatc
51 tttgtgaagc tctagatatc

tataagattt ttcaagccag
tgcttcagca aaaacccgaa

ccacaagaac

Figura 3: Secuencia de los genes que codifican para los péptidos seiiales que dirigen
proteinas a mitocondrias y plastidios en plantas.

A Secuencia que codifica para el péptido sefial de la proteina Recombinasa A (RecA) de
Arabidopsis thaliana y es capaz de dirigir proteinas fusionadas a é| hasta los plastidios. B
Secuencia que codifica para el péptido sefial de la proteina citocromo oxidasa IV de
Saccharomyces cerevisiae y es capaz de dirigir proteinas fusionadas a é! a las mitocondrias
en plantas.

Para marcar el ndcleo se utilizé un vector donado por Nachiro Kato (pNK607),
que tiene como base el vector pEL103, donde se inserté el fragmento que
contiene la secuencia que codifica para YFP fusionada a la secuencia que
codifica para un represor de la transcripcién bacteriano denominado LexAy una

secuencia NLS, de destinacion al nicleo (Kato y cols 2002).
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codifica para el péptido sefial de la proteina citocromo oxidasa IV (figura 3B),

que se ha demostrado es capaz de dirigir otras proteinas fusionadas a é|, a las

mitocondrias {Kohler y cols 1997).
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B
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atggattcac
tettteteet
tceggtttte
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Cox1V
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agctagtett
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ttecttgetac
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gctctctcte
agaggcagct

1 atgttgtcac tacgtcaatc

tctagatatc

gtctctgaag ctgaatccaa
tcactccatg ttcttetttt
teccgecgece tetattetcee
ccacaaaatc agttctgaat
cecgacgcetga ttecegeite
atgga

gcttecactec
tegeegtege
ggttaccgtc
tcgatgacag
ctegacecgece

tataagattt ttcaagccag ccacaagaac

tgcttcageca aaaacccgaa

Figura 3: Secuencia de los genes que codifican para los péptidos sefiales que dirigen

proteinas a mitocondrias y plastidios en plantas.
A Secuencia que codifica para e péptido sefial de la proteina Recombinasa A (RecA) de
Arabidopsis thaliana y es capaz de dirigir protelnas fusionadas a él hasta los plastidios. B
Secuencia que codifica para el péptido sefial de la proteina citocromo oxidasa IV de
Saccharomyces cerevisiae y es capaz de dirigir proteinas fusionadas a él a las mitocondrias
en plantas.

Para marcar el ntcleo se utilizé un vector donado por Naohiro Kato (pNK607),

que tiene como base el vector pEL103, donde se insert5 el fragmento que

contiene la secuencia que codifica para YFP fusionada a la secuencia que

codifica para un represor de la transcripcion bacteriano denominado LexAy una

secuencia NLS, de destinacién al nticleo (Kato y cols 2002).
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2.10.1 Clonamiento de los genes que codifican para proteinas

fluorescentes (cyan y amarilla) en vectores de expresion en plantas

Los genes que codifican para las proteinas fluorescentes cyan y amarilla fueron
obtenidos de los vectores pECFP-C1 (Figura 4A) y pEYFP-C1 (Figura 4B)
respectivamente (Clontech). Estos vectores fueron digeridos con las enzimas
Nhel y Sacl, liberando un fragmento de 700pb que contiene la secuencia
completa del gen para éstas proteinas. Estos fragmentos fueron purificados a
partir de un gel de agarosa utilizando el kit CONCERT (Gibco) para luego ser

clonado en los vectores pBI221 y pEL103, descritos previamente.

Figura 4: Vectores para obtener genes de proteinas fluorescentes

Estos son vectores comercializados por Clontech, que contiene los genes que codifican para
las proteinas fluorescentes A cyan (ECFP), B amarilla (EYFP) y C roja (DsRed2). Las
proteinas codificadas por estos genes son funcionales en plantas, y se clonaron en vectores
de expresion en plantas mediante corte con enzimas de restriccion o PCR. Adaptado de
www.Clontech.com

Para clonar las proteinas fluorescentes en el vector pBI221 (figura 2A), éste fue
digerido con las enzimas BamHI y Sacl, pero debido a que las enzimas que se
utilizaron para digerir ambos vectores (pBl221 y pECFP-C1/pEYFP-C1) no son
compatibles fue necesario hacer un paso de clonamiento intermedio, donde se

usé el vector pBluescript SK+, que fue digerido con las enzimas Xbal y Sacl.
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Los genes que codifican para las proteinas fluorescentes se insertaron
entonces en este vector, quedando Ios genes en orientacion contraria al de ia
B-glucosidasa, del vector. Se utilizé esta estrategia debido a que los extremos
que se liberan al digerir con las enzimas Xbal y Nhel son compatibles.
Posteriormente el vector pBluescript SK+ que contenia los genes de las
proteinas fluorescentes fue cortado con las enzimas BamHl| y Sacl, liberando un
fragmento de 712pb, que se insert6 en el vector pBi221, dando origen a los

vectores pAMAS y pAMAT (figura 8F).

Para construir vectores que puedan integrarse en Agrobacterium y mediante
éste transformar tejidos vegetales se utilizé el vector binario pEL103. Este
vector fue digerido con las enzimas Xbal y Sacl, donde se insertaron los genes
que codifican para las proteinas fluorescentes cyan y amarillo, obtenidas desde
los vectores pECFP-C1 y pEYFP-C1 (figura 4), que previamente habian sido
digeridos con las enzimas Nhel y Sacl, dando origen a los vectores pAMA4 y

pAMAS (figura 8D).

23




2.10.2 Clonamiento del gen que codifica para el péptido sefial de RecA rio
arriba de los genes que codifican para las proteinas fluorescentes

(amarilla y cyan)

La secuencia que codifica para el péptido sefial de la proteina RecA, que es
una recombinasa que se encuentra en Arabidopsis y se dirige a plastidios, fue
amplificada por PCR utilizando los partidores LM116 y LM117 (figura 5) desde
un genoteca de cADN de Arabidopsis thaliana, con ciclos de un minuto de
denaturacion inicial a 94°C, seguido de treinta ciclos de un paso de
denaturacion a 94°C por treinta segundos, un paso de alineamiento a 55°C por
treinta segundos y un pasc de extension a 72°C por cuatro minutos. Los
partidores poseen secuencias para enzimas de restriccion en sus extremos, asi
el amplificado queda flanqueado por los sitios de restriccion para las enzimas
BamHl en 5’ y Bglll en 3'. Se amplificé un fragmento de 300pb, que fue clonado
en el vector pGEM-T, desde este vector se exirajo la secuencia del péptido
sefial de RecA cortando con las enzimas BamHl y Bglll. Por otra parte los
vectores pAMAS y pAMA7 (figura 8E y F) fueron digeridos con BamHI y en ellos
se inserté la secuencia que codifica para el péptido sefial de RecA. Fue
necesario determinar la orientacién de la insercion de la secuencia de RecA, ya
que éste pudo integrarse en cualquiera de las dos direcciones, por ser los
extremos de los fragmentos compatibles, esto se hizo mediante analisis con

enzimas de restriccion, datos no mostrados.
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IM116 5’ cgg gat cca tgg att cac agc tag tct tgt ¢ 3’ 3lpb
IM117 5' gaa gat ctt cca tag ctg cct cta aag cct t 37 31pb

Figura §: Partidores para amplificar RecA

Estos partidores han sido disefiados con sitios de corte para las enzimas de restriccidn BamHl,
an el partidor sentido LM116 y Bglll en el partidor antisentido LM117 {marcados en la secuencia).
Amplifican un fragmento de 300pb que contisne la secuencia completa del péptido sefial de la
protefna Recombinasa A desde una genoteca de cADN de Arabidopsis thaliana.

2.10.3 Clonamiento del gen que codifica para la proteina fluorescente roja

rio abajo del gen que codifica para el péptido de RecA

El vector pAMAG (figura 8E) fue digerido con las enzimas Agel y Sacl al igual
que el vector pDsRed2-C1 (figura 4C). Con esto se liberé el gen de la proteina
fluorescente cyan y roja respectivamente, las que fueron intercambiadas,

generandose el vector pAMA11.

2.10.4 Clonamiento del gen que codifica para el péptido sefial de CoxIV
fusionado al gen que codifica para la proteina fluorescente (amarilla y

cyan)

Se amplificd desde el vector pCK coxIV GFP (donado por lan Small), mediante
PCR, el gen que codifica para el péptido sefial de la proteina Citocromo oxidasa
IV de Saccharomyces cerevisiae (que ya se ha demostrado es capaz de
destinar proteinas a las mitocondrias en plantas (Kohler R. y cols 1997))
utilizando los partidores LM128 y LM129 (figura 6A) con un programa de PCR
de treinta ciclos que constan de un paso de denaturacion a 94°C por freinta
segundos, un paso de alineamiento a 60°C por treinta segundos y un paso de

extensién a 72°C por treinta segundos. Los partidores agregan en el extremo 5’
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la secuencia que reconoce la enzima BamHI y en el extremo 3’ parte de la
secuencia amino terminal de las proteinas fluorescentes (amarilla y cyan) de
Clontech. En otro evento de PCR se amplificé la secuencia que codifica para
los genes de las proteinas fluorescentes amarilla (EYFP) y cyan (ECFP)
utilizando los partidores LM130 y LM131 (figura 6B) con un programa de PCR
gue consta de dos minutos de denaturacién inicial a 94°C seguido de treinta
ciclos en los que la denaturacion es a 94°C por 30 segundos, seguida de el
alineamiento a 68°C por treinta segundos y un paso de extensién a 72°C por
dos minutos treinta segundos, finalmente un solo paso de extension final, a72°C
por diez minutos. Los partidores en el extremo 5 presentan parte de la
secuencia que codifica para el extremo carboxilo terminal del péptido sefial de
coxlV y en el extremo 3’ agrega una secuencia que reconoce la enzima de
restriccion Sacl. Posteriormente, y utilizando los productos de los PCR antes
mencionados, se realizoé una tercer evento de amplificacién, con los partidores
LM128 y LM131, con un programa de PCR que consta de un paso de
denaturacion inicial a 94°C por dos minutos, seguido de treinta ciclos que
constan de un paso de denaturacién a 94°C por freinta segundos, un paso de
alineamiento a 50°C por treinta segundos y un paso de extension a 72°C por
dos minutos, seguido de un (nico paso de extensién final a 72°C por diez
minutos, lo que dio origen a un productc de fusién entre la secuencia que
codifica para el péptido sefial de coxIV y las secuencias que codifican para las

proteinas fluorescentes (EYFP y ECFP). Estas fusiones fueron clonadas en el

26




vector pGEM-T, desde donde fueron escindidas utilizando las enzimas de

restriccion BamHI y Sacl.

A

Cox IV:

Sentido 1M128 5' AG GGA TCC AARA ATG GTT TCA CTA CGT CAA TCT ATA AGA 3' 38pb
Antisentido IM129 5’ TT GCT CAC CAT GGG TTT TTG CTG AAG CAG ATA TCT 3f 35pb
B

C/YFPs

Sentido IM130 5’ AG CAA AAA CCC ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG CTG T 3! 36pb
Antisentido LM131 5' ACG AGC TCA CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC GA 3 32pb

Figura 6: Partidores utilizados para el clonamiento de C/YFP fusionadas a cox/V
Estos partidores agregan sitios de corte para BamHI en el partidor sentido de CoxIV
LM128 y Sacl en el partidor antisentido de C/YFP LM131 (Subrayados). Se utilizan para
amplificar la secuencia que codifica para el péptido serial de la citocromo oxidasa IV de
Saccharomyces cerevisiae los partidores LM128 y LM129 y para amplificar la secuencia
que codifica para CFP o YFP de los vectores de Clontech los partidores LM130 y LM131.
En rojo se observan las secuencias de las proteinas fluorescentes que se alinean en
cada partidor y en azul se observan las secuencias de coxIV que se complementan entre
los partidores para producir la fusién de los genes amplificados. Esta fusion permitira la
destinacion de las proteinas fluorescentes a las mitocondrias.

El vector pBI221 fue digerido con las enzimas BamHI y Sacl, donde se insert6
las fusiones explicadas previamente, que permitirdn la acumulacion de las

proteinas fluorescentes cyan y amarilla en las mitocondrias.

Se utilizé el vector binario pBl121 de Clontech (figura 2B), para construir
vectores que permitiesen la transformacién de Agrobacterium y mediante éste,
la transformacion de tejidos vegetales. El vector pBlI121 fue digerido con las
enzimas BamHI y Sacl, donde se inserté las fusiones explicadas previamente.
Los vectores binarios aqui construidos, al igual que en el caso anterior,
permiten la acumulacién de las proteinas fluorescentes amarilla y cyan en las

mitocondrias.
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2.11 Preparacion de células competentes de Agrobacterium

Se utilizé el método descrito por Chen y cols (1994), que consiste en crecer un
cultivo bacteriano de 3ml hasta fase log (aproximadamente 36 horas) a 28°C en
medio LB. Se inocularon 2ml de éste en 50ml de medio LB fresco y se
crecieron a 28°C hasta obtener una D.O.¢oonm de 0,5. Una vez obtenida ésta
D.O., las bacterias se enfrian en hielo por 10 minutos y se centrifugan a 3000g
por 5 minutos, luego se resuspenden en 1mi de CaCl; 20mM y se hacen
alicuotas de 200ul en tubos de 1,5ml preenfriados y por ultimo se almacenan a

~80°C hasta su uso.

2.12 Transformacion de Agrobacterium

Para transformar Agrobacterium se utilizé el método también descrito por Chen
y cols (1994), donde 100p! de células competentes se mezclan con 1pl de ADN
de interés a una concentracién de 1pg/n! y se congelan en nitrégeno liquido por
5 minutos, luego se descongelan a 37°C y se mantienen a esta temperatura
durante 25 minutos. Pasado este periodo se agrega 1ml de medio LB y se
incuban por 3 horas a 28°C con agitacién suave. Finalmente se centrifuga la
mezcla durante 1 minuto a 10000g, descartando la mayoria del scbrenadante y
resuspendiendo las bacterias en el sobrenadante residual (aproximadamente
50ul) para plaquearlas en placas que contengan LB-agar més los antibidticos

para la seleccion (gentamicina 100pg/ml y rifampicina 10ug/mi, resistencias
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aportadas por la cepa de Agrobacterium, y kanamicina 100ug/ml, resistencia

aportada por el vector utilizado para la transformacion).

2.13 Transformacién de epidermis de cebolla mediante biobalistica.

Se cortan catafilos de cebolla en cuadrados de aproximadamente 3cm de lado y
se colocan en una placa que contiene agar (sirve de soporie y permite
mantener la humedad de la cebolla). Por otra parte se prepara el ADN para ei
bombardeo, mezclando particulas de Tungsteno (150ug) con el ADN de interés
(5-8ug) y se efectua el disparo a una presion de 100psi en una atmosfera de
vacio de 30mmHg. Después las cebollas se colocan a 22°C por 36 horas y se
puede ver la acumulacion de las proteinas después de ese tiempo. Adaptado

del protocolo descritc por Sheen y cols 1995,

2.14 Infiltracién de hojas de tabaco con Agrobacterium

Se crece la cepa GV3101 de Agrobacterium transformada con el vector de
interés, en medio LB selectivo (con antibiéticos) durante 48 horas.
aproximadamente, a 25-28°C, luego se retira el medio por centrifugacion, y las
bacterias se resuspenden en igual volumen de agua y se infiliran hojas de
tabaco de distintas edades, utilizando para esto una jeringa de 1ml y haciendo
presion de la solucién de bacterias sobre la cara abaxial de la hoja (Naohiro

Kato, comunicacion personal).
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2.15 Transformacién de Arabidopsis mediante inmersién floral

Inflorescencias de plantas silvestres ecctipo Columbia en estado adulto de
aproximadamente de 10cm de largo se sumergen en una solucién de
transformacion (ver abajo) por 15 segundos con agitacion constante,
posteriormente se colocan en posicién horizontal en oscuridad por 16 horas,
cubiertas con plastico para mante;ler la humedad, pasado este tiempo se sacan
las plantas de la oscuridad a la cdmara de crecimiento a 23°C, con ciclos de luz
16 horas y 8 horas de oscuridad. Se riegan por 2 semanas, luego de lo cual se
dejan secar para colectar las semillas.

Solucién de transformacion

Esta solucién se fabrica a partir de un cultivo de Agrobacterium que contenga el
vector de interés que se ha crecido bajo las siguientes condiciones: Un
preindculo se crece a 28°C por 30 horas (dia y medio o por 2 dias a 24°C) en
LB suplementadoc con gentamicina 100pg/ml, kanamicina 100ug/ml y
rifampicina 10ug/mi con agitacion constante y buena aireacion. Se inocula con
100pl de este precultivo un cultivo de 250m! de LB con los antibidticos
necesarios en un matraz de 1! y se deja crecer por 16 horas a una temperatura
entre 25 y 28°C hasta alcanzar una D.O.soonm entre 0,6-0,8. Luego el cultivo se
centrifuga y el pellet bacteriano se resuspende en una solucién que contiene

Silwett L-77 (detergente) al 0,05% y sacarosa al 5% {Clough y Bent 1998).
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2.16 Seleccion de semillas transformadas, determinacion de la eficiencia

de transformacion y del nimero de inserciones de T-ADN

Las semillas de las plantas sometidas al método de transformacion descrito
previamente, deben ser cuantificadas para determinar los porcentajes de
eficiencia de transformacion obtenidos. Las semillas son esterilizadas como se
describe previamente y se siembran en placas de MS-agar suplementado con
50pg/ml de kanamicina, como medio selectivo. Aquellas plantas capaces de
sobrevivir en presencia del antibidtico son traspasadas a tierra para obtener de
eilas la préxima generacion de semillas. La eficiencia de la transformacion (TE)
se calcula determinando el porcentaje de semillas que son resistentes a

kanamicina del total de semillas que se ponen a germinar.

Para obtener lineas homocigotas con una sola insercion se debe sembrar tres
generaciones de las plantas transgénicas, ya que mediante el andlisis de las
proporciones mendelianas se deduce que una linea presenta solo una insercion
de ADN vy si ésta es homocigota. Para esto, se siembra al menos 100 semillas
que han sido colectadas de plantas seleccionadas en kanamicina (T1). La
proporcion obtenida de plantas resistentes: sensibles obtenidas en esta
generacion (T,) es un indicador del numero de inserciones de T-ADN existente
en cada linea de plantas, si esta proporcién es 3:1 resistentes:sensibles, se
acepta tener una linea que contiene solo una insercion de ADN. Sembrando
semillas obtenidas a partir de plantas de la generacion T3, que tienen esta

segregacion (3:1).
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217 Visualizacion de las diferentes proteinas fluorescentes dirigidas a

distintos organelos

Para todos los experimentos de visualizacién de los organelos se utilizé un
microscopio de epifluorescencia Olympus modelo 1X70 acoplado a una camara
digital Sony CXC-390 3CCD. Las imagenes de fluorescencia se adquirieron
utilizando los objetivos UPLAN F1 20X/0.5 Ph1 y PLAN 100X/1.25 oil y los filtros

UM31044v2, U-N31001, UN31040 y U-MNG.

2.17.1 Visualizacién de organelos en catéfilos de cebolla

Catafilos de cebolla transformados mediante biobalistica con distintos vectores
de interés se pusieron en portacbjetos, montados en agua y se observaron en
el microscopio de epifluorescencia con los filtros correspondientes a la

excitacién de la proteina a observar.

2.17.2 Visualizacion de plastidios, mitocondrias y nicleo en epidermis de

tabaco

Hojas de tabaco transformadas mediante agroinfiltracion, como se describe
previamente, fueron cortadas en frozos pequefios, montadas en agua en un
portaobjeto, preocupandose que el lado abaxial de la hoja quede hacia el
cubreobjetos, ya que aqui se encuentran las células de la epidermis que ha sido
transformada. Las muestras se observaron en el microscopio de

epifluorescencia, utilizando los filtros respectivos a cada proteina fluorescente.
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2.18 Estudio del comportamiento de plastidios, mitocondrias y nicleo en

respuesta a luz de distintas longitudes de onda

Una muestra de tabaco, previamente infittrado con una solucién de
Agrobacterium que contiene el vector con el gen que codifica para la proteina
fluorescente amarilla (EYFP) dirigida a plastidios, mitocondrias o niicleo se
ubica en el microscopio de epifluorescencia, donde se busca una célula de la
epidermis que exprese la proteina fluorescente amarilla, utilizando para esto el
filtro UN31040. Una vez encontrada la célula, se enfoca en un planc de
organelos y se toma una imagen, que se considera a tismpo 0. Posteriormente
se hace incidir luz de distintas longitudes de onda (una a la vez), para lo que se
utiliza los filtros UMNW2, UM31044v2, UN31001, UN31040 y UMNG, que
presentan picos de excitacion desde el UV-A a la luz amarilla (Tabla 1), durante
15 segundos, luego de los cuales se observa la fluorescencia emitida por la
célula, con el filtro para observar fluorescencia amariila y se reenfoca el plano
de fluorescencia, si esto es necesario. Se hace incidir luz de la longitud de
onda en estudio por un nuevo periodo de 15 segundos, repitiendo los pasos de
observar la fluorescencia emitida y reenfocar, si lo amerita. Esto se hace luego
por 30 segundos y finalmente 1 minuto, con lo que se consigue en- total,
someter a la célula a 2 minutos de exposicién a luz de determinada longitud de
onda (figura 7B). Cada vez que es necesario reenfocar, se tfoman datos de la
distancia a la que se ha desplazado el foco de la fluorescencia. Con esto es

posible graficar el desplazamiento por evasién que sufre la fluorescencia que
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proviene de los plastidios, mitocondrias o nucleo.

Una variante a este

experimento consiste en medir el desplazamiento de la fluorescencia, pero

hacer incidir la luz siempre en e! mismo plano de enfoque, que se define por ser

aquel en que ia fluorescencia se encuentra enfocada a tiempo 0 (figura 7A).

Tabla 1: Filtros de microscopio de epifluorescencia utilizados en este trabajo

Proteinas
Fito | oty | Exchaen | Emaen | Emion | THerescertes
uMwu2 350-390 nm UV-A Sobre 400nm® | Todos® —
UM31044v2 | 426-446 nm Azul 460-500 nm Cyan CFP
UN31001 465495 nm Cyan 515-555 nm Verde GFP
UN31040° 500-520 nm Verde 540-580 nm Amarillo YFP
UMNG 530-550nm Amarillo Sobre 590nm” Rojo RFP

3 filtros Long Pass
b Al ser este un filiro Long pass permite el paso de todas las longitudes de onda de la luz dentro

del rango visible, sobre 400nm.

© Filtro usado para la observacion de la proteina fluorescente amarilla
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Figura 7: Esquemas de irradiacién de la luz sobre los distintos organelos

Estos esquemas representan el estimulo luminoso al que estan siendo sometidas las
células en los distintos tratamientos con luz de diferentes longitudes de onda. El cubo
representa la célula en tratamiento, el cilindro dentro del cubo es el organelo en
observacion (plastidios, mitocondrias o nucleo), el rayo muestra desde donde incide la luz
y en que lugar respecto de los organelos, la flecha de la izquierda representa la
respuesta de evasion esperada para el experimento y los numeros abajo indican el
tiempo que ha sido sometida la célula al estimulo de luz. En A se grafica el tipo de
experimento en que la luz incide siempre sobre un mismo punto de la célula, en B se
observa el experimento en que la luz incide siempre en el organelo estudiado.
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3 RESULTADOS

3.1 Disefio de un sistema para evaluar el comportamiento de plastidios,

mitocondrias y niicleo frente a luz de diferentes longitudes de onda

Los objetivos que se han planteado para esta tesis nos levan a buscar las
herramientas que nos permitan visualizar in vivo los organelos con genoma de
la célula vegetal. Por esto hemos recurrido a la tecnologia de las proteinas
fluorescentes, pero debido a que estas mismas necesitan luz para emitir
fluorescencia, es necesario determinar cual de las proteinas fluorescentes
puede ser ufilizada para la visualizacién de los organelos sin interferir en la
respuesta que ellos presenten frente a los distintos estimulos luminosos. Para
ello hemos disefiado vectores con las distintas proteinas fluorescentes con que
contamos en el laboratorio, 2 modo de determinar cual de ellas nos permite

analizar el movimiento en respuesta a la luz de diferentes longitudes de onda.

Una vez determinada la proteina fluorescente a utilizar, se realizé el
experimento descritc previamente (Figura 7), el cual nos permite analizar el
comportamiento de plastidios, mitocondrias y ndcleo frente a luz de diferentes

longitudes de onda.

3.1.1 Construccion de vectores para transformacion de tejidos vegetales

Durante este trabajo se construyeron varios vectores para transformacion de

plantas, que permiten marcar células vegetales in vivo con diferentes proteinas
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fluorescentes. Las construcciones se resumen en la tabla 2, y un esquema de

cada uno de ellos se muestra en la figura 8.

Tabla 2; Vectores disefiados y construidos para la transformacién de tejidos vegetales
con distintas proteinas fluorescentes

Nombre del Base en el Sefial de Proteina Acumulacion
vector vector destinacion fluorescente
pAMA2 pBI121° coxiV Cyan Mitocondrias
pAMA3 pBl121® coxIV Amarilla Mitocondrias
pAMA4 pEL103? e Cyan Citoplasma, Nticleo
pAMAS pEL103" B Amarilia Citoplasma, Nucleo
pAMAG pBI221® coxiV Cyan Mitocondrias
pAMA7 pBI221" coxiV Amarilla Mitocondrias
pAMAS pBi221" — Cyan Citoplasma, Nticleo
pAMAQ pBI221” —_— Amarilla Citoplasma, Nucleo
pAMA10 pBl221° RecA Cyan Plastidios
pAMA11 pBI221° RecA Roja Plastidios
pAMA12 pBI221° ‘RecA Amarilia Plastidios

 1os vectores pBI121 y pEL103 son vectores binarios, que permiten la transformacion de
Agrobacterium y mediante la utilizacién de éste, la transformacion de tejidos vegstales, aunque
no se descarta el uso del vector para otros métodos de transformacién, como biobalistica.
b | vector pBI221 permite transformar tejidos vegetales mediante biobalistica.
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Figura 8: Vectores de expresion en plantas que codifican para proteinas fluorescentes
dirigidas a plastidios, mitocondrias o sin destinacion.

Estos vectores se construyeron durante el desarrollo de esta tesis, y se utilizaron para
transformar tejidos vegetales por diversos mecanismos. Se puede ver que existen dos tipos de
vectores, unos con esqueleto del vector pBI221 (E-J), que permiten |a transformacién de tejidos
vegetales mediante técnicas de biobalistica y los otros (A-D) son vectores binarios con
esqueleto del vector pBI121 en A y B o pEL103 (igualmente derivado de pBl121)en CyD. Los
esquemas muestran los sitios de corte que se utilizaron para el clonamiento, ademas de las
caracteristicas importantes de cada vector, donde P35S es el promotor del virus del mosaico de
la coliflor, NPTII es el gen que otorga resistencia a kanamicina en plantas, Amp® es el gen que
aporta resistencia a ampicilina en bacterias, NOST es la secuencia terminadora del gen
nopalina sintetasa, RB y LB son las secuencias que codifican para los extremos repetidos
invertidos del T-ADN, Q es una secuencia potenciadota de la traduccion en plantas, ORI es la
secuencia del origen de replicacién del plasmidio en bacterias, RecA es la secuencia que
codifica para el péptido sefial que dirige las proteinas a plastidios, CoxlV es la secuencia del
péptido sefial que dirige las proteinas a mitocondrias, CFP es el gen para la proteina
fluorescente cyan, RFP, el gen para la proteina fluorescente roja e YFP es el gen para la
proteina fluorescente amarilla.
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3.1.2 Visualizacién de plastidios, mitocondrias y ntcleo en catifilos de

cebolla

Una manera de testear nuestra capacidad para visualizar los distintos fipos de
proteinas fluorescentes en los plastidios y las mitocondrias es llevar a cabo un
rapido método de transformacion transiente que nos permite discernir si
observamos el patrén de fluorescencia esperado, que ya ha sido descrito en la
literatura (Scott y cols 1999, Kohler y cols 1897). El proceso de transformacion
por bombardeo de particulas de ADN es un procesoc que permite obtener
resultados dos dias después de tener confirmado el término del clonamiento, ya
que sélo se necesita una preparacion del ADN (midiprep o miniprep), que luego
se utiliza para disparar y posteriormente visualizar con el microscopio de

epifiuorescencia.

Para este experimento se utilizaron los vectores construidos a partir de pBI221

(se muestran en la tabla 3), ademés de algunos controles.
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Tabla 3: Vectores utilizados para transformar catéfilos de cebolla por biobalistica

dessi&aalc?gn ﬂul:!::se:i:gﬁte Destinacion Vector
RecA Amarilla (EYFP) Plastidios pAMAI12
RecA Cyan (ECFP) Piastidios pAMA10
RecA Roja {(DsRed2) Plastidios pPAMA11
coxiV Amarilla (EYFP) Mitocondrias pAMA9
coxlV Cyan (ECFP) Mitocondrias pAMAS
coxiV Verde Mitocondrias pCK coxIV-GFP
—— Amarilla (EYFP) Sin destinacion PAMAT
— Cyan (ECFP) Sin destinacién pAMAG

Ademas de los constructor descritos en la tabla 3, se realizé el protocolo de
transformacién de catéfilos de cebolla solamente con agua, a modo de control
de los patrones de autofluorescencia obtenidos por el proceso invasivo de

transformacion utilizado.

Los resultados obtenidos, que se observan en la figura 9, muestran que los
constructos realizados con la proteina fluorescente amarilla presentan el patrén
esperado de fluorescencia (figura 9A, 9D y 9G), al igual que los construidos con
la proteina flucrescente roja (figura 8C), en cambio, el patron obtenido para la
proteina fluorescente cyan (figura 9B, SE y 9H) es dificil de analizar. En el caso
de la proteina fluorescente cyan dirigida a mitocondrias (figura 9E), se ve un
patron aglomerado y es dificil observar la fluorescencia. Para el caso de los

plastidios (figura 9B), lo que se puede ver es que el nivel de fluorescencia es
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como los estromulos, que se observan muy bien para las proteinas
fluorescentes amarilla y roja. Los controles muestran gue no existe un patron
de fluorescencia como el del obtenido con las proteinas fluorescentes en el
caso de usar agua. Para el caso del las proteinas fluorescentes que no
presentan destinacién, se observa que la fluorescencia se ubica en el
citoplasma, pero también es posible encontrarla en ef niicleo, lo que esta de
acuerdo con lo descrito en la literatura, ya que las proteinas fluorescentes son
lo suficientemente pequefias (27kDa) como para atravesar libremente la

membrana nuclear (Kohler y cols 1997).

A partir de los resultados obtenidos es posible determinar el tamafo de los
organelos presentes en estas células, siendo las mitocondrias de un tamario
promedio de 0,5um, con formas mas o menos esféricas, y con velocidades y
tipos de movimiento muy distintos, siendo unas muy rapidas mientras otras se
mueven lentamente, e incluso es posible observar mitocondrias que no estan
moviéndose en una célula, estos resultados pueden verse en las pelicula 1

anexada a esta tesis.

Los plastidios muestran tamaiios entre 4 y 8um, con la presencia de estromulos
que unen dos o mas plastidios y otros que solamente se ven salir de uno de ello
tan largos como de hasta 35um. Las formas que muestran estos organelos son
diversas, pudiéndose observar en la figura plastidios de forma esférica y

ovalada, con prolongaciones hacia ofros organelos. El movimiento que
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muy bajo y es dificil observar estructuras como los estromulos, que se observan
muy bien para las proteinas fluorescentes amarilla y roja (figura 9A y 9C). Los
controles muestran que no existe un patrén de fluorescencia como el del
obtenido con Jas proteinas fluorescentes cuando usamos agua (figura ©I-SL).
Para el caso del las proteinas fluorescentes que no presentan destinacién, se
observa que la flucrescencia se ubica en el citoplasma (figura 9G y 9H), pero
también es posible encontrarla en el nlcleo, lo que esta de acuerdo con lo
descrito en la literatura, ya que las proteinas fluorescentes son lo
suficientemente pequefias (27kDa) como para atravesar libremente la

membrana nuclear (Kohler y cols 1997).

A partir de los resultados obtenidos es posible determinar el tamafio de los
organelos presentes en estas células, siendo las mitocondrias de un tamafio
promedio de 0,5um, con formas més o menos esféricas y con velocidades y
tipos de movimiento muy distintos, siendo unas muy rapidas mientras otras se
mueven lentamente, e inclusc es posible observar mitocondrias que no estan
moviéndose en una célula, estos resultados pueden verse en las pelicula 1

anexada a esta tesis.

Los plastidios muestran tamafios entre 4 y 8um, con la presencia de estromulos
que unen dos o mas plastidios y otros que solamente se ven salir de uno de ello

tan largos como de hasta 35um. Las formas que muestran estos organelos son
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diversas, pudiéndose observar en la figura 9 (A-C) plastidios de forma esférica y

ovalada, con prolongaciones hacia otros organelos.

50um

Figura 9: Imagenes de epifluorescencia de catifilos de cebolla que acumulan proteinas
fluorescente en distintos organelos.

Estas imagenes muestran los resultados de la transformacion de catafilos de cebolla realizados
con los constructos que permiten la acumulacién de las proteinas fluorescentes en A-C plastidios,
siendo: A proteina fluorescente amarilla (PAMA12), B proteina fluorescente cyan (PAMA10) y C
proteina fluorescente roja (PAMA11). En D-F se observa el patrén de fluorescencia de las
proteinas fluorescentes amarilla (PAMA9), cyan (pPAMAB8) y verde (pCK/coxIV-GFP como control
positivo) respectivamente, que se acumulan en las mitocondrias. En G se observa la
fluorescencia de la proteina amarilla (PAMA7) y en H la fluorescencia de la proteina fluorescente
cyan (PAMASB) que se acumula en el citoplasma y nlcleo, porque no llevan destinacion. I-L son
imagenes control que muestran la autofluorescencia del tejido que ha sido bombardeado con
agua como control, para el filtro UN31040 (amarillo) en I, UM31044v2 (cyan) en J, UMNG (rojo)
en Ky UN31001 (verde) en L.
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3.1.3 Visualizacién de plastidios, mitocondrias y nicleo en epidermis de

tabaco

El proceso de agroinfiliracién es utilizado en este estudio como un método de
transformacion transiente. El proceso de transformacion y deteccién de la
expresion de las proteinas transformadas por este método tarda
aproximadamente 6 dias a partir del momento en que se obtienen las colonias
de Agrobacterium transformadas. De este modo se puede comprobar que las
bacterias estan transformadas y las proteinas fluorescentes se acumulan en los

organelos correspondientes.

En este punto se utilizaron cepas de Agrobacterium que contienen vectores
binarios, dirigidos a distintos organelos como control, ademas de los

construidos en esta tesis, los cuales se detallan en la tabla 4.

Tabla 4: Vectores utilizados para la transformacién de epidermis de tabaco mediante
agroinfiltracién

Proteina fluorescente dgs‘.’t?:elaggn Destinacion Vector
Amarilla (EYFP) RecA Plastidios pDUA1
Amarilla (EYFP) coxlV Mitocondrias pPAMA3
Amarilla (EYFP) LexA Nucleo pNKE07
Amarilla (EYFP} —_— Sin destinacién pAMAS

Cyan (ECFP) coxiV Mitocondrias pAMAZ
Cyan (ECFP) e Sin destinacion PAMA4
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Como control se infiltré tejido de epidermis de tabaco con Agrobacterium sin
vector. Los resultados, mostrados en la figura 10 muestran los mismos
patrones encontrados en el caso de transformacién por bicbalistica. La
expresion y visualizacién de la proteina fluorescente amarilla, tanto en el conirol
del nucleo, como en los constructos testeados (a plastidios, mitocondrias y sin

destinacion) responden a lo esperado.

La marcacién utilizando la proteina fluorescente cyan (figura 10E y 10F), donde
es muy dificil observar un patron definido de fluorescencia, nos muestra que
hay fluorescencia y ésta es especifica, ya que en el control de fransformacion
con la cepa de Agrobacterium sin vector (figura 10H) no se encuentra nunca un
patrén similar. Los tamafios observados para los plastidios en estas células
estan entre 5 y 7,5um, con movimientos muy lentos, las formas que se
observan son mas bien esféricas. Los estromulos o prolongaciones de los
plastidios son mas cortos que los vistos en catafilos de cebolla, encontrandose
algunos de hasta 20um.

L os tamarfios observados para las mitocondrias son similares a los vistos en
catafilos de cebolla, de 0,5um en promedio. Este tipo de células presenta
distintas formas de las mitocondrias, ovaladas y también se puede ver que
tienden a formar estructuras que se estrangulan o se fusionan, lo que puede ser
un artefacto de la pelicula debido al rapido movimiento que presentan estos

organelos. Es interesante es observar que las mitocondrias a veces se
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desplazan sobre lineas o en filas dentro de la célula (pelicula 2, anexada a esta

tesis).

El nucleo en estas células es de forma esférica, con un diametro de alrededor de

15um y su movimiento es lento. Su ubicacién es habitualmente central en la célula.

-

50; (m

Figura 10: imagenes de epidermis de tabaco que acumulan proteinas fluorescentes en
distintos compartimientos celulares

Estas son imagenes de microscopia de epifluorescencia que muestran los patrones observados
al transformar epidermis de tabaco. A muestra el patron de la proteina fluorescente amarilla que
se acumula en los plastidios (pPDUA1), B muestra el patron de fluorescencia que presentan los
tejidos transformados que acumulan la proteina fluorescente amarilla en las mitocondrias
(PAMA3), en C se observa la proteina fluorescente amarilla que se acumula en el nucleo
(pPNK607) y en D la proteina fluorescente amarilla que no lleva una sefial de destinacion
(PAMA5). En E se observa el patron obtenido al marcar las mitocondrias con la proteina
fluorescente cyan (pAMA2), en F se muestra la proteina fluorescente cyan sin destinacioén
(pPAMA4). G y H son los controles de la flucrescencia emitida por el tejido al ser infiltrado con la
cepa de Agrobacterium sin transformar, que muestra los niveles de fluorescencia debida solo a la
presencia de la bacteria en el tejido, en G se ve la fluorescencia utilizando el filtro para ver la
proteina fluorescente amarilla y en H se observa la fluorescencia con el filtro para observar la
proteina fluorescente cvan.
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3.2 Estudio del movimiento evasivo de plastidios, mitocondrias y nucleo
en respuesta a luz de distintas [ongitudes de onda

El procedimiento experimental consistié en utilizar tejido de epidermis de tabaco
transformado por el método de agroinfiltracion, capaz de acumular la proteina
fluorescente amarilla en plastidios, mitocondrias y nicleo, individuaimente y
hacer incidir luz sobre este tejido, como se describe en materiales y métodos
(figura 7). Los resultados obtenidos, que se grafican en la figura 11, nos dicen
que las mitocondrias, plastidios y nlicleo son capaces de responder a la luz de
las distintas longitudes de onda de manera diferencial. A modo de conrol,
utilizamos la luz verde (entre 500 y 520nm), que se ufiliza para excitar a la
proteina flucrescente amarilla y determinamos gue ninguno de los organelos en
estudio evade el foco de incidencia de esta luz, por lo tanto, podemos utilizar el
tejido que presenta la acumulacion de la proteina fluorescente amarilla en

plastidios, mitocondrias y nucleo.

Cuando utilizamos la luz UV para iluminar el tejido, encontramos que los fres
organelos en estudio evaden, a tiempos tan cortos como 15 segundos, el foco
de incidencia de la luz, pero el movimiento de evasion se hace mas lento y al
cabo de 120 segundos podemos encontrar un dafio generalizado en el tejido
que esta siendo iluminado. Tanto para el caso de irradiar siempre el organelo
como para el caso de irradiar sobre un punto constante en la célula, el resultado

fue similar.
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Para e! uso de luz azul {entre 426 y 446nm) se observa, al igual que en el caso
anterior, los tres organelos en estudio evaden el lugar de irradiacion a mayor
velocidad que en el caso del uso de luz UV-A y ademas este escape dura mas
en el tismpo, aunque pasados 120 segundos, también es posible observar dafio
en el tejido utilizado. Estos resultados, al igual que en el caso anterior se
repiten independientemente del tipo de experimento (irradiar sobre el organelo o}

sobre un punto constante en la célula).

Cuando se realizé el experimento utilizando luz azul (enire 465 y 495nm) se
encontré que los plastidios evaden este tipo de luz a distancias pequefas,
alrededor de 10um si se hace incidir la luz directamente sobe el organelo (figura
11B), a diferencia de los que sucede cuando se irradia un punto constante en la
célula, donde hay una respuesta apenas perceptible (Figura 10A). Se puede
decir que las velocidades de evasién son sostenidas en el tiempo, para ambos
tratamientos. Las mitocondrias también responden a este tipo de luz,
observandose una respuesta distinta de la que se encuentra con los plastidios,
la velocidad de respuesta de las mitocondrias es menor que la vista con los
plastidios, pero es sostenida en el tiempo. Al igual que con los plastidios, la
respuesta evasiva de las mitocondrias a este tipo de luz es mayor cuando a luz
irradia directamente sobre el organelo (figura 10C y 10D). El nicleo no

presenta respuesta de evasion a esta luz azul (465-495nm) (figura 10E 'y 10F).
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Al utilizar luz amarillé (entre 530 y 550nm) se observa que los plastidios (figura
10A y 10B) y las mitocondrias (figura 10C y 10D) evaden el sitio de irradiacién
de Ia luz, siendo este dependiente del punto irradiado. Para ambos, se observa
una mayor respuesta cuando se irradia directamente sobre el organelo. El

nacleo no presenta respuesta frente a este tipo de luz.

La figura 12 nos muestra un ejemplo de como se observa en el microscopio la
respuesta de los organelos a 500-520nm (luz verde) y 426-446nm (luz azul)
para cada uno de los organelos en estudio, se puede observar en la figura que
a 500-520nm ningtin organelo evade el plano de incidencia de la luz, mientras a

426-448nm las respuestas son evasivas para cada uno de ellos.
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Irradiacion en un irradiacion en el

punto de la célula organelo
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Figura 11: Velocidad de evasion de plastidios, mitocondrias y nicleo frente a luz de
diferentes longitudes de onda

La pendiente de cada gréfico indica la velocidad con que los organelos responden a los
estimulos de luz a que se ven enfrentados. A-E representan el tipo de experimentos en que se
hace incidir luz sobre un punto constante de la célula, B-F muestran los resultados de incidir la
luz siempre scbre el plano de enfoque de la fluorescencia emitida por la proteina flucrescente
amarilla que se acumula en los organelos. Ay B comparan la respuesta de los plastidios a
cada tratamiento, C y D comparan la respuesta de las mitocondrias, E y F comparan la

respuesta de! niicleo. Se muestra la respuesta a luz UV (350-380nm) 0, a luz azul (426-446nm)
&, a luz azul entre 465-495nm A, a la luz verde (500-520nm) ® y a la luz amarila (530-550nm)

0. Note que para el nliclec no se observa movimiento de evasion con las luces de 465-488nm,
500-520nm ni 530-550nm.
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Figura 12: Respuesta de plastidios, mitocondrias y nicleo a luz de diferentes longitudes
de onda

Iméagenes de microscopia de epifluorescencia que muestran las respuestas que presentan
estos organelos a luz de dos diferentes longitudes de onda, cuando los organelos se irradian
con luz verde (500-520nm) no se observa una respuesta de movimiento en el eje z inducida por
la luz, en cambio si se irradia los organelos o la célula con luz azul (426-446nm) se puede
observar una respuesta de evasion en el eje z. La figura esta dividida en tres paneles, A-C, que
corresponden a plastidios (A), mitocondrias (B) y nucleo (C), la parte superior de cada panel
muestra las imagenes obtenidas al irradiar el organelo con luz verde (500-520nm) y la parte
inferior de cada panel muestra imagenes obtenidas al irradiar los organelos con luz azul (426-
446nm), los tiempos de exposicion a la luz se detallan en la parte superior de la figura.
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3.3 Transformacién de Arabidopsis thaliana

Los resultados pueden resumirse en funcion de la eficiencia conseguida en la

transformacion, los cuales fueron negativos para el vector pAMAZ. Estos no se

repitieron, debido a que siempre se encontré que los patrones de fluorescencia

que se producian al utilizar este vector eran difusos o poco claros, por lo tanto,

lo que se observa en la tabla 5 corresponde solamente a la transformacion de

Arabidopsis con el constructo pAMAS.

Tabla 5: Eficiencia de transformacion

N° de Plantas
Planta Transformada | N° plantas sometidas % de Eficiencia de
resistentes a
{To) a seleccion Transformacién
kanamicina (T4)
AM3A 552 3 0.54
AM3B 508 12 2.3
AM3C 325 2 0.62
AM3D 535 1 0.2
AM3F 570 4 0.7
AM3G €68 21 3.1
AM3H 530 2 0.4
AMSI 202 1 0.5
AM3J 916 17 2.0
TOTAL 4805 63 1.3

La tabla muestra que de 4805 semillas obtenidas de las 9 plantas

transformadas en este experimento (To), se obtuvo 63 plantas que expresan el

gen de resistencia a kanamicina (T1). Para saber si es que también expresan el

51




gen de la proteina fluorescente amarilla es necesario observarlas por
microscopia de epifluorescencia, encontrandose que todas las plantas

observadas presentan fluorescencia, en distintos niveles (figura 13).

Dentro del trabajo de esta tesis, debido a la falta de tiempo, no se haran
experimentos con estas plantas, pero dentro de los planes del laboratorio esta
realizar diversos experimentos con ellas, entre las que se encuentran el repetir
los experimentos aquf descritos, para corroborar los resultados ahora en
plantas completas, ademas de hacer cruzamientos con distintos mutantes en
los fotorreceptores de la luz azui, que permitan analizar las respuestas

observadas son dependientes de elios.

Para obtener lineas homocigotas se procede como se describié en materiales y

métodos, los resultados obtenidos se muestran en |a tabla 6.

Tabla 6: Proporcién de plantas resistentes: sensibles a kanamicina en la segunda
rgeneracic&n de autocruce de plantas fransformadas

Planta (T4) ]:;s?:tgrl\?:;aas N;ei?sipblﬁ::zs N°Total de Proporcidn
kanamicina kanamicina plantas (T;)

AM3B10 &4 27 81 21

AM3B13 5 1 6 51

AM3B15 12 12 24 1:1
AM3C1 69 14 83 51
AM3F1 o4 42 136 2,2:1
AM3F4 107 42 149 2,51
AM3G4 21 8 29 2,61
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En esta tabla podemos observar que de todas las lineas analizadas de la Ta,
solo dos de ellas se encuentran en una proporciéon cercana a lo esperado de 3

resistentes: 1 sensible, que daria cuenta de la existencia de una sola insercion.

Figura 13: Plantas transgénicas de Arabidopsis que acumulan la proteina fluorescente
amarilla en las mitocondrias

Imagenes de epifluorescencia obtenidas de distintas plantas transgénicas que acumulan la
proteina fluorescente amarilla en las mitocondrias Ay B muestran imagenes de sistema
vascular de hoias de plantas transaénicas. en C se observa mitocondrias en un tricoma.
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4 DISCUSION

Entre los objetivos propuestos para desarrollar en este trabajo, se especificd el
disefio de un sistema que permita analizar la respuesta que presentan los tres
organelos con genoma de las células vegetales, frente a estimulos de luz de
diferentes longitudes de onda. Para ello, primero fue necesario determinar si la
proteina fluorescente es inocua para realizar este tipo de andlisis, ya que se ha
descrito que los cloroplastos, uno de los tres organelos con genoma de la célula
vegetal, responden a la luz azul, la misma que se utiliza para excitar la proteina
fluorescente verde (GFP) (Kagawa y Wada 1999, 2000; Jarillo y cols 2001,

Tlalka y cols 1999).

Analizamos como respondian los distintos organelos con genoma de la céluia
vegetal a luz de distintas longitudes de onda, a través del uso de las distintas
proteinas fluorescentes. Determinamos que el Unico intervalo de luz en el que
no vemos respuesta de los organelos es la luz verde (500-520nm), convirtiendo
de esta manera, a la proteina fluorescente amarilla (YFP) en la proteina que
nos permite observar el movimiento de los distintos organelos sin agregar

artefactos propios de la luz de excitacion.

De los resultados, destacamos que el uso de la luz azul de menor longitud de
onda (426-446nm), que se utiliza para excitar la proteina fluorescente cyan
(CFP), produce dafio en el tejido observado, ya que transcurridos dos minutos

de excitacion con esta luz, el tejido presenta lesiones en el punto de incidencia
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de la luz, lo que se puede observar macroscopicamente. Esto también nos
permite explicar la dificultad de encontrar los patrones definidos cuando
utilizamos la proteina fluorescente cyan para marcar los organelos, pues lo que
observamos es el resultado de la marca de la proteina fluorescente y el proceso

degenerativo de la célula.

Al usar luz azul (465-485nm) que excita la proteina fluorescente verde (GFP),
tenemos resultados que muestran que no sdlo los cloroplastos, sino que
también ofros plastidios y mitocondrias presentan respuestas evasivas. Por lo
tanto, hay que tener en cuenta que fluoréforo se utilizaré para marcar in vVivo y
analizar el movimiento de organelos dentro de una célula vegetal, porque los
resultados no deben ser alterados por el método utilizado. La luz que excita a
la proteina fluorescente verde (GFP) produce, por si misma, una respuesta en

plastidios y mitocondrias de células de la epidermis de tabaco.

La luz verde es inocua para el tejido y la célula vegetal, lo que nos hace concluir
que la proteina fluorescente amarilla (YFP) es la proteina mas adecuada para
marcar los organelos y estudiar su respuesta frente a la luz de diferentes

longitudes de onda.

En este trabajo no solo analizamos la dependencia de la repuesta evasiva que
presentan estos organelos al punto de incidencia de la luz, sino que también
analizamos la variacion en la respuesta observada al irradiar un punto fijo en la

célula o irradiar siempre en el plano de enfoque de la fluorescencia emitida por
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la proteina fluorescente que se acumula en el organelo. Los resultados
obtenidos con la luz azul, descritos en la figura 11ﬁl\ y 11B, nos muestran que
los plastidios presentan una mayor respuesta cuandb la luz irradia directamente
sobre el plano de enfoque de los organelos, lo que puede ser un indicio que el
sensor que se esta activando con la luz se ubica en el organelo o interactuando
muy cercano a &l. Poco se conoce de los fotorreceptores de luz azul, PHOT1
se localiza en la membrana plasmética (Sakamoto y Briggs 2002), pero la
localizacion de PHOT2 no ha sido determinada aln, sabiendo que este
fotorreceptor es el encargado de iniciar la respuesta evasiva de los cloroplastos
frente a luz azul de aita intensidad (Jarillo y cols 2001, Kagawa y cols 2001);

puede pensarse que este fotorreceptor esta cerca del organelo.

Las mitocondrias también muestran una respuesta de evasion frente a la luz
azul {465-495nm) como se observa en la figura 11C y 11D. Observamos para
este organelo un fenémeno de evasién mayor ai irradiar directamente el plano
de enfoque de la fluorescencia emitida por la proteina que se acumula en las
mitocondrias. No existen evidencias que las mitocondrias sean capaces de
responder a la luz en plantas, pero como los cloroplastos, las mitocondrias
poseen complejos que transportan electrones. Estos pueden ser dafiados por
la luz, entonces, postulamos que los mismos mecanismos que permiten el
movimiento de cloroplastos pueden estar modulando el movimiento de

mitocondrias en respuesta a la luz.
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Frente a luz UV-A (350-390nm), todos los organelos estudiados responden de
manera similar, tanto al irradiar sobre un punto fijo de la célula como
directamente sobre el organelo (figura 11). Esta respuesta seria una
consecuencia del dafio causado por la luz a la célula y no una respuesta
especifica de cada organelo. No obstante, plastidios, mitocondrias y ndcleo son
-organelos con genoma y la respuesta podria ser un mecanismo para evitar
mutaciones que este tipo de luz puede causar sobre el ADN (Draper y Hays

2000).

Al observar los resultados obtenidos con la luz azul de 426-446nm, que
corresponde a la luz que se utiliza para excitar la proteina fluorescente cyan,
podemos ver que todos los organelos estudiados presentan una respuesta
evasiva (figura 11 y 12). La intensidad de esta respuesta no es dependiente del
punto de irradiacion. Pero al analizar la respuesta de cada organelo a tiempos
més cortos de exposicion a la luz, la velocidad de las distintas respuestas

observadas es mayor para eéta luz que con cualquier otra, incluida fa luz UV-A.

Al analizar la respuesta de los distintos organelos a la luz amarilla {(530-550nm)
los resultados se alejan de lo esperado. Tanto plastidios como mitocondrias
muestran un movimiento evasivo frente a este rango de longitudes de onda.
Hasta el momento no se conoce de la existencia de un fotorreceptor que sense
este tipo de luz en plantas, lo que estaria dando cuenta de la existencia de un
mecanismo hasta ahora no descrito. Las respuestas observadas son, en el

caso de los plastidios nuevamente mayores cuando la luz irradia directamente
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sobre el organelo. Para la mitocondrias, a diferencia de lo observado con la juz
azul, la respuesta es mayor cuando se irradia directamente el organelo (igual
que para plastidios) y la respuesta es muy pequefia cuando se irradia un punto

constante en la célula.

Como control se hizo los mismos experimentos, pero con bacterias que
acumulan la proteina fluorescente amarilla, adheridas a una base de agarosa
que les impidiese desplazarse; los resultados muestran que la fluorescencia no
desaparece y solo decae levemente con las luces UV y azul (426-446nm),
resultados no mostrados. Con esto eliminamos la posibilidad que la proteina se

foto-blanquee con la luz que utilizamos para irradiar el tejido.

Para explicar este fenémeno pensamos que existen dos mecanismos diferentes
de respuesta, uno frente a longitudes de onda pequefias (350 a 446nm), en el
cual se activa un proceso masivo de evasion de los organelos frente a la luz
altamente energética para evitar el dafio. Otro mecanismo seria el que induce
el movimiento de plastidios y mitocondrias frente a la luz de mayor longitud de
onda, donde el estimulo o sefial desencadena una respuesta fisiologica iniciada
con dicho movimiento de organelos. No obstante, solo la realizacion de nuevos
y mas especificos experimentos permitiran finalmente dilucidar el mecanismo
que modula la respuesta de los organelos con genoma de la célula vegetal

frente a la luz de diferentes longitudes de onda.
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Para dilucidar el mecanismo que permite este movimiento de evasién de los
organelos, en el cual podrian estar involucrados fotorreceptores y estructuras
del citoesqueleto, sugerimos el uso de drogas que afectan la dinamica del
citoesqueleto, ya que otros estudios han demostrado que tanto plastidios, como
mitocondrias y nicleo en plantas estarian moviéndose a través del

citoesqueleto de actina (Chytilova y cols 2000, Van Gestel y cols 2002).

Es importante incorporar a este tipo de analisis la intensidad de la luz, ya que
existen en la literatura evidencias que los cloroplastos presentan diferentes
respuestas frente a distintas intensidades de la luz. Preliminarmente hemos
realizado algunos experimentos que indican que la velocidad vy distancia total

recorrida por los organelos aumenta frente a mayores intensidades de la luz.

Durante el desarrolio de esta tesis se han construido plantas fransgénicas de
Arabidopsis que contienen el gen que codifica para la proteina fluorescente
amarilla, que se dirige a las mitocondrias. Ademas otros trabajos del laboratorio
han permitido transformar plantas de Arabidopsis que acumulen la proteina
fluorescente amarilia en el ntcleo y plastidios. En el futuro se utilizaran estas
plantas para hacer cruces con plantas mutantes en fotorreceptores Yy
estructuras del citoesqueléto y poder disectar los mecanismos por los cuaies los
tres organelos con genoma de la célula vegetal evaden la luz de diferentes

longitudes de onda a velocidades distintas.
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5 CONCLUSIONES

Los organelos con genoma de la célula vegetal evaden la luz de
diferentes longitudes de onda, exceptuando el rango correspondiente a la

luz verde (500-520nm).

Las longitudes de onda de la luz utilizadas para excitar las proteinas
fluorescentes cyan, verde y roja afectan el movimiento de plastidios y

mitocondrias.

El ntcleo, en particular, evade la luz de longitudes de onda menores a
465nm, lo que implica que la luz utilizada para excitar la proteina

fluorescente cyan afecta el movimiento de este organelo.

La exposicién proiongada (sobre 1 minuto) de células vegetales a luz de
longitudes de onda menores a 465nm producen dafio en el tejido

expuesto.

La proteina fluorescente amarilla (YFP) es la proteina mas apropiada
para observar el movimiento de organelos con genoma en la célula

vegetal
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