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RESUMEN

Los cloroplastos son organelos que se encuentran presentes exclusivamente en
plantas y algas, tienen genoma, participan en numerosas vias metabdlicas y son los
organclos responsables de la fotosintesis. Estos organclos son capaces de responder a
cambios del medio ambiente, como la intensidad luminosa 0 la estimulacion mecanica,

frente a las cuales se mueven para optimizar las reacciones metaboélicas que llevan a

cabo.

Su movimiento ha sido asociado a filamentos de actina, sin embargo, a:’m se
desconocen los mecanismos moleculares involucrados en este proceso. Hasta el
momento se han descrito dos sistemas esenciales por los cuales organelos o patdgenos
intracelulares sc mueven via actina: las miosinas y el complejo Arp2/3. En este trabajo
analizamos la interaccion in vitro entre cloroplastos. y filamentos de actina y Ia

participacion de proteinas relacionadas a actina y miosina en esta interaccion,

En censayos in vitro delerminamos que existc una cstrecha asociacién entre
cloroplastos aislados de hojas de coliflor y filamentos de aclina, los que polimerizan
alrededor de los cloroplastos formando estructuras tipo jaulas, este fendmeno ha sido

observado en el 70% de los cloroplastos.

—y———




Mediante inmunocitoquimica encontramos que proteinas relacionadas a actina y
miosina copurilican con cloroplastos aislados, Las proleinas relacionadas a actina
asociadas a los cloroplastos participan en la interaccién con filamentos de actina,
produciéndose una inhibicion del 33% en la interaccion entre actina y cloroplastos

tratados con un anticuerpo policlonal contra actina de pollo. Esta inhibicién incompleta

sugicre que exisla mds de un mecanismo que permita esta inleraccidn.




SUMMARY

Chloroplasts are organelles which are only present plants and algae. They have
their own genome, participate in multiples metabolic pathways and are responsible for
photosynthesis. Chloroplasts can move in the cell in response to cnvironmental changes
such as light intensity or mechanical induction, optimizing the yield of the metabolic

reaction that they carry oul.

Chloroplast movement have been associated with actin filaments, However, the
molecular mechanisms involved in this process are poorly understood. To date, two
systems have been described for the actin-based organelle or intracellular pathogens
movement: the Arp2/3 complex and the motor protein, myosin, In this study, we
analyzed in vitro chloroplast-actin interaction and the role of myosin and actin-like

proteins in this interaction.

In vitro assays show that actin filaments interact specifically with isolated
chloroplasts, forming a cage around them. This phenomena occurs in 70% of the

chloroplasts.  Inmunolocalization analyses, demonstrate that actin-like proteins and

myosin copurily with isolated chloroplasts.




The actin-like profcins associated with chloroplasts are responsible for the
interaction between actin filaments and chloroplasts, Treatment of the chloroplasts with
an antibody against chicken actin inhibils actin interaction by 33%. This incomplete

inhibition indicates that there may exist another system involved in the chloroplast-actin

interaction,




I INTRODUCCION

1.1  Los plastidios. .

Los plastidios son una familia de organelos con genoma propio y rodeados por
una doble membrana, que se encuentran presentes en plantas y algas. A partir de un
progenitor comim, el proplastidio, se origina toda la familia, la que incluye los
leucoplastos, plastidios incoloros, entre los cuales los mas conocidos son los
amiloplastos, que se caracterizan por su capacidad de almacenar almidén; los
cromoplastos, organelos que acumulan pigmentos, como los carotenoides, y los
cloroplastos, que almacenan clorofiia y son los responsables de Ia fotosintesis (Stachelin
y Newcomb, 2000).

Los cloroplastos han sido histéricamente los plastidios més estudiados, debido a
que participan cn numerosas vias metabolicas ademds de la fotosintesis, como por
ejemplo en la sintesis de aminodcidos, dcidos grasos, asimilacion de nitrégeno y
fotorespiracion, vias metabélicas en las que cooperan con peroxisomas y mitocondrias,
intercambiando productos y substratos de las diferentes reacciones metabdlicas (Pollard
y Ohlrogge, 1999; Neuhaus y Emes, 2000; Stachelin y Newcomb, 2000). Los
cloroplastos se movertan en la célula no sélo para repartirse en la division celular sino

que también podrian movilizarse para interaccionar con otros organelos, haciendo mas

eficiente el intercambio de moléculas y llevar a cabo sus funciones metabélicas. Para




optimizar cstos procesos, los cloroplastos, son capaces de responder a las continuas

variaciones de las scilales ambicentales como la luz o la estimulacion mecanica,

1.2 _Movimiento de cloroplastos en respuesta a la luz,

La relocalizacion y distribucion de cloroplastos en respuesta a las condiciones de
luz han sido estudiadas en diferentes organismos, en las algas verdes Vaucheria sessilis
(Blatt y Briggs, 1980) y Ulva lactuca 1. (Britz y Briggs, 1983), cn el helecho Adiantum
capillus-veneris (Kagawa y Wada, 1996), en cl musgo Physcomitrella patens (Kadota y
cols., 2000) y en la planta acudtica Lemna trisulca (Zurzycki y cols., 1983; Tlalka y
Gabrys, 1993; Tlalka y Fricker, 1999). En todos ellos los cloroplastos se distribuyen en
las paredes anticlinales, paralelas a la fuente de luz, cuando la célula esta expuesta a una
fuente luminosa de alta intensidad, quedando en una disposicion en la cual los organelos
se hacen sombra los unos a los otros, protegiéndose del daiio que les podria causar tal
intensidad luminosa. En cambio, cuando la célula se encuentra iluminada con luz de
baja intensidad, los cloroplastos se disponen de manera azarosa en la célula,
concentrandose en las paredes periclinales, perpendiculares a la fuente de luz, como un
mecanismo para optimizar la caplacion de luz. Los cloroplastos responden
especificamente a cambios en Ia intensidad luminosa de luz azul y roja. En helechos y
musgos (Adiantum capilhus-veneris y Physcomitrella paténs, respeclivamente), cuando
se uliliza un microrayo de luz azul o roja de baja intensidad, se produce Ia acumulacion
de los cloroplastos en la zona irradiada (LFR = Jow Jluence response), por el contrario,

los cloroplastos se alejan de la zona iluminada (HFR = high fluence response) al irradiar

la célula con un microrayo de luz azul o roja de alta intensidad. Sin embargo, Ia




intensidad luminosa que gatiila Ia respuesta 1IFR varia segin Ia especie, siendof para
helechos 10W/m” y para musgos 85,5 W/m? (Yatsuhashi y cols., 1985; Kagawa y Wada,
1996; Kagawa y Wada, 1999; Kadota y cols., 2000).

La localizacién diferencial de cloroplastos sepin las condiciones de luz durante el
crecimiento también ha sido descrita en Ia planta modelo Arabidopsis thaliana (Trojan y
Gabrys, 1996), asi como las respuestas de acumul(aci(')n y alejamiento de los cloroplastos
cn respuesia a luz azul de alta y baja intensidad, siendo similares a las descritas para
helechos (Kagawa y Wada, 2000). La luz roja, en cambio, no afecta la distribucién de
los cloroplastos de hojas de Arébidopsis thaliana, indicando que receptores de luz azul y
no de [uz roja estan participando en regular el movimiento de estos organelos. Estudios
en mutantes de Arabidopsis thaliana que carecen de respuesta fototrdpica a la luz azul
han levado a la identificacion de NPHI, un fotoreceptor de luz azul que participa en la
respucsta fototropica, ulteriores investigaciones en las mutantes cav (chloroplast
avoidance movement) permitieron la identificacion de NPL1, otro fotoreceptor de luz
azul, homologo a NPH!, que regula el movimiento de clolroplastos en la respuesta HFR,
ambos fotoreceptores serian funcionalmente tedundantes en la acumulacién de
cloroplastos en Ia respuesta LFR (Jarillo y cols., 2001; Kagawa y cols., 2001; Sakai y

cols., 2001),

1.3 Mecanismos de moviniento de los cloroplastos en plantas,

La descripcion de los fotoreceptores NPHI y NPLI ha proporcionado

informacion sobre la via de transmision de sefiales que regula el movimiento de

cloroplastos en respuesta a sefiales ambientales, por otro lado el uso de drogas




desestabilizadoras del citocsquelcelo ha sido la herramienta més utilizada para entender el
mecanismo que permile esie movimiento. En plantas acuaticas y algas verdes el
movimiento de cloroplastos es bloqueado por drogas que desestabilizan los filamentos
de actina, como las citochalasinas B y D (Witztum y Parthasarathy, 1985; Menzel y
Schliwa, 1986b; Liebe y Menzel, 1995; Sato y cols., 2000). Drogas que alteran los
microtubulos, como colchicina, vinblastina o los herbicidas cremart y APM (ami-
profosmetil), afectan la direccion del movimiento de los cloroplastos en el musgo
Physcomitrella patens y la planta acudtica Vaflisneria gigantea (Menzel y Schliwa,
1986b; Sato y cols., 2000). El citoesqueleto de actina juega un papel fundamental en la
disposicion y posicionamiento de los cloroplastos, sin embargo, los microtibulos
también participan, sugiriendo una estrecha interaccion entre estos elementos del
citoesqueleto, postulando que los cloroplastos podrian encontrarse anclados a filamentos
de actina, los que s moverian a través del ciloesqueleto, para lo cual seria fundamental
la presencia de microtubulos.

Con el uso de la inmunocitoquimica se ha,encontrado colocalizacién de
cloroplastos con filamentos de actina. Ulilizando anticuerpos contra actina en tejido
fijado de Bryopsis plumosa y Arabidopsis thaliana, alga verde y planta superior
respectivamente, se ha mostrado colocalizacion entre cloroplastos y filamentos de
actina. [Estos se cncuentran rodeando a los organelos formando estructuras similares a

canastos (Menzel y Schliwa, 1986a; Kandasamy y Meagher 1999). Una asociacién de

este tipo no se ha encontrado para los microttibulos,




Resultados preliminares obtenidos en nuestro laboratorio indican que en ensayos
in vitro, cloroplastos aislados de hojas de coliflor interaccionan con filamentos de actina
de pollo.

En conjunto, estos antecedentes indican que el citoesqueleto de actina estéria
Jugando un papel fundamental en el posicionamiento intracelular de los cloroplastos y en
el movimiento en respuesta a los estimulos ambientales. Sin embargo, aan es
desconocido ¢l mecanismo por el cual estaria mediado ¢l movimicento de estos organclos

via {ilamentos de actina.

1.4 Mecanismos de moviniento de organelos sobre actina.

Las primeras evidencids de movimiento de organelos dependiente del
citoesqueleto de actina provienen del estudio de lIa corriente citoplasmatica, movimiento
rolacional que sc observa en células vegetales, en el cual el citoplasma se mueve
alrededor de Ia gran vacuola central (Yamaguchi y Nagai, 1981).

Williamson en 1993 postuld tres posibles mecanismos por el cual se moverian los
organelos sobre actina en células vegetales: la presencia de proteinas motoras en la
superficie de los organelos permitiria su movimiento sobre una red de filamentos fija;
otro sistema de filamentos se moveria sobre los filamentos fijos tirando organelos
anclados a cllos; y por Gltimo, filamentos que sc encuentren anclados a la membrana
actuarian generando tension sobre los organelos, produciendo asi su movimiento,

Kachar en 1985 mostré que en el alga Chara el movimiento de organclos es

dependiente de ATP y polarizado hacia el extremo de crecimiento rapido (barbed end)

de los filamentos de actina, indicando que el motor para la corriente citoplasmatica




podria ser una protcina de la familia de las miosinas. Las miosinas son proteinas
moloras que se asocian a los filamentos de actina y transportan vesiculas u organelos,
ademds permiten el desplazamiento de filamentos de actina para producir la contraccién
muscular,

En plantas se han enconfrado miosinas de tipo I y il (La Claire I, 1991),
miembros de dos de las quince familias descritas en animales, (Baskin, 2000; Volkmann
y Hanein, 2000). En ensayos de inmunolocalizacién se ha mostrado colocalizacion de
miosinas con amiloplastos y ntcleos, en las monocotiledoneas Alopecurus pratensis,
Hyacinthus orientalis y Heleborus foetidus, (Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1989),
En el alga verde Lrnodesmis verticillata y en la planta acuatica Vallisneria giganiea, se
ha encontrado que las miosinas colocalizan con cloroplastos (La Claire II, 1991; Liebe y
Menzel, 1995).

Sin embargo, las miosinas no representan el iinico mecanismo de movimiento
sobre actina. Ef complejo Arp2/3 ha sido descrito como otro mecanismo, por el cual, las
bacterias Listeria monocytogenes, Shigella flexneri y el virus Vaccinia, reclutan
filamentos de actina en su superficie y se movilizan en la célula huésped (Higgs y
Pollard, 2001, May, 2001). El complejo Arp2/3 estd formado por siete subunidades -
proleicas, dos proteinas relacionadas a actina: Arp2 y Ap3 y cinco proteinas asociadas
que llevan el nombre ARPCI hasta ARPCS. FEste complejo es capaz de interaccionar
con actina sellando el extremo de crecimiento lento (pointed end) de los filamentos,
inhibiendo la unién y disociacién de m‘onémeros de actina desde este extremo, en esta

posicién es capaz de nuclear fflamentos que crecen tmicamente por el extremo de

crecimiento répido (barbed end), ademds se une lateralmente a filamentos de actina,




donde produce la nucleacién de nuevos filamentos, generando las ramificaciones en un
angulo de 70° que se observan en animales (Mullins y cols., 1998; Higgs y Pollard,
2001; May, 2001). Ademas se ha descrito que el movimiento de las mitocondrias de Ia
levadura Saccharomyces cerevisiae sobre filamentos de actina es mediado por el
complejo Arp2/3, y que dos subunidades del complejo, Arp2 y ARPCS, copurifican con
mitocondrias aisladas (Boldogh y cols, 2001). En nuestro laboratorio se han
identificado cn el genoma de Arahidopsis thaliana los genes para seis de las siete
subunidades del complejo Arp2/3, indicando que este complejo estaria presente en
plantas y podria considerarse una alternativa para el movimiento de organelos sobre

filamentos de actina.

1.5 Imteraccidn de cloroplastos con actina.

Resulta importanle estudiar la refacion de los plastidios con el citoesqueleto para
avanzar hacia el enlendimiento del mecanismo que utilizan para moverse y la relacion
entre el movimiento y su participacion en las diferentes vias metabolicas. Con este
propdsito en mente se ha estudiado Ia relacién entre los cloroplastos y filamentos de
actina, utilizando video microscopia de fluorescencia, inmunofluorescencia y'la accion

de anticuerpos y algunas drogas.




1.6 HIPOTESIS

Los cloroplastos se mueven en respuesta a sefiales ambientales y este movimiento
se asocia con el citoesqueleto de actina. Parece, entonces, muy probable que proteinas
relacionadas con el citoesqueleto de actina puedan encontrarse asociadas con los

cloroplastos, y scan clementos importantes de la interaccién cnirc éstos y los filamentos

de actina,

1.7 OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion de proteinas relacionadas con el citoesqueleto de actina

en la interaccion entre cloroplastos y actina.

1.8  OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Optimizacion de los parimetros para la deteccién simultdnea, en un
microscopio de epifluorescencia, de fluordforos de distintas caracteristicas
espectrales.

* Caraclerizar la interaccion in vitro entre cloroplastos aislados y actina,

* Analizar por inmunolocalizacion la asociacion de actina, proteinas
relacionadas a actina y miosina con cloroplastos aislados.

* Determinar ia participacion de proteinas relacionadas a actina y miosina en

la interaccion entre cloroplastos y actina in vitro.

e



2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales.

Material biol6gico: El tejido vegetal fue obtenido de plantas de coliflor, Brassica
oleracea cv. Bola de nieve. Para la purificaciéon de actina se wtilizo pelvo cetdnico
preparado previamente desde pechuga de pollo,

Reactivos quimicos; Los reactivos utilizados en este trabajo son todos de grado
biologia molecular y son productos comercializados por empresas como Sigma, GIBCO-
BRL y Merck. Ademds se utilizaron algunas sondas fluorescentes para la marcacién de
actina:

*  Faloidina Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), que sc une especificamente
a [F-aclina.

*  “DNasa I-Alexa Fluor 488” (Molecular Probes), c}ué $¢ une a monomeros
de G-actina.

Los anticuerpos utilizados para inmunocitoquimica, sus especificaciones y su
proveniencia, se indican a continuacién:

Anticucrpos primarios:

* Anti-actina de pollo (donado por el Dr. Ricardo Maccioni): anticuerpo

policlonal desarrollado en conejo contra actina de pollo.




* Anti-actina CI'1 (Santa. Cruz). anticuerpo policlonal desarrollado en cabra
contra un péplido cuya sccuencia corresponde a los once aminodcidos del
extremo carboxilo terminal de la protefna actina.

* Anti-miosina MY32 (Sigma): anticuerpo monoclonal que reconoce un

épitope de la cadena pesada de la miosina tipo II de misculo de conejo.

* Anti-CAB (Santa Cruz): anticuerpo policlonal desarrollado en cabra contra
la proteina CAB, proteina de unién a clorofila A/B (“Chlorophylt A/B binding
protein”), también conocida como “light harvesting complex B”,

Anticucrpos secundarios:

* Anti-conejo IgG-FITC (Santa Cruz).
* Anti-cabra IgG-Alexa Fluor 488 (Molecular Probes).

* Anti-raton IpG-FITC (Santa Cruz).

2.2 Tejido vegetal y condiciones de crecimiento.

Para la extraccién de cloroplastos se utilizaron plantas de coliflor (Brassica
oleracea). Las semillas fueron embebidas en agua por 12h a 4°C, luego fueron
sembradas en una mezcla de tierra de hojas de litre y vermiculita en proporcién 3:2. Las
plantas se hicieron crecer en una cémara de crecimiento a 22°C bajo luz blanca de 4560 ‘
lux con un ciclo de luz de 16 horas, fucron regadas regularmente cada dos dias y
recibicron fertilizante (N: 18%, P: 19%, K: 19%) una vez a la semana en el agua de

riego.




2.3 Microscopia de fluorescencia y recuento de las muesiras en el microscopio.

Las muestras {ueron analizadas en un microscopio de epifluorescencia Olympus
IX70, acoplado a una ldmpara de mercurio (Hg) de 100W y a una camara de video
digital Sony DXC-390 3CCD. Las imagenes fueron capturadas a través de un
computador conectado a la cémara digital, utilizando el programa Scion Image for
Windows version B 4.0.2 de Scion Corporation, y fueron luego procesadas con el
programa Adobe Photoshop 6.0. El microscopio eslaba equipado con los siguientes

filtros de fluorescencia:

Filtro cyan UM31044v2 (Chroma), excitacion D436/20x, emision D480/40m.
- Filtro verde U-N3001 FITC (Chroma), excitacidn D480/30X, emisién
D535/40m.,
- Filtro amarillo UN31040 (Chroma), excitacion D5 10/20x, emision D560/40m.
- Filtro rojo U-MNG (Olympus), BI?530-550, emisién BAS590.
Para la determinacion del porcentaje de cloroplastos que interaccionan con actina
y de los cloroplastos positivos en los ensayos de inmunolocalizacion, se contaron los
cloroplastos que presentaron sefial positiva en cada muestra, contando un total de 200-
250 cloroplastos por muestra. Para que los cloroplastos contados fueran una muestra
representativa del total de cloroplastos presentes en el porlaobjcto, se contaron nueve
- regiones del cubreobjeto, ocho regiones periféricas y una central (Figura 1). En
aquellos casos en que el recuento de cloroplastos en estas regiones no alcanzo los 200
organelos, se contaron mds cloroplastos en forma arbitraria hasta obtener un total de

200-250 cloroplastos.
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Figura 1: Regiones del cubreobjeto consideradas para el recuento de muestras en el microscopio.
Para la cuantificacion de los cloroplastos positivos en los ensayos de interaccion con actina e
inmunolocalizacion en cloroplastos aislados, se contaron 200-250 cloroplastos por muestra, considerando
para ello, nueve regiones del cubreobjeto, ocho regiones periféricas (azul) y una region central (morado),
dentro del total de cloroplastos contados se cuantifico cuantos de ellos resultaron positivos a los diferentes
ensayos.

I.1  Optimizacion de los pardmetros para_la_deteccion simultinea de muiltiples
fluordforos.
Se utilizaron cepas de £. coli BL 21/DE3 (Novagen, WI, USA) con el vector

pET23a (Novagen), en el cual ha sido clonado el gen de la proteina fluorescente verde
(EGFP) o alternativamente el gen de la proteina fluorescente cyan (ECFP), amarilla
(EYFP) o roja (DsRed2), (cepas donadas gentilmente por Naohiro Kato y Eric Lam,
Rutgers University, NJ, USA). Se hicieron crecer a 37°C toda la noche, en medio LB
estéril (Peptona 1% p/v, NaCl 1% p/v, Extracto de levadura 0,5% p/v) suplementado con
ampicilina a una concentracion final de 200pg/ml, con agitacion y asegurando una buena
aireacion de los cultivos. La expresion de las proteinas fluorescentes en estas cepas se
encuentra regulada por el promotor de la B-galactosidasa, el cultivo fue por lo tanto

incubado por 3h a 37°C con IPTG 500uM, para inducir la expresion de estas proteinas.
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Lucgo se centrifugd [ml del cultivo a 14.000rpm (15.000g) en una microcentrifuga, sc
descarto el sobrenadantc y las baclerias [ueron resuspendidas en Iml de agua destilada.
L.as muestras para microscopia se montaron entre dos cubreobjetos de 24x50mm N°1
mezcliandose con agarosa al 1% tibia.

Para obtener una mejor visualizacion de cada flucroforo y poder distinguir su
sefial de la de otro fluoroforo se trabajo con algunos parametros de la cimara de video:

- Ganancia = s¢ relicre a la amplificacion de la scfial recibida, la cdmara es capaz
de amplificar la scfial en valores entre 0 y 24dB,

- Larga exposicion y nimero de cuadros = para capturar las imagenes se trabajé
utilizando el obturador en “larga exposicion”, condicién en la cual la cimara de
video demora 1/30seg para tomar un cuadro o fotograma. Para cada imagen se
capturaron varios cuadros, nimero que se indica en cada foto, los que fucron
luego integrados (imaging integration) siguiendo el macro “continous integration
on trigger” del programa Scion, este macro integra los cuadros capturados de

modo que la imagen resultante favorece la sefial sobre el ruido.

2.5 Aislamiento de cloroplastos de hojas de colifior.

Los cloroplastos fueron aislados desde hojas de coliflor de acuerdo a Pain y
Blobel (1987) y Ma y cols. (1996) con nlguna; modificaciones. [as hojas fucron
homogeneizadas en tampén de homogeneizacion (HB, homogenization buffer), el que
contiene BSA O,Img/m!; EDTA-NaQH [0mM pH 8,0; NaHCO; 10mM; Sorbitol
0,45M; Tricina-KOH 20mM pH 8,4. Las muestras fueron filtradas por dos mallas de

poro de 175um y 63pm de didmetro, respectivamente y centrifugadas a 1.000g por
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90scg. Ll sedimento fue resuspendido suavemente con un pincel cn 500pt de un tampén
de resuspension (RI3, resuspension buffer) que contienc EDTA-NaQI pll 8,0 2,5mM;
MgCl, 5SmM; Sorbitol 0,3M; Tricina-KOH pH 7,6 20mM. Las muestras fueron cargadas
sobre un gradiente de Percoll 20%-40%-80% en RB y centrifugadas a 2.000g por 10min.
Los cloroplastos intactos fueron recuperados de las interfases, 20%-40% y 40%-80%, y
lavados tres veces con tampdn de resuspension. Finalmente fueron resuspendidos en un
tampon (RM, resuspension media) que contiene KCI 100mM; MgCl, 5mM; Sorbitol
300mM; Hepes-KOH 20mM pH 7,4 y IDTT 1mM, a una dilucion de aproximadamente

10" cloroplastos/ml.

2.6 Preparacidn de actina desde polvo cetdnico de miisculo.

La preparacion de actina se llevd a cabo segiin el protocolo original descrito por
Pardee y Spudich (1982) y recopilado por Spector y cols. en 1998, con algunas
modificaciones. El prolocolo consiste cn extraer la actina desde polvo ceténico obtenido
previamente de musculo esquelético de pollo, en este trabajo se utilizé polvo ceténico
(donado por el Dr. Juan Ferndndez). Para 2g de polvo cetdnico se usaron 40m! de
tampon de despolimerizacion de actina, el que contiene Tris-HICI 2mM pH 8,0; ATP
0,2mM; DTT 0,5mM; CaCl, 0,2mM. La extraccién se lleva a cabo a 0°C por 30min.
L.ucgo de una segunda extraccién por 10min en Sml de tampén de despolimerizacion, cl
extracto recogido mediante filtracién por Miracloth se centrifugd a 16.000rpm en rotor
55-34 (30.590g,.x) por 20min a 4°C. El sobrenadante se llevo a concentraciones de KClI
S0mM; MgCl, 2mM y ATP 1mM vy se dejo polimerizar por 2h a 4°C. Para liberar la

tropomiosina fue necesario llevar la solucién a una concentracién de KCI de 0,7M ¢
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incubar por 30min a 4°C.  Se rccuperaron los filamentos de actina por
ultracentrifugacion a 33.000rpm cn rotor T-647.5 (120,700g,,.) por 3h a 4°C. [l
sedimento de F-actina se resuspendio en 2mi de tampon de despolimerizacion, se
homogeneizé y se dializé por 1,5 dias en tampdn de despolimerizacion con por lo menos
tres cambios de tampén. Para clarificar la solucién se someti6 a ultracentrifugacién a
33.000rpm en rotor T-647.5 (120.700g,.x) por 3h a 4°C. La concentracién de actina se
calculé por el ensayo de Bradford (Bradford, 1976), su purcza se verificé en gel de
poliacrilamida desnaturante al 10% (SDS-PAGE, Laemmli, 1970) tefiido con azul de
Coomassie (Bollag y Edclstein,. 1993), la actividad de Ia protefna se verificé por ensayos

de polimerizacion, como se describe mas abajo.

2.7 Ensayo de polimerizacidn de actina,

El ensayo de polimerizacion de actina consiste en incubar por 2 a 4°C 0,2pp de
aclina en tampén de polimerizacion (Andersland y cols., 1992) y analizar las muestras
por microscopia de fluorescencia. El tampén de polimerizacidn utilizado en nuestro
”(‘:“aso es el tampon RM (descrito en aislamiento de cloroplastos de hojas de coliflor,
seccion 2.5) adicionado con ATP [,2mM y faloidina Alexa Fluor 488 0,75U/ml. La
faloidina se utilizé como agente estabilizante de los filamentos de actina (Small y cols,
1999). Para tener un medio mds denso se adiciond metileelulosa 0,85% plv,
permitiéndonos una mejor visualizacion de los filamentos de actina y reduciendo el

movimiento Browniano,
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2.8  Polimerizacidn de acting en presencia de.cloroplastos aislados.

LI ensayo de polimerizacion de actina en presencia de cloroplastos ha sido ideado
en el laboratorio y consiste en incubar en tubo eppendorf toda la noche a 4°C, 5-10°
cloroplastos aislados con 0,2pg de actina en un tampén que permita su polimerizacion.
En nuestro caso se utilizo el tampén RM (descrito previamente en aislamiento de
cloroplasios de hojas de coliflor, seccion 2.5) suplementado con ATP 1.2mM y
0,75U/ml de faloidina Alexa Fluor 488. Para tener un medio mis denso se adicions

metilcelulosa 0,85% p/v.

2.9 Inmunolocalizacion en cloroplastos aislados.

Una alicuota de cloroplastos aislados, entre 10°-107 cloroplastos, fueron
incubados por 30min en tampon RM (descrito previamenle en aislamiento de
cloroplastos de hojus de coliflor, seccién 2.5) suplementado con BSA 3%. Luego
[ueron incubados toda la noche con cada uno de los anticuerpos primarios (descritos en
Materiales seccion 2.1) diluidos en RM-BSA 3%. Se trabajo a tres diluciones del
primer anticuerpo: 1:10, 1:20 y 1:100. Los cloroplastos fueron lavados tres veces con
RM e incubados por dos horas a 37°C con el segundo anticuerpo conjugado a fluordforo,
correspondiente en cada ensayo, diluido 1:100 en RM-BSA 3%. Los cloroplastos fueron
luego lavados y resuspendidos finalmente en 30pl de RM, de los cuales se cargaron
entre 8 y 10ul en el portaobjeto. Las muestras fueron analizadas por microscopia de

fluorescencia.

:"
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2.10 Inhibicidn de la interaccidn entre cloroplastos v actina.

Cloroplastos (5-10° aproximadamente) tratados previamenie con un anticuerpo
pritario (como descrito en Inmunolocalizacion en cloroplastos aislados, seccion 2.9)
fueron lavados tres veces con tampon RM (descrito previamente en aislamiento de
cloroplastos de hojas de coliflor, seccion 2.5) e incubados toda la noche a 4°C con 0,2pg
_ de actina como descrito en polimerizacion de actina en presencia de cloroplastos
aislados (seccion 2.8). Los cloroplaslos se observaron lucgo por microscopia de

epifluorescencia.
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3 RESULTADOS

3.1  Optimizacion_de los pardmetros para la _deteccion simultdnea, en un

microscopio _de_epifluorescencia, de {Iuorofores de_distintas caracteristicas

espectrales.

EEn todos los trabajos que involucran ¢l uso de un microscopio de (luorescencia es
fundamental elegir correctamente los fluoréforos a utilizar, de manera que los fiitros
disponibles nos permitan su visualizacion y diferenciaciéon. Como vemos en la figura 2,
cada filtro tiene un rango de longitud de onda en la que permite el paso de luz para la
excitacion de una molécula, a la vez tiene otro rango de longitud de onda en el que
permite el paso de la fluorescencia producida por la molécula excitada. A su vez las
moléculas fluorescentes, sean éstas proteinas, {luoréforos o pigmentos como la clorofila,
se excitan en un rango de longitud de onda especifico ¥ producen fluorescencia de una
determinada longitud de onda. Un fluoréforo puede utilizarse cuando se tiene un filtro
que permita su excitacion y a la vez permita el paso de su fluorescencia.

Para la utilizacion de manera correcta de un microscopio de epifluorescencia, es
necesario hacer un estudio para delerminar el comporiamiento de los filtros con
diferentes moldculas fluorescentes y definir si los filtros de los que sc dispone nos

permitirdn detectar y distinguir la fluorescencia de los diferentes fluoroforos que se

pretende utilizar.
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w | Verde UN3001 N = —
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Rojo U-MNG _— [ ==

Clorofila a (425, 660/6i0nm)  C———— E——

Clorofila b (450, 629/650mm) — S— —_—

FITC (494/520nm) -
Alexa-Fluord88 (499/520nm) i e —

ECFP (434/477nm) —— —

EGFP (489/508nm) |

EYFP (51452Mmm) —_—x

DsRed (558/583nm) ——_ )

Figura 2: Excitacién y emision de los filtros de fluorescencia y fluoréforos utilizados. Los filtros de
fluorescencia utilizados cubren un amplio rango del espectro luminoso visible, permitiéndonos una
excitacion (barras en negro) desde los 425 a los 550nm, para la emision (barras en blanco) podemos captar
la fluorescencia producida en el rango de 410 a 750nm. Para los estudios realizados en este trabajo se
utilizaron fluoréforos cuyo rango de excitacion (barras en negro) y emision (barras en blanco) es
compatible con los filtros disponibles. En paréntesis se indican los picos de excitacion/emision para cada
fluoroforo.
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En esta memoria sc trabajard basicamente con dos fluorescencias, la
autofluorescencia roja de Ia clorofila y la Muorescencia verde de variadas moléculas
fluorescentes, ya sean sondas de union a actina, como faloidina Alexa Fluor 488 o
“DNasa I-Alexa Fluor 488”, que se unen a filamentos de actina o a los mondmeros de
acting, respectivamente (Small y cols, 1999; Hitchcock, 1980), o anticuerpos
secundarios acoplados a FITC o Alexa Fluor 488, En el laboratorio ademds se estdn
desarrollando  conslructos para marcar plastidios y mitocondrias con proteinas
[luorescentes de dilerentes colores y poder asi, en un [uture no muy lcjano, visualizar
“in vive™ multiples elementos celulares simultdneamente y estudiar la relacion espacial
" entre estos organelos y su movimiento en respuesta a diferentes procesos como pueden
ser la infecci6n por patégenos, la respuesta gravitrpica o la estimulacion luminosa.,

Es por lo tanto, importante estudiar el comportamiento de los filtros del
microscopio con la autofluorcscencia roja de los cloroplastos. La oplimizacion de los
pardmelros para caplura de imdgenes en el microscopio de epifluorescencia se realizd
con dos tipos de moléculas fluorescentes, la clorofila y ‘las proteinas fluorescentes, en
este caso se analizaron cuatro variantes de proteinas: ECFP, EGFP, EYFP y DsRed2,
cuya emision ocurre en las longitudes de onda del cyan, verde, amarillo y rojo

respectivamente. Se trabajo con la clorofila para ajustar los pardmetros de manera que el

nivel de autofluorescencia basal no interficra con la sefia de los anticuerpos.




3.1.1  Optimizacidu de los pardmetros para la captura de imdgenes de fluorescencia
asociada a cloroplastos aislados de hojas de coliflor.

En Jos estudios de bioquimica de plantas, la coliflor representa el modelo de
trabajo mas utilizado, principalmente debido a la gran cantidad de tejido que
proporciona para la purificacion de proteinas (Fukata y cols., 1991; GrootWassink y
cols., 1994). La coliflor pertcnece a la familia d_e las Brassicaceas, como Arabidopsis
thaliana, planta modelo para la genética vegetal, de la cual existen numerosas mutantes
y actualmente se ticne la secuencia completa de su genona. Esta relacion ha permitido
un importante trabajo de complementacién entre la informacién obtenida por la
purificacion de proteinas de la coliflor y de la informacion de la secuencia o de plantas
mutantes de A. thaliana (Ulmasov y Guilfoyle, 1992; Granger y cols., 1996; de La Torre
y cols., 2002). El laboratorio ticne gran interés cn la purificacion de proteinas asociadas
a cloroplastos quc participen en la interaccién con actina, la coliflor es ef sistema optimo
para ello, permitiéndonos utilizar la informacién disponible para Arabidopsis, por ello en
esta memoria se trabajé con esta planta modelo.

Los cloroplastos obtenidos desde hojas de coliflor se analizaron por microscopia
para verificar su integridad, estos organclos son fAcilmente identificables en microscopia
de transmision por su color verde (Figura 3A).  Ademas con el filtro rojo (exc.530-
550/em.590nm), se pucde visualizar la intensa autofluorescencia roja de la clorofila
(Figura 3B). En las imagenes 3A y 3B los cloroplastos aparecen intactos, la
fluorescencia de la clorofila coincide con Ia imagen de los cloroplastos en transmision,
por lo que es una herramienta vélida para la identificacién de los cloroplastos y sera

utilizada en los analisis de microscopia de epifluorescencia a realizar,
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CYAN VERDE AMARILLO ROJO

Figura 3: Visualizacién por microscopia de cloroplastos aislados y optimizacién de los parametros
para capturar imigenes de la fluorescencia asociada a ellos. Los cloroplastos aislados fueron
observados al microscopio utilizando A) microscopia Nomarsky DIC, B) microscopia de epifluorescencia
con el filtro para rojo (U-MNG). Los cloroplastos aparecen intactos y la autofluorescencia roja colocaliza
con los cloroplastos. Optimizamos los parametros de la camara de video para la captura de imagenes de
fluorescencia asociada a los cloroplastos capturando imagenes de los cloroplastos con diferentes
parametros: C-F) larga exposicion 20 cuadros; ganancia 20, G-J) larga exposicion 10 cuadros; ganancia
0, K-N) larga exposicion 10 cuadros; ganancia 10. En cada caso se tomaron imagenes con los siguientes
filtros: C,G,K) Cyan: exc: D436/20x; em: D480/40m:; D,H,L) Verde: exc: D480/30x; em: D535/40m:
E,LM) Amarillo: exc: D510/20x; em: D560/40m; F,J,N) Rojo: exc: BP 530-550: em: BA 590. Barra de
tamafio: Sum.
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Es imporlantc scfialar que es posible ajustar los parimetros para la captura de
imdgenes en la cimara de video, de manera que la sefial de un fluordforo se encucnire
disminuida o aumentada respecto a lo que se puede observar directamente en el
microscopio, de esta forma se uliliza la camara de video para eliminar la fluorescencia
no deseada y como amplificador de la sefial deseada.

Debido a que los estudios a realizar involucran el uso de Muordforos, se analizé el
comporlamicnto de la autofluorescencia de la clorofila cn los diferentes filtros
disponibles en el microscopio de epifluorescencia del laboratorio. En la Figura 3C-F se
observan iméagenes de ﬂuorcs;:encia de cloroplastos en los diferentes fiitros, captadas
con alta ganancia, es decir que la sefial se encuentra amplificada. Podemos visualizar
claramente la fluorescencia basal verde de los cloroplastos (Figura 3D), asi como la
lluorescencia con ¢l filtro cyan (exc.436/em.480nm) (Figura 3C), se aprecia tambicn que
la fluorescencia amarilla es de menor intensidad (Figura 3E), sin embargo, la
fluorescencia roja de la clorofila es de tan alta intensidad que la cdmara de video se
salura y los colores se modifican, apareciendo amarilla (.F igura 3F), este fendmeno nos
indica que en realidad la fluorescencia verde ¥ la cyan son de intensidad mucho menor.
Optimizamos los parametros de la camara de video para la capiura de imédgenes de la
fluorescencia roja de la clorofila (Figura 3J), obteniendo imagenes muy claras con el
liltro rojo (exc.530-550/em.590nm), la fluorescencia verde (Figura 3H), asi como Ia
cyan y amarilia (Figura 3G y 31, respectivamente), son imperceptibles en las imagenes
capturadas con estos pardmelros. Para poder realizar los experimentos planificados con

los fluordforos verdes es necesario obiener imdgenes en las cuales la autofluorescencia

verde de los cloroplastos se encuentre minimizada. En las figuras 3K-N se muestran
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imdgenes capturadas con nucvos pardmetros y podemos apreciar que la fluorescencia
verde (Figura 3L), asi como la fluorescencia cyan (Figura 3K), es de baja intensidad, se
encuentra minimizada respecto a la figura 3D, sin embargo, es distinguible y nos permite
identificar los cloroplastos en la muestra. Se definieron los parametros para la captura
utilizados en la Figura 3L como los parimetros optimos para tomar imagenes de
fluorescencia verde, en cuanto nos permitira relacionar las Iluorescencia de los
fluoréforos FITC o Alexa Fluor 488, con la posicién de los cloroplastos, sin que la
autofluorescencia verde de éstos interficra con la sefial de los fluordforos. A
continuacidn se indican los pardmetros definidos como Gptimos para la captura de
imagenes de fluorescencia de cloroplastos, estos parametros se utilizaron para tomar
todas las imdgenes de los ensayos de imnunolocalizacién (ue se presentan en este
trabajo:

* Imdgenes de autofluorescencia roja de cloroplastos, con el filtro U-MNG exc.530-
550/em.590nm (Fig. 3J): larga exposicion; 10 cuadros y ganancia 0dB.

* Imagenes de fluoroforos verdes FITC o Alexa Fluor 488, con el filtro U-N3001

exc.480/em.535nm (Fig, 31): larga exposicion; 10 cuadros y ganancia 10dB.




3.1.2  Optimizacidn de los pardmetros para la captura de imdgenes de fluorescencia
que permitan la visualizacidn simultinea de miltiples variantes de proteinas
Jluorescentes.

La optimizacion de la visualizacion de las cuatro variantes de proteinas
fluorescentes estd enfocada hacia la obtencion de pardmetros que permitan visualizar
muitiples fluoréforos simultineamente en un microscopio, sin que las sefiales interfieran
entre si, para poder asi distinguir las sefiales de cada uno.

Para analizar la fluorescencia de las diferentes variantes de proteinas
fluorescentes, derivadas de la proteina fluorescente verde, se utilizaron cepas de L. coli
DHS5a, transformadas con un vector para la expresion del gen para ECFP, proteina
fluorescente cyan, o alternativamente los genes para EGFP, EYFP o DsRed2, proteinas
fluorescentes verde, amarilla y roja respectivamente. En la Figura 4 se muestra ia
fluorescencia emitida por cada cepa al excitarse con los varios filtros disponibles en el
laboratorio. La fluorescencia de cada proteina analizada se puede detectar claramente en
el correspondiente, por ejemplo, con el filtro verde (exc.480/em.535nm) se puede
identificar claramente la fluorescencia de EGFP. Las cuatro proteinas analizadas,
presentan fluorescencia de alta intensidad, bien definida en puntos que colocalizan con
las bacterias en microscopia de transmision (datos no mostrados).

Sin embargo, es posible ver que la fluorescencia de EGFP e EYFP se puede
detectar utilizando otros filtros, es decir, presentan filtracién de su fluorescencia a otros
canales, mientras la fluorescencia de ECFP ¥ DsRed2 es especilica para los filtros cyan
(exc.436/em.480nm) y rojo (exc.530-550/em.590nm) respectivamente. La fluorescencia

de EGFP es la menos especifica, ya que su seial se puede detectar en todos los canales
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analizados, siendo de mayor intensidad con el filtro verde (exc.480/em.535nm) y

reduciéndose en los otros.

CYAN VERDE AMARILLO ROJO

Figura 4: Andlisis de la fluorescencia de proteinas fluorescentes. Se analizo el comportamiento de la
fluorescencia de cuatro variedades de proteinas fluorescentes, cyan (ECFP), verde (EGFP), amarilla
(EYFP) y roja (DsRed2) en los filtros del microscopio de epifluorescencia del laboratorio, para lo cual se
analizaron por microscopia de epifluorescencia bacterias . coli DHS5a que expresan A-D) la proteina
ECFP, E-H) la proteina EGFP, I-L) la proteina EYFP, M-P) la proteina DsRed?2, y se tomaron imagenes
con los siguientes filtros: Cyan: exc. D436/20x; em. D480/40m: Verde: exc. D480/30x; em. D535/40m;
Amarillo: exc. D510/20x; em. D560/40m:; Rojo: exc. BP 530-550; em. BA 590. Los parametros de la
camara de video utilizados para la captura de imagenes fueron especificos para cada proteina. ECFP:
larga exposicion, 20 cuadros; ganancia 14; EGFP: larga exposicion, 40 cuadros; ganancia 20; EYFP:
larga exposicion, 40 cuadros; ganancia 20, DsRed2: larga exposicion, 40 cuadros; ganancia 10. Barra
10pum.
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La fuorescencia de EYFP se filtra al canal verde (exc.480/em. 53 5nim), siendo las
sefiales captadas en los dos canales de igual intensidad. Este fcnémgno de filtracion
puede interferir en ensayos en los que se pretenda hacer marcacion de multiples
elementos en una célula utilizando las diferentes variantes de proteina fluorescente, ya
que se pueden confundir las sefiales de una proteinas con la filtracién de otra en ese
canal.

Como ya se ha explicado para el caso de la autofluorescencia de los cloroplastos,
es posible disminuir la filtracién de la [luorescencia de un canal hacia el vecino
ajustando los pardmetros de I;.l cdmara de video para la captura de imigenes. En la
Figura 5 se muestran los resuitados obtenidos con esta estrategia para el caso de las
proteinas fluorescentes verde y amarilla (EGFP y EYFP, respectivamente). Se redujo
considerablemente la [Muorescencia en los canales vecinos para el caso de EGFP,
optimizamos los parimetros para la captura de imdgenes de EGFP de manera que la
filtracién no deberia interferir en ensayos de marcacidn multiple (Figura 5A-D). Para
EYFP (Figura SE-H) la filtracion al canal verde (exc.f!SO/em.SSSnm) es de tan alta
intensidad que no es posible reducirla sin disminuir significativamente la fluorescencia
en el canal ama‘rillo (exc.510/em.560nm), por lo tanto no es Optito hacer marcacion
mdaltiple utilizando EYFP y EGFP, puesto que la fluorescencia en el canal verde serd una
combinaciion dc la fluorescencia de EGFP y de la filtracidn de EYFP al canal verde,

Es por lo tanto posible utilizar las diferentes variantes de proteinas fluorescentes
para marcar simultaneamente varios elementos en una célula, sin embargo, es necesario
ser cauleloso en la eleccion de las combinaciones a utilizar, por ejemplo, ECFP-EYFP-

DsRed2 se pueden combinar sin problemas, en cuanto Ia fluorescencia de cada proteina
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no interfiere con las otras. La combinacion ECFP-EGFP-DsRed2 también se puede
utilizar pero es necesario ajustar los parametros de la camara de video al capturar las
imagenes como una manera para asegurarse que la fluorescencia que se esta observando,
por ejemplo, en ¢l canal cyan (exc.436/em.480nm), corresponde a la sefial real de ECFP
y no a la filtracion de la fluorescencia de EGFP. La combinacion EGFP-EYFP no es
aconsejable, ya que la filtracion de EYFP al canal verde (exc.480/em.535nm) es

demasiado intensa.

CYAN

VERDE AMARILLO ROJO
5

EGFP

EYFP

Figura 5: Optimizacion de los parimetros para captura de imdgenes de proteinas fluorescentes en
microscopio de epifluorescencia. Para optimizar los parametros de la camara de video para tomar
imagenes de fluorescencia de EGFP y EYFP, bacterias E. coli que expresan las proteinas fluorescentes A-
D) verde (EGFP) y E-H) amarilla (EYFP), se analizaron por microscopia de epifluorescencia utilizando
los filtros: Cyan: exc. D436/20x; em. D480/40m; Verde: exc. D480/30x; em. D535/40m; Amarillo: exc.
D510/20x; em. D560/40m; Rojo: exc. BP 530-550; em. BA 590, y se modificaron los parametros de la
camara de video para la captura imagenes de manera de minimizar la filtracion de la fluorescencia a los
canales vecinos. Los parametros utilizados para la captura de imagenes fueron: A-D) EGFP, larga
exposicion, 40 cuadros; ganancia 10, E-H) EYFP, larga exposicion, 20 cuadros: ganancia 14. Barra
10um.
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3.2 Caracterizacion de la interaccion “in vitro” entre actina v cloroplastos.

Numerosos antccedentes ya mencionados, asocian el movimiento de cloroplastos
con el ciloesqueleto de actina, y correlacionan espacialmente estos elementos en células
fijadas. Para analizar si exisle interaccion entre cloroplastos y actina, se disefid un
ensayo in vitro, en el cual se hizo polimerizar actina purificada en presencia de
cloroplastos. Resultados preliminares indican que cloroplastos aislados son capaces de
unir [ilamentos de actina, sin embargo, es necesario caraclerizar esta asociacion y
estudiar su especilicidad,

3.2.1 Purificacién de actina y su polimerizacion “in vitro”.

Como resultado de la purificacién se obtuvo un volumen total de 2mi a una
concentracion de 2,77mg/ml, con un total de 5,54mg de proteina purificada. Para
analizar la purcza de la proteina sc cargaron 200ng en un gel de poliacrilamida en
condiciones dcsnaturantes (SDS-PAGE).  La proteina se encuentra pura, sin
conaminantes, como pudimos observar por la tincién del gel con azul de Coomassie
(Figura 6A) y el tamafio de 43kDa corresponde al esperado (Bray y Thomas, 1975). La
proteina presenta actividad, en cuanto es capaz de polimerizar en un tampon que
contiene ATP y faloidina Alexa Fluor 488, la faloidina ha sido descrita como un agente
estabilizador de los [ilamentos de actina (Small y cols., 1999), al encontrarse acoplada al
luoroforo Alexa Fluor 488 nos permite la visualizacion de los filamentos de actina en el
microscopio de fluorescencia. Luego de dos horas de polimerizacion a 4°C,

encontramos {ilamentos de actina gruesos y largos, que adquieren diferentes patrones, ya
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sea filamentos largos y rectos o bien filamentos curvos que presentan ramificaciones

mas finas (Figura 6B-C).

A kDa 1
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Figura 6: Electroforesis y ensayos de actividad de actina de pollo purificada. A) La pureza de la
proteina y su tamaiio se verificaron en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% tefiido con azul de
Coomassie. Carril 1: marcador de tamafio molecular. Carril 2: 200ng de actina purificada, el tamafio
de 43kDa corresponde con el tamafio descrito. B y C) La actividad de la proteina se examind por ensayos
de polimerizacion y posterior visualizacion de los filamentos por microscopia de epifluorescencia: 0,2ug
de actina purificada se incubaron por 2h a 4°C en tampon de polimerizacion (ver materiales y métodos
para detalles) en presencia de faloidina Alexa Fluor 488 (verde), la que une y estabiliza los filamentos de
actina. Barra 10 pym.
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3.2.2  Polimerizacidn de actina en presencia de cloraplastos aislados.

Para determinar si los cloroplastos pueden interaccionar lisicamente con aclina,
cloroplastos aislados se incubaron con actina en un tampon que contiene ATP y
faloidina acoplada al fluoréforo Alexa Fluor 488. Cuando incubamos cloroplastos
aislados desde hojas de coliffor con actina (Figura 7A-C), obscrvamos que los
filamentos de actina polimerizan con caracteristicas similares a las observadas en
ausencia de los organelos.  Sc encucniran [lilamentos largos y gruesos, asi como
filamentos mas cortos y delgados, la mayorta de los filamentos se encucnliran asociados
a los cloroplastos. Iméagenes ;Ic fluorescencia con el filtro verde(exc.480/em.535nm)
(Figura 7A) muestran que los [ilamentos de actina se entrecruzan y forman diferentes
estructuras.  La sobreposicion de las imédgenes de fluorescencia verde y la
autolluorescencia roja de los cloroplastos (Figura 7C), indica que la [luorescencia de la”
actina colocaliza con la Nuorcescencia de los cloroplastos (Figura 7B). Los filamentos de
actina rodean a los cloroplastos formando a su alrededor jaulas o cables que parecen
anclarse a los cloroplastos. El 70,5% + 2,9 de los cloropl_astos se asocian con actina, en
el restante 29,5% no se detectan filamentos de actina asociados a ellos, Resuitados
obtenidos en el Iaboratorio, pero adn no publicados, indican que en ensayos de
polimerizacién de actina en presencia de cloroplastos, los primeros filamentos se
concentran alrededor de los cloroplastos, sugiriendo que podrian existir sitios de
nucleacion de polimerizacion de actina en los cloroplastos. Se utilizé nuestro disefio
experimental para reproducir la interaccién entre actina y la bacteria E. coli, interaccion
que ha sido bien descrita y ocurre durante la infeccion de las células epiteliales

intestinales por la bacteria 1. coli enleropatogena, la cual se sirve del citoesqueleto
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celular para formar un pedestal que le permitird moverse en su superficie (Goosney y
cols., 1999), no hay que confundir esta forma de interaccion con el cometa de actina que
se produce durante la interaccion de otros patégenos con el citoesqueleto de actina de Ia
célula huésped. El ensayo se realizé con bacterias E. coli que expresan el pen de la
proteina fluorescente roja, logrande reproducir esta interaccion en nuestro ensayo in
vitro (Figura 7D-F), las baclerias se disponen en forma lineal, y son rodeadas por los
filamentos dc actina, la interaccién se produce principalmente en un costado de la
bacteria formando una estructura similar al pedestal de actina.

Con el fin de analizar s‘i la asociacion de cloroplastos con actina es producto de
una union inespecifica o por el contrario es una interaccién mediada por elementos
especificos, se incubaron microesferas fluorescentes de 4pum de didmetro (Multispeck kit
M7901, Molccular Probes) con actina en el tampén de polimerizacion. Estos ensayos
mostraron que cn distintos planos focales de la muestra, no parece haber interaccion
alguna entre las microesferas fluorescentes y los filamentos de actina (Figura 7G-H).
Por lo tanto, la asociacion de los filamentos de actina con _los cloroplastos no es producto
de un encuentro azaroso entre ellos, sugiriendo que los cloroplastos interaccionarian con
actina de modo especifico.

Cuando se incubaron los cloroplastos aislados en el tampodn de polimerizacion en
presencia de faloidina Alexa Fluor 488, pero en ausencia de aclina, no se observaron
[ilamentos asociados a los cloroplastos (Figura 7J-K), sugiriendo que los cloroplastos

aislados no presentan restos del citoesqueleto de actina de la planta asociados a ellos,
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Figura 7: Interaccién in vitro entre cloroplastos y actina. La actina purificada desde polvo cetonico
fue polimerizada in vitro en presencia de ATP y faloidina acoplada a Alexa Fluor 488 permitiéndonos la
visualizacion por microscopia de epifluorescencia de los filamentos de actina (en verde). A-C)
Filamentos de actina polimerizados en presencia de cloroplastos aislados. A) Filamentos de actina




Para descartar la presencia de G-actina de Ia planta ‘asociada a los cloroplastos
aislados, se incubaron los cloroplastos por 30 min en tampén RM en presencia de
“DNasa I” conjugada al fluoroforo Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), molécula que se
une a G-actina (Hilchcock, 1980). No se detecté actina globular asociada a los
organelos, producto de problemas técnicos al momento de realizar el ensayo, no se
dispone de malerial visual para mostrar en este trabajo. Tampoco las microesferas
fluorescentes (Figura 7L-M) ni las bacterias (Figura 7N-0), cuando se incubaron en et
tampon de polimerizacion en ausencia de actina, mostraron tener filamentos de actina o

eslructuras semejantes asociadas a ellas.
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3.3 Andlisis _por _inmunolocalizacion_de la asociacidn de actina, _protefnas

relacionadas a actina y miosinas con cloroplastos aislados.

3.3.1  Inmunolocalizacion en cloroplastos aislados.

Existen numerosas proteinas que se asocian con el citoesqueleto de actina, ya sea
porque se unen a actina o unen entre si filamentos de actina, como por ejemplo Ia
profilina y la filamina. Ademas, existe una familia de protcinas denominadas “Arp”,
protefnas relacionadas a actina (Actin refated proteins) que se caraclerizan por lener
entre 20 y 60% de identidad aminoacidica con actinas convencionales. Las Arp mas
estudiadas son Arp2 y Arp3, que forman parte del complejo Arp2/3 y participan en la
polimerizacion de actina, otras Arp participan en la estructura de la cromatina y otras
tienen funcién atn desconocida (Goodson y Hawse, 2002). En el genoma de
Arabidopsis thaliana existen 8 genes con homologia a Arp de animales, incluyendo
Arp2 'y Arp3, sin embargo, hasta el momento, sélo se han realizado estudios de su
expresién y aun se desconocen sus funciones (Klahre y Chua, 1999; McKinney y cols.,
2002). Ha sido descrito que Arp2 se encuentra asociada a Ja membrana de mitocondrias
de levaduras, apoyando que su movimiento sea regulado por el complejo Arp2/3
(Boldogh y cols., 2001), por lo que resulta interesante estudiar ia presencia de proteinas
relacionadas a actina (Arp’s) en los cloroplastos aislados, las que pueden ser, junto con
Ja actina y la miosina, los mejores candidatos para participar en la asociacién entre
cloroplastos y filamentos de actina descrita. ‘

Resultados obtenidos en el laboratorio, ain no publicados, indican que

anticuerpos policlonales contra actina y un anticuerpo monoclonal contra miosina de
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tipo I, reconocen mds de una banda en Weslern blot realizados con extractos de
proteinas totales de cloroplastos, sugiriendo que actina o Arp y micsina podrian
encontrarse asociadas a los cloroplastos. Para determinar si las proteinas reconocidas en
los Western blot estan asociadas a los cloroplastos o se encuentran como contaminantes
en el extracto de cloroplastos, y por ende en los extractos protefcos, se disefiaron
ensayos de inmunolocalizacion en cloroplastos aislados.

La presencia de aclina o Arp asociadas a los cloroplastos, se estudié utilizando
anticuerpos contra actina. Se utilizaron dos anticuerpos, ambos policlonales, de manera
que nos permiticran reconoccr.proteinas similares a actina, como las Arp. Uno es un
anticuerpo policlonal contra aclina de pollo, el otro es un anticuerpo dirigido contra un
péptido cuya secuencia corresponde a los once aminoacidos del carboxilo terminal de la
aclina, denominado anti-actina CI1.

El anticucrpo policlonal contra actina de pollo mostré sefial positiva en
cloroplastos aislados (Figura 8A-C), encontrandose una fluorescencia verde intensa,
superior a la fluorescencia basal de los cloroplastos. La_ﬂuorescencia es producto del
reconocimiento especifico def anticuerpo primario, en cuanto cloroplastos incubados
unicamente con el anticuerpo secundario (Figura 8A recuadro pequefio) muestran
(luorescencia de niveles muy bajos, correspondiente a la autofluorescencia de los
cloroplastos. Los cloroplastos aparecen intaclos, como se puede visualizar por la nitida
autofluorescencia roja, de contornos bicn definidos (Figura 8B). La sefial verde del
anticuerpo colocaliza con la fluorescencia roja de los cloroplastos y se encuentra en
forma homogénea sobre la superficie del cloroplasto (Figura 8C). En algunos

cloroplastos es posible distinguir un patrén punteado, ocasionalmente se encuentran
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puntos mds fluorescentes cn ¢l borde de los organclos, formando una corona a su
alrededor.

El anticuerpo anti-actina CL1 también reconoce a antigenos en los cloroplastos
aislados, la seiial obtenida con este anticuerpo es muy intensa y se identifican claramente
puntos fluorescentes que colocalizan con la autofluorescencia roja de los cloroplastas,
pero lambién se encuentran cloroplastos que presentan una sefial muy fuerte
homogéncamente distribuida en la superficie (Figura 8D-F). La fluorescencia es de
niveles muy superiores a los obscrvados cuando se incubaron los cloroplastos
anicamente con el segundo anticuerpo (Figura 8D recuadro pequefio),

La presencia de miosinas asociadas a los cloroplastos aislados se analizé
utilizando un anticuerpo monoclonal contra miosina de tipo II, la fluorescencia del
anlicuerpo colocaliza con la autofluorescencia de los cloroplastos y el patrén de
fluorescencia es homogénco (Figura 8G-1), presentando una scfial de menor intensidad
que los anticuerpos anti-actina, sin embargo, adn siendo bajos los niveles de
fluorescencia, éstos son mayores que los del control del sg:gundo anticuerpo (Figura 8G
recuadro pequefio). No se identificaron puntos fluorescentes en la superficie de los
organelos.

Como control para verificar la integridad de los cloroplastos, se trataron los
cloroplastos con,un anticuerpo anti-CAB, anticuerpo policlonal contra la proteina
“Chiorophyll A/B binding protein™, que se encuentra presente en todos los cloroplastos y
s¢ localiza en la membrana del tilacoide. Su ubicacién nos permitird determinar si los
cloroplastos se encueniran rotos o permeables al anticuerpo. Los ensayos de

inmunolocalizacion con el anticuerpo anti-CAB muestran sefial positiva, la fluorescencia
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Figura 8: Proteinas relacionadas a actina y miosina se asocian a cloroplastos aislados desde hojas
de coliflor. Cloroplastos aislados fueron incubados con anticuerpos anti-actina y anti-miosina para
determinar la presencia de proteinas relacionadas a actina y miosina asociadas a los cloroplastos, se
utilizaron los anticuerpos: A-C) anti-actina de pollo, D-F) anti-actina C11 y G-I) anti-miosina MY32, J-
L) como control se utilizo el anticuerpo anti-CAB que reconoce una proteina de la membrana del
tilacoide. Los cloroplastos se visualizaron en el microscopio de epifluorescencia utilizando anticuerpos
secundarios acoplados a FITC o Alexa Fluor 488 (en verde), la sefial de los anticuerpos se compar6 con la
autofluorescencia de los cloroplastos (en rojo), para comprobar su colocalizacion se hizo la sobreposicion
de las imagenes verdes y rojas correspondientes (C,F,LLL). En los recuadros pequefios se muestran
imagenes de cloroplastos incubados tnicamente con el anticuerpo secundario correspondiente. Barra de
tamafio: Spum.




verde nuevamente correlaciona con la autofluorescencia de los cloroplastos y el nivel de
fluorescencia es similar al observado con el anticuerpo anti-miosina (Figura 8J-L),
sugiriendo que los cloroplastos son permeables al anticuerpo. Es importante mencionar
que los cloroplastos no fueron permeabilizados con detergente y, por lo tanto, se
permeabilizaron durante el proceso de aislamiento.
3.3.1.1 Analisis de poblaciones de cloroplastos.

Los ensayos de inmunolocalizaciéon muestran scfial positiva con todos los
anticuerpos ensayados, sin embargo, no todos los cloroplastos teaccionan positivamente
a los anticuerpos. La presenciz; de actina, o Arp, y miosinas asociadas a los cloroplastos
aislados nos hizo pensar que efectivamente estas proteinas participen en la interaccion
con actina, interaccion observada solo en una poblacion de cloroplastos
(aproximadamente un 70%). Sc cuantificaron los ensayos de inmunolocalizacion, es
decir se¢ contaron cuantos cloroplastos son reconocidos por cada anticuerpo, para
verificar si existe correlacién entre la poblacion de cloroplastos que interacciona con
actina y la presencia de actina y miosina en los cloroplastgs.

Para realizar ensayos cuantitativos de 1a presencia de proteinas reconocidas por
los anticuerpos en nuestros cloroplastos es necesario trabajar a una concentracién de
saluracién de los anticuerpos, se realizé, por lo lanto, una curva de saturacion para cada
anticuerpo, anti-actina de pollo, anti-actina C11 y anti-miosina M Y32, utilizando 1-10°
cloroplastos en cada ensayo. Sc analizaron las diluciones 1:10, 1:20, y 1:100 para cada
anticuerpo. Como control se utilizo el anticuerpo anti-CAB, por lo que también
desarrollamos una curva de saluracién para este anticuerpo analizando las diluciones

antes descritas.

39




Los resultados (Figura 9) indican que el nimero de cloroplastos que resultan
positivos con cada anticuerpo es variable. El anticuerpo anti-actina de pollo muestra
variabilidad entre las diluciones 1:10 y 1:20, sin embargo, para la dilucién 1:100 el gran
error estandar determina que la variacion no sea significativa respecto a las diluciones
menores. El anticuerpo anti-actina C11, presenta una fuerte disminucién de la sefial al
diluir el anticuerpo hasta 1:20, el nimero de cloroplastos reconocidos por el anticuerpo
sc¢ manticne constante a mayor dilucién. Sin embargo, hay que considerar la gran
variacién de los resullados obienidos, lo que se refleja en el crror estandar. Kl
anticuerpo anti-miosina MY32'muestra una sefial que se reduce levemente al aumentar
la dilucién, sin embargo, al analizar el error estandar de cada barra, las variaciones son
despreciables. El anticuerpo anti-CAB presenta una sefial constante a las tres diluciones
analizadas, siendo no significativas las variaciones observadas.

Estos resultados indican que aparentemente estos anticuerpos estdn reconociendo
poblaciones diferentes en cuanto los porcentajes de cloroplastos positivos obtenidos para
cada anticuerpo son diferentes entre si, ademas el anticusarpo anti-actina C11 es el mas
susceptible a los cambios en su concentracidn, siendo la ditucion 1:10 la gque muestra
mayor sefial en los cloroplastos aislados. Para confirmar la sensibilidad de los
anticuerpos anti-actina de pollo y anti-actina C11, & la dilucién, realizamos un dot-blot
utilizando cantidades variables de actina de pollo purificada y tres diluciones del
anticuerpo (datos no mostrados). Laos resultados reafirman los obtenidos en las curvas
de saturacion, sugiriendo que para el anticuerpo anti-actina C11 es conveniente trabajar

a la mayor concentracion posible debido a que su sensibilidad se ve fuertemente afectada

por la dilucion a usar. Para los demds anticuerpos probados las variaciones dependientes
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de la concentracion no son significativas, por lo que se puede considerar la dilucién 1:20
como concentracion de saturacion.

Para realizar un andlisis cuantitativo de los resultados obtenidos con los
diferentes anticuerpos, comparamos los resultados obtenidos con las diluciones 1:10
para el anticuerpo anti-miosina y 1:20 para los demas anticuerpos (barras sefialadas con
estrella en Figura 9). El anticuerpo policlonal contra actina de polio a dilucion 1:20 es
capaz de reconocer el 69,6% + 2,8 de los cloroplastos, este valor corresponde al
promedio de quince experimentos independientes, el error estandar es pequeiio, por lo
que consideramos que los resultados son consistentes. [ porcentaje de cloroplastos
reconocidos por el anticuerpo anti-actina C11 a dilucion 1:10 es de 61,3% + 12,7,
promedio de un total de seis experimentos independientes. Los resultados muestran gran
variabilidad, la que se ve reflejada en el error estandar obtenido para estos resultados,
Cabe destacar que los valores oscilan entre extremos de 97% y 23,7%. EI anticuerpo
monoclonal contra miosina, en dilucion 1:20, reconoce el 36,3% + 3,7 de los
cloroplastos valor obtenido del promedio de diez expefimentos independientes. El
porcentaje de cloroplastos reconocido por este anticuerpo se mantuvo relativamente
constante en los diez experimentos que se realizaron, obteniendo un error estindar bajo.
Il anticuerpo anti-CAB reconoce el 49,8% : 9.2 de los cloroplastos, cuando utilizado en
diluéi(m 1:20, promedio de cinco experimentos independientes.. Este resultado nos
indica que sélo una porcion de los cloroplastos aislados, aproximadamente la mitad de
elios, se encuentra permeable al anticuerpo, en cuanio todos los cloroplastos contienen la

proteina CAB en sus membranas tilacoidales.
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Figura 9:  Andlisis poblacional de cloropiastos nislndos segiin Ia presencia de actina o proteinas
relacionadas a actina y miosina. La dilucion de los anticuerpos en Ia cual se obticne 1a maxima sefial
asociada a cloroplastos aislados (saturacion) se determiné cuantificando en ¢l tnicroscopio los cloroplastos
positivos luego de ser incubados toda Ta noche a 4°C con los anticuerpos anti-actina de pollo, anti-actina
C11, anti-miosina o anti-CAB n tres diluciones: 1:10, 1:20, {:100, y luego con el anticuerpo secundario
correspondicnte acoplado & Quordforo en dilucion 1:100. La concentsacion que se indica con estrella se
considerd para la comparacion y andlisis de los resultados. EI porcentaje de cloroplastos positivos se
caleuld contando 1a porcién de cloroplastos que reacciond positivamente con los anticuerpos de un total de
250 cloroplastos por ensayo. Se tnuestra el promedia de minimo tres ensayos y su error estindar.

Los resultados aquf presentados, muestran que tanto la miosina como la actina o
Arp, no se encuentran presentes en todos los cloroplastos, y que existen variaciones en
las proteinas que se asocian a las diferentes poblaciones de cloroplastos. Es importante
destacar que los anticucrpos anti-actina muestran seffal en un 60-70% dc los
cloroplastos, valor cercano al 70% de cloroplastos que se asocian con actina en los

ensayos de polimerizacion in vifro, existe por lo tanto una correlacion entre estos datos,

y sugieren la participacién de estas protefnas en la interaccion de cloroplastos con actina.
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3.4 Participacidn de proteinas relacionadas con actina y miosinas en la interaccidn

entre cloroplastos v actina “in vitro".

3.4.1  Inhibicidn de la interaccién de cloroplastos con actina.

Los resultados obtenidos en el analisis de poblaciones de cloroplastos en base a la
presencia de proteinas relacionadas a actina y/o miosinas, sugicren que las proteinas
relacionadas a actina (Arp) podrian participar en la interaccion entre cloroplastos y
actina, sin embargo, es necesario oblener resultados mas consistentes para probar su
participacion, Para ello se discfié un ensayo en el cual los cloroplastos fueron incubados
con el primer anticuerpo y luego incubados con actina en tampon de polimerizacion,
esperando que la interaccién se vea bloqueada si es mediada por la proteina que es
reconocida por el anticuerpo. Para cada ensayo se tomd una alicuota de los cloroplastos
incubades con el anticuerpo primario y sc incubd paralelamente con el anticuerpo
secundario, como un control, para asegurar que el anticuerpo primario esté unido a los
cloroplastos en las muestras incubadas con actina.

Los cloroplastos fueron tratados separadamente con los anticuerpos anti-actina de
poilo, anti-actina C11 y antj-miosina MY32, ademds se usé como control anti-CAB.
Las ;oncentraciones de anticuerpo utilizadas fueron 1:20 para todos los anticuerpos.

IEn las muestras tratadas con los anticuerpos sc observa una reduccion en la
cantidad de cloroplastos asociados con filamentos de actina. Cloroplastos no asociados

)

con filamentos dc actina se encucntran ocasionalimente en diferentes planos focales

(Figura 10B-C). En los cloroplasios que mantienen la capacidad de unirse a F-actina




Figura 10: Proteinas relacionadas a actina participan en la interaccion in vitro entre cloroplastos y
actina. A) Interaccion que se produce in vitro entre filamentos de actina y cloroplastos tras incubar los
cloroplastos con actina en tampon de polimerizacion en presencia de ATP y faloidina acoplada a Alexa
Fluor 488. B-C) Inhibicion de la interaccion entre cloroplastos y actina al utilizar cloroplastos incubados
previamente con el anticuerpo anti-actina de pollo (dilucién 1:20) y luego con actina en tampon de
polimerizacion y faloidina Alexa Fluor 488, filamentos de actina y cloroplastos se encuentran en planos
focales diferentes: B) cloroplastos enfocados, indicado por la flecha, C) filamentos de actina enfocados,
indicados por la flecha. D) La preincubacion de cloroplastos con un anticuerpo anti-CAB, que reconoce la
proteina CAB localizada en la membrana del tilacoide, no afecta la interaccion entre cloroplastos y actina.
Barra de tamafio: Sum.
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encontramos filamentos similares a los observados en cloroplastos sin tratar (Figura
10A). Como se esperaba, cloroplastos tratados con el anticuerpo anti-CAB mantienen la
capacidad de unirse a F-actina (Figura 10D), esto porque, al encontrarse CAB en la
membrana del tilacoide, no interferiria en la interaccion con actina.

Para analizar los resultados obtenidos es nccesario cuantificar los cloroplastos
capaces de interaccionar con actina luego de ser incubados con los anticuerpos, los
resultados se muestran en forma resumida cen la Figura [1A. El anticuerpo anti-actina de
pollo a dilucion 1:20 es capaz de reducir a 47,3% + 4,9 los cloroplastos que se asocian
con actina, este niimero corresponde al promedio de once ensayos independientes. En
los ensayos con el anticuerpo anti-actina C11 se observa que el 63% + 10,6 de los
cloroplastos son capaces de unirse a actina. Estos ensayos fueron repetidos nueve veces,
determinamos que existe gran variabilidad en estos resultados, lo que se ve reflcjado en
cl elevado valor del crror estandar. El anticuerpo anti-miosina MY32 tampoco muestra
una reduccidn del porcentaje de cloroplasios capaces de asociarse con actina, siendo el
promedio de cinco ensayos: 71,7% + 17,8, nuevamente estos valores se asocian a un
error estandar alto.

En la Tabla 1 se muestran los valores obtenidos para cada ensayo independiente
utilizando el anticuerpe anti-actina C11 y el anticuerpo anti-miosina MY32, ambos en
dilucién 1:20, como se pucde observar ¢l clevado error esténdar es producto de la
variabilidad de los resultados, habiéndose obtenido valores extremos (indicados con el

simbolo (*) ) muy elevados y muy pequefios.
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Figura 11: Efecto de anticuerpos sobre !a interdccién entre cloroplastos y actina, Cloroplastos
aislados se incubaron toda la noche a 4°C con actina en un tampon que contiene ATP y faloidina Alexa
Fivor 488, para cuantificar su capacidad de interaccionar con actina se contaron en el microscopio los
cloroplastos que interaccionan con aclina de un total de 250 cloroplastos por ensayo, sc indica el promedio
de n cnsayos independientes y su crror esténdar.  A) fecto de anticierpos sobre la interaceion entre
cloroplastos y acting, se utitizaron cloroplastos preincubados con anticuerpos primarios:  anti-actina de
pollo, anti-actina C11, anti-miosinn MY32, como control negativo se usé anti-CAB, que reconoce una
proteina de la membrana tilacoidal, todos los anticuerpos se utilizaron a dilucion 1:20, como referencia se
muestra el valor para cloroplastos sin tratar con anticuerpos. B) Efecto de la dilucion de anticuerpos anti-
actina de pollo y anti-actina C11 sobre la inhibicion de la interaccién entre cloroplastos y actina,
comparacién de los valores obtenidos con la dilucion 1:20 y con la dilucién 1:10, se compara con los
cloroplastos sin tratar con anticuerpos. C) Efecto inhibitorio de los anticuerpos sobre Ia interaccion de
cloroplastos con actina expresado como porcentaje relativo de cloroplastos que interaccionan con actina,
es decir cuantos cloroplastos interaccionan con actina luego de haber sido incubados con los anticuerpos
en relacion a cuantos interaccionan con actina cuando no sufren tratamiento alguno.




Para verilicar si la reduccion en la capacidad de los cloroplastos para unirse a
F-actina, no es una inhibicion inespecifica, se trataron los cloroplastos con el anticuerpo
anti-CAB y luego se sometieron al ensayo de polimerizacién de actina, obtenjendo un
73,5% £ 15,4 de los cloroplastos que mantienen la capacidad de asociarse con los
filamentos de actina, valor obtenido del promedio de cuatro ensayos independientes

(Figura 11A).

Tabla I: Porcentaje de cloroplastos que interaccionan con actina en ensayos de inhibicidn
de In interaccién cntre cloroplastos Y actinn utilizando los anticucrpos anti-actina CI1 ¥ anti-
miosina MY32. Cloroplastos aislados previamenle incubados con el anticuerpo anti-actina C11 (dil.
1:20) o anti-miosina MY32 (dil. 1:20) fireron incubados con acting por toda la noche en tampén de
polimerizacién en presencia de faloidina Alexa Fluor 488, y se observaron por microscopia. Se contaron
aproximadamente 250 cloroplastos por ensayo y se determind el porcentaje que interacciona con actina, -
cada valor corresponde a un ensayo independiente. Se indica el promedio para los ensayos realizados con
cada anticuerpo y el error estindar. Los valores extremos se indican con (*).

Anticuerpos Anti-actina | Anti-miocsina
utilizados C11(1:20) | MY32 (1:20)
72,5 2,7 ("
31,7 87,1
69,8 . 99,1 (")
Porcentaje de 89 73,8
con actina 85,8 -
32,9 -
97.9 -
98,8 (Y -
Promedio 63 71,7
Error estandar 10,6 17,8
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Los resultados de la curva de saturacién y de scnsibilidad del anticuerpo anti-
actina Cl] indicaron que Ia concentracion de este anticuerpo afecta su sensibilidad.
Considerando este hecho y pensando que la dilucién del anticuerpo podria afectar
notoriamente este ensayo, decidimos realizar el ensayo de inhibicién de la interaccion de
cloroplastos con actina, utilizando el anticuerpo anti-actina Ci1 a diluciﬁén 1:10, como
control también se realizo la inhibicion con el anticuerpo anti-actina de pollo en dilucién
1:10.

En los ensayos con el anticuerpo anti-actina C11 obtuvimos un 63,7% + 19,9 de
los cloroplastos capaces de unirse a actina. Con el anticuerpo anti-actina de pollo, los
cloroplastos con esta capacidad fueron 67,5% + 18,6 (Figura I1B). Estos ensayos se
repitieron cuatro y tres veces respectivamente, en ambos casos los errores estdndar
asociados son elevados, en parle debido al bajo ntumero de ensayos. Para [acilitar la
comparacion con los resultados obtenidos a la dilucion 1:20 se incluyeron los valores
obtenidos previamente en la Figura 113, podemos ver claramente que el anticuerpo anti-
actina C11 no produce inhibicion significativa en la intergccién con actina a ninguna de
las diluciones estudiadas. La inhibicién de la interaccién observada con el anticuerpo
anti-actina de pollo a dilucién 1:20 no es tan clara a menor dilucién, sin embargo, como
ya se menciond, el error estiandar asociado a la dilucion 1:10 es muy alto y hace no
signilicativa la variacion, respecto a la dilucidn 1:20.

Considerando que solo el 70,5% de los cloroplastos interaccionan con actina en
condiciones normales, podemos suponer este valor como el 100% de los cloroplastos
con capacidad de unirse a actina, entonces obtenemos el “% relativo de interaccion” para

cada tratamiento (Figura 11C), y podemos visualizar la inhibicion que produce cada
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anticuerpo cn la asocigcion de actina con cloroplastos como la disminucion de este
porcentaje respecto al 100%, Para este efecto utilizamos los valores obtenidos para cada
anticuerpo a la dilucién 1:20, puesto que el niamero de ensayos realizados es superior
respecto a la dilucion 1:10 y no se observaron diferencias significativas al variar la
dilucidn del anticuerpo anti-actina C11.

El dnico anticuerpo que produce una inhibicién real de la interaccién entre
cloroplastos y aclina es el anticuerpo anti-actina de pollo, que produce una inhibicion del
33%. El tratamiento con los otros anticuerpos no producen inhibicién de la interaccion
entre cloroplastos y actina cr‘a las condiciones analizadas, hay que considerar sin

embargo, el elevado error estdndar asociado a estos resultados,
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4 DISCUSION

Analizando el comportamiento de varias moléculas fluorescentes en el
microscopio de epifluorescencia, hemos observado ia importancia que tiene la eleccion
de los fluoréforos a utilizar y el analisis del comportamiento de la molécula fluorescente
de acuerdo a los filtros disponibles, ya que la fluorescencia de algunas de ellas puede
visualizarse con mas de un filtro, ésto debido a que su longitud de onda de excitacion y
la de emisién coinciden con las longitudes de excitacién y de paso de méas de un filtro.
Un ejemplo claro de esto es la fluorescencia de EGFP, proteina de amplio rango de
excitacion (Clontech), que puede ser excitada por varios filtros, los que a su vez
permiten el paso de su f(luorescencia. Este fendmeno es frecuente cuando se tienen
filtros que dejan pasar longitudes de onda cercanas entre s y ¢l rango de longitudes de
onda de excitacion y emision del fluoréforo es mas amplio que el rango de longitud de
onda de excitacion y paso de un filtro, por lo que la fluorescencia es detectada en el
filtro siguiente. Sin embargo, en algunos casos es posible ajustar los parametros de la
camara para capturar imagenes que permitan distinguir la sefial de un fluoréforo de Ia
sefial del otro,

Ein el caso de la autofluorescencia de los cloroplastos y de EGFP, fuimos capaces
de reducir las sefiales Ruorescentes en los canales que no eran de nuestro interés, de
manera que no interliriera su sefial con la sefial que se buscaba, en el caso de los
cloroplastos redujimos la autofluorescencia verde para que no interfiriera con la sefial

verde de las sondas o de los anticuerpos secundarios a utilizar, En el caso de las
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proteinas fluorescentes determinamos que las combinaciones aplimas para realizar
marcacion simultanea de maltiples elementos en una célula son FCFP-EYFP-DsRed? 6
ECFP-EGFP-DsRed2 considerando siempre que existe filtracion de EGFP al canat cyan.

En la caracterizacion de la interaccion entre cloroplastos y actina observamos que
los filamentos de actina forman finas estructuras alrededor de los cloroplastos aislados,
indicando que estos organelos son capaces de establecer una estrecha asociacion
csiructural con los filamentos. La ausencia de interaccion entre las microesferas
fluorescentes y los filancntos de actina indican que la asociacion obscrvada con los
cloroplastos es especifica y no es producto de un encuentro azaroso entre los filamentos
y los organelos. Resulla interesante destacar que la actina en las condiciones ensayadas
es capaz de polimerizar en filamentos largos, los que se observan atn en presencia de
cloroplastos, sin embargo, gran cantidad de filamentos se encucntran intimaimente
asociados a los organclos, fo que nos ha llevado a relerirnos al fendmeno como
interaccion entre cloroplastos y actina, sugiriendo que Jos cloroplastos puedan tener en
su superficie sitios de nucleacion de la polimerizacion de aglina,

Nunca antes habia sido descrita una interaccién entre los filamentos de actina y
cloroplastos aislados, en ensayos in vitro, sin embargo, ha sido mostrada una cercania
entre filamentos de actina y cloroplastos en tejido fijado del al ga verde Bryopsis (Menzel
y Schliwa, 1986a) y cn hojas de Arabidopsis thaliana criofijadas (Kandasamy y
Meagher, 1999). Las estructuras encont'radas en nuesiro trabajo, tanto las jaulas de
filamentos de actina rodeando los cloroplastos, como los filamentos que comienzan en

los cloroplastos, aparecen descritos en los trabajos de Menzel y Schliwa (1986a) y




Kandasamy y Mecagher (1999), indicando una forma de interaccion entre actina y
cloroplastos, que es conservada en diferentes especies.

Estos resultados apoyan fuertemente la hipétesis, postulada en numerosas
publicaciones, de que los cloroplastos puedan moverse via actina, trabajos en los cuales
a iravés del uso de drogas desestabilizadoras del citoesqueleto de actina se ha asociado
el movimiento de los cloroplastos con el citoesquelelo de actina (Menzel y Schliwa,
[986D; Licbe y Menzel, 1995; Sato y cols., 1999).

La interaccion con actina ocurre solamente en una porcion de los cloroplastos
analizz:dos, alcanzando un 70% los cloroplastos capaces de asociarse con actina. Varias
son las posibles explicaciones para tal resultado, posiblemente existan diferentes
poblaciones de cloroplastos, cada una con un nivel diferente de desarrollo y que
solamente una cierta poblacion tienc la capacidad dc interaccionar con acting. Es
posible que nosotros estemos identificando una poblacion que no se asocia con actina ya
que se moviliza por olro mecanismo como: los cloroplastos del musgo Physcomitrelia
patens que se ha descrito son capaces de moverse por diferentes mecanismos, ya sea
actina o microtibulos (Sato y cols,, 2000). Otra explicacion es que el sistema proteico
por el cual se unen los cloroplastos a Ia actina pueda encontrarse inactivo, de modo que
solamente los cloroplastos que necesiten moverse estén capacitados para interaccionar
con actina, el restante grupo tendria estas proleinas en una conformacidn inactiva que no
les permite la interaccion. ﬁ

Los resultados de Ia inmunofluorescencia indican que tanto actina, o alguna Arp,

Como miosina se encuentran asociadas a los cloroplastos. Los anticuerpos anti-actina

podrian estar reconociendo proteinas relacionadas a actina como actina de Ia propia
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planta. Es posible que estén reconociendo residuios de filamentos de actina o actina de la
propia célula asociada a los cloroplastos. Sin embargo, no se detecté sefal fluorescente
en los cloroplasios cuando éstos fueron tratados con faloidina Alexa Fluor 488,
asimismo tampoco se encontré sefial en cloroplastos incubados con DNasa I Alexa Fluor
488, fluoroforo que se une a G-actina, (Hitchcock, 1980), Io que nos indicaria que al
parecer no habrian filamentos de actina o actina monomérica asociada a los cloroplastos,
Es importante mencionar que los anticuerpos anli-actina en western-blot con extractos

de proteinas totales de cloroplastos reconocen tres bandas, entre las cuales una proteina

de aproximadamente 41kDa que podria corresponder a actina de planias (Ren y cols.,
1997), sin embargo, esta proteina podria encontrarse en el interior de los cloroplastos,
como las profefnas descritas en arveja (McCurdy y Williamson, 1987) y por ello no la
detectamos en [a superficie de los cloroplastos.

Si consideramos que los anticuerpos anti-aclina podrian estar reconocicndo
proteinﬁas relacionadas a actina (Arp), podemos refacionar nuestros resultados con otros
modelos, como mitocondrias de levaduras, los pat(')genos intracelulares Listeria
monaocytogenes y Shigella flexneri y el virus Vaccinia, en los que se ha asociado su
movimiento con la interaccion entre actina y el complejo Arp2/3 (Mullins, 2000;
Boldogh y cols., 2001; Higgs y Pollard, 2001; Skoble y cols., 2001; Welch y Mullins,
2002), el que es capaz de activar y dirigir la polimerizacién de los filamentos de actina
(Higgs y Pollard, 2001; Mullins y cols., 2000; May, 2001; Welch y Mullins, 2002).
Considerando la teoria endosimbionte, que postula un origen comun de cloroplastos y
mitocondrias como organismos procariontes de vida libre, es posible que los

cloroplastos hayan conservado un sistema similar al complejo Arp2/3 que le permitiria
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la inferaccion con actina. De hecho, en el laboratorio, se ha identificado en el genoma
de Arabidopsis thaliana, genes homoélogos en secuencia a seis de las siete subunidades
del complejo Arp2/3, informacién que ha sido confirmada por Vantard y Blanchoin
(2002).

La presencia de miosinas asociadas con los cloroplastos sugiere que los
cloroplastos podrian movilizarse en la célula a través de un sistema motor como la
miosina. Ya anlcriormente habia sido descrita una miosina que colocaliza con los
cloroplastos dc células intactas del alga verde Ernodesmis verticillata (La Claire II,
1991), Liebe y Menzel en 1995 también detectaron sefial positiva con anticuerpos
monoclonales contra miosina de ratén en cloroplastos de Vallisneria giganiea, en cortes
de tejido de mesofilo, sin embargo, postulan la posibilidad de que se encuentre asociada
a membranas de reticulo endopldsmico que se encontraria en la superficie de los
cloroplastes. Ln nucsiro caso estamos purificando los cloroplastos a través de un
gradiente de Percoll y sucesivos lavados, método que ha sido descrito que reduce la
confaminacion con mitocondrias y otros organelos (Mi.lls y Joy, 1980; McCurdy y
Williamson, 1987), sin embargo, no hemos analizado la presencia de contaminantes en
nuestra {raccion enriquecida en cloroplastos.

El porcentaje de cloroplastos que responde a los anlicuerpos indica que no todos
los cloroplastos conticnen eslas profcinas v que existen diferentes poblaciones, una
mayor que se asocia con las proteinas relacionadas a actina y una menor que se asocia
con miosina. Sin embargo, no somos capaces de discriminar si estas poblaciones se
sobreponen o son excluyentes entre si. Cabe destacar que el anticuerpo anti-actina de

pollo reconoce una mayor proporcion de cloroplastos que el anticuerpo anti-actina Cli,




por lo que estos anticuerpos reconocen diferentes antigenos en los cloroplastos, lo que se
puede explicar si consideramos que el anticuerpo anti-actina C11 ha sido desarrollado
contra un péplido y por lo tanto tiene una poblacién de posibles antigenos mas
restringida que el anticuerpo anti-actina de pollo. También es posible que estos
anticuerpos reconozcan diferentes epitopes de la misma proteina y que en el caso del
anticuerpo anti-actinaC11, ¢l epitope no se encuentre expuesto al anticuerpo en todos los
cloroplastos. Resultados oblenidos en el laboratorio, atin no publicados, indican que en
western-blot utilizando el anticuerpo anti-actina de pollo, se reconocen mds de una
banda en extractos proteicos de cloroplastos aislados, indicando que efectivamente este
anticuerpo reconoce mds de un antfgeno en los cloroplastos, y que, posiblemente, el
anticuerpo anti-actinaC11 reconozcea sélo uno de ellos.

Los resultados positivos cn la inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-
CAB sugieren que los cloroplastos se encuentran permeabilizados, ya que la proleina
CAB se encuentra en [orma trimerica asociada al Fotosistema H, en la membrana del
tilacoide (Malkin y Niyogi, 2000). Por lo tanto, se trata de una proteina que se encuentra
en todos los cloraplastos que contienen clorofila, sin embargo, no deberia ser accesible a
nuestro anticuerpo debido a su localizacion. A partir de estos resultados, inferimos que
en el procedimiento de aislamiento de los cloroplastos éstos se permeabilizaron sin
alcanzar la ruptura de las membranas tilacoidales, ya que por microscopfa de luz y
fluorescencia no se observa clorofila fuera de los limites de los cloroplastos. El hecho
que el 49,8% de los cloroplastos resulie positivo al tratamiento con este anticuerpo,

puede ser efecto de que esta permeabilizacién no fue homogeénea, es decir, algunos
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cloroplastos pueden no haberse permeabilizado y por ende, no fucron reconocidos porcl
anticuerpo. Este féndmeno explicaria a la vez la variabilidad de estos resuliados.

No podemos, por lo tanto, discriminar si los anticuerpos anti-actina y anti-
miosina estdn reconociendo antigenos de superficie o antigenos que se encuentran en el
interior de los cloroplastos, por lo que desconocemos la localizacién de los antigenos.
Por otro lado, no podemos determinar si existen realmente diferentes poblaciones de
cloroplastos y que solamente una porcion de ellos presenta estas proteinas, o si por el
contrario, todos los cloroplastos se asocian a estas proteinas y lenemos una poblacion
limitada de cloroplastos que sor; permeables a los anticuerpos.

Aungue pareciera existir correlacién entre el porcentaje de cloropléstos capaces
de unirse a actina (70%) y los cloroplastos que presentan proteinas relacionadas a actina
(69,6% y 61,3% con anti-actina de pollo y anti-actina C11 respectivamente), esto no
constituye evidencia suficiente para determinar la participacion de proleinas
relacionadas a actina en la interaccién entre cloroplastos y actina. Con el ensayo de
inhibicion de la interaccién entre cloroplastos y act?na, por el tratamiento con
anticuerpos, determinamos que tinicamente el anticuerpo anti-actina de pollo a dilucion
1:20 arroj6 resultados suficientemente constantes como para definir que la(s) proteina(s)
reconocida(s) por este anlicuerpo participa(n) en la interaccion entre cloroplastos y
actina. Sin embargo, Ia inhibicion no fue completa, alcanzando niveles del 33%, esto
podria signilicar que existe mas de un mecanismo por el cual ocurre esta interaccion o
que una porcion de los cloroplastos no fue reconocida por el anticuerpo dejando el
antigeno libre para la interaccion, es decir, no se produjo un bloqueo de todos los sitios

de unién a actina presentes en los cloroplastos. Los resultados obtenidos con este
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anticuerpo a dilucion 1:10 nos parecen sorprendentes, sin embargo, debido al gran
nimero de ensayos realizados a la dilucion 1:20 creemos que la inhibicion observada es
real y postulamos que a la dilucién 1:10 también deberia producirse, pero no se aprecia
en nuestros resultados debido al bajo namero de ensayos (sélo tres), ademss analizando
el error estindar obtenido a la dilucion 1:10, que corresponde a un tercio del valor
promedio obtenido (63,7% 3 19,9) vemos que el limite inferior alcanza los valores de
nucleacion obtenidos a dilucion 1:20 (47,3% =+ 4,9), por lo que crecmos que los
resultados a dilucién 1:10 no son concluyentes.

Los resultados obtenidos htratando los cloroplastos con los anticuerpos anti-actina
Cli y anti-miosina, indican que las profeinas reconocidas por estos anticuerpos no
participan en la interaccion con actina, sin embargo, estos resultados son
consistentemente variables, (eniendo mucha fluctuacién entre un ensayo y el si puienle,
lo que sugiere que existe un mecanismo de regulacion de la participacién de estas
proteinas en la interaccion con actina. £l anticuerpo anti-CAB, aunque reconoce
antigenos en los cloroplastos, no inhibe Ia interaccion de actina con los cloroplastos, lo
que corresponde con lo esperado ya que la proteina CAB se encuentra en la membrana
del tilacoide y es muy poco probable que participe en este tipo de interaccion;s.

Se concluye, por lo tanto, que las profeinas Telacionadas a actina, que
encontramos asociadas a cloroplastos aislados de hojas de cotiflor, participan en una
interaccion muy estrecha que se produce entre cloroplastos y filamentos de actina en
ensayos in vitro. Esta interaccion y la participacion de proteinas relacionadas a actina

podrian indicarnos el mecanismo que permite el movimiento de cloroplastos sobre

actina,




5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
Demostramos que existe interaccion in vitro entre cloroplastos aislados de hojas

de coliflor y filamentos de actina.

La interaccion descrita es variable, los filamentos de actina adquieren variadas

formas alrededor de los cloroplastos y en algunos casos éslo no ocurre.

Miosina y actina, al igual que proteinas relacionadas a actina (Arp), co-purifican

con los cloroplastos aistados de hojas de coliflor y se encucntran asociadas a ellos.

Las proteinas reconocidas por el anticuerpo anti-actina de pollo, posiblemente
correspondan a proteinas telacionadas 2 actina (Arp), que se encuentran asociadas a los
cloroplastos. ARPs podrfan mediar la interaccién con filamentos de actina, por cuanto el
tratamiento de cloroplastos con dicho anticuerpo inhibe en un 33% la capacidad de los
cloroplastos de unirse a los filamentos de actina, probablemente bloqueando los sitios de

union de actina a los cloroplastos.
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5.2  Recomendaciones

Seria interesante delinir la presencia de proteinas relacionadas a actina en la
superficie de los cloroplastos utilizando anticuerpos dirigidos contra proteinas como

Arp2 y Arp3, que podrian mediar la interaccion de cloroplastos con actina.

Estudiar, mediante microscopia confocal la localizacién de las proteinas
reconocidas por los anticucrpos anti-actina y anti-miosina utilizados en cste trabajo, para

definir si se encucntran asociadas a la membrana del organelo o son proteinas internas.

Seria muy interesanie Ioérar esclarecer si la asociacion descrita entre cloroplastos
y actina es producto de la presencia de sitios de nucleacion de polimerizacién de actina
en la superficie de los cloroplastos o mas bien corresponde a sitios de interaccién
cloroplasto - F-aclina, una vez que ya se produjo la polimerizacion del filamento. La
identilicacion dc proteinas descritas en la nucleacion de la polimerizacion de actina,
como por ejemplo proteinas del complejo Arp2/3, asociadas a los cloroplastos, o
estudios de la cinética de polimerizacién de actina en presencia de cloroplastos, podrian
apoyar la hipétesis de que los cloroplastos sean capaces de producir la nucleacion de la

polimerizacién de los filamentos de actina en su superficie.

Tambicn se podria analizar si los cloroplastos asociados a “proteinas relacionadas
a actina” también se asocian a la miosina o si son poblaciones excluyentes.
Inmunolocalizaciones dobles ayudarfan a este andlisis, sin embargo, es importante
recordar que la fluorescencia roja de la clorofila es muy intensa y dificulta el uso de

anticuerpos secundarios acoplados a fluoroforos como Ia rodamina.
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E@ andlisis de la asociacidn de [ilamentos de actina, de proleinas relacionadas a
actina y de miosina a los cloroplasios durante diferentes estadios de desarrollo o
condiciones de crecimiento permitiria entender si la interaccidn entre estos componentes

es blanco de algiin proceso de regulacidn.

La purificacién de las proteinas asociadas a cloroplastos, que son reconocidas por
los anticucrpos utilizados en esie trabajo, permitirfa su identificacion y esclarecer si
efectivamente son posibles candidatos para mediar el movimiento de estos organelos a

lo largo de cables de actina.
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7 APENDICE
AVANCES DE LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL Y SU RELACION

CON LA INVESTIGACION BASICA

En los altimos afios la biatecnologia vegetal se ha enfocado en producir plantas
transgénicas resistentes a insectos y herbicidas, por ejemplo expresando en plantas la
toxina de Bacillus turingiensis o proporcionando resistencia a glifosato. Los beneficios
para la agricultura se observan en la disminucién de coslos, mayor produccion de
semillas, menor contaminacién con hongos y menor uso de pesticidas. El exitoso
desarrollo de esta tecnologia para transferir caracteristicas altamente especificas a las
plantas, esld sicndo ahora aplicada a la produccién de plantas de cultivo con valor
hutritivo mejorado o al uso de las plantas como biofibricas para produccion de vacunas
u otros compuestos de interés para el hombre (Ma y cols., 1995; Poirier, 1999; Giddings
y cols., 2000; Slattery y cols., 2000; Ye y cols., 2000). La ingenieria de las vias
metabdlicas que controlan el suministro de vitaminas, antioxidantes y otros productos
naturales que ayudan a mantener una buena salud, promete revolucionar su
disponibilidad en los alimentos. EI nimero de genes y vias metabdlicas que podrian
manipularse por ingenieria metabélica estd en continuo incremento y producird el
aumento de la diversidad de quimicos ttiles producibles en plantas.

Sin embargo, en su avance la industria biotecnoldgica se ha encontrado con
muchos opositores, se ha planteado Ia posibilidad de que los alimentos transgénicos sean

dafiinos para la salud, en cuanto las nuevas caracteristicas conferidas podrian producir
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alergias en los consumidores; Ia posible transferencia de los transgenes al ambiente
podria causar problemas ecolégicos, por ejemplo se podrfan originar “supermalezas”
resistentes a herbicidas, o bacterias resistentes a antibiéticos,

La investigacion en el drea de la biotecnologia vegetal estd estudiando sistemas
que sean mas seguros, en los que, por ejemplo, ya no se utilizan genes de resistencia a
antibidticos como genes reporteros, ademds ha desarrollado estrategias para evilar una
posible difusion de los transgenes al ambiente, por ejemplo a través del polen, dirigiendo
la incorporacion del transgen a otros compartimentos celulares con genoma, como por
ejemplo los plastidios (Danielll, 1999; Sidorov, 1999; Bogorad, 2000; Heifeiz y Tuttle,
200L; VanBel y cols., 2001). En la mayoria de las plantas de inferés comercial se
produce herencia maternal de los plastidios, por lo tanto no se transmiten por €l polen,
por cllo han sido un blanco atractivo para la transformacion de plantas. Ademads, esta
tecnologia permite oblener plantas transgénicas que conticnen mayor niimero de copias
del transgen, por lo menos una en cada plastidio, optimizando de este modo el uso de
plantas como biofabricas aumentando de manera consider_able los niveles de produccién.

El avance de la biotecnologia en el rea vegetal ha llevado a desarroliar nuevas
tecnologias, de gran proyeccién y que pueden ser muy utiles, sin embargo, es necesario
ser cautelosos, ya que no conocemos a fondo todos los procesos celulares que participan
o regulan estos blancos de la biotecnologia. Es muy imporlante tener en cuenta que todo
avance cn la biotccnologia se encuentra estrechamente ligado a un descubrimiento

cientifico, por lo tanto es necesario que Ia investigacion bésica siga avanzando para que

se produzca un correcto balance entre el conocimiento y la biotecnologia.
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