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RESUMEN .

Los plastidios y las mitocondrias son organelos gue poseen un gencma propio y que
efecttian funciones metabdlicas esenciales para las células vegetales. Entre los plastidios mas
estudiados se encuentran los cloroplastos, que realizan fotosintesis y los amiloplastos, que
almacenan almidén. En los dltimos afios, la marcacién de plastidios y mitocondrias con
proteinas fluorescentes ha permitido observar cambios dinamicos en la morfologia y distribucion
de estos organelos en la célula. Ademas, se han realizado estudios de microscopia electrénica
y de aclividad enzimatica de plastidios y mitocondrias, en los que se ha demostrado que los
cambios en la moriologia de estos organelos se asocian con cambios en su funcién metabdlica.
Estos estudios han sido realizados durante el desarrollo de 6rganos en plantas adultas. Se ha
visto que a medida que las células se diferencian, los organelos que contienen cambian su
moriologia. Se sabe que durante el periodo embriogénico también existe diferenciacion celular,
Sin embargo, no existen estudios de la diferenciacién de organelos durante la embriogénesis en
plantas.

En esta tesis se ha caracterizado la diferenciacion de plastidios y mitocondrias en
embriones y en raices durante la germinacion, utilizando como modelo Arabidopsis thafiana.
Observé que los embriones contienen cloroplastos en células especificas. Estos organelos se
diferencian en el estado globular en la protodermis. Pude establecer que los cloroplastos
presentes en el embridn tienen un fotosistema 1| activo, por lo que son capaces de realizar
fotosintesis. Para determinar si los cloroplastos son necesarios para completar la
embriogénesis, analicé embriones de mutantes con fallas en la biogénesis de cloroplastos. En
estos mutanies algunos embriones detenian su desarrcllo en globular, lo que indica que los
cloroplastos son necesarios para completar la embriogénesis.

Para determinar si las sefiales del desarrolle influyen en la diferenciacion de

cloroplastos, estudié mutantes en la formacion del eje axial en el embrion. Los embriones




homocigotos para ‘estas mutaciones podian diferenciar cloroplastos, pero la distribucion
espacial de las células que tenian cloroplastos respecto a las que.no contenian estos organelos
estaba alterada. Este estudio se realizd en embriones siivestres en estado de cotiledones
doblados, los cuales contenian cloroplastos en todos los tipos celulares, excepto las células
provasculares y de la columella de laraiz.

En las células de la columella observé ila presencia de otro tipo de plastidics: los
amiloplastos. Segun resultados de microscopia electrénica se comprobd que estos organslos se
diferencian después de la germinacion. Ademds, observé que la morfologia de mitocondrias
cambia a través de la diferenciacién de células de la columella en la raiz, a la par de la
diferenciacion de amilopiastos,

Para observar otros plastidios y mitocondrias, se condujo YFP a estos organeios.
Observeé que existia una poblacién heterogénea de plastidios tanto en embriones como en
plantas adultas y que las mitocondrias se mueven y cambian su forma en céiulas de la
epidermis de plantas adultas de Arabidopsis y en células epidermales de cebolla. Este
movimiento era conducido por el citoesqueleto de actina en células de cebolia. Es decir, las
mitocondrias tienen un comportamiento dindmico, ya que cambian su morfologia y son capaces
de moverse en el citoplasma. La caracterizacion de la diferenciacion de plastidios y
mitocondrias realizada en este trabajo es el primer paso en la blisqueda de sefiales que
conducen a la diferenciacion de estos organelos y al estudio se su funcién durante el desarrollo

en Arabidopsis.




ABSTRACT

Plastids and mitochondria are genome containing organelles central to plant cell
metabolism. The most studied types of plastid are chloroplasts and amyloplast. Chloroplasts are
specialized types of plastids that contain chlorophyil and carry out photosynthesis. Amyloplasts
are starch-containing non-green plastids. Within the past few years, labeling of plastids and
mitochondia with fluorescent proteins has made it posible o study the dynamic changes in the
morphology and distribution of these organelles within the cell. Additionally, electronic
microscopy and enzymatic studies carried out on mitochondria and plastids, have demonstrated
that morphological changes are correlated to changes in their metabolic functions. These studies
have been carried out during the development of organs in adult plants. It was observed that as
cells get differentiated, organelles inside them change their morphology. It has been
demonstrated previously the cell differentiation also occurs on embryogenesis. However, there
are no studies about organelle differentiation during plant embryogenesis.

In this thesis, plastid and mitochondria differentiation in embryos and roots of
germinating plants have been characterized in the model plant Arabidopsis thafiana.
Chloroplasts have been observed in specific cells during embryogenesis. These organelies are
differentiated in the protodermal iayer during the globular stage of embryogenesis. Additionally, 1
demonstrate that the chloropiasts within the embryo have an active photosystem Il and are,
therefore, capable of carrying out photosynthesis.

To determinate if chloroplast are essential to complete embriogenesis, mutant embryos
in chioroplast biogenesis were analyzed. It was noticed that these mutants stopped their
development at globular stage, indicating that active chioroplasts are essential to complete

embryogenesis.




To determine if developmental signals influence chloroplast differentiation, | studied
chloroplasts within embryo axis formation mutants. Homozygous embryos from these mutant
lines contained differentiated chloroplasts, but the spatial distribution of the chloroplast-
containing cells was altered. This survey was realized in bent cotyledon stage embryos, which
contain chloroplasts in all cell types except provascular and root columella cells.

| observed another kind of plastid within columella cells: amyloplasts. According to
electronic microscopy studies we were able to see that these organelles differentiate after
germination. Additionally, our findings indicate that mitochondria marphology changes
throughout columella cell differentiation within the root, at the same time as amyloplasts
differentiate,

To observe other plastids and mitochondria, YFP was targeted to these organelles. it
was observed that there exists a heterogeneous plastid population in embryos as well as adult
plants. Additionally, it was seen that mitochondria move and changes its morphology in
epidermal cells of adults plants and onion epidermal cells. This movement was driven by the
actin cytoskeleton in onion epidermal cells. Therefore, mitochondria in plant cells are dynamic
because they change their morphology and are capable of moving inside the cytoplasm. The
characterization of plastid and mitochondria differentiation carriesdout in this thesis is a first step
towards searching for the signals that drive organelle differentiation and subsequent function

during Arabidopsis development.




1. INTRODUCCION |

Las células que conforman los organismos pluricelutares realizan funciones
especializadas y altamente coordinadas, lo cual permite la mantencién de la homeostasis en el
individuo. Entre las caracteristicas propias de una célula estan su posicién respecto a otras
células; su forma; tamario; capacidad de dividirse; capacidad metabdlica; genes que expresa;
proteinas que acumula; cantidad y tipo de organelos que contiene; y distribucién de sus
organelos en el citoplasma. Para adquirir estas caracteristicas, cada una de las células gue
forman parte de un individuo deben diferenciarse durante el desarrollo.

Se han tomado varios modelos para estudios del desarrollo, entre ellos, insectos como
Drosophila; vertebrados, como Xenopus o pez cebra; y plantas, como Arabidopsis thaliana. Los
estudios de estos modelos nos han ensefiado que existe una red de sefiales complejas que
regula la diferenciacién de cada una de las células en el lugar y en el tiempo precisos. Algunas
de estas sefiales se conservan entre diferentes especies. Por ejemplo, las proteinas
homeodominio han sido encontradas en organismos filogenéticamente distantes, como
levaduras, plantas y humanos (Vershon y Johnson, 1993; Gilbert y cols, 2000; Bellaoui y cols,
2001; Marchini y cols, 2004). Pero, existen otras sefiales del desarrollo que son propias de una
familia o de un reino fitogenético, y este es el caso de las plantas.

A diferencia de animales, las plantas poseen células rodeadas por una pared. La pared
celular ancla unas células a ofras y les impide moverse. Es decir, durante el desarrollo de
plantas, no se observan movimientos celulares como en la gastrulacién de animales. Por lo
tanto, en plantas el plano de division de una célula determina la posicion de su descendencia y
la posicion espacial dictara las sefiales que ella recibe de sus células vecinas o del
medioambiente (Woodrick y cols, 2000).

Otra diferencia entre el desarrollo abservado en plantas y en animales es que las

plantas presentan morfogénesis de drganos a lo largo de toda su vida. Es decir, el nuevo




individuo que se fqrma.por la fusion de los gametos masculino y femenino, presenta un
desarrollo embriogénico en el que se establece su estructura basica. Pero también presenta un
desarrollo post-embriogénico, a través del cual crece continuamente. Este crecimiento se
sustenta en centros de crecimiento y diferenciacidn, llamados meristemas, que se forman en
varias partes de la planta durante distintas fases de su desarrollo. Las células meristematicas
presentes en estos centros son células madres que se dividen continuamente para auto
preservarse y originar nuevos drganos (Meyerowitz y Somerviille, 1995, Taiz y Zeiger, 1998;
Carles y Fletcher, 2003).

Ademas, las células vegetales poseen tres genomas distintos y fisicamente separados:
el genoma nuclear, el plastidial y el mitocondrial. Estos genomas deben estar coordinados para
que la célula pueda responder a sefiales ambientales o del desarrollo.

La presencia de plastidios en la célula vegetal, le otorga funciones metabdlicas propias
y distintas de las células animales, como la capacidad de hacer fotosintesis, que es llevada a
cabo por un tipo de plastidios denominados cloroplastos (Buchanan y cols, 2000). La presencia
de estos organelos también influye sobre las funciones de ofros. Por ejemplo, en las células
vegetales, las mitocondrias en conjunto con Jos cloroplastos y peroxisomas llevan a cabo la
fotorespiracion, un proceso que sirve para la recuperacion de carbono que ha sido perdido por
la reaccion de oxigenacidn de ia rubisco. Este proceso de fotorespiracién no existe en animaies
(Somerville, 2001). Los plastidios y las mitocondrias son fundamentales en el metabolismo
energético, a partir del cual se sintetizan aminoacidos, lipidos y carbohidratos. En estos y otros
procesos metabdlicos se sintetizan las moléculas necesarias para construir las miles de células
que forman un individuo pluricelular, por o que el metabolismo también es regulado durante et
desarrollo (Logan y cals, 2001).

Las propiedades metabdlicas de una célula dependen de a diferenciacion de organelos
en su citoplasma. Plastidios y mitocondrias presentan cambios morfoldgicos que se
correlacionan con su funcién, pero esto no ha sido estudiado durante el desarrollo

embriogénico, por lo que en esta tesis se ha tomado como modelo Arabidopsis thaliana para




comenzar el estudio de la diferenciacion de crganelos en el contexto de la diferenciacion celular
en embriones. :

1.1. Arabidopsis thaliana como modelo para estudiar cambios en los organelos durante el
desarrollo.

Arabidopsis es una planta diploide, su genoma es relativamente pequefic y se
encuentra completamente secuenciado. Se dispone de bancos de semillas con mutaciones que
cubren la mayoria de sus genes, por lo que presenta ventajas como modelo para estudios
genéticos. El ciclo de vida de Arabidopsis altemna una fase diploide y una hapioide. La formacién
de los gametos mediante meiosis constituye la fase haploide. Esta fase termina con la
fertilizacion, o fusidn de los gametos, para la creacion de un nuevo zigoto diploide. E! zigoto
adquiere sus estructuras basicas y se convierte en una nueva planta durante el desarrolio
embriogénico. Luegoe, durante el desarrollo post-embriogénico forma continuamente drganos y
crece. La primera fase de crecimiento se denomina vegetativa, y la segunda reproductiva. En la
fase reproductiva se producen los gametos que reinician el ciclo,

Para caracterizar el desarrollo de Arabidopsis, se han establecido mapas de destino
basados en la posicion y morfologia celular, Estos mapas han sido construidos tanto para el
desarrollo embriogénico como para el post-embriogénico (Dolan, 1993; Woodrick y cols, 2000;
Saulsberry y cols, 2002) y se conocen algunas de las sefiales que controlan estos procesos en
cada una de las etapas del ciclo de vida de Arabidopsis, lo cual se muestra a continuacion.
1.1.1. Fertilizacién

Arabidopsis es una angiosperma, y como tal, produce gametos en Organos
especializados, conocidos como flores. Entre las estructuras de las flores se encuentran las
anteras, en las cuales se produce el grano de polen o gameto masculino, y el carpelo u ovario,
en el cual estan los gametos femeninos.

El grano de polen estd formado por dos células: la célula del tubo vy la célula generativa.
La célula del tubo contiene en su interior a la célula generativa. Esta ltima es haploide y genera

dos espermios por divisidn. Cuando el grano de polen se poza en la superiicie del carpslo




queda alejado de los évulos. Para alcanzar a los dvulos, la célula del tubo germina y se alarga,
dando origen a una estructura conocida como tubo polinico, en cuyo extremo se ubican los
espermios, Uno de los espermios fertiliza al évulo y el otro fertiliza a las células diploides que
rodean al dvulo, creando células friploides que por mitosis forman el endosperma. El
endosperma protege al embridn y contiene reservas nuiritivas necesarias para su desarrollo
post-embriogénico. El conjunto de endosperma mas embrion constituyen la semilla (Berger,
2003).

Una vez que se produce la fertilizacion, el ovario se transforma y origina una vaina
denominada silicua que protege a las semillas (Coen y Meyerowitz, 1991; Laufs y cols, 1998;
Langdale, 1898; Bowman y Eshed, 2000).

1.1.2. Embriogénesis

Existe una amplia variacion morfoldgica entre plantas adultas con flores
(angiospermas). Sin embargo, durante la embriogénesis, ellas pasan a través de estados
similares, formando embricnes maduros esteriofipados. La embriogénesis es el periodo durante
el cual se pone en marcha el plan de desarrollo que establece la organizacion basica de la
plantula y se asegura la disponibilidad de reservas nutritivas para la germinacion. Este periodo
va desde la fertilizacion hasta la dormancia de la semilla.

La organizacidn basica de una plantula (después de ia germinacién) puede ser descrita
como la sobreposicion de dos ejes: uno axial y uno radial. El eje axial comprende cotiledones,
meristema apical del brote (S), hipocotilo, raiz y meristema de la raiz (Figura 1A). En este gje
pueden establecerse subdivisiones en los distintes 6rganos, como en el caso de la raiz, en el
que se distingue desde la zona de maduracion hasta la zona de |a cublerta (Figura 1B). Ei egje
radial consiste en capas de tejidos ordenadas de manera concénirica v puede observarse
claramente en hipocotilo y raiz. En un corte transversal de la raiz, a nivel de la zona de
elongacion, el eje radial comprende epidermis, corteza, endodermis, periciclo y tejido vascular

(Figura 1C), estos ejes se establecen durante la embriogénesis.
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Figura 1. Organizacién basica de una plantula de Arabidopsis.

A: Eje axial, que comprende cotiledones, meristema apical del brote (S), hipocotilo, raiz y su meristema.
B: Raiz mostrando su eje axial (Zona de la cubierta a zona de maduracién) y radial completo. C. Eje
radial, que se representa como un corte transversal de la zona de elongacion de la raiz y que comprende
epidermis, corteza, endodemmis, periciclo y tejido vascular.

En Arabidopsis la embriogénesis se ha dividido en cinco estados principales: dos
células, globular, corazén, torpedo y cotiledones doblados (Figura 2) (Mayer y cols, 1991;
Meyerowitz y Somerville, 1995; Taiz y Zeiger, 1998). A través de |la embriogénesis el primer eje
que se establece es el axial. Este eje se establece durante la primera division del cigoto, que es
asimétrica y origina dos células, una terminal, que da origen al embrion; y una basal, que da
origen al suspensor y parte de la raiz. El suspensor tiene como funcion principal la
comunicacién del embrién con la madre (Figura 2A) (Meyerowitz y Somerville, 1995). Las
sefiales para la orientacion del primer eje son desconocidas, aunque se sabe que mutantes
gnom (gn) presentan una primera division simétrica. Gnom codifica para una proteina con
similitud a intercambiadores de nucleétido guanina, implicados en el transporte de vesiculas del

Golgi (Tabla 1) (Geldner y cols, 2003).




El segundo eje que se establece es el radial, éste puede distinguirse en el estado
globular (Figura 2B) y comprende tres tipos de tejidos: el tejido dermal o protodermis, que da
origen a epidermis; el tejido subyacente, que formara corteza y médula (endodermis y periciclo);
y el tejido vascular, que formara los tejidos conductores denominados xilema y floema. En esta
etapa se observa la expresion apical de Wus y Stm, que codifican para proteinas
homeodominio, y de Ant, un factor de transcripcion propio de plantas (Long y Barton, 1998). Los
productos de estos tres genes especifican y mantienen indiferenciadas a las células que forman

el meristema apical del brote (Mayer y cols, 1998).
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Figura 2. Desarrollo embrionario en Arabidopsis. A. Dos células. B. Globular. C. Corazén. D. Torpedo.
E. Cotiledones doblados. ap= célula apical, bas = célula basal, em = embrién propiamente tal, sus=
suspensor, hyp= hipéfosis, ¢ = cotiledon, s= meristema apical, hi= hipocotilo, R= raiz.

En el estado de corazén se establece un eje de simetria bilateral, comenzando a ser
visibles los cotiledones (Figura 2C). En las células precursoras del meristema apical, se
expresan Ufo y Clv1. UFO tiene un dominio F-box caracteristico de proteinas que forman parte
del complejo de poliubiquitinacion para la degradacion de proteinas y CLV1 es un receptor de
membrana con actividad kinasa que limita el tamafio del meristema apical (Long J y Barton M,
1998). En esta etapa el embrién no ha completado el desarrollo de meristemas.

Durante el estado de torpedo (Figura 2D), el embrién se elonga y siguen las divisiones

celulares que dan origen a los meristemas apical y de la raiz, los cuales completan su desarrollo




en el estado de cotiledones doblados (Figura 2E). En este estado los cotiledones contindan
creciendo a la par de las reservas nutritivas de la semilla (Ruuska y cols, 2002).

Los antecedentes descritos en la literatura demuestran que distintos producios génicos
se expresan en etapas particulares de la embriogénesis y en regiones especificas del embrion.
Por lo que, el desarrolio del embrién depende de la expresion coordinada de genes (tong J y
Barton, 1998, Helariutta y cols, 2000). Enfre estos genes se encueniran aquellos relacionados
con la especificacion de la arquitectura o patrén del embrién. Se han aislado algunos mutantes
en adquisicion de patrones que presentan fallas en el desarrollo del eje axial o radial (Tabla 1).
Es asi como gurke (gk) no tiene cofiledones ni meristema apical, es decir, falla en la
diferenciacion de drganos apicales; facke! (fk) falla en diferenciacién de hipocotilo; monopteros
{mp) falla en la diferenciacidn de hipocotilo y raiz; y gnom {gn) no diferencia raiz (Mayer y cals,
1991). Ademés scarecrow presenta alteracion en el patrén radial, ya que en vez de corteza y
endodermis tiene una sola capa celular ubicada en esa posicion (Wysocka-Diller y cols, 2000).
Todos estos mutantes tienen alteraciones en el desarrollo de uno o més érganos, mientras que
el resto de la arquitectura del embrién se mantiene similar al silvestre.

1.1.3. Germinacién y desarrollo vegetativo

Una vez que el embridon ha adquirido su morfologia bésica enfra en el estado de
dormancia, la actividad transcripcional y metabdlica disminuyen, la semilla pierde agua y corta
la conexidn con la planta madre (Meyerowitz y Somerville, 1995; Taiz y Zeiger, 1998). Cuando
la humedad, la luz y la temperatura gatillan la germinacién, se produce un aumento en la
actividad metabdlica de la semilia, lo que se traduce en la movilizacién de nutrientes para
ayudar al crecimiento de la pléntula. Lo primero que emerge de la semilla es la rafz y luego los
cotiledones.

Una vez que ia planta germina, comienza el desarrollo vegetativo. Este comprende a
generacion de nuevos érganos. En el exiremo apical de la pléntula se originan continuamente
las hojas, encargadas de realizar fotosintesis. En el extremo basal, la raiz se elonga y se

ramifica, originando raices secundarias, En la regién central, el hipocotilo presenta pocas




divisiones celulares, por lo que su composicion celular es mas cercana a la existente en el
embridon (Gendreau y cols, 1997).

Para sostener el crecimiento en la zona apical y en la basal, 1a plantula contiene zonas
de activa division, denominadas meristema del brote (8} y meristema de la rafz,
respectivamente. Los meristemas estan constituidos por células troncales que, por division,
originan los distintos tipos celulares que formaran los érganos al diferenciarse. Ademas, una de
las células hijas continta integrando el meristema, siendo indiferenciada.

El meristema de la raiz, da origen a las células de la raiz; y el meristema apical del
brote, durante la fase de crecimiento vegetativo de la planta, da arigen a las hojas y, durante Ia
fase reproductiva, origina las inflorescencias. Sin embargo, existe division celular y
diferenciacion que ocurre en ofras regiones especializadas de la planta, y que se originan una
vez que el organo principal est formado. Es el caso de las células guardianas y de los tricomas
en las hojas y de los pelos radiculares en la rajz. Estos tres tipos celulares se originan de Ia
epidermis y constituyen modelos de diferenciacién post-meristematica (Zhao y Sack, 1999;
Larkin y cols, 2003),

1.1.4. Meristema apical

Las células del meristema apical del brote pueden ser clasificadas de acuerdo a su
relacion histolégica en las zonas central, perisférica y rib. En la zona central se encuentran las
células meristematicas indiferenciadas y basales a ellas, la zona rib o células subyacentes
(Nakajima K y Benfey P, 2002). Como se menciond anteriorments, en el estado giobular de Ia
embriogénesis, se ha detectado la expresion apical de genes que promueven el desarmolio del
meristema apical del brote, como Wus, Ant, Strn, Ufo y Clvi. Tanto el meristema apical, como el
de la raiz completan su desarrollo en el estado de cotiledones doblados y, después de la
germinacion, el meristema del brote comienza su divisidén esterectipada que da origen a todos
los érganos aereos, incluyendo las hojas y el meristema floral (Long y Barton, 1998; Nakajima y

Benfey, 2002).




Para la ma_ntencic’m del meristema del brote en la planta adulta es necesaria la
coordinacion entre varios genes, algunos de los cuales también se expresan en el embrién
(Mayer y cols, 1898; Brand y cols, 2000, Long y Barton, 1998). Por ejemplo, Wus promueve la
mantencion de las céiulas meristematicas desdiferenciadas y se expresa en las células del b
(basales a las meristematicas). La expresion de Wus es regulada por los genes Clv?, Chv2 y
Clv3, que limitan la cantidad de células indiferenciadas. Clv3 se expraesa en las células
meristematicas. Por lo que, al aumentar la expresioén de Wus, aumenta la cantidad de células
meristematicas. Al haber mas células meristematicas, aumenta la cantidad de Clv3, que actia
disminuyendo la expresion de Wus. Los genes Civ! y Civ2 forman un complejo que actua como
receptor de Clv3 en las mismas células que expresan Wus. Por lo que la accidén de Wus v los
genes c¢lv colaboran para la mantencion del meristema y de su equilibrio entre células
indiferenciadas y aquellas que se diferencian para originar los distintos érganos (Mayer y cols,
1988; Brand y cols, 2000).

1.1.5. Desarrollo de la raiz

La raiz se origina a partir de la célula basai del embrion (Figura 2A), de ésa célula
deriva el suspensor y la hipdfisis (Figura 2B y C). La hipdfisis s una célula de mayor tamafio
que las restantes. Al dividirse da origen a varias zonas de la raiz, incluyendoc el meristema
(Dolan y cols., 1993). A diferencia de lo que ocurre en meristema apical, se desconocen las
sefiales moleculares que llevan al desarrollo de la raiz y su meristema. Pero, como se mencioné
anteriormente, se ha descrito la importancia de Gn y Mp para la adquisicion de patrones en esta
region.

La regeneracién de la raiz en el periodo post-embrionaric depende de las células
meristematicas formadas durante la embringénesis. El meristema de la raiz est& formado por
células en activa divisidn que rodean a otras que no se dividen {centro quiescente} (Figura 1B).
Las células en activa divisidn se denominan células iniciales y presentan distintas capacidades
generativas que dependen de su ubicacién espacial. Por ejemplo, las células iniciales de la

columella se ubican en el lado apical del centro quiescente y dan origen a las células ubicadas




en el apice de la raiz, denominadas células de la columella. En lado contrario del centro
quiescente, se ubican las células iniciales de la corteza y la endodermis, que dan origen a estos
dos tipos celulares.

Una vez que las células iniciales o meristematicas se dividen, comienzan a
diferenciarse y son reemplazadas por otras células iniciales, formando filas de células con el
mismo origen clonal, que se diferencian a medida que se alejan del meristema. (Dolan y cols.,
1993, Meyerowitz y Somerville, 1995; Taiz y Zeiger, 1998). En estudios de eliminacion del
centro quiescente por laser, se ha demostrado que este centro mantiene la identidad de las
células iniciales que lo rodean e inhibe su diferenciacion, se desconoce la sefial que mantiene el
patrén de divisién y diferenciacion en las células del meristema de la raiz, pero se ha propuesto
que auxina puede actuar como un morfégeno (Sabatini y cols, 1999; Frim! y cols, 2002). La
méaxima concentracion de auxina se encuentra en las células iniciales de la columella de la raiz,
y cuando este maximo se aitera, aplicando inhibidores del transporte de esta hormona, se
amplia la zona de maxima concentracion de auxina y se reespecifican los distinios tipos
celulares de la raiz. A modo de ejemplo, fas células de ia corteza normalmente no tienen
amiloplastos, Al alterar las concentraciones de auxina pudieron desarroliar amiloplastos, y estos
organelos han sido utilizados como un marcador de diferenciacién de células de la columella.
Es decir, las células de la corteza adoptaron caracteristica de células de la columella {(Sabatini y
cols, 1999; Nakajima K y Benfey P, 2002).

Por lo tanto, a medida que transcurre el desarrollo, las céluias se diferencian. Esta
diferenciacion va acompafiada por cambios morfologicos que incluyen cambios en sus
organelos. Se desconoce cudles son las sefiales que gatillan la diferenciacién de organelos,
aunque deben corresponder a sefiales del desarrollo, ambientales e internas. Estas sefiales
deben ser detectadas por ila célula en su conjunio para coordinar los genomas nuclear,
mitocondrial y plastidial y promover la diferenciacion de organelos en conjunto con la

diferenciacion celular.




1.2. Plastidios y mitocondrias

Los plastidios y las mitocondrias son organelos rodeados por dos membranas que
contienen un genoma propio y que realizan parte fundamental del metabolismo en célutas
vegetales (Neuhaus y Emes, 2000; Buckhoutand y Thimm, 2003). La tecriz endosimbionte
postula que ambos organelos derivaron de dos ancestros bacterianos que colonizaron una
célula eucarionte primitiva o proto-eucarionte. La transicion desde un procarionte de vida libre a
un organelo se acompaiié por la pérdida de gran parte de sus genes, muchos de los cuales hoy
se encuentran en el micleo (Gray, 1995). En el genoma mitocondrial de distintas especies, se
encuentran codificadas de 3 a 67 protefnas. La mayor parte de estas proteinas son ribosomales
0 subunidades de la cadena transporiadora de electrones. En el genoma plastidial estan
codificadas de 50 a 200 proteinas en diferentes especies, las cuales participan en la
transcripcion, traduccion y fotosintesis en este organelo (Dyall y cols, 2004).

En analisis del proteoma de plastidios, se ha estimado que ellos poseen unas 2000 a
4000 proteinas distintas, de las cuales sdlo se han aislado 750 (Leister D, 2003; Kleffmann y
cols, 2004; Stern y cols, 2004), es decir, ! organelo codifica una pequefia fraccion de sus
proteinas vy las restantes las obtiene del nliclea, En mitocondrias se observa un fendmeno
similar, ya que se predice que habrian de 2000 a 3000 proteinas en el organelo (Binder y
Brennicke, 2003). Por lo fanto, ambos organelos dependen de la transcripcion de genes
nucleares, su traduccion y correcta destinacién de las proteinas para su biogénesis y su
diferenciacion.

En [a evolucion, se ha creado la maquinaria de importacion que permite discriminar
entre proteinas que se destinan a plastidios o a mitocondrias, denominada transloctn. El
translocon esta constituido por complejos proteicos distintos que se encuentran en la membrana
interna y externa, tanto de plastidios como de mitocondrias. Estos complejos proteicos
reconocen péptidos sefiales especificos, ubicados en el amino-terminal de Jas proteinas (Soll y
Schleiff, 2004). Gracias a la existencia de estas sefiales, se ha logrado conducir proteinas

fluorescentes a estos organelos, lo que ha revelado su comportamiento dinamico. Se ha




observado que son capaces de moverse, cambian su forma y que adoptan una disposicion
ordenada duranie la division celular (Kéhler y cols, 1997a; Van Gestel y cols, 2002; Logan y
cols, 2003 y 2004).

En animales existen datos sobre la dinamica de mitocondrias asociados a
diferenciacion celular, apoptosis y division celular (Cummins, 2001; Sovova y cols, 2003; van
der Bliek, 2004). En plantas, antes del inicio de esta tesis, la dindmica de organelos sdlo se
habia estudiado en cultivos celulares o en plantas adultas (Pyke K. y Page A, 1998; Pyke K,
1999; Kohler y Hanson, 2000} y faitaba comprender la diferenciacion y la dindmica de estos
organelos durante el desarrollo, asociado a la diferenciacion celular. Se sabe que en plantas
adultas, dependiendo del tipo de célula, los plastidios y mitocondrias adoptan diferentes
morfologias y cumplen distintas funciones metabdlicas y de sefalizacion.

1.2.1. Los plastidios adoptan diferentes morfologias.

Los plastidios son organelos que se encuentran sdlo en plantas y algas. Entre las
funciones metabdlicas de los plastidios estan la fotosintesis, la asimilacién de nitrégeno v
azufre, ia biosintesis de terpenas, de acidos grasos, de almiddn y de aminoacidos aromaticos e
hidroxilados (Weber, 2004). Para realizar estas funciones los plastidios se especializan,
adquieren nuevas enzimas; cambian su expresion génica y cambian su morfologia.

Los diferentes tipos de plastidios provienen de un precursor, el proplastidio, un organelo
pequefio (1 um), que contiene pocas membranas internas, una doble membrana que le rodea, y
que generalmente estéa presente en céiulas meristematicas en division (Vothknecht y Westhoff,
2001). Los plastidios mas conocidos son los cloroplastos, organelos gue contienen un sistema
de membranas intemo, denominados tilacoides, en los cuales residen los fotosistemas y los
complejos transpartadores de electrones que participan en la fotosintesis. En los fotosistemas
se encuentra la clorofila, un pigmento que capta la luz necesaria para hacer fotosintesis y le da
el color verde a las hojas (Corriveau y Coleman, 1991, Pyke y Page, 1998, Pyke,1999),
Ademas, algunas angiospermas poseen cromoplastos, que contienen ofros pigmentos, como

carotenoides, que le dan el color a pétalos y frutos. Los cromoplastos también poseen un




sistema de membra_nas internas y se diferencian a partir de cloroplastos (Fraser y cols, 1984).
En los tejidos de almacenamiento se encuentran plastidios sin pigmentos. Entre ellos, los
elaioplastos, encargados de almacenar y sintetizar aceites y los amiloplastos, que sintetizan y
almacenan almidon (Herndndez-Pinzon y cals, 1999; Kim y cals, 2001; Neuhaus y Emes, 2000).
Ademas de provenir del proplastidio, los plastidios ya diferenciados se pueden desdiferenciar o
convertirse en ofro fipo de plastidio, segin las necesidades metabdlicas y las sefales
ambientales y del desarrollo (Speriing y cols, 1998; Pyke y Page, 1998; Vothknecht y Westhoff,
2001; Obukosia y cols, 2003).

Muchos tipos de plastidios no pueden ser faciimente aislados de otros organelos
celulares, por o que su funcion exacta se desconoce. Sin embargo, existe una relacién clara
entre estructura y funcion en el caso de cloroplastos y de amiloplastos. Estos organelos se han
podido aislar con facilidad desde el tejido vegetal para realizar estudios metabdlicos y de
transporte de proteinas involucradas en su biogénesis. Ademas, pueden ser observados al
microscopio debido a su gran tamafio (10 um), lo que ha permitido aislar algunos de los
componentes involucrados en su diferenciacion.

1.2.2. Diferenciacién de cloroplastos

Como se menciond antes, los cloroplastos se caracterizan por poseer membranas
tilacoidales, que contiene proteinas y pigmentos, como clorofila, que participa en los eventos
fotoquimicos de la fotosintesis. Por lo tanto, la diferenciacién de proplastidios a cloroplastos
requiere la formacién de membrana tilacoidal, es decir la sintesis de nuevos lipidos y de
proteinas codificadas tanto en el plastidio, como en el nucleo.

Se han aislado mutantes de Arabidopsis que no son capaces de formar cloroplastos, y
que presentan cotiledones y hojas blancas o amarillas {Leister D, 2003). Muchos de estos
mutantes fallan en la importacion de proteinas o pierden alguna subunidad de las proteinas
filacoidales, es decir, no pueden ensamblar correctamente los fotosistemas. Aunque estos

mutantes son informativos respecto al ensamblaje del tilacoide, constituyen un evento fardio en




la transformacion de plastidios a cloroplastos. Las sefiales que gobiernan la diferenciacion
deben estar rio arriba de Ia expresién de estos genes estructurales.

Se conocen algunas sefales de diferenciacion que dependen de factores ambientales y
de desarrollo, entre los que se cuentan ias hormonas vegetales y la luz {(Glick R y Sears B,
1984; Seyedi y cols, 2001; Hwang y Sheen, 2001; Chun y cols, 2001; McCormac y Terry, 2002,
Yagisawa y cols, 2003; Zhong y Bums, 2003). En los bancos genéticos existen mulantes
disponibles para algunas de estas sefiales. Los utilizados en esta tesis, se listan en la Tabla 1.

Cuando fas plantas se germinan en ausencia de luz, presentan un fenotipo eticlado que
consiste en un aumento del tamario del hipocotilo y la presencia de cotiledones de color amarilio
no expandidos. El color amarillo se debe a la presencia de protoclorofila, un pigmento precursar
de |z clorofila. La protoclorofita se encuentra en los etioplastos, en un sistema de membranas
interno menos desarrollado que los titacoides. Cuando estas plantas se someten a ia luz, los
etioplastos se transforman en cloropiastos y la protoclorofila a clorofila (Reinbothe y cols, 1993;
Kasten y cols, 1997; Weston y cols, 2000; Chun y cols, 2001). En presencia de luz la
diferenciacion de proplastidios a cloroplasios es directa y no se detiene en etioplastos.

Ademas de las sefiales ambientales y del desarrolio existen seriales retrdgradas que
informan del estado de diferenciacion del organelo al ndcleo. Estas sefiales van del cloroplaste
al nicleo y regulan la expresién nuclear, como se ha observado en los mutantes gun (genomes
uncoupled) de Arabidopsis, los cuales presentan una falla en la comunicacion cloroplasto-
nicleo, por lo que tienen expresién de genes nucleares que codifican para proteinas
tilacoidales, en ausencia de diferenciacion de cloroplastos (Mochizuki y cols, 2001).

1.2.3. Diferenclacidn de Amiloplastos

La diferenciacién de proplastidios a amiloplastos se ha estudiado en drganos de
reserva, como el fubérculo de papa o el endosperma de maiz, o en céiulas especializadas,
como las células de la columella del apice de la raiz (Geigenberg, 2003; Hendriks y cols, 2003).
Los amiloplastos presentes en el dpice de la raiz no sélo sirven para el almacenamiento de

almiddn, sino también para sensar la gravedad (Saether e Iversen, 1991). Las células iniciales




de la columella, a r_nedida que se diferencian adquieren los metabolitos para la fabricacién de
almidon, cuya sintesis y almacenamiento ocurre en los amiloplastos (Guisinger, 1999). Para
esto, los proplastidios, presentes en las céluias iniciales de la columeila, deben aumentar en
tamano, es decir, deben adquirir nueva membrana y proteinas estructurales, entre las que se
cuentan [as que se asocian y soportan el crecimiento de los granulos de almidén.

Al igual que en el caso de los cloroplastos, el proceso de diferenciacidn de amiloplastos
se ha estudiado en plantas adultas y depende de factores ambientales y del desarrollo, como
luz y auxina. Existen mutantes en estos procesos que se detallan en la Tabla 1 (Miyazawa y
cols, 1999, Hendriks y cols, 2003). Ademas, se ha demostrado que la concentracion de algunos
metabolitos, como sacarosa, regula la actividad de las enzimas implicadas en la sintesis de
almidon. El control se ejerce a través de regulacidon alostérica, de la expresién génica, o
mediante modificacion postraduccional (Geigenberg, 2003; Hendriks y cols, 2003). Por lo tanto,
en el desarrollo de amiloplastos debe existir una coordinacion entre sefiales metabdlicas y del

desarrolio.
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1.2.4. Importancia de las mitocondrias en células vegetales

Entre tas funciones que llevan a cabo las mitocondrias en células vegetales se cuenta ia
respiracidn celular, cuya base es el ciclo de Krebs, la cadena transportadora de electrones y Ia
fosforilacion oxidativa. Al ciclo de Krebs confluyen los productos de degradacién de
carbohidratos, lipidos y las cadenas carbonadas de los aminoacidos. Estas vias metabdlicas,
ademas de generar ATP, producen metabolitos que participan en ofras vias metabdlicas, como
la fotorespiracion y la gluconeogénesis (Buchanan y cols, 2000).

Ademas, se ha demostradoc que las mitocondrias participan en las sefales que
conducen a la muerte celular programada en Arabidopsis, imitando una de [as funciones de
estos organelos en animales (Yao y caols, 2004). A diferencia de animales, las mitocondrias de
plantas producen una cantidad pequefia de especies de oxigeno reactivas, principalmente
gracias a la accidn de oxidasas alternativas y a proteinas que desacoplan el transporte de
electrones de la fosforilacién oxidativa (Smith y cols, 2004). Se ha propuesto que el mecanismo
por el cual las mitocondrias de plantas promueven la muerte celular sucede después del
aumento de especies de oxigeno reactivas y es causado por la liberacién de citocromo C al
citoplasma, tal como una de Ias vias que suceden en animales (Laloi y cols, 2004),

1.2,5, L.as mitocondrias adoptan diferentes morfologias

Logan y Leaver (2000) marcaron mitocondrias con "Green Fluorescent Protein” (GFP)
en Arabidopsis, utilizando péptidos de destinacién que conducen GFP a este organelo, y
determinaron que las mitocondrias son capaces de moverse dentro de la célula y que su
distribucién intracelular es diferente en distinios tejidos, por ejemplo, en epidermis y corteza, las
mitocondrias se distribuyen en la periferia celular, cerca de la membrana plasmadtica; y en
células del hipocotilo aparecen agregadas alrededor de los cloroplastos. Ademas, pudieron
demostrar que existe una variabilidad en tamafio y forma de mitocondrias entre distintos tejidos
(Logan y Leaver, 2000).

La forma de las mitocondrias estéd rejacionada con su funcién, ya que se ha observado

que antes de la germinacion, las semillas secas de maiz contienen mitocondrias que no tienen




crestas en la membrana interna, sin embargo, despues de la germinacion, las mitocondrias
desarrollan crestas. Estos tipos de mitocondrias difteren en actividades de las enzimas del ciclo
de Krebs y el complejo piruvato deshidrogenasa, siendo las mitocondrias de la semilla
germinada la que estd capacitada para realizar respiracion celular (Logan y cols, 2001). Por lo
tanto, la diferenciacion de estos organelos va a la par con la diferenciacidn celular y le otorga a
la célula ciertas caracteristicas morfologicas y metabdlicas.

Por lo tanto, se ha descrito que tanto plastidios como mitocondrias presentan cambios
de morfologia caracteristicos que se relacionan con su funcién (Logan y cols, 2001; Vothknecht
y Woesthoff, 2001). La presencia de organelos con diferentes grados de diferenciacién en
distintos tejidos, habilita a la célula para realizar diferentes funciones. Ademds puede servir
como un marcador de diferenciacion celular, lo que puede indicamos cémo se coordina la
funcion metabdlica durante el desarrolio.

Aunque se ha estudiado la diferenciacién mitocondrial durante la germinacién; la
diferenciacion de cloroplastos en plantas aduitas; y la de amiloplastos en tejidos de
almacenamiento, se desconoce si la morfologia de estos organelos cambia durante el desarrolio

embrignario,




1.3. Propdsitos de esta tesis R

Para esta tesis se plantea como hipétesis que los plastidios y las mitocondrias se
diferencian a través del desarrollo en Arabidopsis thalfana. Con el propésito de probar esta
hipotesis se tomé como modelos de estudio el desarrolio def embrién y el desarrollo de la raiz

en el periodo post-embriogénico.

El objetivo general de esta tesis es caracterizar la aparicién de caracteristicas
particulares de cada tipo de plastidio y de mitocondrias como marcadores de su diferenciacion
durante la embriogénesis y durante el desarrollo de la rafz en plantas de Arabidopsis thaliana
silvestres y detemminar el efecto de mutaciones sobre la diferenciacién de estos organelos.

Los objetivos especificos de este trabajo son:
1. Estudiar la diferenciacién de cloroplastos durante la embriogénesis y la gemminacion de
Arabidopsis thaliana utilizando la fiuorescencia de clorofila como marcador de la presencia de
estos organelos.
2. Estudiar la diferenciacion de amiloplastos en células de la columella de la ralz mediante la
deteccion de la presencia de almiddn.
3. Observar la diferenciacion de mitocondrias y los cambios en su morfologia a través de
microscopia electrénica y marcacion con YFP.
4. Analizar mutantes disponibles en bancos de semiilas para detectar genes que participen en

la diferenciacién de organelos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion de plantulas y embriones de distintas edades.

Para obtener plantulas de distintas edades, se sembraron semillas en medio que
contenia fa mitad de concentracién de sales del medio Murashige y Skoog (Phytotechnology
laboratories, product n°M519), con sacarosa (Gibco 15503-014) 1%, agar 7 gril; y se colectaron
alos 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 10 dias post-siembra, como describen Meyerowitz y Somerville, 1995.
Este medio de cultivo fue utilizado a lo largo de todo el trabajo y se abrevia como MS.

Para obtener embriones de distintas edades, se utilizaron dos métodos que permitieron
medir temporalidad en el desarroilo. En ambos, se sembraron plantas en tierra, las cuales
dieron flores. El primer método consistié en realizar polinizacidn manual de varias flores, las que
comenzaron a formar la silicua (fruto en forma de vaina que contiene dentro 1as semiilas). El
segundo metodo consistio en marcar las flores con la fecha de su floracién y maduracién del
polen (anthesis). En ambos métodos se recolectaron las silicuas a distintos dias post-
fertilizacion (DPF) o dias post-anthesis (DPA) y se extrajeron de ellas las semilias. Pzra obtener
los embriones se quitd la cubierta a cada semilla utilizando pinzas, agujas y una lupa Nikon. Los
embriones se montaron inmediatamente en gliceral (Sigma G-7757) 50% y se observaron al
microscopio, o fueron sometidos a distintos tratamientos.

2.2. Clareamiento de semillas.

Para visualizar los embriones en desarrollo en el interior de las semillas fue necesario
clarearlas, como describe Apuya, (2001). Las semillas fueron fiiadas y clareadas con chioral
hydrate (Sigma C-8383), para ello, se depositaron en un pocillo con seolucitn de Etanol : Ac.
acstico = 9 : 1y se dejaron toda la noche a temperatura ambiente, se lavé en etanol 90% por 30
min y en etanol 70% por 30 min, se agregod una solucion que contenia 8 gr de chioral hydrate, 1
mL de giicerol y 2 mL de agua y se incubé per 2 hrs. Se monté en glicerel 50% y se observé en

microscapio DIC.




2.3. Visualizacidn de cloroplastos.

Los cloroplastos se visualizaron utilizando 1a fluorescencia emitida por la clorofila que
contienen {Corriveau y Coleman, 1991; Nagata y cols., 1999). Se disectaron embriones que se
encontraban en diferentes estados del desarrolio desde semiilas de plantas de Arabidopsis; se
depositaron en una gota de glicerol 50% que estaba sobre un portachbietos, y se cubrieron con
un cubrecbjetos. Se observaron inmediatamente en un microscopio confocal Zeiss LSM 510
meta utilizando un laser de excitacién de 488 nm, un filtro dicroico HFT 514/633 y un filiro de
emision LP680, o en un microscopio de epiflucrescencia Olympus IX70 utilizando un filiro
UMNG. Las fotografias fueron procesadas con Adobe Photoshop 6.0.

2.4, Tincidn de embriones con yoduro de propidio {P!l).

En la literatura no existen métodos para la separacion de [a fluorescencia de la clorofila
del yoduro de propidio en embriones (P. Benfey, comunicacidn personal). Esta técnica se
desarroiié durante el curso de esta tesis tomando como punto de partida la tincién con yoduro
de propidio descrita en la literatura (Helariutta y cols, 2000). Para ello, se extrajeron embriones
en estado de cotiledones doblados (9 DPA) desde silicuas de plantulas de Arabidopsis; se
depositaron en una gota de yoduro de propidio (P1) (Sigma P4170) 1ug/ul. que estaba sobre un
pertacbjetos y se incubaron por 30 segundos, se adsorbid la gota de yodure de propidio con un
papel y se agregb agua destilada, lavando 2 veces por 15 segundos. Finalmente se adsorbid el
agua y se montd en glicerol 50% cubrisndo con un cubreobjeios. Se observaron
inmediatamente en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta.

El Pl presenta un méximo de absorcién de luz en 540 nm y un maximo de emision de
fluorescencia a 640 nm. La clorofila absorbe luz de varias longitudes de onda, con un maximo
en el range de 420, 480 y emite flucrescencia a 680 nm y en el infrarojo (800 nm),

Para observar clorafila se utilizd un 1aser de excitacién de 488 nm, un filiro dicroico HFT
214/633 y un filtro de emisidn LP650, Para observar el yoduro de propidio se utilizo un Iéser de
excitacion de 543 nm, un filtro dicroico 488/543 y un filiro de emisién LP&50. Las fotografias

fueron procesadas con Adobe Photoshop 6.0.




2.5. Andlisis por microscopia electronica de fransmisién.

Para la observacion por microscopia electronica de transmisioén (TEM), se fijaron las
planiulas y los embriones por 24 h a temperatura ambiente en glutaraldehido 3%,
paraformaldehyde 4% en buffer cacodilato 0.1 M {pH 7,2). Luego, se lavé en buffer cacodilato,
se post-fijd por 3 h en 004 1% en el misme huifer y luego las muesiras se deshidrataron y se
embebieron en resina Epon. Se hicieron cortes semi y ultrafinos longitudinales. Las secciones
semifinas fueron tefidas con azul de toluidina y acido periodico/ reactivo de Schiffs (PAS)
(Olsen et al, 1984). Las secciones ulira-finas {1 um) tomadas del plano medio de la raiz se
tifieron por 30 min con acetato de uranilo y cifrato de plomo y se visualizaron en un microscopio
electronico Philips a 60 kV {Saether e Iversen, 1991).

2.6. Obtencién de embriones y plantas mutantes.

Se obtuvieron semillas de mutantes en adguisicion de patrones durante el desarrolio
desde el NASC (“Nottingham Arabidopsis Stock Centre® (Mayer y cols, 1991; Benfey y cois.,
1993; Di Laurenzio y cols.,1996; Helariutta y cols., 2000). Estos mutantes eran recesivos y
letales, por lo que se mantuvieron como heterocigotos. Para obtener embriones homocigotos,
fue necesario autofertilizar las plantas. Tedricamente un 25% de la poblacion resultante serian
homocigotos mutantes. Sin embargo, la poblacion de embriones obtenidas desde estas plantas
fue pequeria, ya que las plantas crecian poco y se secaban. La cubierta de la semilla estaba
frecuentemente arrugada, lo que dificultd el aislamiento de los embriones. Los embriones se
obtuvieron por diseccion de las semiilas con pinzas. Especificamente, se aislaron 3 embriones
gk, 4 embriones fk y 3 embriones mp que fueron visualizados directamente en &l microscopio
confocal. En ellos se analizé la fluorescencia de clorofila.

Las semillas con mutaciones en biogénesis de cloroplastos también se obtuvieron
desde el NASC y fueron germinadas en placas de MS-agar. A las dos semanas se tomaron las
pléntulas que presentaban el fenotipo de coloracion verde claro o amarillo y se transfirieron a
tierra. Estas plantas correspondian a mutaciones homecigetas recesivas, Las plantulas con los

alelos mutados Ay-7 y hy-2, ademas presentaban el hipocotilo elongado por lo que su seleccion




fue facil. Las hojas de los mutantes arc6 fueron observadas al microscopio para verificar que
tenian menos cloroplastos por célula que el silvestre.

Los mutantes en transduccion de sefiales de la luz fueron obtenidos de una reserva de
semilias mantenida en el laboratorio. Todos eran homacigotos recesivos. De los mutantes phy,
fueron seleccionados aquellos que presentaban hipocotilo largo. Soélo el mutante phyA-271
mostré segregacion, por lo que hubo que seleccionar ios homacigotos recesivos (Figura 20).

Los mutantes en transduccién de sefiales de hormonas fueron obtenidos desde el
NASC. Todos eran homocigotos recesivos, a excepcion de axr2-7, que correspondia a una
mutacién dominante. Las plantas con esta mutacién eran de menor tamario y presentaban una
respuesta gravitropica alterada en sus raices. Los mutantes en axr4-1 y aux7-7 fueron
seleccicnados por su respuesta gravitropica alterada que se observaba por el crecimiento de
sus raices en distintos sentidos, que no se correspondian con el sentido de! vector de gravedad.
2.7. Medicidn de la funcionalidad del fotosistema [l

Para medir la capacidad fotoquimica del fotosistema |l se utilizé el método descrito por
Maxwell y Giles, 2000. Para ello, se extrajeron 150 embriones de Arabidopsis desde semillas
que tenian de 9 a 12 DPA, se depositaran en glicerol 50% y se adaptaron por 3 horas a la
oscuridad. Luego se midi6 la fluorescencia en un fluoréforometro Hansatech, utifizando un
sistema modulado de excitacion y emisién para detectar la fluorescencia de clorofila presente
en el fotosistema Il. Se hicieron 3 repeticiones de este ensayo en el fluorimetro de la Facultad
de Agronomia de la Universidad de Chile, a cargo de! Dr. Claudio Pastenes.

2.8. Deteccidn de amiloplastos con yodo.

Para observar la presencia de amiloplastos en Arabidepsis, los embriones y plantulas se fijaron
en formaldehido 1.5% durante 30 min, etanal 50% por 10 min, se tifieron con solucion de yodo
(yodo 2%, ioduro de potasio 5%, chloral hydrate 20% ) durante 10 min, y se lavaron 3 veces con
agua destilada durante 10 min (Caspar y cols, 1985), luego se montaron en glicerol 50% y se

visualizé el complejo yodo-almidén mediante microscopia de luz.




2.9, Construccién de vectores para la marcacién de organeloes.

Las construcciones utilizadas en esta tesis para marcar organelos con proteinas
fluorescentes fueron hechas por Andrea Morales y Daniela Urbina, como parte de su tesis de
pregrado de Biotecnologia (Morales, 2003; Urbina, 2003) y se detallan en la siguiente tabla.

Tabla 2: Vectores disefiados y construidos para Ia transformacion de tejidos vegetales
con distintas proteinas fluorescentes. Todos los vectores contienen el promotor 358.

" Nombre del Base en el Sefial de Proteina . e

vector vector destinacién fluorescente Acumulacion
pAMA3 pBl121° coxiV Amarilla Mitocondrias
pAMA7 pBI221° coxiV Amariila Mitocondrias
pAMA12 pBi221° RecA Amarilla Plastidios
pPDUA3 pEL103? FecA Amarilla Plastidios
pAMAS pB1221° _— Amarilla | Citoplasma, Nucleo
pAMAS pEL103® Amarilla | Citoplasma, Nticleo

* Los vectores pBI121 y pEL103 son vectores binarios, que permiten la transformacion de
Agrobacterium y mediante la utilizacién de éste, la transformacion de tejidos vegetales, aunque se puede
usar el vector para otros métodos de transformacion, como bichalistica.

® El vector pBI221 permite transformar fejidos vegetales mediante biobalistica.

2.10. Verificacion def funcionamiento de los vectores en epidermis de cebolla.

Para verificar que los vectores fabricados marcaban los organelos a los que fueron
destinados, se transformaron células de epidermis de cebolla y se observé la destinacion a
distintos organelos mediante microscopia de epifluorescencia y confocal,

Desde las cebollas se extrajeron cuadrados de aproximadamente 3 cm de lado de tejido
epidermal y se pusieron sobre una placa con medio de cultivo MS. Para disparar el ADN, se
tomaron 5-8pg de éste, y se mezcld con particulas de Tungsteno (150ug) de 3 um de didmetro.
La presidn de disparo sobre el tejido fue de 1500 psi en una atmdsfera de vacio de 30 mmHg.
El tefido se incubd por 48 hrs a 24°C, se montd en un portacbjetos con agua, y se observd en
un microscopio de fluorescencia Olympus IX70 o confocal. Adaptado del protocolo descrito por
Sheen y cols 1995,

2.11. Transformacion de Arabidopsis mediante inmersion floral.
Se hizo una solucion de transformacion a partir de un cultivo de Agrobacterium que

contenia el vector de interés. Se crecid un preinoculo de Agrobacterium a 28°C por 30 horas (o




por 2 dias a 24°C) en LB suplementado con gentamicina 100pg/ml, kanamicina 100ug/ml y
rifampicina 10ug/ml con agitacién constante. Se extrajeron 100 ul de este precuitivo para
inocular un cultivo de 250ml de LB con los mismos antibidticos en un matraz de 1L y se dejé
crecer por 16 horas a una temperatura entre 25 y 28°C hasta que alcanzé una D.0. ™™ entre
0.6-0.8. Luego, el cultivo se centrifugd y ! pellet bacteriano se resuspendid en una solucion que
contenia Silwett L-77 (Loveland Co.) 0,05% vy sacarosa 5% {Clough y Beni 1938). Esta solucién
de transformacién se mantuvo en agitacion constante.

Se tomaron plantas de Arabidopsis silvesires de ecotipo Columbia, en estado adulto,
que tenfan inflorescencias de aproximadarnente de 10 cm de largo, se les cortd Ias silicuas, y
las flores se sumergieron por 15 segundos en la solucidn de transformacion, posteriormente, las
plantas se colocaron en posicioén horizontal en oscuridad por 16 horas, cubiertas con plastico
para mantener la humedad, pasado este tiempo se sacaron las plantas de [a oscuridad a la
camara de crecimiento a 23°C, con ciclos 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad. Se regaron
por 2 semanas, luego de Jo cual se dejaron secar para colectar [as semillas.

212. Seleccion de semillas transformadas, determinacién de la eficiencia de
transformacion y del nimero de inserciones de T-DNA.

Las semillas de las plantas sometidas al método de transformacién descrito
previamente, se cuantificaran para determinar los porcentajes de eficiencia de transformacion
obtenidos. Las semillas se esterilizaron y se sembraron en placas de MS-agar suplementado
con 100ug/ml de kanamicina, como medio de seleccitn. Aquellas plantas capaces de sobrevivir
en presencia del antibidtico fueron traspasadas a tierra para obtener de ellas la préxima
generacion de semillas. La eficiencia de la transformacién se calculd determinando el
porcentaje de semillas que son resistentes a kanamicina del total de semillas que se sembraron.

Para obtener lineas homocigotas con una sola insercion se sembraron tres
generaciones de las plantas transgénicas, y mediante el andlisis de las proporciones
mendelianas, se dedujo si una linea presentaba sélo una insercion de T-DNA y si era

homocigota. Para esto, se sembraron semillas que habian sido colectadas de plantas




seleccionadas en kanamicina {generacion Ty). La proporcion de plantas resistentes: sensibles
obtenidas en esta generacion {(generacion T,) es un indicador del nimero de inserciones de T-
DNA existente en cada linea de plantas. Las lineas gue presentaren una proporcion de 3:1=
resistentes: sensibles, contenian sélo una insercidn de T-DNA. A la par de la resistencia a
kanamicina se observé si las hojas de estas plantas presentaban acumulacion de proteina
fluorescente.

2.13. Visualizacién de proteinas fluorescentes dirigidas a distintos organelos.

Para los experimentos de visualizacion de los organelos se utilizd un microscopio de
epiflucrescencia Olympus modelo IX70 acoplado a una cdmara digital Sony CXC-390 3CCD.
Las imagenes de fluorescencia se adquirieron utilizando los objetivos UPLAN Fl 20X/0.5 Phl y
PLAN 100X/1.25 qil y los filtros UM31044v2, U-N31001, UN31040 y U-MNG.

2.14. Visualizacion de clorofila e YFP en embriones mediante microscopia confocal.

Se extrajeron embriones en estado de cotiledones doblados desde silicuas de plantulas
de Arabidopsis; se depositaron en una gota de glicerol 50% que estaba sobre un portachjetos y
se cubrid con un cubreobjetos. Se observaron inmediatamenie en un microscopio confocat
Zeiss LSM 510 meta. Para observar clorofila se utilizo un laser de excitacion de 488 nm, un filtro
dicroico HFT 514/633 y un filtro de emision LP850. Para observar la flucrescencia de YFP se
utilizo un laser de excitacion de 514 nm, un filtro dicroico de 530 nm y un filtro de emision 560.

Las fotografias fueron procesadas con Adobe Photoshop 6.0.




3. RESULTADOS \

Como se mencioné en la introduccion, las plantas contienen tres compartimentos con
genes propios, que deben ser coordinados para la mantencion de la homeostasis celular. Estos
compartimentos son el ndcleo, los plastidios y las mitocondrias. Tanto plastidios como
mitocondrias se diferencian morfol6gicamente, lo que se correlaciona con cambios en su
funcion metabdlica. Esta diferenciacion debe estar coordinada con la diferenciacién de la célula
en su conjunto. La diferenciacion celular sucede a medida que el desarrollo embriogénico y
post-embriogénico progresa, por lo que es en este contexto que la célula debe recibir las
sefales para su diferenciacion y la de sus organelos. La diferenciacion de organelos ha sido
observada en plantas adultas durante el desamollo post-embriogénico, pero no durante el
desarrolio embrionario.

El objetivo general de este trabajo es caracterizar cambios en la morfologia de
mitocondrias y plastidios y en su localizacion celular durante la embriogénesis y durarite el
desarrollo de la rajz en plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y determinar el efecto de
mutaciones sobre la morfologia o distribucion de estos arganelos.

Con el propésito de analizar cambios morfolégicos en plastidios a través del desarrollo,
se comenzo con la observacion de dos tipos de plastidios: cloroplastos y amiloplastos. Estos
organelos son mas faciles de observar que ofros plastidios o mitocondrias, ya que poseen
clorofila y almidén, respectivamente. Como se detalla mas adelante, existen las técnicas para la
observacion de estos compuestos mediante microscopia dptica o de fluocrescencia. Ademas, la

presencia de estructuras intemas facilita su identificacién mediante microscopia electrénica.




3.1. Cloroplastos ‘
3.1.1. Los cloroplastos se diferencian sélo en ia zona apical de plantulas de Arabidopsis
después de la germinacion.

Los cloroplastos poseen clorofila, pigmento que se usd como marcador de a presencia
de estos organelos. La clorofila es verde y fluoresce, jo que permite la observacion de
cloroplastos mediante microscopia de luz o confocal. Los proplastidios, precursores de los
cloroplastos, no tienen pigmentos, por lo que no pueden observarse mediante flucrescencia.

Como se ha descrito en la literatura, en plantas adultas el contenido de clorcfila
predomina en la region apical, principatmente en cotiledones y hojas (Taiz L. y Zeiger E, 1998).
Esta misma observacion se realizd en nuestro laboratorio en plantulas de 3 dias post-siembra
(DPS). Las plantulas de esta edad habian completado su germinacion y, tanto la ralz como los
cotiledones, habian emergido de la semilla, pero no presentaban hojas. Utilizando clorcfila
como marcador de la presencia de cloroplastos, se observaron estos organeios en cofiledones
e hipocotilo, pero no en raiz (Figura 3C y D). En estas figuras se asignd arbitrariamente el color
verde a la emision de fluorescencia de clorafila, aunque en realidad emite luz roja.

Para determinar cuando se diferencian los cloroplastos en la regién apical, se observé
una etapa anterior en el desarrollo. Se disectaron plantulas de 1 DPS. En ellas, la raiz habia
comenzado a emerger y se encontraba fuera de la semilla, por lo que la plantula ya habia
germinado, sin embargo los cotiledones aun no emergian de la semilla. No se detectd
fluocrescencia de clorofila en estas plantulas (Figura 3A y B). Por lo tanto, el desarmoilo de
cloroplastos en la region apical de la plantula sucede poco después de la germinacion, cuando
los cotiledones emergen de ta semilia.

Se sabe que la luz es importante en promover el desamrollo de cloroplastos (Barkan Ay
Goldschmidt M, 2000; Vothknecht y Westhoff, 2001; McCormac A y Terry M., 2002). Sin
embargo, en planfulas de 3 DPS, que han sido completamente expuestas a la luz, no hay
fermacion de cloreplasios en la regién basal, pero si en la apical. Por lo tanto, existen sefiales

de identidad celular que capacitan a algunas células para formar cloroplastos y no a otras.




Para saber cuales células poseen la capacidad de diferenciar sus plastidios a
cloraplastos, las plantuias de 3 DPS se tifieron con yoduro de propidio (P1). Este fluoréforo es
excluido de células vivas, pero tiene afinidad por el DNA, por lo que, dependiendo del tiempo de
exposicion de la planta puede marcar los Iimites celulares o el DNA contenido en nticieo,
plastidios y mitocondrias. Si las células se encuentran muerias, se marcan completamente. En
este trabajo de tesis se logrd la separacion de la fluorescéncia emitida por €l Pi de 1a emitida
por la clorofila a través del usc de microscopia confocal, o que no habia podido hacerse
anteriormente (Helariutta y cols, 2000; P. Benfey, comunicacién personal).

En [a Figura 3 se muestran imdgenes de microscopia confocal de plantulas tefiidas con
Pl. Este fluoréforo se observa en rajo y la clorofila en verde. La suma de los dos colores se
aprecia en amarilio frecuentemente marcando cloroplastos, por la unién del Pl al DNA de estos
organelos. Especificamente los cloroplastos de la zona apical se encueniran en células del
mesdfilo del cotileddn y en células guardianas, pero no en otras células de la epidermis ni en las
células del tejido vascular (Figura 3D, E y F). En hipocotilo se encuentran en células de Ja
corteza y endodermis (Figura 3G). En la zona basal, no se observan claroplastos en pélos
radiculares ni en células de la raiz (Figura 3H). Por lo tanto, sélo ciertas células poseen la
maquinaria necesaria para permitir la biogénesis de cloroplastos. Estas células se originan
durante la embriogénesis por divisién celular, en el mismo lugar que conservaran a fravés de ia
vida de la planta. En esa posicion recibirdn las sefiales que les permitiran diferenciarse y

diferenciar sus organelos.




Figura 3. Los cloroplastos estdn presentes en la zona apical de plantulas de Arabidopsis y se
diferencian durante la germinacién. A: Plantula de 1 dia, en campo claro. B: La misma plantula de A,
mostrando que no presenta fluorescencia de clorofila. La raiz de esta plantula habia emergido de la
semilla, pero no los cotiledones. C: Plantula de 3 DPS observada en campo claro. D: La misma plantula
de C, mostrando fluorescencia de clorofila (verde). En E; F; G y H, las plantulas de 3 DPS se han tefiido
con yoduro de propidio (rojo) y se observa fluorescencia en los contornos celulares y en algunos
organelos que contienen DNA. Algunos cloroplastos presentan fluorescencia verde y roja, por lo que se
ven amarillos. E: Células de la epidermis del cotiledon. F: Corte dptico a través del borde de un cotiledon.
Se aprecian las células guardianas (g) de la epidermis que contienen cloroplastos; las células epidermales
(Ep) sin cloroplastos; y las células del mesdfilo (cor, corteza) de un cotiledén que contienen muchos
cloroplastos, por lo que la imagen se ve saturada de fluorescencia. G: Corte longitudinal del hipocotilo, en
el que se ven las células epidermales (Ep) sin cloroplastos, las células de la corteza (cor) con cloroplastos
y los haces conductores del centro del hipocotilo (X, xilema). H: Interseccion hipocotilo raiz. Las células de
la corteza del hipocotilo tienen cloroplastos, pero estos no se en cuentran en la raiz. Todas las fotografias
se hicieron mediante microscopia confocal. Barra en B y D: 200um ; E, Gy H: 40 um; F: 10 um.
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3.1.2. Los cloroplagtos se diferencian en células especificas del embridn.

Se ha observado que los embriones de varias especies son verdes, entre ellas Brassica
napus, Vicia faba y Arabidopsis (Eastmond y Rawsthome, 1998; Apuya y cols, 2001 y 2002;
Borisjuk y cols, 2008; Gutierrez y cols 2004), es decir, se sabe que poseen cloroplastos. Pero, al
inicio de esta tesis, se desconocia en qué etapa de la embriogénesis se diferencian estos
organelos y si las mismas células que tienen cloroplastos en la planta aduita, también tienen Ia
capacidad de diferenciar estos organelos en el embrién, Por lo tanto, se siguid con el estudio de
la presencia de cloroplastos en embriones. Para ello, fue necesario aislar embriones en distintas
etapas de la embriogénesis y analizar cudles de sus células contenfan cloroplastos, y en qué
etapa se diferenciaban.

Antes de analizar la presencia de cloroplastos en embriones de Arabidopsis, se
probaron métodos de extraccion para obtener embriones en los 5 diferentes estados del
desarrallo. La técnica mas utilizada para estudiar embriogénesis consiste en el clareamiento de
semillas completas (Mayer y cols, 1991 y 1993). De este modo las semillas quedan
transparentes y dejan ver los embriones en su interior (Figura 4A a D). Este método no podia
utilizarse para el andlisis de la presencia de cloroplastos, ya que el clareamiento elimina la
clorofiia presente en el embrion. Por eso fue necesario aislar los embriones desde el interior de
la semilla y observarlos frescos (Figura 4E a H).

Para obtener embriones en distintas etapas de la embriogénesis, se tomaron dos
puntos de partida alternativos: la fertilizacién (Chaudhury vy cols, 1997) y & momento de
apertura de la flor (floracién), que corresponde a la anthesis (momento de maduracién del
polen) (Rossak y cols, 2001). En la Tabla 3 se muestra que los embriones extraidos a diferentes
dias post-anthesis (DPA) presentan un desarrollo progresivo: el estado globular se observé
hasta 3 DPA, corazén a los 5 DPA, torpedo a los 6 DPA y embrion maduro desde los 7 DPA. La
disecacion completa de la semilla ocurrié alrededor de los 20 DPA. Por Io tanto, la adquisicion
de patrones para formar un embrién maduro es de 7 dias, y el resto del tiempo es un periodo en

el cual se observo crecimiento del embrion y disecacion de [a semiila.
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Figura 4. Estados de la embriogénesis en Arabidopsis. A a D: Semillas clareadas que contienen en
su interior a embriones en diferentes estados de la embriogénesis. Se ha resaltado el borde de los
embriones con una linea fucsia. E a H: Embriones aislados desde las semillas. A y E: Embrién en estado
globular, 3 DPA, B y F: Corazén, 5 DPA, Cy G: Torpedo, 6 DPF, y D y H: Embrion maduro, alos 7 DPA
y 10 DPA, respectivamente. Barra en A a F: 50 um. En G y H: 100um.

Tabla 3. Temporalidad del desarrollo de embriones de Arabidopsis thaliana después de la
anthesis. Se muestra el nUmero de embriones en diferentes etapas de la embriogénesis. Estos
embriones se obtuvieron al aislar semillas a diferentes dias post-anthesis (DPA).

DPA Globular Corazén Torpedo Embrién n
maduro
2 26 0 0 0 26
3 29 0 0 0 29
5 5 34 0 0 39
6 0 1 23 0 24
7 0 0 2 23 25
10 0 0 0 28 28

Como se observa en la Figura 4G y H, los embriones en estado de torpedo y de
cotiledones doblados son verdes. Para determinar si esta coloracion se debia a la presencia de
clorofila, se aislaron embriones y se homogenizaron en etanol 100%, obteniéndose un extracto
cuyo espectro de absorcién tenia un peak de absorbancia caracteristico de clorofila (Figura 5)
(Lichtenthaler y Wellburn, 1983; Walters y Horton, 1995).

Antes de utilizar la fluorescencia de clorofila como método para observar cloroplastos
en embriones, se comparé el espectro de emision de embriones y plantulas, utilizando el laser
de 488 nm del microscopio confocal. Se obtuvo el mismo espectro para plantulas y para
embriones (Figura 6), por lo tanto, la fluorescencia ocbservada en embriones se puede atribuir a

clorofila.

13




—
—
&

Absorbancia

=
w

2000 5000

Long. Onda (nm)

Figura 5. Espectro de absorciéon de una fraccién de homogenizado obtenida desde embriones de
Arabidopsis. Se muestra el espectro de absorcién del homogenizado de embriones, con los picos de
absorbancia caracteristicos de pigmentos presentes en los cloroplastos. Se disectaron 300 embriones
desde semillas de Arabidopsis, se homogenizaron en etanol 100% en un mortero a 4°C, se centrifugd
para eliminar el material que no se disolvié y se midié el espectro de absorcién en un espectrofotdmetro.

Figura 6. Espectro de emisién de embriones y hojas de plantulas de Arabidopsis. Las plantulas
fueron crecidas en MS por 15 dias y los embriones de 9 DPA fueron extraidos desde semillas. Ambos
fueron montados en glicerol 50% y observados inmediatamente al microscopio confocal. Se observé la
fluorescencia emitida en las longitudes de onda que se sefialan en el extremo superior izquierdo, al exitar
con un laser de 488 nm en el microscopio confocal. A: Embrién de Arabidopsis entero. B: Borde de una
hoja de la cual emergia un tricoma, la fluorescencia corresponde principalmente el meséfilo de la hoja.

Para observar la presencia de cloroplastos en embriones en diferentes etapas del

desarrollo, se aislaron embriones desde semillas de Arabidopsis y se analizd la presencia de
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clorofila mediante microscopia confocal. Se analizé un minimo de 3 embriones en cada estado,
obteniéndose patrones de fiuorescencia similares. Los embriones representativos de cada
estado se muestran en la Figura 7 y en la Figura 8 se muestran los cortes dpticos realizados
con el microscapio confocal.

En todos los estados del desarrollo la fluorescencia tenia un patrdn punteado,
caracteristico de cloroplastos individuales. En e} estado globular, la flucrescencia de clorofila se
observd en la capa celular que rodea al embrién, denominada protodemma en un pairén
asimétrico (Figura 7A, E, I). Como se mencioné en la introduccicn, el protoderma da origen a la
epidermis en estado mas avanzados de la embriogénesis {(Figura 2B, en rojo).

En el estado corazdn, se observd flucrescencia de clorofila en la epidenmis y en algunas
células de la corteza, simulando un triangulo central (Figura 7B, F, J y Figura 8). En el embridn
en estado torpedo, este fridngulo se observa como una franja en la base de los cotiledones
(Figura 7C, G, K y Figura 8).

En ninguno de los estados del desarrolio se observd fluorescencia en las células del
suspensor. En el estado de corazon, la célula apical al suspensor, denominada hipofisis
tampoco mostré fluorescencia. Esta célula da origen a las células del pice de la raiz, incluido el
meristema. En el estado torpedo, las células derivadas de la hipdfisis si mostraron
fluorescencia, pero esta flucrescencia se pierde en el estado de cotiledones doblados. Es decir,
podria estar sucediendo una diferenciacion de cloroplastos, seguida de una desdiferenciacion
de organelos en el dpice de la raiz en el estado de cofiledones doblados.

Los embriones en el estado de cofiledones doblados presentaron cloroplastos en

epidermis y corteza. El tejido provascular no contenia cloroplastos (Figura 7D, H, L).
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Figura 7. Presencia de cloroplastos en regiones espec
Observacién mediante microscopia confocal de embriones de Arabidopsis en diferentes estados
embriogénicos. A, E, I: Globular. B, F, J:. Corazén. C, G, K:. Torpedo. D, H, L: Cotiledones doblados.
A a D: Imagenes en campo claro. E a H: Imagenes de la fluorescencia de clorofila (verde). | a L:
Sobrepocicién de imagenes en campo claro y fluorescencia. Barra | y J: 20 um; K: 50 um; L: 100 um.

Figura 8. Presencia de clorofila en diferentes capas celulares. La fluorescencia de clorofila fue
observada en embriones en diferentes estados del desarrollo, realizando cortes 6pticos. A. Globular
(cortes Opticos de 2.2 um), la fluorescencia no es simétrica, ya que se extiende hacia el interior del
embrién (Flecha). B. Corazén (cortes opticos de 4.3 um), la fluorescencia en un tridangulo interno se
muestra con una flecha. C. Torpedo (cortes pticos de 2.4 um), existe fluorescencia en una franja bajo los
cotiledones (Flecha). D. Cotiledones doblados (cortes opticos de 5 um). Barra en A y B: 20 um, C: 50 um,
D: 100 um.




Por lo tanto, se demostré que existen cloroplastos en el embrion en células especificas
y en un patrén distinto al de plantas adultas. Un resuitado que llama la atencién es el hecho de
que |as plantas no tienen cloroplastos en sus células epidermales, pero los embriones si.

Para corroborar que los cloropiastos estaban presentes en células especificas del
embrion, se observaron embriones en el estado de cotiledones doblados a fravés de
microscopia electrénica de transmision (Figura 9). Los embriones en estado de cotiledones
doblados contienen todos los tipos celulares presentes en pléantulas de 3 DPS. En cotiledones
se pueden cbservar las células de la epidermis ubicadas en la capa mas extema, seguidas por
las células de la corteza (Figura 9B). Estas Gltimas, dan origen a las células del mesoéfilo, que
contienen cloroplastos en plantulas que han germinado. Tal como se habia observado por
microscopia confocal, las células de ia epidermis de cotiledones y de hipocotile en el embrion
contienen cloroplastos (Figura 9B y C, respectivamente). Estos cloroplastos son faciimente
identificables por la presencia de membranas tilacoidales intemas. Por lo tanto, las células
epidermales de los embriones tienen la capacidad de diferenciar cloroplastos. En pléntulas, las
tnicas células de la epidermis que contienen cloroplastos son las células guardianas, las cuales
aparecen durante el desarrollo post-embriogénico (Zhao y Sack, 1899).

En la raiz se observaron varios tipos celulares, entre ellos, las células de la endodermis
y corteza contienen cloroplastos desarrollados. La célula meristematica que da origen a estos
dos tipos celulares, denominada célula inicial de la endodermis-corteza confiene plastidios
(Figura 9E). En las células de la epidermis y de la columella lateral también se observaron
cloroplastos (Figura 8F), pero no en las células de la columella central {Figura D), ni en el

tejido provascular, tal como se habia observado mediante microscopia canfocal (Figura 7H).
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Figura 9. Los embriones de Arabidopsis en estado de cotiledones doblados contienen cloroplastos en
células de la epidermis. A: Esquema de un embrién en estado de cotiledones doblados mostrando con
rectangulos las zonas representadas en las figuras B, C y D. B: Células de la epidermis y corteza del
cotiledén. C: Célula de la epidermis del hipocotilo. D: Raiz. Las células iniciales meristematicas se marcan con
un asterisco. Encerrado en rojo se muestra la primera célula de la endodermis y de la corteza y su célula
inicial, que se han amplificado en E. Encerrado en naranjo estan las primeras células de la epidermis y de la
columella lateral y su célula inicial, que se han amplificado en F. Encerrado en azul se muestran las células de
la columella central. E: Célula inicial de la endodermis-corteza marcada con un asterisco en D y las células
que origina. F: Célula inicial de la epidermis-columella lateral marcada con un asterisco en D. En=
endodermis. Cor= corteza; ep= epidermis, ColL= columella lateral, cp= cloroplasto; p= cuerpo proteico; pl=
plastidio; L= cuerpo lipidico; nu= nticleo. Barraen B, C, Ey F: 5 um; en D: 10 um.
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Para obsen{ar la distribucion de cloroplastos en el interior de células embrionarias, se
aistaron embriones en estado de cotiledones doblados desde semillas y se tifieron con Pl
Como se menciond anteriormente, este fluoréforo es excluido de células vivas de plantas
aduitas, por o que se ha usado como tincién vital que se excluye de la célula y delinea la pared
celular. En embriones la tincién no fue consistente, observandose en algunos casos tincidon de
la pared, como ocurre en plantas aduitas y en otros, tincién de ntcleo (Figura 10), como ocurre
con sustancias que se intercalan en el DNA. No obstante, este colorante fue apropiado para
observar la distribucion de cloroplastos dentro de la célula mediante microscopia confocal. La
Figura 10 presenta colores falsos, mostrandose el P! en rojo y la autofluorescencia de Ia
clorofila en verde. En células epidermales del hipocotilo, se observa frecuentemente que los
cloroplastos se ordenan rodeando al nticleo (Figura 10A y B). En la zona de elongacién de la
raiz tambien se observa este ordenamiento, aungue se pierde cuanto mas cerca de! meristemna
se ubican las células (Figura 10B y D). Tanto en hipocotilo, como en raiz, es posible observar
agrupaciones de cloroplastos en sectores del citoplasma en algunas células, por lo que su
ubicacion en tomo al nlcleo no se repite para todas las células epidermales.

Por lo tanto, se ha obhservado la presencia de cloroplastos durante la embriogénesis
utilizando fluorescencia de la clorofila como marcador de la diferenciacion de este organelo. En
el estado globular, los cloroplastos se encuentran en el protoderma y en embriones en estado
de cotiledones doblados, se encuentran en epidermis y corteza. Dentro de las células de la
epidermis los cloroplastos se encueniran frecuentemente rodeando al nticleo en hipocotilo. En
plantulas que no han germinado completamente (2 DPS) no existen estos organelos y en
pldntulas completamente germinadas (3 DPS), se encuentran en corteza (mesdfilo) y en células

guardianas de [a epidermis, pero no en otras células epidermales.




Figura 10. Distribucién de cloroplastos en embriones en estado de cotiledones doblados de
Arabidopsis. Para observar la distribucién de cloroplastos dentro de la célula, se extrajeron embriones y
se tifleron con Pl (rojo). Los cloroplastos se observaron por la autofluorescencia de la clorofila que
contienen (verde). A: Zona del hipocotilo y cotiledones. B: Raiz. C. Detalle del cuadro en A, mostrando el
hipocotilo. D: Detalle del cuadro en B, mostrando la zona apical de la raiz. E. Detalle del cuadro en B,
mostrando el hipocotilo sobre la zona de elongacion de la raiz. Barra de tamario Ay B: 50 um; Cy E: 25
um; D: 10 um.




3.13. Los cloroplagtos presentes en el embrion realizan fotosintesis.

Para determinar si los cloroplastos presentes en el embridén son funcionales, se analiz6
su capacidad fotosintética. La primera fase de la fotosintesis depende de luz y utiliza dos
complejos proteicos ubicados en la membrana tilacoidal, denominados fotosistemas y que
contienen clorofila. Cuando la clorofifa recibe Iuz, sus electrones pasan a un estado excitado.
Estos electrones pueden ser transferidos a una cadena de moléculas que se reducen y oxidan
(proceso fotoquimico), para la formacién de NADPH, como uno de los productos de la
fotosintesis. La energia de los electrones de la clorafila en estado excitado, también puede ser
emitida como calor o fluorescencia. Este Ultimo proceso se da frecuentemente en el fotosistema
Iy se han desarrollado métodos para medirlo (Maxwell y Giles, 2000). Entonces, la energia
absarbida por la clorofifa puede conducirse a la primera fase de la fotosintesis, o puade ser
disipada como calor o como fluoreseencia. Considerando que el aumento de la eficiencia de
uno de estos tres procesos va en desmedro de los otros dos y que la pérdida de energia en
forma de calor se mantiene dentro de un rango constante, podremos decir que una
fluorescencia alta, nos indica que ia energia no esta siendo conducida a la fotosintesis y una
flucrescencia baja implica que el proceso fotoquimico esta funcionando, es decir que el
fotosistema Il es funcional.

Para realizar las mediciones en embriones en estado de cotiledones doblados, se
extrajeron embriones desde las semillas a los 9-12 DPA y se adaptaron por 3 horas a la
oscuridad. Luego se midi6 la fluorescencia emitida por el fotosistema I, como se muestra en la
Figura 11. Al adaptar los embricnes a la oscuridad, los componentes de la cadena
transportadora de electrones estaban oxidados y la emisién de fiuorescencia presentd un valor
basal (Figura 11, FO, punto 1). Al darles un pulso de luz intenso, se redujeron todos los
componentes de la cadena transporiadora de electrones (se satura) por lo que bajé Ia eficiencia
de "apagamiento” fotoquimico, aumentando la disipacidn de la energia como fluorescencia
(Figura 11, Fm, punto 2). Esia es la fluorescencia maxima que da cuenta de la maxima

capacidad de transporte del fotosistema li. Mientras dura el pulso de luz, la fluorescencia




comenzd a disminuir, lo que se explica por un incremento en la eficiencia con la que se
transportan los electrones fuera del fotosistema Il o en la produccion de calor (Figura 11, punto
3). Al apagar el pulso de luz la fluorescencia disminuye (Figura 11, puntos 4 y 5), lo que se
traduce como la reoxidacion de las moléculas transportadoras de electrones, las cuales son
capaces nuevamente de reducirse al aplicar un pulso de luz actinica fotosintéticamente activa
de menor intensidad que el pulso de luz anterior (Figura 11, punto 6). Es decir, el fotosistema I
es capaz de reducir a sus aceptores y los transportadores de electrones son capaces de
reoxidarse, por lo que los componentes de la fase clara de la fotosintesis son funcionales en el

embrién y pueden responder a las condiciones de luz y oscuridad.

Pulso Luz Fotosintetica (actinica)
* * :
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Figura 11. Los embriones de Arabidopsis tienen cloroplastos con un fotosistema Il funcional. Se
adaptaron 150 embriones de Arabidopsis por 3 horas a la oscuridad y se midié la fluorescencia emitida por
el fotosistema I, como se muestra en el grafico en la linea roja. Existe un nivel basal de fluorescencia
(Fo), que aumenta al dar un pulso de luz (Fm) (flecha verde hacia arriba: se enciende la luz, hacia abajo:
se apaga). Existe adaptacion del PSIl, como queda de manifiesto en la disminucién de la fluorescencia
mientras se mantiene encendido el pulso de luz, lo que indica que existe transporte de electrones.

El nivel basal de fluorescencia también aumenta al estimular con luz fotosintéticamente activa (actinica,
sefalada con una flecha azul). Esta luz es de menor intensidad que el pulso de luz inicial, sefialado con
las flechas verdes.




3.1.4. Las plantas mutantes en biogénesis de cloroplastos contienen embricnes que han
detenido su desarroilo en globular. R

Los cloroplastos de embriones en estado de cotiledones doblados son capaces de
realizar fotosintesis, pero no se sabe si esta funcidn es importante para el desarrolio
embriogénico. Como vimos anteriormente, los cloroplastos se diferencian en el estado globuiar.
Si la diferenciacidn de cloroplastos era importante para el desarrollo, se esperaba ver alguna
alteracion en la embriogénesis, especificamente en los estados globular o corazén.

En la literatura existen estudios de genes que pariicipan en la biogénesis de
cloroplastos. Algunos de estos trabajos sefialan que al mutar estos genes, se detiene la

embriogénesis (Tabla 4). Pero en otros trabajos no se reportan fallas en el embrién.

Tabla 4. Algunos mutantes en biogénesis de claropiastos detienen su desarrollo embriogénico, Se
muestran datos bibliograficos de mutantes en genes que participan en la biogénesis de cloroplastos, que

ademas presentan fallas en embriogénesis y ejemplos de otro mutantes sin fallas en este proceso.

Genes (a) Producto génico Detencidn de la | Referencias
embriogénesis
detectada

toc159 Subunidad de! translocén de ia membrana{ No Kubis y cols, 2004,
externa del cloroplasto.

toc132 toc?20 | Subunidad dei translocén de la membrana | No Kubis y cols, 2004.
extema del cloroplasto.

toc189 toc132 | Subunidades del translocon. Ambos son | Si, no se sabe en | Kubis y cols, 2004.
miembros de una pequefia familia génica que | qué estado.
incluye foc159, toc 132 y toc120.

tic32 Subunidad del translocén de la membrana | Si, en corazén Horman y cols, 2004.
interna del cloroplasto.

Lpaat Aciltransferasa del acido lisofosfatidico. El| Si, en globular Yu y cols, 2004,
acido lisofosfatidico es un intermediario de la
sintesis de lipidos de la membrana del
cloroplasto.

GyrA DNA gyrasa, subunidad A. En Arabidopsis un { Si, no se sabe el | Wall y cols, 2004.
gen destinado a plastidios y mifocondrias. estado

raspberry3 Protejna localizada en cloroplasto con un | Si, en globular Apuya y cols, 2002,
dominic de hidrélisis de ATP.

chaperonin-60 | Proteina de plastidios que ayuda al | Si, en globular Apuya y cols, 2001.
plegamiento de ofras proteinas.

GlyRS glycyl-tRNA synthetase de cloroplastos. Si, en globular Uwer vy cols, 1998.

nap7? Homdlogo de sufC de bacterias. En esta | Si, en globular Xu y Moiller, 2004.
especie participa en la biogénesis de
proteinas Fe—S.

{8} En cada fila de la tabla se sefialan los genes mutados en una linea de Arabidopsis.




En algunoslcasos, la ausencta de fallas en la embriogénesis puede ser el resultado de
la existencia de genes con funcicnes redundantes. Esto se observa para la familia génica
foc159, toc132 y toc120. Los mutantes en uno de estos genes no presentan fallas en Ia
embriogénesis, pero esta‘falia esta presente en los dobles mutantes (Kubis y cols, 2004).

Otra razén por la cual pueden no haberse observado fallas en la embriogénesis, en
mutantes en biogénesis de cloroplastos, tiene que ver con el aporie de sustancias desde la
madre. Es decir, aun cuando los cloroplastos del embrién presenten funciones metabdlicas
importantes para el desarrollo, esta funcién podria ser reemplazada por el transporte de
metabolitos desde la madre. En este caso, es probable que sélo algunos embriones presenten
problemas en su desarrollo y otros no, por lo que el fenotipo puede no haber sido detectado en
estudios anteriores. Por lo tanto, pueden existir mutantes en genes que participan en la
biogénesis de cloroplastos para los cuales no se han reportado fallas en la embriogénesis. Para
analizar en mas detalfe los embricnes de mutantes en biogénesis de cloroplastos, se obtuvieron
lineas mutantes desde el NASC (Tabla 1). Las semillas de estas lineas se sembraron en placas
MS, se seleccionaron por su color verde claro o amarillo, y se traspasaron a tierma para obtener
sus embriones.

Como se menciond anteriormente, las silicuas de plantas silvestres presentan semillas
con embriones en el mismo estado del desarrollo. Los embriones en estado de cotiledones
doblados se pueden observar desde los 7 DPA y le dan una coloracién verde a la semilla
silvestre (Figura 4 y Tabla 3). En algunas plantas obtenidas de semillas del NASC, se
desarrollaron silicuas que tenian el total de las semillas de color verde. Pero en otras plantas, se
desarroliaron silicuas con semillas incoloras, verdes y abortos. Todas estas semillas se aislaron,
se clarearon y se observaron al microscopio. Los embriones que provenian de semilias color
verde tenfan un fenotipo silvesire (Figura 12A). Los embriones que provenian de semillas
incoloras habian detenido su desarrolio en el estado globular (Figura 128 a G). Los cloroplastos
solo estaban presentes en los embriones de fenotipo silvestre y no en los mutantes incoloros

extraidos de la misma silicua (igual temporalidad en e! desarrallo) (Figuras 121 y 12K).




La informacion existente para el alelo emb2036-1 en el banco de semillas sefiala que
corresponde a una insercion de T-DNA en el locus AT5GB6055 y.que detiene la embricgénesis.
Por otro lado, se habia reportado que al reducir la expresién de un gen denominado Akr, se
observaba una falla en el desarroilo del cloroplasto (Zhang y cols, 1992). En este ditimo trabajo
se cland el gen akr de Arabidopsis, y se reportd que tiene una regidn ankyrin-repeat para la
interaccién con otras proteinas. Al realizar un alineamiento de este gen contra Ia base de datos
de genes secuenciados en Arabidopsis, se encontrd que este gen presentaba un 87% de
identidad con AT5GB5055, existiendo algunos gaps en la secuencia. Es decir, es altamente
probable que el gen A4r corresponda al locus AT5GB6055. Por lo tanto, una baja expresion del
gen Akr no generaba fallas en la embriogénesis, pero si en el desarrollo de cloroplastos en
plantas adultas. Una interrupcion del gen con T-DNA genera detencion de la embriogénesis y
falta de desarrollo de cloroplastos,

Por o tanto, las lineas obtenidas desde el NASC presentaron embriones con fallas en el
desarrollo. Esto no se observé en todas las plantas de un stock de semillas, por lo que puede
haber segregacion de la mutacion o estamos frente a mutaciones con baja penetrancia. El
hecho de que los embriones detuvieran su desarrollo en globular es coincidente con la [iteratura

Yy nos sugiere que los cloroplastos se requieren para proseguir con la embriogénesis.




Figura 12. Las lineas mutantes en genes que participan en la biogénesis de cloroplastos tienen
embriones que detienen su desarrollo en globular. Las semillas extraidas desde plantas mutantes en
biogénesis de cloroplastos eran incoloras o verdes. Las semillas verdes tenian embriones con fenotipo
silvestre y las incoloras, habian detenido su desarrollo en globular. Desde A hasta G se muestran
semillas clareadas, que contienen los embriones en su interior. Desde H a K se observan embriones
extraidos desde la semilla y visualizados de inmediato para poder observar su clorofila. A: Embrién con
fenotipo silvestre extraido desde una semilla verde de una planta emb-2036-1. B: Embrién que detuvo su
desarrollo en globular. La semilla fue estraida desde la misma silicua que el embrién en A (emb-2036-1).
C: Amplificacién de B, mostrando en detalle el embrién. D: Semilla de emb2036-2. E. Semilla de hy2-1.
F: Amplificacién de E. G. Semilla de toc33. H. Embrién silvestre extraido desde una semilla verde de una
planta emb-2036-1. 1. El mismo embrién en H, mostrando fluorescencia de clorofila (verde) J. . Embrién
extraido desde una semilla incolora, que ha detenido su desarrollo en globular (extraido desde una planta
emb-2036-1). K. El mismo embrién en J, mostrando que no presenta fluorescencia de clorofila. Barra A,
B,D,E, GyH: 100 um;enC, FyJ: 50 um.




3.1.5. Los embriones mutantes en adquisicion de patrones tienen alteracién en la
distribucién de células que contienen cloroplastos .

Para determinar si las sefales que coordinan la adquisicién de patrones durante la
embriogénesis afectan el desarrollo de células que contienen cloroplastos, se abservaron
mutantes que presentaban fallas en la formacién de 6rganos en ¢l eje axial (Tabla1). Para ello,
se obtuvieron del NASC lineas de Arabidopsis con mutaciones en genes relacionados con la
adquisicién de patrones durante el desarrollo. Estos mutantes presentan mutaciones recesivas
y como homocigotos son letales, por lo que se mantienen como heterocigotos (Mayer y cols,
1891b; Benfey y cols., 1993; Di Laurenzio y cols.,1996; Helariutta y cols., 2000).

Para cbservar cloroplastos en mutantes con fallas en €l eje axial, se sembraron las
lineas heterocigotas en tierra, se autocruzaron, y se disectaron embriones. Se esperaba que el
25% de la poblacion fuera homocigota para la mutacidn y presentara el fenotipo
correspondiente. Sin embargo, fue muy dificil obtener embriones mutantes, ya que la cubierta
de la semilla se arrugaba, atrapando al embrion mutante y haciendo muy dificil su diseccion
manual. Sin embargo, se obtuvieron embriones gk, fk y mp que presentaban el fenotipo descrito
anteriormente (Schrick y cols, 2000; Mayer y cols, 1891). En la literatura se ha descrito que
estos mutantes presentan fallas en el desarrollo de drganos en el eje axial (Mayer y cols, 1581,
Benfey y cols., 1993; Di Laurenzio y cols.,1998; Helariutta y cols., 2000), como se detalla en la
Tabla 1. Se ha descrito que el mutante gurke {gk) no desarrolla cotiledones ni meristema apical
{falla apical); facke! (fk) no tiene hipocotilo (falla central); monopleros {(mp) no desarrclla
hipocotilo ni raiz {falla basal); y gnom (gn) no tiene raiz {falla terminal).

La fluorescencia de clorcfila en embriones exiraidos desde estos mutantes fue
observada mediante microscopia confocal, haciendo cortes opticos. En la Figura 13 se presenta
un corte optico a través de la regién media de los embriones (Detalles en Anexo2).

Como se habia descrito en la literatura, gk tiene sélo unos rudimentos de cotiledones
(Figura 13B). Se observd que los mutantes gk presentaban un patrén global de fluorescencia de

clorofila diferente al embridn silvestre. Como se muestra en [a Figura 13A, los embriones




silvestres tienen células con cloroplastos que delimitan claramente la zona del tejido
provascular, compuesto por células sin cloroplastos. En cambio, gn la regitn apical de gk no se
observ el tejido provascular, cuya caracteristica es la pérdida de clorofila. Sélo se observé
ausencia de clorofila en un territorio central, correspondiente al meristema apical presuntivo y
esta ausencia de clorofila fue mas extensa que en el silvestre (Figura 13G). Al observar la
region basal de gk, se vio que contenia un sistema provascular sin clorofila, similar al embrién
silvestre. Pero, las células que contienen clorofila en gk ocupan una regidn mas extensa que en
el silvestre (Figuras 13E y F). Al comparar el ancho de la raiz e hipocotilo de 3 embriones
mutantes y de 3 embriones silvestres, se observéd que la raiz a 15 um de su &pice, tiene un
ancho de 75 + 6.5 um en gk vy de 53 % 2.1 um en e! silvestre. E! hipocotilo, a 100 um del apice
de la raiz, tiene un ancho de 163 + 4.8 um en gk y de 132 + 5.6 um en el silvestre. Esto puede
deberse a la existencia de una mayor cantidad de capas celulares o a la presencia de células
de mayor tamafio.

Segun se ha descrite en la literatura, entre los mutantes fk se encuenfran plantulas
homocigotas que no sélo presentaban una delecidn central sino también apical (Shrick y cals,
2000). En este trabajo se encontraron embriones con una variedad de morfologias que diferian
incluso dentro de una misma silicua, encontrandose embriones sin cotiledones {Figura 13C) o
con rudimentos de ellos (Figura 13J y K). El ordenamiento espacial de células que contienen
clorofila respecto a las que no contienen este pigmento esta alterado en fX, en comparacion al
silvestre. Por ejemplo, no se aprecia el sistema provascular con claridad. Sin embargo, se pudo
observar una zona interna en la cual hay ausencia de clorofila.

Come se habia descrito (Mayer y cols, 1991 y 1993; Aida vy cols, 2002), en el mutante
mp se observé una delecidn basal, es decir, tenian una zona apical con cotiledones, y un
apéndice pequefic que simuiaba la region hipocotilo-raiz de embriones silvestres. Los
cotiledones frecuentemente se encontraban fusionados, por lo que también tenian fallas al
completar la adquisicion del eje bilateral (Figura 13D). En la regién del hipocotilo y del

meristema apical se vieron zonas de células que carecian de clorefila, pero que no constituian




un sistema provascular como en el silvestre. En la zona basal todas las células presentaban

clorofila, por lo que tampoco se distinguio la presencia de tejido provascular (Figura 13H).

.
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Figura 13. Las células que contienen clorofila presentan una distribucién alterada en mutantes en
adquisicién de patrones. Se extrajeron embriones que presentaban fenotipo silvestre o mutante en
adquisicion de patrones de silicuas provenientes de plantas heterocigotas y se observaron en
microscopio confocal. Se muestra la fluorescencia de clorofila (color falso, verde). A: Embrién con
fenotipo silvestre. B: Embrién gurke (gk). C: Embrién fackel (fk). D: Embrion monopteros (mp), extraido
de la misma silicua que el embrién con fenotipo silvestre mostrado en A. E: Corte ptico longitudinal de la
raiz del embrién mostrado en A. F: Corte éptico longitudinal de la raiz del embrién mostrado en B (gk). G:
Regién apical del embrién mostrado en B (gk) H: Corte optico longitudinal de la raiz del embrién
mostrado en D (mp). I, K: Imagenes en campo claro de embriones fk. J y L: Imagenes confocales que
representan un corte éptico longitudinal por el centro de los embriones de |y K. Cy L son dos embriones
fk que fueron extraidos de la misma silicua. Barraen A a D, JyL: 100 um; E a H: 25 um.

Por lo tanto, fue posible visualizar el ordenamiento espacial de células que contienen

clorofila en mutantes gk, fk y mp. En todos ellos existe una alteracion en la adquisicion de
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patrones en la emb(iogénesis, aungue en fk este patron fue variable, por lo que es posible que
se trate de una mutacion pieiotropica. Los mutantes gk y mp presentaron alteraciones en la
arquitectura del embrién, principalmente en las regiones apical y basal. Todos estos mutantes
presentan aiteraciones en el ordenamiento espacial de células que contienen clorofila, fallas
que podrian deberse a una alteracién global en el programa de diferenciacion celular, respecito
al lugar que ocupan dentro del embrién. Sin embargo, contienen clorofila, por lo que las células

embrionarias tienen la capacidad de diferenciar cloroplastos en estos mutantes.




3.2, Amiloplastos
3.2.1. Los amiloplastos estan presentes en células de la columella.

Los amiloplastos son un tipo de plastidios que sintetizan y almacenan almidén. Para
observar estos organelos se utilizé tincion con yodo, ya que el complejo yodo-almidén es de
color azul oscuro y se puede ver por microscopia optica. En pléntulas enteras, de 4 dias post-
siembra (DPS), tefiidas con yodo, se observo depésito de almidén bajo el meristema apical de
la raiz y bajo el meristema apical del tallo (Figura 14). Se sabe que en ambos meristemas
existen divisiones celulares continuas que dan origen a 6rganos como raices y hojas (Figura
14C y D). Es posible que el aimidén se ubique cerca de los meristemas para aportar la fuente

de carbohidratos que se requiere para la activa proliferacion.

Figura 14. Los amiloplastos estan
presentes en varios tejidos en plantulas de
Arabidopsis. Se observan las manchas
oscuras del complejo Yodo-almidon, que se
utilizd como marcador de la presencia de
amiloplastos.

A: Planta de 4 DPS.

B: Células del mesofilo del cotiledén, que
muestran  depdsitos de almidén  en
cloroplastos.

C: Zona del meristema apical del tallo de otra
plantula.

D: Apice de la raiz. El depésito de almidon se
encuentra principalmente en los amiloplastos
de las células de la columella.

E: Interseccion hipocotilo-raiz de otra
plantula. Que muestra depésito de almidén en
hipocotilo, pero no en raiz. Las células de la
raiz se pueden distinguir en la zona inferior
de la fotografia por la presencia de pelos
radiculares.

Barra A : 0.5cm; B, Cy E: 50 um; D: 20 um.

También se observé depésito de almidén en cotiledones e hipocotilo (Figura 14B y E).
En cotiledones el almacenamiento no es en amiloplastos, sino en cloroplastos, que una vez que

realizan fotosintesis y sintetizan carbohidratos, los almacenan como almidén, para luego
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distribuirlos al resto de la planta (Hendriks y cols, 2003). Como se menciond anteriormente, en
esta stapa del desarrollo los cloroplastos acaban de diferenciarse, por lo que es posible que el
almiddn observado en cotiledones provenga de |as reservas presentes en la semilla.

En el hipocotilo, se sabe que el depésito de almiddén corresponde a amiloplastos
presentes en la endodermis, que ayudan a sensar la gravedad, para el crecimiento del
hipocotilo en el sentido contrario a esta fuerza, respuesta conocida como gravitropismo negativo
(Yamamoto y cols, 2002). En la figura 14 se aprecia depdsito de almidon en ofras células del
hipocotilo, como epidermis. Esto puede deberse a que aun se conservan reservas nutritivas
provenientes del embridn.

Los amiloplastos del dpice de la raiz de plantas aduitas, también participan en la
respuesta gravitropica, pero en este caso, se trata de gravitropismo positivo, es decir el
crecimiento de la raiz sigue el sentido del vector de gravedad (Chen y cols, 1989). Se ha
establecido que estos organelos, al ser mas densos que el citoplasma que los rodea, son
capaces de sedimentar siguiendo el vector de gravedad. Este es el comienzo de una serie de
sefiales que mantienen el sentido del crecimiento de la raiz hacia el suelo, invoiucrando
segundos mensajeros como calcio, y hormonas como auxina (Chen y cols, 1999; Blancaflor y
Masson, 2003, Hou y cols, 2004). Hasta antes de esta tesis no se habia descrilo si los
embriones contienen este tipo de organelos en la raiz, es decir, si [a raiz del embrion tiene la
habilidad de sensar la gravedad.

Para observar amiloplastos en distintas etapas del desarrollo de la raiz, se utilizd tincion
con yodo y con reactive de Schiff, este dltimo reactive se une a carbchidratos formando un
precipitado fucsia. Como se muestira en la Figura 15, Ias plantulas a los 4 DPS ya presentaban
cotiledones y una raiz primaria bien desarrollados (Figura 15A). En ellos se abservé tincién con
yodo y se vieron amiloplastos en cories semifinos tefiidos con reactivo de Schiff, en tres a cinco

corridas de células (Figura 15B y C).




Figura 15. Andlisis de Ia
presencia de amiloplastos en
diferentes estados del
desarrollo de la raiz de
Arabidopsis.
A, B, C: Plantulas de 4 DPS.
D, E, F: Pantulas de 2 DPS.
G, H, I: Embriones en estado de
cotiledones doblados.
Las iméagenes de la izquierda
corresponden a plantulas enteras
(A, D, G). En el centro se
observan raices de plantulas
. tefiidas con yodo para ver el
? depésito de almidén (B, E, H) y
. en la fila de la derecha, cortes
semifinos teriidos con reactivo de
Schiff para ver carbohidratos de
la pared y amiloplastos (C, F, I).
Los amiloplastos se ven como
puntos tefiidos de color fucsia.

Barra en A: 1 mm; D y G: 200
um; y en las restantes imagenes:
50 um.

Las semillas, a los 2 DPS, ya habian germinado, y lo primero que emergi6 de ellas fue
la raiz, como se ve en la Figura 15D. Al tefiir estas plantas con yodo, se distinguieron una o dos
corridas de células tefiidas en el 4pice de la raiz (Figura 15E) y los amiloplastos se observaron
en cortes semifinos, tefiidos con reactivo de Schiff, como pequerios granulos también presentes
en una o dos corridas de células (Figura 15F). Los embriones en estado de cotiledones
doblados median menos de 1mm (Figura 15G). En esta etapa del desarrollo las células del
apice de la raiz no se tifieron con yodo (Figura 12H). La tincién con reactivo de Schiff reveld

pequefias manchas de color fucsia en las células de la corteza y epidermis del hipocaotilo, que
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podrian corresponder a almidén, pero las células de [a columslla presentaban una baja tincion,
comparada con las plantulas de 2 o 4 DPS (Figura 12l).

Para saber si habian amiloplastos en células de la columella en embriones, se hizo
microscopia electrénica de transmision (TEM). Como resultado de este analisis, en la Figura 16
se muestra la raiz de una plantula de 4 DPS; de una de 2 DPS; y de un embridn maduro. En las
plantas de 4 DPS las células de la columella se encuentran polarizadas, orientando [os
amiloplastos basalmente y el ntcleo apicalmente. Estos amiloplastos son visibles en varias filas
de células (Figura 16). En las plantulas de 2 DPS, no existe polaridad, los amiloplastos se
distribuyen en varias regiones del citoplasma y son més pequeiios (Figura 16B). En el embrifin

se observaron unos organelos muy pequeiios que podrfan corresponder a plastidios, pero que

por su tamafio y su densidad no corresponden a amiloplastos (Figura 16C y 19).

Figura 16. Andlisis por Microscopia electrénica de Transmisién (TEM).

Se observan las microfotografias elecirénicas de apices de raices. Algunos amilloplaslos se sefialan con una
flecha. A: Apice de la raiz de una plantula de Arabidopsis de 4 DPS, B: Apice de la raiz de una plantula de 2
DPS. C: Apice de la raiz de un embrion en estado de cotiledones doblados. Las células de la columella
reordenan sus organelos y se polarizan durante el desarrollo de la raiz otientando los amiloplastos en la base
y el niclec hacia el &pice, como se observa en la plantula de 4 DPS. En plantas de 2 DPS, aunque hay
amiloplastos, estos no estan polarizados; y en embriones se ven unos organelos muy pequefios que podrian
corresponder a plastidios, segin se muestra mas adelante. Baraen Ay B: 10 um; en C: Sum.

El apice de raices maduras se denomina cap o caliptra y se muestra esquematicamente
en la Figura 17A. Se aprecia una columna de cinco filas de células enumeradas hacia la
periferia, llamadas células de 1a columeila, tal como describe Olsen y cols (1984). Laletra Q
muestra la ubicacién de las células del centro quiescente, que corresponde a células que

permanecen sin dividirse. Debajo de ellas, se encuentran las células iniciales de la columella
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(Figura 17Ay C, célula "i"), que son células meristematicas, que por division dan origen a todas
las células de la caliptra (células de |a columelia). En las células iniciales de la columella se ven
plastidios que comienzan a acumular almidén, algunos de ellos presentan una constriccion
central que podria deberse a su divisién o a la presencia de canales membranosos entre ellos
{estromulos) {Figura 17 D). Los estrémulos se han observado en ofro tipo de plastidios, los
cloroplastos, y son puentes transcientes enire organelos, a través de los cuales se
transportarian proteinas o cidos nucleicos (Kohler y cols., 1997a; 1997b y 2000).

Las células "I" se transforman en las células | que presentan amiloplastos mas grandes
(Figura 17E). Estas células se diferencian a las células Il que son polarizadas, ya que sus
amiloplastos se ubican en un extremo y el nlcleo en el ofro (Figura 17A). Las celulas de la fila
Il y IV (Figura 17 A y B) son un poco mas grandes que las de [a fila |}, pero presentan una
morfologfa similar. Estos tres tipos celulares serian los méas sensibles a cambios en el vector de
gravedad que provocan cambios en la distribucion de amiloplastos y que actuarian como senal
para cambiar la direccién del crecimiento, manteniendo a la raiz siempre en direccion hacia el
suelo (Chen y cols, 1999). Ademas, las células 1I, Il y IV presentan una mayor cantidad de
dictiosomas que el resto. Los dictiosomas del aparato de Golgi son necesarios para la
praduccion y secrecion de mucilago que facilita la penetracion de la raiz en el suelo (Olsen y
cols, 1984). La ultima fila de células (V) presenta muchas vacuolas y una distribucion de
organelos no polar (Figuras 17B y H), estas células se descaman de la raiz y mueren, para ser
reemplazadas por la fila de células IV de manera continua en el tiempo, a medida que se
c_:[ividen las células meristematicas. De este modo, en una raiz adulia la caliptra siempre se esta
regenerando y las células se estén diferenciando para adquirir polaridad producir almiddn,
secretar mucilago y morir.

Es interesante seflalar que en las mitocondrias también se observan cambios
morfologicos a través de la diferenciacion de las células de la columella. En las células Il las

mitocondrias tienen més crestas que en las células iniciales (Figura 17 D y G, insertos).
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Figura 17. Las células de la columella de plantulas de 4 dias tienen amiloplastos. En A y B se
muestran las microfotografias TEM del apice de dos raices distintas obtenidas de plantulas de 4 DPS. En
ellas, se aprecian las células del centro quiescente (Q) y las filas de células de la columella que contienen
amiloplastos (a), numeradas del | al V. En C Se muestra un esquema del apice de la raiz. En este
esquema se aprecia la ubicacién de las células del centro quiescente (Q) y las células iniciales de la
columella (i). Se sefiala en un rectangulo la zona correspondiente a A y B. En D se muestra una
amplificacién de la célula marcada como "i' en A. Esta célula corresponde a una célula inicial de la
columella, que da origen a las células | a V por division. Se observa el nicleo (n) con su nucleolo y un
plastidio (p) con una constriccién central D (inserto). Corresponde a la amplificacion de dos mitocondrias
presentes en esta célula. En E y F se observan dos células | con amiloplastos (a). La célula de se ve
polarizada, ya que sus amiloplastos estan en un extremo y su nicleo en el otro. En G también se observa
una célula polarizada Ii. G (inserto). Amplificacién de una mitocondria de la misma célula. Esta mitocondria
tiene mas membranas internas que las mitocondrias de células iniciales. En H se observa una célula V, que
presenta amiloplastos (a), cuerpos lipidicos (L) y vacuolas (v). Barra en A y B: 10um; en D, D (inserto), E,
F,GyH: 1um; en G (inserto): 0.5 um.




Al observar raices de pléniulas de 2 dias se aprecia claramente que tienen amiloplastos
en células de la columella (Figuras 16B y 18). En [a mayoria de las células estos amiloplastos
no estén polarizados, miden de 2 a 4 um de diametro y estén mayoritariamente en la penditima
y tltima corrida de células. Por su ubicacion, estas células se han marcade como WV y V,
respectivamente. Sin embargo, sus caracteristicas se asemejan mas a las células 1 y il de
plantulas de 4 DPS, ya que contienen amiloplastos mas pequefios que no se distribuyen de
manera polar (Figuras 18A y B). En las células de la columella de plantulas de 2 DPS se

observaron mas cuerpos lipidicos que en plantulas de 4 DPS.

Figura 18. Detalle de células del apice
de Ia raiz de plintufas de 2 dias. En A
y B se muestran la pentltima (V) y
liltima (V) célula del Apice de la raiz de
dos plantulas distintas obtenidas a los 2
DPS.

En C y D se han amplificado las células
delafilaIV.

En E y F Se han amplificado las células
V.

Tanto en las células IV, como en las V
se distinguen amiloplastos (a) y otros
organelos como nicleo (n), y Cuerpos
lipidicos (L). La distribucion de
amiloplastos no era polar.

Barra en Ay B: 5 uny; en el resto de las
figuras: 1 um.
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En embriones en estado de cotiledones doblados, las células de la columelfa son mas
pequefias que en plantulas de 4 DPS. Por ejemplo, la célula IV en embriones tiene un didmetro
de 4 a 6 um, en plantulas de 2 DPS es de 5 a 10 um y en pléntulas de 4 DPS, es de 10 um,
aproximadamente. En Ia figura 19 se muestra el dpice de una raiz embrionaria. En las células
de las filas IV y V se pueden apreciar unos plastidios que podrfan estar empezando a acumular
almidén, pero no se trata de amiloplastos maduros como los que se observan en plantulas de 2
6 4 DPS, ya que su diametro es bastante pequefio (menos de 1 um) como para definirlos como
amiloplastos, y no contienen depésito de almidén alrededor de un centro nucleador, como se

observa en pléntulas de 2 6 4 DPS, en las cuales el almiddn forma grénulos mas densos.

Figura 19. Microfotografias de células del dpice de la raiz de embriones en estado de cotiledones
doblados. A: Se muestra el apice de una raiz de un embrion en estado de cotitedones doblados, con
células de las filas lll, IV y V. B: Se ha amplificado una células V. € Se muesiran los organelos
presentes en el rectangulo de la fotografia A. D y E: Células V de dos embriones diferentes, la célula en
D comesponde & la de Ia Figura 18D y la célula en E a la fotografia A. F: Se muestra una amplificacion
de los organelos encerrados en un rectangulo en E. Se distinguen nicleo (n), cuerpos lipidicos (L) y
vacuolas (v). Barraen A:5um; enB, DyE: 1 um; en Cy F: 500 nm.

Con estos resultados, se establecid que los amiloplastos maduros no estén presentes

en la ralz del embrién, sino que aparecen después de la germinacion de la planta. La ausencia




de amiloplastos en .el apice de la raiz de embriones sugiere que éstos no son capaces de
sensar ni responder a la gravedad. En plantulas de 4 dias se aprecian cambios morfoldgicos en
mitocondrias a medida que las células de la columella y los amiloplastos se diferencian.

3.2.2. La diferenciacion de células de la columeila va asociada a la diferenciacién de
amiloplastos y es influenciada por auxina y fitocromos

Los diferentes tipos de plastidios provienen de un precursor, el proplastidio, éste se
diferencia en [a hoja a cloroplasto, en los pétalos y frutos a cromoplasto, y en los tejidos de
almacenamiento, a amiloplasto (Carriveau y Coleman, 1991; Pyke y Page, 1998; Pyke, 1989).

La diferenciacion de plastidios a amiloplastos es un proceso complejo, en el cual los
proplastidios comienzan a acumular almidén aumentando de tamafio para transformarse en
amiloplastos. Este proceso ocurre de manera simultanea con la diferenciacién celfular y el
desarrollo y requiere aporte de metabolitos para la sintesis de almiddn, por lo que requiere
reguladores del desarrollo y del metabolismo. Para estudiar la diferenciacidn de plastidios a
amiloplastos, se ha utilizado cultivo celular y 6rganos como tubérculos de papa y el 4pice de la
raiz, pero se desconoce cémo es regulado (Miyazawa y cols. 1999 y 2002; Geigenberger, 2003;
Dolan, 1993; Moore, 1983).

Las células de la columella son un buen modelo para estudiar la diferenciacién de
plastidios a amiloplastos porque son faciles de visualizar mediante microscopia, se pueden tefir
para detectar el contenido de almidédn, no presentan pigmentos que interfieran, y constituyen el
Unico tipo celular dentro de la raiz que tiene amiloplastos.

Utilizando tincion con yodo, se analizaron plantas con mutaciones en varios genes,
disponibles en e! laboratorio, principalmente relacionadas con las vias de transduccion de
seftales de luz y hormonas (Tabla 1). Estos mutantes se analizaron para la presencia del
fenotipo por el cual se han caracterizado en la literatura, y luego para la tincidén con yodo, como
marcador de |a presencia de amiloplastos. A modo de ejemplo, se muestran en la Figura 20
mutantes en fitocromos, censores de luz roja, que en la luz inhiben la elongacidn del hipocotilo y

estimulan la expansion de los cotiledones (respuesta fotomorfogénica). Por lo que, en mutantes




con fitocromos no funcionales se observa un hipocotilo elongado al crecer las plantas en luz,

fenotipo que ha sido descrito anteriormente (Wang, 2003).

Figura 20. Fotografia de distintos mutantes en la via
de transduccién de seiales de la luz (fitocromos). Las
plantas fueron germinadas y mantenidas en MS durante 4
dias. En A se aprecia una plantula silvestre, en By C, dos
plantas de la coleccién de semillas CS6223 (phyA-211),
una de ellas presenta el fenotipo silvestre (C) y otra el
mutante (B), por lo que fue necesario seleccionar aquelias
semillas mutantes antes de tefiirlas con yodo. en Dy E
dos plantas de la coleccion de semillas CS6213 (phyB-5),
y en F y G, dos plantas de la coleccion de semillas
CS6224 (phyA-201 phyB-5), que presentan el fenotipo
esperado: hipocotilo largo. Barra de tamario: 5 mm.

Se encontré mutantes que presentan alteraciones en los niveles de almidon en células

de la raiz. Estas lineas fueron caracterizadas previamente para otros fenotipos y son mutantes

en dos tipos de genes: 1) En fitocromos y 2) en respuesta a hormonas (auxina y etileno). Las

raices de estos mutantes se tifieron con yodo para detectar su almidén y los resultados del

analisis de varias plantas de 4 DPS se muestran en |la Tabla 5.

Tabla 5. Anélisis de la presencia de almidén en raices de plantas de Arabidopsis de 4 DPS. Se
muestra el grado de tincién con yodo de las células de la columella de plantulas de 4 DPS. Las plantulas
mutantes fueron tefiidas en paralelo a las silvestres en varios experimentos. Se cuantificé el nimero de
raices que se tefian, que presentaban una tincién débil o que no se tefiian con yodo. El total de raices
cuantificado para cada linea se sefiala en la Ultima columna (n).

Alelo Se tifie Tincién débil No se tifie n
phyA-201 phyB-5 0 24 12 36
phyA-201 10 2 20 32
phyA-211 11 1 3 15
phyB-5 2 13 58 73
aux1-7 ein2-1 4 12 8 24
aux1-7 8 0 0 8
ein2-1 11 0 0 11
Silvestre (col) 21 6 0 27

En la Figura 21 se muestran raices representativas de cada linea mutante y los

mutantes que presentan menor contenido de almidon que el silvestre se han marcado con un

asterisco. Estos son phyA-201 (Figura 21B), phyA-211 (Figura 21F), phyB-5 (Figura 21C), phyB-

4 (Figura 21G), y el doble mutante phyA201 phyB-5 (Figura 21D).




El doble mutante aux1-7 ein2-1 (Figura 19L) también presenta menor contenido de
almidén que el silvestre, sin embargo las mutaciones en uno sélo de esos genes aux7-7 (Figura
21J), ein2-1 (Figura 21K) presentan un contenido normal de almidén.

Otros mutantes en la via de transduccion de sefales de auxina, como axr4-1 (Figura
211) y axr2-1 (Figura 21N) también presentan tincién con yodo, pero en axr2-1, existe mayor

tincion que en el silvestre.

Figura 21. Identificacion de mutantes con alteracién en el contenido de almidén en células de la raiz
de Arabidopsis. Las muestras correspondientes a distintas plantas se crecieron por 4 dias en MS, se
fijlaron y se tifieron con yodo para detectar almidén. Los mutantes que tienen menos almidén que el
silvestre se sefialan con un asterisco. En A: Se muestra la raiz de una plantula silvestre y en las restantes
fotografias se muestran las mutantes: B: phyA-201. C: phyB-5. D: Doble phyA-201 phyB-5. E: cop1-5. F:
phyA-211. G: phyB-4. H: hy5-1. |: axr4-1. J: aux1-7. K: ein2-1. L: Doble aux1-7 ein2-1.

M: arc-6. N: axr2-1. Barra en todas las figuras 50 um.

El doble mutante aux-71 ein2-1 es deficiente en las vias de transduccién de sefiales de
auxina y etileno. Se sabe que Aux-1 codifica para una proteina que se ubica en la membrana
plasmética y que sirve para el transporte de auxina (hormona vegetal) al interior de la célula
("influx carrier"). Para saber si la falta de tincién con yodo en este mutante se debia a la falta de

auxina, se trataron con auxina exdgena. Para ello, se crecieron 5 pléntulas aux-1 ein2-1 en
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medio MS y otras 5 pléntulas en medio con la auxina acido naftalenacético (NAA) 0.4 uM.
Como control positivo de la tincién con yodo se utilizaron plantulas silvestres. Se observd que
las plantulas dobles mutantes tratadas con auxina recuperaron el fenotipo silvestre. Por lo que
se atribuyé a esta hormona la causa de la alteracion observada en la tincién con yodo (Figura

22).

Figura 22. Restauracién del fenotipo WT en el doble mutante aux-1/ein2-1 por tratamiento con
auxina (NAA). Todas las raices fueron crecidas por 4 dias en placas, fueron fijadas y tefiidas con yodo,
como se detalla en métodos. A. Planta silvestre crecida en MS. B. Doble mutante aux-1 ein2-1 crecido en
MS. C. Doble mutante aux-1 ein2-1 crecido en medio MS con NAA 0.4 uM, resultando la restauracion del
fenotipo silvestre de tincién con yodo. Barra en todas las figuras: 50 um.

El fenotipo de alteracién en el contenido de almidén podia ser el resultado de una
alteracién en el nimero de plastidios por célula; en su diferenciacién a amiloplastos; en la
sintesis de almidén; o podia resultar de una falla generalizada en la diferenciacion de las células
de la raiz. Para determinar con mayor exactitud cudl era la falla en la raiz de los mutantes que
presentaban menor tincion con yodo, se hizo microscopia electrénica de transmision (TEM) de
los mutantes dobles phyA-201 phyB-5y aux1-7 ein2-1 (Figura 23). Se observé que existen
amiloplastos en los mutantes y que estos organelos en los dobles mutantes phyA-201 phyB-5
presentaban un color gris, atribuible a un menor contenido de almidén que los de plantas
silvestres fijadas, cortadas y tefiidas en paralelo. En los dobles mutantes aux1-7 ein2-1, se
observé que las células eran de menor tamafio que en la planta silvestre, pero no se observd

diferencias en la morfologia o tamafio de los amiloplastos, pero si en su abundancia.




Figura 23. Comparacién de los amiloplastos de plantas silvestres columbia y mutantes dobles
phyA-201 phyB-5 y aux1-7 ein2-1. Todas las plantas son de 4 dias y fueron procesadas en paralelo,
utilizando los mismos reactivos. En A se muestra la TEM de una planta silvestre; en B un doble mutante
phyA-201 phyB-5 y en C un doble mutante aux-7 ein2-1. Se ha marcade con la letra "a" un amiloplasto
en células de la columella equivalentes en cada planta (células de tipo [V). Se ve claramente que los
amiloplastos de (B) presentan menor contenido de aimidén que los de la planta silvestre (A}, mientras que
ne existe una diferencia obvia de (C) con el silvestre en cuanto a su contenido de almidon, pero st en
cuanto a su abundancia, observandeose ademas que las células de este mutante son mas pequefias.
Barra en todas las figuras: 10 um.

Por lo tanto, se determind que existen mutantes en fitocromos y en via de transduccidn
de auxina que presentan menor tincidn con yodo en células de la columella que las plantulas
silvestres, esto no se debe 3 la inhabilidad de los mutantes para formar amiloplastos, sino a la

presencia de una baja cantidad de almidén en el apice de la raiz.
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3. 3. Otros plastidiqs y mitocondrias

Como se menciond en ia introduccidn, en plantas existen dos organelos con genoma
propio y que realizan procesos centrales en el metabolismo. Estos son los plastidios y las
mitocondrias. Aunque en el capituic anterior se estudiaron cambios en cloroplastos y
amiloplastos, para cumplir el objetivo de la tesis era necesario observar otros plastidios y
mitocondrias y sus cambios durante la embriogénesis.

Los plastidios y tas mitocondrias son incoloros, por 1o que es muy dificil su observacion
al microscopio. Por ello, para marcar estos arganelos, se prabaron croméforos con afinidad por
mitocondrias, como Mitotraker green, o anticuerpos dirigidos contra proteinas mitocondriales v
plastidiales. Tanto Mitotraker green como anticuerpos marcaron los organelos en cortes de
tejidos o en protoplastos (Células vegetales sin pared celular). Sin embargo, en tejidos
completos la penetracion de estos marcadores fue baja, lo que dificultd la observacion de
organelos en embriones completos o durante el desarrolio de la raiz. Por esta razon se hicieron
construcciones para dirigir proteinas fluorescentes a los organelos,

3.3.1. El uso de proteinas fluorescentes permitié la observaciéon de plastidios y
mitocondrias.

En nuestro laboratorio se han disefiado distintos vectores para la expresion en plantas
de proteina fluorescente amarilla, roja y cyan, con destinacién a compartimentos celulares,
como citoplasma, nlcleo, mitocondria y plastidios (Morales, 2003; Urbina, 2003). Los vectores
que se utilizaron en este trabajo se sefialan en la Tabla 2 y su construccion se detalla en
Métodos.

Se trabajo con dos tipos de vectores de expresion en vegetales, el primer tipo se utilizd
para expresién transciente. El segundo tipo de vector es el "binario”, que se puede replicar en
bacterias E. coli y en A. tumefaciens, y ademas posee dos extremos ("Left y Right border" o LB
y RB) que le permiten insertarse en el genoma vegetal al azar y replicarse, pasando a las
siguientes generaciones de células vegetales. Para verificar que los vectores construidos

servian para destinar proteina fluorescente a los organelos, se transformé células epidermales




de cebolla por biobalistica de manera transciente y se observé la ubicacion de la proteina
fluorescente.,

Ademas de los vectores fabricados en nuestro laboratorio, en el comienzo de este
trabajo de tesis, se recibieron como donacidn los vectores de expresion transciente pCK-CoxIV-
GFP y pCK-RecA-GFP, para la destinacién de GFP a mitocondrias y plastidios,
respectivamente (Peeters y cols, 2000). Estos vectores se utilizaron como control positivo
(Figura 22).,

Como control negativo de la destinacion, se fabricaron vectores de expresion
transciente sin secuencia de destinacién a organelos (pAMA7Y o pBIl221-CFP) cuando se
transformé células epidermales de cebolla con estas construcciones se observd fluorescencia
en algunas regiones del citoplasma y nticleo (Figura 24 A y B). La marcacién del nicleo podria
deberse a la localizacién de la proteina rodeando a este compartimiento. Altemnativamente,
podria ser causada por la migracién hacia ese compartimiento de las proteinas flucrescentes,
suceso que ha sido reportado por otros autores (Hasseloff y cols, 1997; Davis y Vierstra, 1998).

Ademas se fabricaron vectores con la secuencia sefial de destinacion a mitocondrias de
CoxIV rio arriba de las proteinas fluorescentes cyan (CFP) y amarilta (YFP). Can ambos tipos
de vectores se observé marcacion de mitocondrias, aunque las mitccondrias marcadas con
CFP fueron dificiles de visualizar, pues la iluminacién del tejido con luz de longitudes de onda
cercanas al UV provoca dafic celular (Morales, 2003).

Tambien se fabricaron vectores que contenian la secuencia de destinacion a plastidios,
de ia proteina RecA, ubicada rio arriba de la proteina fluorescente roja (RFP), cyan {CFP) o
amarilla (YFP). En la Figura 24 se muestran células de ia epidermis de cebella transformadas
con pAMA10 (pBY221-RecA-CFP) (Figura 24 G y H) o con pAMA12 (pBY221-RecA-YFP)
(Figura 24 | y J). Tanto los plastidios marcados con CFP, como aquellos marcados con YFP
presentan un tamafio y nimero similar al control positivo pCK-RecA-GFP {Figura 24 E y F). En
diferentes células observadas la distribucion de los plastidios era distinta. A veces se

observaron en todo el citoplasma y otras veces se agrupaban en torno al nicleo.




Por lo tanto, utilizando un sistema de transformacion transciente en epidermis de
cebolla comprobamos que las construcciones disefiadas con el péptido sefial de RecA marcan

plastidios, y las disefiadas con el péptido sefial de CoxIV marcan mitocondrias.

Pl o
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Figura 24. Verificacién del transporte de proteinas fluorescentes a plastidios y mitocondrias. Los
vectores de expresion transciente y binarios se utilizaron para transformar céiulas de la epidermis de
cebolla, tal como se detalla en materiales y métodos. En la fila de la izquierda se muestran fotografias de
células de cebolla en campo claro o DIC. En la fila de la derecha se muestra la fluorescencia de la célula
correspondiente ubicada a la izquierda.

A y B: vector sin destinacion a organelos pAMA7 (pBI1221-CoxIV-CFP).

C y D: vector con destinacién a mitocondrias pCK-CoxIV-GFP (Donado por I. Small).

E y F: vector con destinacién a plastidios pCK-RecA-GFP (Donado por |. Small).

G y H: vector con destinacién a plastidios pAMA10 (pBI221-RecA-CFP).

| y J: vector con destinacion a plastidios pAMA12 (pBl221-RecA-YFP).

Barra de tamario en todas las figuras: 50 um.
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3.3.2. En células lepidermales de cebolla las mitocondrias se mueven utilizando el
citoesqueleto de actina. :

La marcacidn de organelos con proteinas fluorescentes permitid su observacion directa
en el tiempo. Se observé que las mitocondrias se mueven a través del citoplasma en células de
la epidermis de ceboltas. Al inicio de esta tesis, se desconocia si el movimiento dependia del
citoesqueleto de actina, de microflibulos o de ambos. Para resolver este problema, las células
gue contenian mitocondrias marcadas fueron tratadas con distintos desestabilizadores del
citoesqueleto para determinar si el movimiento de estos organelos se alteraba.

Como sistema modelo se utilizé epidermis de cebollas. Las ventajas de este tejido eran
su transparencia y el gran tamario de sus células (50 a 200 um), lo que facilité la observacion
microscépica; y que ademas podia ser transformado a través de bicbalistica. La epidermis de
cebolla se transformd con el vector pCK-CoxIV-GFP (marca mitocondrias) y al cabo de 48 hrs
de incubacidn en cémara de crecimiento, se observd por microscopia de epifiuorescencia
tomando fotos cada 15 segundos (Figura 25). Se observa claramente que las mitocondrias se
mueven v que no todas lo hacen a la misma velocidad.

Para el tratamiento con drogas desestabilizadoras del citoesqueleto, se fabricd una
camara que en el fondo tenia un cubreobjetos y hacia arriba ef tejido inmovilizado con agarosa.
Se logro gravar algunas imagenes en vivo del tratamiento con cytochalacina D, pero hubo
dificultades en mantener el tejido quieto durante toda la observacion, por lo que se opté por
incubar el tejido en diferentes drogas, montarlo entre un cubrecbjetos y un portacbietos, sin
retirar la droga del medio y observarlo. Los tratamientos fueron con DMSO 0.1%, (utilizado
como solvente); cytochalasina D 10 uM (un desestabilizador del citoesqueleto de actina); BDM
10 mM (un inhibidor de miosinas); y colchicina 5% (un desestabilizador de microtubulos). Todos

los tratamientos se hicieron con incubaciones de 30 minutos.
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Figura 25. Dinamica de mitocondrias marcadas con GFP en células epidermales de cebollas. Las
mitocondrias se mueven en el citoplasma de células epidermales de cebolla. Se ha marcado con una
flecha blanca una de las mitocondrias que se mueve en el citoplasma de una célula epidermal. Entre los
cuados A y B, la mitocondria se mueve hacia la derecha en el plano XY. Entre C y E permanece casi en
el mismo lugar. Luego presenta un movimiento en el eje Z, desenfocandose hasta casi desaparecer en F.
Se tomaron imagenes cada 15 seg (el tiempo se indica en la esquina superior izquierda de cada imagen)
y se procesaron las imagenes utilizando Fotoshop. Se utilizé la construccién que contiene la secuencia 5’
de CoxlV fusionada a GFP en el vector pBI221, que conduce esta proteina a mitocondrias (Vector pCK-
CoxIV-GFP, donado por lan Small, Peeters y cols, (2000). Se extrajo desde cebollas el tejido epidermal y
se puso sobre una placa de MS. Para disparar el ADN, se utilizaron particulas de tungsteno de 3 um de
didmetro sometidas a una presién de disparo de 1500 psi. El tejido se incubd por 48 hrs a 24°C y se
observé en un microscopio de fluorescencia Olympus IX70 (filtro Chroma UN31001).

Como resultado de estos andlisis se observd que el movimiento de mitocondrias es
inhibido por citochalacina D, un desestabilizador del citoesqueleto de actina y no por colchicina,
un inhibidor de la polimerizacién de microtdbulos. Resultados similares fueron publicados por
Van Gestel y cols. (2002). Al tratar con BDM, los resultados no son consistentes, pues
existieron experimentos en los cuales las mitocondrias continuaban moviéndose, y otros en los
cuales las mitocondrias reducian su velocidad o se detenian.

Estos resultados sugieren que el citoesqueleto de actina participa en el movimiento de

mitocondrias en células de la epidermis de cebolla.
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3.3.3. La obtencig’an de lineas transgénicas de Arabidopsis que destinan YFP a
mitocondrias y plastidios permitié la observacién de estos organelos en plantulas y
embriones.

Una vez que se confirmé que los vectores binarios sintetizaban proteinas fluorescentes
correctamente destinadas a plastidios y mitocondrias, se utilizaron estas construcciones para
transformar plantas de Arabidopsis de manera estable. Como marcader de seleccidn se utilizd
el gen de resistencia a kanamicina.

Para marcar mitocondrias, se utilizé el vector pAMA3 que contiene la fusidn coxIV-YFP
y el gen npill, que otorga resistencia a kanamicina. Este vector se utilizé para transformar 9
plantas (Anexo 1,Tabla1). Se analizd la segregacion de la resistencia a kanamicina y presencia
de fluorescencia amarilla en tres generaciones (Anexc 1), obteniéndose plantas con una sola
insercion de T-DNA, homocigotas (Anexo 1- Tabla 3, Planta AM3B4M) y con mitocondrias que
acumulan YFP (Figura 26). Las mitocondrias son visibles en varios tipos celulares como
tricomas, células del mesdfilo de la hoja (Figura 26B) y de la epidermis del hipocotilo (Figura
26E). Las mitocondrias abservadas con YFP son capaces de moverse, aunque menos que las
mitocondrias de cebolla (Figura 27).

Para marcar plastidios se utilizé el vector pDUA3, que contiene la fusién RecA-YFP y ¢f
gen de resistencia a kanamicina como marcador de seleccion. Con este vector se fransformaron
plantas de Arabidopsis. Al igual que en el caso de mitocondrias, se analizd la segregacion de la
resistencia a kanamicina y presencia de fluorescencia amarilla en tres generaciones,
obteniendose plantas con una sola insercion de T-DNA, homocigotas (Anexo 1- Tabla4, plantas
DUBABC, Du3M50 y Du3M5T7), y con plastidios que acumulan YFP (Figura 28). Los plastidios
marcados con YFP pueden observarse en células de la epidermis, en el meséfilo marcando
cloroplastos, los cuales también presentan fluorescencia de clorofila (Figura 261 y M), vy en
varias células del hipocotilo y de cotiledones de plantas de 4 dias, como epidermis, meséfilo y

abundantemente en tejido vascular (no mostrado).
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Figura 26. Los plastidios y las mitocondrias marcados con YFP pueden observarse en distintas
células de plantas de Arabidopsis. A a H: Plantas transformadas establemente con un constructo
que destina YFP a mitocondrias. |. a P. Plantas transformadas establemente con un constructo que
destina YFP a plastidios.

A. a D. Hoja, mostrando un tricoma (tri) y las células del meséfilo o corteza (mes). Las mitocondrias se
observan en ambos tipos celulares. E. a H. Células epidermales del hipocotilo. Estas células contienen
mitocondrias, pero no cloroplastos, por lo que no se observé fluorecencia de clorofila en G.

I. a L. Hoja, mostrando un tricoma (tri) y las células del mesdfilo (mes). La fluorescencia de YFP,
correspondiente a plastidios, se observa en células del meséfilo marcando cloroplastos, pero no en
tricomas. M. a P. Células epidermales (ep) y del mesoéfilo (mes) de un cotiledén. En P se ha
amplificado una regiéon de M que muestra cloroplastos marcados con YFP, otros sin marcar y
plastidios que sélo presentan fluorescencia de clorofila.Ademas se observan células con YFP
marcando el citoplasma. Todas las imagenes son confocales, obtenidas de distintas plantas
transgénicas. Verde: Fluorescencia de YFP. Rojo: Fluorescencia de clorofila. En blanco y negro se
muestran las imagenes en campo claro. Barra en D y L: 100 um; en H: 50 um; M: 20 um; P: 10 um.
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Figura 27. Movimiento de mitocondrias en células epidermales de cotiledones de plantulas de
Arabidopsis establemente transformadas con una construccién para la destinacién de YFP a
mitocondrias. Se puede ver la fluorescencia de mitocondrias como circulos u évalos, mas la fluorescencia
de la pared celular de células guardianas. Se enfocé una regién, tomando fotografia en el tiempo indicado
en la esquina superior izquierda (en seg). Con una flecha se muestra el movimiento de una mitocondria.

Aungue se observé fluorescencia del YFP en plantas adultas, la visualizacion de esta
proteina en embriones fue dificil, observandose sélo en el embrién en estado de cotiledones
doblados y no en estados mas tempranos del desarrollo. Para obtener embriones con las
mitocondrias o plastidios marcados con YFP, las plantas homocigotas para cada insercion se
dejaron crecer en tierra y de ellas se obtuvieron embriones, que fueron observados mediante
microscopia confocal (Figura 28). Tanto los embriones que acumulan YFP en mitocondrias,
como los que acumulan esta proteina en plastidios, presentan fluorescencia de YFP
mayoritariamente en las zonas cercanas al tejido provascular. Sin embargo, el patréon de
fluorescencia de los embriones que acumulan YFP en mitocondrias es distinto a los que
acumulan YFP en plastidios, lo que se ve claramente en la regién del meristema apical del
brote. La fluorescencia de YFP solo se observé en embriones de 9 DPA que se encontraban en
estado de cotiledones doblados y no en estados previos del desarrollo.

Al observar la fluorescencia de clorofila mas la fluorescencia de YFP, se visualizaron 3
tipos de marcacién; primero, plastidios marcados sélo con YFP; segundo, plastidios marcados
sélo con clordfila; y tercero, plastidios marcados con YFP y clorofila (Figura 29). Esto demuestra

que existe heterogeneidad en la poblacién de plastidios presentes en el embrién.
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Figura 28. Fluorescencia de YFP en embriones obtenidos desde plantas con mitocondrias y
plastidios que acumulan YFP. A hasta D: Embriones silvestres. E hasta H: Embriones extraidos
de plantas AM3B4M (mitocondrias marcadas con YFP). | hasta L: Embriones extraidos de plantas
Du3M50 (plastidios marcados con YFP). A, E e I: Campo claro. B, F y J: Fluorescencia de YFP
(verde). C, G y K: fluorescencia de clorofila (rojo). D, H y L: Sobreposicién de la fluorescencia de
clorofila con la de YFP. Barraen A, E e |: 100 um.
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Figura 29. Embriones de plantas transgénicas que acumulan YFP en plastidios. A: Fotografia de un
cotiledén de un embrién maduro que muestra la zona cuadrada amplificada en B. B: Plastidios marcados
con YFP (en verde) y cloroplastos (en rojo, fluorescencia de la clorofila). Barra en A: 20 um; en B: 5 um.




Por lo tanto, las construcciones que destinan YFP a plastidios o a mitocondrias sirvieron
para la observacion de estos organelos en tejidos vegetales y plantas de Arabidopsis. En estos
sistemas se vio que las mitocondrias se mueven. En epidermis de cebolla este movimiento
depende del citoesqueleto de actina.

Como se mostrd anteriormente, solo algunas células especificas del embrion tienen
cloropiastos diferenciados. Mediante el uso de YFP para marcar organelos en embriones, se
observd que existen poblaciones heterogéneas de cloroplastos (segln su capacidad para
acumular YFP y su contenido de clorofila). Las diferencias en la capacidad de acumular YFP
pueden resultar de la presencia o ausencia del translocén para la importacién de proteinas al
organelo, lo que abre nuevas interrogantes sobre la funcionalidad de este complejo proteico en
distintos plastidios. Aunque también esta capacidad puede ser afectada por la cantidad de
proteina presente en la célula, es decir con la regulacion de la expresidon génica o de Ia
degradacion de proteinas.

El hecho de que sélo se observo presencia de YFP en ciertas células sugiere que el
promotor que conducia la expresion de las proteinas fluorescentes (358) no se expresaba de
manera constitutiva en el embrién. Por lo tanto, es necesario utilizar otros promotores para
determinar si la cantidad de proteina presente en una célula influye en su destinacién a los

diferentes plastidios.




4. DISCUSION

Este trabajo de tesis se ha realizado con el fin de estudiar plastidios y mitocondrias
durante el desarrollo en Arabidopsis. Se analiz6 la diferenciacién de cloroplastos en etapas y en
células especificas durante la embriogénesis. Se observé que en embriones en estado de
cotiledones doblados, los cloroplastos estén presentes en corteza y epidermis, pero no en tejido
provascular ni en el apice de la ralz, donde se encueniran las células de la columella. En estas
células se diferencian los amiioplastos después de la germinacion. En células de la columella
también se observaron cambios en la morfologia de mitocondrias a medida que éstas se
diferencian a partir de células meristematicas. La morfologia de mitocondrias cambia de un
organelo sin crestas mitocondriales a uno que ha desarrollado crestas. Por lo tanto, este trabajo
es un aporte al andlisis de los cambios que suceden en plastidios y mitocondrias, como primer
paso para establecer correlaciones entre la diferenciacion de organelos y su funcién durante la
diferenciacion celular a través del desarrollo.

Se sabe que los cambios morfologicos en plastidios y mitocondrias van a la par con
cambios en su funcidn, por lo que la descripcion de la presencia de ciertos organelos en
distintos tipos celulares ayuda a la comprension de fa funcién biologica de las células dentro de
un organismo, y hace que aparezcan nuevas interrogantes acerca de como se coordina la
diferenciacién de los organelos y cudles son las sefales que provocan su diferenciacion
espacial y temporal en algunas células y no en otras. Por ejemplo, el desarrollo de crestas
mitocondriales se ha correlacionado con un aumento en la capacidad respiratoria de
mitocondrias (Logan y cols, 2001). En esta tesis, se observd que las mitocondrias desarrollan
crestas a la par de la diferenciacion de células de la columella. Queda por responder cuéles son
los cambios metabdlicos que suceden en células de la columella y cémo éstos se correlacionan

con la sintesis de almidon que sustenta la diferenciacion de amiloplastos.




Para estudiajr los organelos se utilizdé como modelo Arabidopsis thafiana, cuyas raices
se obtuvieron facilmente al crecer estas plantas en medio MS. La obtencién de embriones fue
mas dificil, ya que, se desarrollan en el interior de semillas que miden unos 600 um de didmetro.
La cubierta de la semilla dificultd la observacién microscépica del embrién. Por ello, los
embriones fueron disectados desde las semillas utilizando material quirtrgico. Se logro extraer
embriones en los cuatro estados principales del desarrollo segin la temporalidad reportada en
la literatura (Western y cols, 2000; Rossak y cols, 2001; Ruuska y cols, 2002; Raz y cols, 2001).
En estos embriones se observd la diferenciacién de cloroplastos en distintas etapas del
desarrollo y en células especificas del embridn.

4.1. Los cloroplastos estan presentes en el embrién en células especificas.

Se sabia que los embriones en estado de cotiledones doblados de Arabidopsis son
verdes, y se ha demostrado por microscopia electronica que tienen cloroplastos (Apuya y cols,
2001 y 2002; Gutierrez y cols 2004). En estos trabajos s6lo se observé el embrion en estado de
cotiledones doblados, comparando cloroplastos normales de embriones silvestres con
cloroplastos anormales de mutantes en biogénesis de estos organslos. Pero no se estudi
cuales son las células embrionarias que tienen cloroplastos y en qué estado del desarrolio se
diferencian.

En esta tesis se demositré que los embriones tienen clorofila, un marcador de la
presencia de cloroplastos. Esto se sustenta en dos resuitados: primero, el espectro de
absorbancia obtenido de una fraccién de homogenizado de embriones presentd peaks de
absorbancia en longitudes de honda caracteristicas de clorofila (Figura 5). Segundo, el espectro
de emision de clorofila en embriones coincide con el de cloroplastos de plantas de Arabidopsis
al excitar la clorofila con el I4ser de 488 nm del microscopic confocal (Figura 8), por io que se
trata de clorofila y no de otro pigmento.

Adicionalmente, en otros trabajos, la flucrescencia de clorofila se habia utilizado para Ia
observacion de este pigmento como un marcador de la presencia de cloroplastos en plantas

adultas de Arabidopsis (Pyke K. y Page A, 1998) y en otras especies vegetales (Kohler y




Hanson, 2000; Singij y cols, 2004) y este mismo método fue el que se utilizd en esta tesis para
observar cloroplastos mediante microscopia de fluorescencia y confocal.

En este trabajo, se observd que los cloroplastos se diferencian en el tejido protodermal
en embriones en estado globular y que permanecen diferenciados en células de la epidermis
hasta el estado de cotiledones doblados. En este estado la presencia de cloroplastos se
extiende a otros tejidos mds intermos, pudiendo ser abservados en corteza, que tiene un origen
clonal diferente. Estos cloroplastos desaparecen en plantulas de 1 DPS, recién germinadas
(Figura 3) y vuelven a diferenciarse en plantulas de 3 DPS, en células de la corieza del
cotileddn (mesdfilo) y en células guardianas de la epidermis (Figura 4). Por lo tanto, la
diferenciacion de cloroplastos es un proceso dinamico que sucede tanto en [a embriogénesis
como durante el desarrolle post-embriogénico. Es decir, la diferenciacion de cloroplastos no
s6lo depende de la posicién de la céluia dentro del individuo, sino también del estado del
desarrolio en el que se encuenira.

Se sabe que embriones de otras angiospermas, como Brassica napus, Pisum sativum y
Vicia faba también contienen clorofila que acumulan de manera transciente durante e! desarrollo
(Eastmond y cols, 1996; Eastmond y Rawsthorne, 1998; Rolletschek y cols, 2003, Borisjuk y
cols, 2003). Los embriones de B. napus muestran evolucién de oxigeno dependiente de CO2
que se correlaciona con el contenido de clorofila, es decir, los cloroplastos realizan fotosintesis
(Eastmond y cols, 1996). Estos organelos son capaces de incorporar carbono en aceites y
almidon. Esta incorporacién es mayor en luz que en oscuridad y aumenta mucho mas al
agregar ATP (Eastmond y Rawstharne, 1998).

En V. faba se ha estudiado el metabolismo durante el desarrclio de la semilla y se ha
visto que la distribucién de ATP se correlaciona con Ia distribucién de clorofila y la capacidad
fotosintética en embriones en estado de cotiledones doblados (Rolletschek et al, 2003). Estos
autores han establecido como hipdtesis que los cloroplastos de embriones producen 02
mediante la fotosintesis, que sirve a la respiracidn mitocondrial aerdbica, para la generacion

local de-ATP, y que este ATP es utilizado en los procesos de sintesis de sustancias de reserva.




Para determjnar si los cloroplastos del embridn en estado de cotiledones doblados de
Arabidopsis son funcionales, en esta tesis se analizd su capacidad fotosintética.

4.2. Importancia de los cloroplastos durante la embriogénesis

Aunque se sabe la importancia funcional de los cloroplastos en el metabolismo de
plantas adultas, sobretodo por su funcién fotosintética en la hoja, se descanoce la funcidn de
estos organelos en embriones.

Los embriones de Arabidopsis que han completado la organogénesis, aumentan su
volumen y su masa, debido a la expansion celular y la acumulacion y almacenamiento de
proteinas y lipidos, que luego, son usados como fuente de nitrégenoc y carbono durante la
germinacién, Las semillas en crecimiento requieren nutrientes, los cuales importan desde el
floema, principalmente como sacarosa y aminodcidos, por lo que se acepta que ellos son
drganos receptores de nutrientes (sink) y que tendrian un metabolismo heterétrofo (Patrick y
Offler, 2001). Sin embargo, como se ha demostrado en este y ofros trabajos, los embriones de
Arabidopsis tienen cloroplastos.

En esta tesis se pudo demostrar que los cloroplastos poseen un fotosistema i acoplado
a un sistema de transporte de electrones activo. Por io tanto, se puede proponer que en
embriones en estado de cotiledones doblados, los cloroplastos realizan fotosintesis para
sustentar la sintesis de reservas en conjunto con el aporte de metabalitos desde la madre.

La sintesis de reservas comienza en el estado torpedo tardio de la embriogénesis y los
cloroplastos se diferencian en globular, previo al inicio de la acumulacion de reservas {Ruuska ¥
cols, 2002). Queda por responder porqué estos organelos se diferencian tan tempranamente.
Es posible que los cloroplastos cumplan alguna funcion durante la adquisicion de patrones en Ia
embriogénesis. Para responder esta interrogante, en esta tesis se analizaron embriones
obtenidos de plantas con alteraciones en la biogénesis de cloroplastos.

Para la biogénesis de cloroplastos se requieren genes codificados en el nticleo yenel
organelo (Sato y cols, 1999; The Arabidopsis Genome Iniative, 2000). Se han obtenido cientos

de mutantes en genes nucleares con alteraciones en ia pigmentacion verde, debida a falla en la




biogénesis de clorpplastos (Leister D, 2003). Dentro de los mutantes en biogénesis de
cloropiastos, algunos muestran letalidad durante ia embriogénesis, y detienen su desarrollo en la
transicion de globular a corazén, que es cuando aparecen |os cloroplastos (Tabla 4). Para otros
mutantes, no se han reportado alteraciones de ia embriogénesis (Yamamoto y cois, 2000;
Vothknecht y Westhoff, 2001; Bisanz y cols, 2003; Gutierrez y cols, 2004). El hecho de que no
exista efecto en la embriogénesis puede ser el resultado de redundancia génica, como ha
reportado Kubis y cols, 2004 para la familia génica formada por toc759, toc132 y toc120. Los
mutantes en uno de estos genes presentan alteraciones en el desarrollo de cloroplastos en
plantas adultas, pero no presentan problemas en embriogénesis. Los dobles mutantes toc759,
toc132, detienen su desarrolio en globular. En el trabajo de Kubis y cols, 2004 no se observo si
el embrion presentaba cloroplastos anormales en los mutantes en un gen ni en los dobles
mutantes. Como existe un flujo de sustancias de [a madre al embrién, es posible que las
mutaciones en un sélo gen permitan que la madre aporte las sefiales y nutrientes para la
diferenciacion de cloropiastos en embriones y su desarrollo se complete. El aporte materno
puede provocar que no se haya detectado o no exista un desarrollo anormal de cloroplastos
durante la embriogénesis. Para demostrar esto, falta el desarrolic de metodologias que
permitan cultivar el embrion in vitro.

En esta tesis, hemos detectado embriones que detienen su desarrollo en globular en
mutantes en biogénesis de cloroplastos, para los cuales no se habia reportado esta falla (Figura
12). Estos mutantes habfan sido caracterizados sélo en plantas adultas y no se habian
observado sus embriones. Dentro de la silicua sélo algunos embriones son anormales, lo que
puede haber detectado la presencia de estas fallas. Atin queda por demostrar que ia mutacion
en [os genes nucleares que participan en la biogénesis cosegrega con el fenotipo de detencidn
de la embriogénesis en globular. Sin embargo, es posible que la correlacion entre la mutacion y
este fenotipo no tenga carécter mendeliano por el aporte de sustancias desde la madre. Seria
destacable correlacionar el hecho de que una falla en diferenciacion de cloroplastos causa la

detencion de la embriogénesis durante la transicién de globular a corazén, que es justo el




periode en que ellos comienzan a diferenciarse en el embrién,

Otro punto importante es que muchos de ios genes,que se han involucrado en
desarrollo de cloroplastos se han estudiado sélo en este organelo, sin embargo ellos también
pueden participar en funciones plastidiales, las que no tienen que ver con la diferenciacién de
plastidios a cloroplastos, Por lo que hay que descartar que los cloroplastos y no ofro tipo de
plastidio es el que estarfa involucrado en la embriogénesis.

Por lo tanto, los cloroplastos cumplen funciones importantes durante la embriogénesis y
se diferencian en etapas especificas y en células especificas del embridn. Por lo que el
desarrollo de cloroplastos y la diferenciacion de organelos son dos procesos interdependientes.
Para saber si las sefiales del desarrollo afectan la diferenciacian de cloroplastos, se estudi6 el
efecto de mutaciones en genes que participan en la adquisicion de patrones sobre [a
diferenciacién de cloroplastos. Todos estos mutantes presentaron cioroplastos, por lo que las
sefales de diferenciacién de este organelo no se vieron afectadas, sin embargo, se observg
que el ordenamiento espacial de células que contienen clorofila estaba alterado.

Los mutantes gk han sido descritos como embriones que detienen su desarrollo en e
estado globular tardio, siendo incapaces de adquirir simetria bilateral para el desarrollo de los
cotiledanes (Torres-Ruiz y cols, 1996). En esta tesis se observé el mismo fenotipo morfolégico
descrito, pero ademas, se vio que presentaba alteraciones en el patrén de fluorescencia de
clorofila en la regién apical respecto al silvestre. Gk codifica para una acetyl-CoA carboxilasa
citoplasmatica, cuyo sustrato es malonyl-CoA, un precursor de 4cidos grasos {Baud y cols
2003). Los &cidos grasos se requieren para la fabricacion de membranas en todas las células
del embridn. Sin embargo, los embriones gk presentan alteraciones especificamente en la
region apical y no en todo el embrién. Esto sugiere que GK afecta el desarrolio de la regicn
apical y no el metabolismo general dej embridn. Uno de los modos en que gk podria afectar sélo
el desarroilo seria a través de la sintesis de esfingolipidos. Estas sustancias son necesarias
para la sintesis del talio GPI, que ancla a ciertas proteinas a regiones especificas de la

membrana, lo cual podria afectar sefiales del desarrollo (Schuitz y cols, 1998; Borner y cols,




2003; Lalanne y cols, 2004).

Los mutantes fk han sido descritos originalmente como mutantes con una delecion ds la
region central del embridn (Mayer y cols, 1891). Sin embargo, en trabajos mas recientes se ve
que esta mutacidn provoca la germinacion de pléntulas con morfologias variables (Schrick y
cdls, 2000; Jang y cols, 2000). En esta tesis se observaron patrones morfolégicos que variaban
dentro de la misma silicua, y que afectaban al embrién completo, por lo que la mutacion en 7k no
es especifica para una regidn del embrion. Se cbservaron alteraciones en el patron de clorofila
correspondiente a las regiones que presentaban fallas morfolGgicas. Fk codifica para una
esterol C-14 reductasa (Schrick y cols, 2000), implicada en la sintesis de esteroles, entre ellos,
metabolitos como sitosterol y las hormonas vegetales brasinoestercides, por lo que puede estar
participando en muiltiples procesos, desde las sefiales que gobiernan el desarrolio hasta las
moléculas que constituyen la estructura o que participan en el metabolismo.

El gen Mp, que codifica para un factor de transcripcién de respuesta a auxina, media ia
adquisicion de patrones en la zona central y basal del embrion (Hardtke y Berieth, 1998). En
estas zonas se observé un apéndice que corresponderia al hipocotilo y la raiz, y se aprecié
fluorescencia de clorofila en todos los cortes opticos hechos con el microscopio confocal, por lo
que la distribucidn de células que contienen cloroplasto respecto de las que no han diferenciado
estos organelos difiere del silvestre, ya que, en el silvesire se observa claramente que las
células del centro, correspondientes al tejido provascular, no tienen clorofita. En la zona apical
del embridn también existen diferencias morfoldgicas de los mutantes respecto al silvestre, Los
mutantes mp presentan cotiledones desarroflados, pero estos se encuentran fusionados. En
este trabajo, se logré apreciar fluorescencia de clorofila en la zona apical, cuyo pairén también
es diferente del silvestre, ya que las células que no presentan cloroplastos forman una zona
cercana al meristema apical, con pequenias ramificaciones que se extienden hacia el cotiledén,
como reminiscentes de tejido provascular, sin embargo, esta regidn es menos extensa que en el
silvestre,

El gen Mp ha sido invelucrado en el desarrollo del sistema vascular {Hardtke y Berlath,




1998 Mattsson y cgls, 2003). Como hemos visto en esta tesis, una de las caracteristicas del
sistema provascuiar es [a falta de desarrollo de cloroplastos en el embrién. Por lo que la
ausencia del gen Mp causa la pérdida de esta caracteristicas en este tejido, o su ausencia y
reemplazo por células que son capaces de diferenciar cloroplastos.

En resumen, las mutaciones en Gk y Mp causan alteraciones locales Yy no
generalizadas, en algunas regiones del embrién. En esas regiones se altera la distribucion de
células que desarrollan cloroplastos, al failar la adquisicién de patrones morfoldgicos durante la
embriogénesis. En el mutante fk se observé alteraciones marfoldgicas generalizadas en el
embrion que alteraban la distribucién de células con cloroplastos respecto a las sin cloroplastos.
Por lo tanto, las alteraciones en la adquisicién de patrones en el embrién cambian la distribucion
de celulas con cloroplastos, pero no detienen la diferenciacion de estos organelos. Queda por
responder cudles son las sefiales del desarrollo que estan directamente implicadas en la
diferenciacion de cloroplastos durante el desarrollo.

En plantas adultas, ef desarrollo de cloroplastos depende al menos de una sefal
ambiental: la presencia de luz (Barkan A y Goldschmidt M, 2000; Vothknecht y Westhoff, 2001;
McCormac A y Terry M., 2002). Este factor también puede ser imporiante en la diferenciacion
de cloroplastos en el embrién. Se puede especutar que el embridn puede recibir luz & través de
la silicua y de Ia cubierta de la semilla sélo en sus células periféricas, y que la iuz puede ser un
factor que determina el contenido de cloroplastos solo en esas células. Sin embargo, se
observo fluorescencia en el centro de embriones en estado corazon y torpedo, por lo que deben
existir ofras seftales que coordinen este proceso.

4.3. Los amiloplastos se diferencian a Ia par de Ias células de la columella de Arabidopsis

Los plastidios que acumulan almidén, denominados amiloplastos, han sido observados
por numerosos autores mediante tincion con yodo en plantulas y en cultivos celulares de
diferentes especies (Caspar v cols, 1985; Miyazawa y cols, 1999; Guisinger y Kiss, 1999; Frimi
y cols 2002; Datta y cols, 2002). En este trabajo se utilizé esta misma técnica para observar

amiloplastos en plantas enteras, pero se complement6 con tincién de carbohidratos (PAS) en




cortes de tefido (Olsen y cols, 1984) y microscopia electrénica (Saether e lversen, 1991).

Las piantulas de Arabidopsis, cuatro dias después de la siembra, contienen
amiloplastos en las células de la columella de la raiz, tal como han observado otros autores
{Guisinger y Kiss, 1999; Sabatini y cols, 1939). Se ha postulado que estos organelos participan
en la respuesta gravitrépica (Chen vy cols, 1999), sin embargo, hasta el momento no se habia
descrito en qué etapa del desarrollo se diferencian.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que los embriones de Arabidopsis
en estado de cotiledones doblados, aunque presentan plastidios precurscres de amiloplastos,
no tienen amiloplastos maduros en las células de la columella, Por io tanto, se establecid que
los amiloplastos no estan presentes en Ia raiz del embridn, sino que aparecen después de la
germinacién de la planta, es decir, los embriones no serian capaces de responder a la
gravedad,

El estado de diferenciacién de los amiloplastos tampoco habia sido estudiados en
plantulas antes de 4 dias. En este trabajo se analizaron pléntulas de 2 dias post-siembra. Estas
plantulas habian germinado, ya que su raiz habia emergido de la semilla, pero se encontraban
en un estado muy temprano post-germinacién, ya que sus cotiledones aun estaban dentro de la
cubierta de la semilla,

Se ha reportado que durante la germinacion y poco después de esta etapa existe
degradacion de sustancias de reserva y movilizacidn hacia los tefidos en crecimiento (Bove y
cols, 2001). En Arabidopsis las principales reservas estén en cotiledones y son lipidos y
proteinas, las cuales deben transformarse en carbohidratos para su transporte a los tejidos en
crecimiento (Footitt y cols, 2002; Lu y cols, 2003), y en este caso para la formacion de almidon
en los amiloplastos.

Cuando la planta ha degradado todas sus reservas, necesariamente debe comenzar a
sintetizar sus propios metabalitos para su mantencion y crecimiento. Por lo tanto, debe
localizarse espaciaimente antes de que sus reservas se terminen. Es decir, su raiz debe estar

correctamente orientada hacia el suelo para comenzar el transporte de agua y sales minerales.




Hemos demostrado.que los amiloplastos dentro de las células de la columella de plantas de 2
dias son aun pequefios y no se distribuyen de manera polarizada.en la célula, pero a tos 4 dias
pasan a ser amiloplastos de mayor tamafio y con una distribucion polarizada. Los estudios de
gravitropismo se han hecho en pléntulas de mas de 4 dias, por lo que queda por responder si
las plantas de 2 dias son capaces de responder a la gravedad.

4.4. Sefiales que podrian participar en la diferenciacién de amiloplastos en raices de
Arabidopsis thaliana

Para completar el desarrcllo de la raiz, se requiere la division continua de células
iniciales meristematicas, que forman varios tejidos con un origen clonal comtn (Schiefelbein y
cols, 1997, Nakajima y Benfey, 2002). El apice de la raiz estd constituido por las células de la
columella y, como se menciond antes, las células de la columella de la rafz son importantes en
sensar la gravedad, aunque también, por su localizacién apical al meristema, constituyen una
barrera protectora para las células meristematicas, ademas secretan mucitago que facilita la
penetracion de la rafz en el suelo (Olsen y cols, 1984).

Durante la embriogénesis ellas se originan de la célula basal del zigoto, que primero da
origen a la hipdfisis y luego a las células iniciales de la columella, ubicadas en el apice de laraiz
(Dolan y cols, 1993, Scheres, 1994). Como se demostrd en este trabgjo, las células de la
columella en el embrién no tienen amiloplastos, par o que aun no estan diferenciadas. Esta
definicidn se basa en los trabajos que utilizan tincién con yodo como marcador de identidad de
las céluias de la columella maduras (Sabatini y cols, 1998; Umeda y cols, 2000).

Utilizando la tincién con yodo como marcador de Ia diferenciacidn de las células de la
columelia y de los amiloplastos que ellas contienen, encontramos dos tipos de mutantes
deficientes en acumulacién de almidon: 1) En fitocromos, Y 2) en respuesta a hormonas (auxina
y etileno).

Se ha reportado que existe una interrelacion entre las sefiales de fitocromos y auxina.
Fitacromo A es capaz de fosforilar a factores de transcripcién que regulan genes de respuesta a

auxina (Colon carmona y cols, 2000). Par lo que estas vias podrian coordinarse para lograr la




diferenciacion de cé!ulas de la columella.

La relacion existente entre fitocromos y la diferenciacion de amiloplastos en células de
la columella se desconoce, pero se sabe que los genes que codifican para fitocromos se
expresan en la raiz (Somers y Quail, 1995).

Ademas, se sabe que existen sefiales que controlan directamente la sintesis de
almidon, entre ellas las que regulan a la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), que
utiliza glucosa-1-fosfato y ATP como sustratos y ha sido descrita como la etapa limitante en la
via de sintesis del almidén (Crevillen y cals, 2003). Esta enzima presenta una regulacion redox
post-traduccional, en la que se producen cambios en la actividad de la enzima por ruptura de
puentes disulfuro entre dos subunidades cataliticas. Esta regulacién es controlada por luz y
sacarosa, siendo mayor la sintesis de almidon en presencia de luz y a altas concentraciones de
sacarosa {Hendriks y cols, 2003). Aunque puede existir una relacion de este tipo, es necesario
descartar que un efecto global en la aiteracidn del metabolismo en los mutantes en fitocromo
cause la produccién de menor cantidad de almiddn.

La relacién entre la acumulacién de almidén y auxina ha sido mas estudiada. En
cultivos de células BY-2 de tabaco la expresion de las enzimas de la sintesis de aimidén yla
diferenciacion a amilopiastos aumenta cuando dichas células se traspasan de un medio que
contiene auxinas a uno sin esta hormona, y este proceso se acelera al agregar citokininas
(Miyazawa y cols. 1999 y 2002).

Comparado con las células BY-2, las células de la columella son un modele de
diferenciacién de amiloplastos mas complejo, debido a que la diferenciacién de los organelos
ocurre de manera simultanea a Ia diferenciacidn celular durante el desarrollo de la raiz. En este
sistema, se ha propuesto la existencia de una sefial proveniente del centro quiescante que
actuaria inhibiendo la diferenciacién de las células iniciales de la columella, debido a que
cuando se elimina una célula del centro quiescente, la division celular de la célula inicial de la

columella adyacente se detiene y se aprecia acumulacién de almidén (Van den Berg y cols,




1997). Sumado a esta sefial inhibitoria, podrian existir otros reguladores estimulatorios que
interactlen para regular la diferenciacion. ,

La hormona auxina también participa en la diferenciacién de las células de ta columella
en |a raiz. Sabatini y cols (1999) localizaron un maximo en ia concentracidn de auxina en las
celulas iniciales de la columella. Eilos lograron ampliar este maximo a otras células de ia raiz,
utilizando inhibidores del transporte de esta hormona, lo que causé una reespecificacion de las
células de la endodermis a células iniciales de la columella, las cuales se dividian y originaban
amiloplastos. Estos mismos autores analizaron Axr3-1 que codifica un producte que interactia
con Auxin Response Factors (ARFs), observando que el mutante en este gen no contiene
almiddn, mediante tincién con yode (Sabatini y cols, 1999). A diferencia de este mutante, en
esta tesis se encontré que el mutante aux7-7 presenta almidan en las células de la columeila de
la raiz, lo que es similar al silvestre. Se ha reportado que el gen Aux-71 codifica para una
proteina integral de membrana que transporta auxina desde el exterior al interior de la célula ¥
cuya ubicacidn en la membrana plasmatica es polarizada, o que ayuda a la mantencién del
gradiente en concentraciones de auxina abservado en la raiz. Péro tal vez no es el tnico
mecanismo para fransportar auxina, o en el mutante aux7-7 el transporte hacia el interior celular
no esta completamente inhibido, por Io que no se observan efectos en la tincién con yodo.

Se ha observado que existen otros procesos en los que auxina y etileno interactian
para coardinar una respuesta, por ejemplo, en el desarrollo y crecimiento de pelos radiculares.
Los pelos radiculares en mutantes aux1-7 presentan menor numero de pelos y mas cortos que
el silvestre, pero en un doble mutante en respuesta a auxina y a etileno (aux1-7 ein2-1) , este
fenoiipo es exacerbado (Rahman y cols, 2002). En este trabajo se abservo un fenémeno similar
cuando se analizd la tincidn con yodo de mutantes en un sélo gen Aux? o Ein2, en los cuales la
tincién con yodo fue idéntica al silvestre; y en mutantes dobles aux7-7 ein2-1, en los cuales
hubo menor tincién con yodo que en el silvestre, lo que indica que habria interaccién entre las
vias de auxina y etileno.

El gen Ein-2 codifica para un transportador de membrana gue no tiene homologia con




otras proteinas de Arabidopsis. Ein2 sélo presenta un 21% de identidad con un transportador
Nramp de Arabidopsis, que también se encuentra en mamiferos, levaduras y bacterias, y que
transporta metales o cationes divalentes estas especies (Alonso y cols, 1999). Sin embargo, en
ensayos de fransporte realizados en sistemas heterdlogos no se ha detectado que EIN2
transporte metales, por lo que su funcién es desconocida, mas aun, si se muta su homalogo
Nramp, no se observa el fenotipo de resistencia a etileno caracteristico de los mutantes ein2-1
(Alonso y cols, 1999).

La teoria quimiosmética ha planteado que el transporte de auxina depende del grado de
protonacion de esta hormona (Fujita H, Syono K, 1996). Es posible que la mutacién en Ein2
altere el transporte de auxina a este nivel, efecto que es aumentado al mutar la otra forma de
transportar auxina, a través de Aux7. Esta hipdtesis se sustenta en los datos obtenidos en esta
tesis, en la que se logré rescatar las dobles mutantes aux-7 ein2-1 por el tratamiento con la
auxina lipofilica NAA. Sin embargo, no se puede descartar la posibilidad de que estos genes
estén interactuando a ofros niveles en [a via de transduccion de sefiales de auxina y etileno.

Hasta el momento no se han encontrado mutantes que pierdan completamente los
amiloplastos de las células de la columella, pero si aquellos que tienen menos almiddn, y que
por ende, tienen una menor respuesta gravitrépica (Sun y cols, 1999}, Al hacer TEM de Jos
dobles mutantes phyA-201 pPhyB-5 y aux1-7 ein2-1, se observé presencia de amiloplastos,
aunque con menos almidén en phyA-201 phyB-5. En aux1-7 ein2-1 |as células eran de menor
tamano que en la planta silvestre, pero no se observd diferencias en la morfologia o tamafio de
los amiloplastos, pero si en su abundancia. Por lo tanto, los mutantes deficientes en tincién con
yodo esiudiados en este trabajo tienen menos aimidan que las raices de plantas silvestres. Es
decir, estas mutaciones no alteran Ia diferenciacién de plastidios a amiloplastos, sino que
causan fallas que pueden explicarse por un desorden metabdlico en la sintesis de almidén, en
el caso de phyA-201 phyB-5, o por una diferenciacion alterada de las celulas de la columella en
el caso de aux7-7 ein2-1. Este resultado nos indica que hay que revisar el trabajo de Sabatini y

cols (1999), que utiliza la tincién con yodo como marcador de la diferenciacion de ias células de




la columella de Arai?idopsis, lo cual no necesariamente se correlaciona con la diferenciacién de
amiloplastos. R
4.5. YFP como herramienta para visualizar otros plastidios y mitocondrias.

En este trabajo de tesis se obtuvieron lineas transgénicas de Arabidopsis que destinan
YFP tanto a plastidios como a mitocondrias. Se utilizé el péptido senal de la proteina RecA para
destinar YFP a plastidios y el péptido sefial de CoxIV para destinar YFP a mitocondrias. Estas
construcciones estaban bajo la regulacién del promotor 35S, el cual funciona de manera
constitutiva en plantas adultas y deben ser importadas al organelo a través del translocdn (Soll J
y Schieiff, 2004), Fusiones similares que utilizaba GFP en vez de YFP se habian utilizado en
otros trabajos para marcar estos organelos en plantas (Kohler y cols, 1997a).

Al observar |2 marcacién de plastidios en los distintos tejidos de plantas aduitas, se vio
que en las células del mesdfilo de hojas y cotiledones la fluorescencia de YFP coincidié con la
fluorescencia de clorofila, aunque se observé acumulacion de YFP en algunos plastidios mas
que en ofros. En otras células, como las epidermales, existen plastidios de menor tamafioc que
no acumulan clorofila. Es decir, en distintos tipos celulares existen distintos tipos de plastidios.
Queda por responder cudl es la funcién especifica de estos organelos que hacen que adopten
distintas morfologias célula-especificas.

La marcacién de mitocondrias con YFP permitid observar la dinamica de estos
organelos en células epidermales de Arabidopsis y de cebolla. En plantas de Arabidopsis
transgénicas adultas se observé marcacién de mitocondrias en diferentes tejidos, como hojas,
raices y cotiledones, Las mitocondrias marcadas son capaces de moverse dentro de la célula, y
cambiar su morfologia en el tiempo, como se ha reportado durante el desarrolio de esta tesis en
otras publicaciones (Logan y cols, 2003 y 2004). En cebollas este movimiento depende del
citoesqueleto de actina y no del de tubulina, seglin se demostrd a través de la tesis, tratando
con drogas desestabilizadoras. Este mismo resultado ha sido obtenido por otros autores, en
células en cultivo de tabaco, en las cuales el movimiento de mitocondrias también depende del

citoesqueleto de actina (Van Gestel y cols, 2002). En ofros organelos como peroxisomas, Golgi




y nucleo también se ha observado una dependencia de actina para el movimiento {Jedd y Chua,
2002; Nebenfuhr y cals, 1999, Ketelaar, 2002). Sin embargo, se ha reportado que existe una
relacion compleja entre los dos elementos del citoesqueleto, que pueden regular la localizacion
intracelular de organelos (Kwok y Hanson, 2003; Romagnoii y cols, 2003).

Los embriones de plantas con plastidios y mitocondrias marcados, presentaron
acumulacion de YFP en células cercanas al tejido provascular de cotiledones y en e hipocotilo,
pero no en raiz. Este patrén de acumulacién puede indicar que el promotor 35S no se esta
expresando de manera constitutiva en embriones. La expresion no constitutiva de 358 se ha
detectado en embriones de algoddn obtenidos de plantas que acumulan GFP en reticulo
endoplasmico. Los embriones de algodén presentaron acumulacién de GFP en las etapas
tardias de la embriogénesis y en las zonas apicales cercanas al tefido provascular, en un patrén
muy parecido a lo observado en este trabajo en embriones de Arabidopsis (Sunilkumar y cols,
2002).

En Arabidopsis, el promotor 35S ha sido utilizado para tratar de rescatar embriones de
una mutacion en desarrollo (Volker y cols, 2001). Los mutantes knolle de Arabidopsis tienen una
embriogenesis anormal, causada por fallas en las divisiones celulares. Estos mutantes no
pudieron ser rescatados por e} gen knolle bajo el control del promotor 35S. Este constructo
tampoco causé alteraciones en la embriogénesis de embriones silvestres. Volker y cols, (2001)
demostraron que Knolle bajo Ia regulacion de 35S se expresaba predominantemente en |a parte
apical del embrion en estado de cotiledones doblados, segtin observaron por analisis in sifu de
RNA. Esto apoya la idea de que 35S no se expresa de manera constitutiva en el embridn,

En embriones que presentaban destinacion de YFP a plastidios, se observé que Ia
flucrescencia de clorofila presente en cloroplastos no siempre coincidia con la fluorescencia del
YFP, existiendo plastidios que selo presentaban fluorescencia de YFP o de clorofila, o ambas
marcas. Este resuitado es interesante, ya que, estamos en presencia de una poblacién de
plastidios heterogénea en el embrion. Los organelos que sdlo se marcan con YFP son plastidios

distintos a cloroplastos. La presencia de ambos marcadores en un organelo se espera para




cloroplastos, sin empargo es extrafio que en algunos organelos exista fluorescencia de clorofila
y no de YFP. Esto podria deberse a un bajo nivel de expresion de la proteina fiuorescente en &l
embrién, de tal manera que no todos los cloroplastos alcanzan a importaria. Pero también
podria deberse a que habrian distintos tipos de plastidios que diferirian en la capacidad de
importar proteinas, o de degradarias en su interior. Aunque existen estudios de expresion de las
proteinas que participan en la translocacién de proteinas desde el citoplasma al cloroplasto en
plantas adultas, se desconoce su expresion en embriones (Gutenshon y cols, 2000) v su
actividad en distintos plastidios, ya que los estudios se han realizado principalmente en
cloroplastos (Soll y Schieiff, 2004). Por lo que queda por definir si el translocon esta activo en el
embrion, si es capaz de transportar RecA::YFP y en qué células del embridn lo hace. Para
dilucidar esta interrogante deberia expresarse RecA:YFP bajo el control de un promotor que se
exprese con fuerza en embriones.

Por lo tanto, en esta tesis se ha caracterizado la diferenciacién de plastidios y
mitocondrias. Esto ha abierto nuevas inferrogantes sobre las sefiales que llevan a Ia
diferenciacion de estos organelos, las cuales deben coordinarse espacial y temporaimente
durante el desarrollo. Otras preguntas que quedan planteadas tienen que ver con la
funcionalidad de estos organelos y como estas funciones cambian durante la diferenciacion
celular. Estas preguntas estan comenzando a ser respondidas a la iuz de nuevas publicaciones

que han emergido en los dltimos afios.




§. CONCLUSIONES

Los resultados generados por esta tesis permiten concluir que ia hipétesis formulada es
vélida, ya que en Arabidopsis thaliana los plastidios y mitocondrias se diferencian a medida que

progresa el desarrollo. Especificamente, se puede concluir que:

1. A medida que progresa la embriogénesis y prosigue la geminacién de la semilla, se obsevo
diferenciacion de cloroplastos en distintos tipos celulares. Es decir, las células que contienen

cloroplastos varian con el estado del desarrolio.

2. Las células que contienen cloroplastos durante la embriogénesis no son necesariamente las

progenitoras de las células que contienen cloroplastos en plantulas germinadas.

3. En embriones en estado de cofiledones doblados, los cloroplastos poseen un fotosistema |l
acoplado a un sistema de ftransporte de electrones activo, lo que sugiere que una vez

diferenciados adquieren la capacidad realizar fotosintesis.

4. Los amiloplastos y las mitocondrias se diferencian a la par de la diferenciacion de células de
la columeila de la raiz después de la germinacion. La ausencia de amiloplastos en la raiz del
embrion sugiere que éstos no serfan capaces de censar ni responder a la gravedad utilizando Ia

sedimentacién de amiloplastos como un mecanismo ceniral en este proceso.

5. Las mitocondrias se pueden observar en tejidos vegetales mediante destinacién de YFP a
este organelo. En epidemmis de cebollas y de hojas de Arabidopsis las mitocondrias se mueven
y adoptan distintas morfelogias. El movimiento de estos organelos en cebollas depende del

citoesqueleto de actina.
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6. ANEXOS

ANEXO 1 : Transformacion de plantas de arabidopsis con vectores para la destinacidn

de YFP a mitocondrias (PAM3) o a plastidios (pDU3).

ANEXO 2 : Presencia de clorofila en mutantes en adquisicién de patrones.




Tabla 1. Eficiencia de transformacié
listan en la primera columna fueron tra
mitocondrias (pAM3)o a plastidios

kanamicina (T,).

ANEXO 1

YFP a mitocondrias (pAM3} o a plastidios (pDU3).

>

Transformacién de plantas de arabidopsis con vectores para la destinacién de

n de plantas de Arabidopsis. Las plantas {To) que se
nsformadas con un vector para la destinacién de YFP a
(pDU3). Se seleccionaron las plantas resistentes a

Planta Transformada { N° plantas sometidas ?es?:t::::;a: % de Eﬁcienci_a de
(To) a seleccion kanamicina (T,) Transformacién
Vector para la acumulacidn de YFP en Mitocondrias
AM3A 552 3 0.54
AM3B 508 12 2.3
AM3C 325 2 0.62
AM3D 535 1 0.2
AM3F 570 4 0.7
AM3G 668 21 3.1
AMS3H 530 2 04
AM3I 202 1 0.5
TOTAL 4805 63 1.3
Vector para la acumulacion de YFP en Plastidios

DU3A 3375 8 0,24
bu3l 1465 5 0,34
DU3J 1810 3 0,17
DU3M 4610 8 0,17
TOTAL 11260 24 0.21




Tabla 2: Segregacién observada lue
Las plantas de la generacidn T1 fuero
cuales fueron seleccionadas por su re
es 3: 1, entonces con alta probabilida

go de Ia transformacion de plantas de Arabidopsis.
n sembradas y de ellas se obtuvieron semillas (T2), las
sistencia a Kanamicina. Si la razon resistentes: sensibles

d, en el genoma de la planta transformada existe una sola

insercién,
Lineas N° plantas T2 | N° plantas T2 N° de
transgénicas resistentes a | sensibles a 50 Razén inserciones de
parentales 50 pg/mt rg/ml resistentes/sensibles T-DNA
(generacion Tq) |  kanamicina kanamicina estimadas
AM3B4 71 22 3.2:1 1
AM3B10 54 27 21
AMB3B13 5 1 5:1 >1
AM3B15 12 12 1:1
AM3C1 69 14 51 >1
AM3F1 94 42 221
AM3F4 107 42 2,51
AM3G4 21 8 2,6:1 1
DU3A3 32 1 32:1 >1
DU3AB 111 38 2,9:1 1
DU3A7 16 2 8,1:1 >1
DU3M1 63 8 7,91 >1
DU3M5 16 5 3,21 1




Tabla 3. Segregacion de semillas T3 de plantas transformadas con el vector pAMAS3. Para
comprobar que las plantas T, tenian una insercién en su genoma y para saber si eran
homocigotas, se analizé la progenie de T.. Una razén resistentes: sensibles {R:S) de 3:1 indica
que la planta T2 era heterocigoto. Si todas las plantas eran resistentes, la planta madre (T3) era
homocigota,

Planta (T2) KanR KanS Dudoso | Razén R:S n

AM3B4A 40 0 0 - 40
AM3B4B 10 4 0 25:1 13
AM3B4C 40 0 0 - 40
AM3B4D 28 9 0 3.1:1 37
AM3B4E 40 0 0 — 40
AMS3B4F 23 5 0 46:1 28
AM3B4G 15 8 0 1.9:1 23
AM3B4H 42 17 0 25:1 59
AM3B4M 60 0 0 - 60

Tabla 4. Segregacién de semillas T3 de plantas transformadas con el vector pDU3. Para
comprobar que las plantas T2 tenfan una insercién en su genoma y para saber si eran
homocigotas, se analizé la progenie de T2. Una razén resistentes: sensibles (R:S) de 3:1 indica
que la planta T2 era heterocigoto. Si todas las plantas eran resistentes, la planta madre (T3) era
homocigota.

Planta (T2) KanR | KanS | Dudoso | Razén R:S n

Du3M50 71 0 0 71
Du3M5T 60 33 0 18:1 g3
Du3msv 3 18 2 1.7:1 51
Du3A6E 14 1 0 15
Du3AsC 28 Q 1 29
Planta (T3) KanR | KanS | Dudoso | Razén R:S n

Du3M5T1 13 10 0 1.3:1 23
Du3M5T72 31 4 0 7.8:1 35
Du3M5T4 35 0 0 35
Du3M575 33 10 0 33:1 43
Du3M576 65 0 0 65
Du3M5T7 62 0 0 62
Du3M5T8 28 9 0 3.1:1 37
Du3M5Tg 50 15 0 3.3:1 65
Du3M5T10 49 10 0 49:1 59
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