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DEFINICIONES DE ABREVIATURAS DEL PRESENTE TEXTO

°C: grados Celsius

pl: microlitro

HmM: micrémetro

UM: micromolar, unidad de concentracion (10¢ mol/L)
ANT: Translocador de nucledétidos de adenina (ADP-ATP)
AtCyp21.: Ciclofilina mitocondrial

ATP sintasa OSCP: ATP sintasa sensible a oligomicina
ATP: Adenosin trifosfato

ATR: Atractilésido

BKA: Acido bongkrékico

Ca?*: lon calcio

CaClz: Cloruro de Calcio

cm: centimetro

CN: Cianuro

CRC: Capacidad de Retencion de Calcio

CsA: Ciclosporina A

CypD: Ciclofilina D mitocondrial



DNA: Acido desoxirribonucleico

dUb: Decilubiquinona

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

h: hora

H20: agua

IMM: Membrana mitocondrial interna

IMS: Espacio intermembranal

KCI: Cloruro de potasio

kDa: kilo Dalton

M: molar, unidad de concentracién (mol/L)
MCU: Uniportador de calcio mitocondrial
Medio MS: Medio Murashige-Skoog para germinaciéon de semillas.
MES: Acido morfolino etano sulfénico
Mg?*: Magnesio

min: minuto

ml: mililitro

MM: Matriz mitocondrial

mm: milimetro



mM: milimolar, unidad de concentracion (10-3 mol/L)
MPT: Transicion de la permeabilidad mitocondrial
MUC: Canal no selectivo mitocondrial

N2: Nitrégeno

NaCl: Cloruro de sodio

O2: Oxigeno

OMM: Membrana mitocondrial externa

pb: pares de bases

PCD: Muerte celular programada

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PG: Propil galato

pH: Potencial de hidrégeno

Pi: Fosfato

PiC: Portador de fosfato mitocondrial

PTP: Poro de transicién de la permeabilidad mitocondrial
gPCR: PCR en tiempo real

RNA: Acido ribonucleico

ROS: Especies reactivas de Oxigeno



rpm: revoluciones por minuto

RT-PCR: PCR con transcriptasa inversa

s: segundo

SDS: Dodecilsulfato sédico

TBE: Tris, borato y EDTA

TDNA: ADN de transferencia

TRIS HCI: Clorhidrato de TRIS

UV: ultravioleta

VDAC: Canal anionico dependiente de voltaje

Ay: Potencial transmembranal mitocondrial
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Resumen

En la presente tesis se evaluo el efecto que tiene la decilubiquinona en el crecimiento
y bioenergética mitocondrial de una cepa de Arabidopsis thaliana silvestre y una mutante
carente de la ciclofilina mitocondrial AtCyp21. Para ello, se realizaron experimentos de
consumo de oxigeno y microscopia con protoplastos aislados a partir de hojas, con el fin
de determinar la integridad de estos al ser sometidos a estrés abiotico. Los resultados
sugieren que la adicién de decilubiquinona les confiere resistencia a los protoplastos
debido a probables efectos sobre el poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial.
Esto a su vez ocasionaria que las mitocondrias de Arabidopsis thaliana se mantengan

funcionales aun después de la exposicion a estrés abiotico.
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1.Introduccidn

1.1 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

La planta con flores Arabidopsis thaliana es un organismo ampliamente utilizado por
los investigadores de modelos vegetales. Varias caracteristicas hacen a esta planta un
candidato ideal para los estudios genéticos y moleculares: tiene un genoma diploide
relativamente pequefio con solo cinco cromosomas (Nicotiana tabacum presenta 24
cromosomas) y su genoma fue completamente secuenciado [The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000]. El ciclo de crecimiento de A. thaliana es lo suficientemente rapido como
para hacer experimentos en los diversos estados de crecimiento vegetal en pocas
semanas. Las plantas pueden crecer en placas de agar o en sustratos especificos. La
planta A. thaliana pertenece a la familia Brassicaceae y se ha usado ampliamente en
estudios de genética molecular y de bioquimica por su rapido crecimiento y por ser de
relativa facil manipulacion genética [Koncz y cols.,1992]. En la actualidad existen miles
de lineas mutantes carentes o con sobreexpresion de diversos genes, asi como mutantes
con sobreexpresion de proteinas de fusidén y transgenes [para mas informacion, visitar

https://abrc.osu.edu/resources].

Los protoplastos de hojas del meséfilo de A. thaliana constituyen un modelo celular
ampliamente utilizado en estudios de metabolismo vegetal. Estas células permiten llevar
a cabo estudios de bioguimica, genética y biologia celular en condiciones facilmente
controladas, afiadiendo que los protoplastos de tipo silvestre mantienen la mayoria de las
caracteristicas y respuestas de las hojas, que a menudo se pierden en células de cultivo

en suspension no diferenciadas. Los protoplastos de las cepas mutantes son de igual
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forma un modelo valioso y que usualmente poseen caracteristicas similares de las
plantas mutantes originales [Scott y Logan, 2008; Wu y cols., 2009; Yoo y cols., 2007].
Adicionalmente, es posible transformar estas células con plasmidos para estudiar el papel
de determinados genes en la funciéon celular [Sang y cols., 2011]. Para la obtencion de
protoplastos de A. thaliana existen varios métodos. Sin embargo, la gran mayoria de
éstos convergen en el punto de degradacion de la pared celular con enzimas hidroliticas
qgue permiten digerir la celulosa y amilopectina en condiciones controladas [Yoo y cols.,

2007; Wu y cols., 2009].

Aunque A. thaliana carece de valor econdmico como cosecha, esta pequefia planta
presenta varias ventajas que son utilizadas por diversos laboratorios de investigacion en
el mundo [Wilson, 2000]. Un ejemplo es que A. thaliana presenta varios “ecotipos” o
plantas con ligeras variaciones genéticas las cuales son endémicas de diversos puntos
en el planeta. Estos ecotipos estan sometidos a diferentes condiciones ambientales y por
lo tanto son muy valiosos en los estudios donde se busca reproducibilidad de un mismo
fendmeno en dos o mas fondos genéticos. Los ecotipos de Columbia y Landsberg son
los dos mas utilizados para estudios genéticos y moleculares [Meinke y cols.,1998].

Posterior a la secuenciacion del genoma de Arabidopsis thaliana, la comunidad
cientifica se enfrentd al nuevo desafio de asignar funciones bioldgicas a todos los genes
en este genoma. Esto ha conllevado a tener informacion atil sobre diferentes aspectos
de la fisiologia y bioquimica de vegetales que se resolvieron a través del andlisis genético
y molecular de diversas mutantes de A. thaliana. Por ejemplo, la identificacién inequivoca
de un receptor hormonal en plantas, debido a la aclaracion de las vias de transduccion

de sefiales de etileno en Arabidopsis [Wilson, 2000]. También en el area de percepcién
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de la luz, el analisis de diversas mutantes de Arabidopsis ha llevado a la identificacion de
receptores de plantas y componentes de la transduccion de sefiales de fototropismo y
ritmos circadianos. Ademas, se han identificado varios genes que regulan la transicion a
la floracién y se han construido modelos para entender el control genético del desarrollo
floral. Sin duda los avances en bioquimica y biologia celular han cubierto temas que van
desde el transporte de iones y la biosintesis de acidos grasos hasta la formacion de la
pared celular y el mantenimiento del cloroplasto [Meinke y cols., 1998]. Para el estudio
de muchos de estos procesos fisiologicos, se han desarrollado distintos métodos para
generar mutaciones en el genoma de A. thaliana. Los diferentes mutagenos (agentes
quimicos, fisicos y biolégicos) producen tipos especificos de lesiones y varian en su
eficiencia y grado de aleatoriedad de mutaciones. La relativa facilidad por la cual los
transposones y el ADN-T introducido por bacterias del género Agrobacterium pueden
usarse para crear mutaciones de insercidn etiguetadas en secuencia en los genomas de
plantas, ha hecho de estos los mutagenos elegidos entre las estrategias genéticas
inversas. Sin embargo, la mutagénesis insercional tiene limitaciones claras, y las
metodologias complementarias de mutagénesis dirigida a genes a menudo se usan en
paralelo [Alonso y cols., 2006].

Entre las aplicaciones producto de la investigacion basica con Arabidopsis se
encuentra el poder identificar problemas a nivel de genes discretos que ayudan a resolver
necesidades practicas como aquellas relacionados con la agricultura, energia y el medio
ambiente mediante técnicas como clonaciébn molecular de genes de resistencia a
enfermedades, ingenieria de plantas resistentes a temperaturas extremas, estimulacion

de la floracion prematura en arboles, asi como la generacién de plantas con ciclos de
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vida extendidos, entre otras [Meinke y cols., 1998].
1.2 El estrés abidtico y la muerte celular en plantas

Las plantas requieren energia (luz), agua, carbono y nutrientes minerales para crecer.
El estrés abidtico se define como aquellas condiciones ambientales que reducen el
crecimiento y el rendimiento por debajo de los niveles Optimos o deseables. Las
respuestas de las plantas al estrés abidtico pueden ser dinamicas y complejas. Otra
definicion de estrés se puede referir a uno o varios factores ambientales desfavorables
para un organismo mermando asi su capacidad para sobrevivir [Levitt,1980]. Cuando se
someten a tensiones abidticas, las plantas reprograman activamente su crecimiento
modulando tanto la divisién celular como la expansion celular. El crecimiento disminuye
rapidamente al inicio del estrés, pero se recuperay se adapta una vez que las condiciones
previas al estrés se restituyen. Este tipo de condiciones ambientales incluyen sequia,
calor, frio, deficiencia de nutrientes y exceso de sal o metales téxicos como aluminio,
arsénico y cadmio en el suelo. La sequia, la sal y los cambios abruptos en la temperatura
son factores importantes que afectan la distribucion geogréafica de las plantas en la
naturaleza y limitan la productividad de las plantas en la agricultura [Zhu, 2016].

La muerte de conjuntos especificos de células es una parte esencial del crecimiento y
desarrollo de muchos organismos eucariontes, tanto animales como vegetales.

Ademas de su papel en el desarrollo, la muerte celular puede ser un componente de
las respuestas al estrés bidtico y abiético. Dado que los organismos controlan la iniciaciéon
y ejecucion de los procesos de muerte celular. Estos tipos de muerte celular son

denominados “muerte celular programada”. En otras palabras, se denomina muerte
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celular programada al proceso que requiere energia y es regulado por distintos conjuntos

de genes, el cual esta involucrado en la eliminacion selectiva de células no deseadas.

En plantas, la muerte celular ocupa varias funciones en el desarrollo: a) la senescencia
remueve células reciclando mucho de su carbono, fésforo y nitrdgeno; b) la muerte celular
es importante al esculpir tejidos como en la formacion de aerénquima, formacion de
primordios florales y capas de la aleurona durante la germinacion; c) las células invadidas
por patdgenos pueden auto-eliminarse como parte de una respuesta hipersensitiva contra
el patdgeno; d) la muerte celular también sucede durante la diferenciacion terminal, y el
ejemplo clasico es la formacién de vasos y traqueidas; y €) la muerte celular programada
cuando el metabolismo de las células es perturbado por un estrés abidtico o por
bioingenieria. Por lo tanto, el proceso de la muerte celular programada es esencial para
asegurar el desarrollo propio de la planta [Camarena-Gutiérrez, 2006]. Cabe mencionar
gue las mitocondrias son los organelos que se encuentran en el centro de la respuesta
celular al estrés y el control de la muerte celular [Jonas y cols., 2015]. Por lo anterior, se
considera que las mitocondrias son organelos que operan al limite de su disefio y que
pequefios cambios en las condiciones celulares o ambientales pueden ocasionar
cambios sustanciales en su fisiologia y que se transformen de organelos generadores en

organelos consumidores de ATP [Gutiérrez-Aguilar y Baines, 2013].
1.3 Las mitocondrias de plantas

Las mitocondrias son organelos celulares de gran relevancia, debido a que, su objetivo
principal es obtener energia en forma de ATP, mediante el proceso de respiracion celular.

[Ratajczak y cols., 2019]. Para producir la energia en forma de ATP, las mitocondrias
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utilizan sustratos producidos en el citosol por vias metabdlicas de carbohidratos, lipidos

y proteinas [Jonas y cols., 2015].

Las mitocondrias presentan cuatro subcompartimentos diferentes: la membrana
mitocondrial externa (OMM), el espacio intermembranal (IMS), la membrana mitocondrial
interna (IMM) y la matriz mitocondrial (MM). La OMM es permisiva al paso de iones y
pequefias moléculas (<5 kDa), a través de proteinas de membrana (porinas) formadoras
de poros, como el canal anionico dependiente de voltaje. Mientras que la IMM es
altamente impermeable por lo que es necesario establecer un gradiente electroquimico,
a través, de las actividades de los complejos proteicos de la membrana de fosforilacion
oxidativa para la biosintesis de ATP [Toleco y cols., 2020].

En plantas, las mitocondrias ademas de la respiracion y suministro de energia celular
estan involucradas en otras tareas metabodlicas como la asimilacion de nitrégeno, la
fotorrespiracion y utilizacién de depdsitos de almacenamiento de carbono y nitrégeno

durante la germinacion de semillas [Douce, 1985].

La forma mas comudn en la que son asumidas las mitocondrias en plantas es con
extremos hemisféricos (Fig. 1) de aproximadamente 0.5 um de didmetro y hasta 2 um de

longitud [Douce, 1985].
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Figura 1. Micrografia electrénica de dos mitocondrias de célula de proteccion estomatica de la hoja de H.
albostriatum.

Imagen tomada de Douce, 1985

1.4 El poro de transicion de la permeabilidad

El poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial (PTP) es una estructura proteica
ubicada en la membrana interna mitocondrial de identidad debatida [Baines y Gutiérrez-
Aguilar, 2018]. Inicialmente se describié por Hunter y Haworth como un canal de
liberacién de calcio inducido por calcio y méas tarde se demostré que se podia inhibir con
el bloqueador de canales de calcio rojo de rutenio y con cantidades nanomolares del
undecapéptido extraido del hongo Topocladium inflatum, ciclosporina A (CsA) [Hunter y
Haworth, 1979; Gutiérrez-Aguilar y Baines, 2015].

Con estos fenotipos se propuso la participacion del uniportador mitocondrial de calcio
(MCU) y la isoforma mitocondrial de una ciclofilina (CypD) en la regulacion del PTP. La
actividad del PTP es susceptible a ser regulada. Estudios que se realizaron con
mitocondrias aisladas usando inhibidores de MCU -lo que bloquea la entrada de calcio a
la mitocondria- sugieren que los iones calcio deben entrar a la mitocondria para activar el

PTP [Baines y Gutiérrez-Aguilar, 2018].
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La CypD es el unico modulador universalmente aceptado del PTP. Aunque aun no
estan del todo claras sus funciones fisiologicas, se presume su implicacion en el
plegamiento de proteinas, ya que con anterioridad se menciono su relacion [Gutiérrez-
Aguilar y Baines, 2015]. Se ha descrito la CypD en Arabidopsis thaliana, donde estan
presentes dos ciclofilinas mitocondriales de dominio Unico, AtCyp21-3 y AtCyp21-4

[Romano y cols., 2004].

Por otro lado, se ha visto que la cadena de transporte de electrones aumenta la
polarizacion de la membrana mitocondrial y por lo tanto inhibe el PTP. Mientras que al
haber una depolarizacién de la membrana (caida en su potencial) activa al PTP. Estos
datos sugieren que tanto el transporte mitocondrial de electrones, el uso mitocondrial de

sustratos y el ANT gobiernan la apertura del PTP [Mnatsakanyan y cols., 2017].

Por otro lado, se ha visto que la apertura del PTP se facilita mediante la unién de CypD
a la IMM gracias a su extremo N-terminal, en un proceso modulado por Ca?*, Piy ROS.
Sin embargo, existen inhibidores para que no se concrete esta union [Nicolli y cols., 1993;
Scorrano y cols., 1997]. Estudios genéticos demuestran que la propension a abrir el PTP
se reduce en mitocondrias desprovistas de CypD, mientras que la susceptibilidad a la
apertura del PTP y a la muerte celular aumenta cuando se sobreexpresa CypD [Basso y

cols., 2005, Baines y cols., 2005; Nakagawa y cols., 2005; Schinzel y cols., 2005].
1.5 Estructura del PTP

Los componentes formadores del PTP han sido y son objeto de debates constantes.
Desde su descubrimiento por Hunter y Haworth en 1979 [Hunter y Haworth, 1979], se

pensé que el translocador de ADP-ATP (ANT) formaba parte de esta estructura. Lo
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anterior es debido a que el PTP es inhibido con acido bongkrékico (BKA) y sensibilizado
por atractilésido (ATR). Ambas moléculas son potentes ligandos del ANT y su efecto
divergente se piensa que es debido a que estabilizan al ANT en una conformacion
opuesta. Especificamente, se sabe que ATR bloquea al ANT en la conformacioén “C” la
cual tiene forma de cesta con la apertura en direccidén hacia el espacio intermembranal.
En forma inversa, BKA bloquea al ANT en la conformacién “M”, la cual tiene forma de
cesta con la apertura en direccion hacia la matriz mitocondrial [Baines y Gutiérrez-Aguilar,

2018].

A lo largo de los afios han surgido diferentes hipo6tesis sobre la estructura del PTP.
Una de ellas propone la union de la ciclofilina al translocador de nucleétidos de adenina
(ANT) o al canal anionico dependiente de voltaje (VDAC). Sin embargo, esta hipotesis
fue cuestionada por otro grupo debido a que se realizaron estudios con ratones
deficientes de ANT O VDAC y aun mostraban una respuesta al PTP. Posterior a esta
cuestidn, se plante6 una nueva hipoétesis en la que se mencionaba que la CypD se une
al acarreador de fosfato mitocondrial (PiC) en lugar del ANT. No obstante, también fue
desafiada en estudios que demostraron la ocurrencia del PTP lineas celulares con niveles

alterados de [Gutiérrez-Aguilar y cols., 2014].

Modelos recientes sugieren que CypD se une a la subunidad ATP sintasa OSCP para
modular el poro MPT [Giorgio y cols., 2013]. Con base en estudios disponibles que
abordan los mecanismos potenciales para el poro MPT dependiente de CypD, es posible
inferir un modelo de trabajo actualizado mediante el cual CypD se une a PiC, ANT o ATP
sintasa para regular la apertura de poro (Fig. 2). De acuerdo con lo mencionado, el Ca?*

y el estrés oxidativo, pueden activar el MPT al inducir el aflojamiento de la subunidad cy
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aumentar la conductancia del canal, siendo facilitado por ANT en la conformacién “c”. Por
el contrario, el bloqueo del poro MPT por los nucle6tidos de adenina podria atacar tanto
a la ATP sintasa como al ANT para cerrar el poro. Este efecto también puede
recapitularse en presencia de BKA, que bloquea al ANT en la conformacion “m” [Baines

y Gutiérrez Aguilar, 2018].

Lateral Stalk

Figura 2. Complejos proteicos propuestos que influyen en el PTP

Imagen tomada de Gutiérrez-Aguilar y Baines 2015

1.6 Presencia del PTP en plantas

El PTP esta presente en diferentes especies y cepas eucariotas, o que provoca que
su regulacion sea distinta por la adaptacion de cada organismo. En particular, en este
apartado hablamos acerca de su presencia en plantas, y particularmente en Arabidopsis
thaliana. De acuerdo con la tabla 1, se muestra que dentro del Reino Plantae se

encuentra un canal no selectivo mitocondrial de A. thaliana [Uribe-Carvajal y cols., 2011].
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Tabla 1. Deteccién de un probable PTP en mitocondrias de diversas especies de plantas.

Reino Especie Nombre comun Inhibidor Referencia
Plantae Arabidopsis Arabidopsis Ciclosporina A Scott y Logan
thaliana (2008) y Tiwari y
cols., (2002)
Nicotiana Tabaco Ciclosporina A Lin y cols,
tabacum (2006)
Solanum Papa Mg?* Fortes y cols.,
tuberosum (2001)
Triticum Trigo Ca?* Virolainen y
aestivum cols., (2002)

Tablatomada de Uribe-Carvajal y cols., 2011

Se ha informado la presencia de un PTP en plantas de diversas especies. Tanto el
Ca?* y el fosfato parecen ser los Unicos requisitos para inducir un aumento en la
permeabilidad mitocondrial producida por la apertura del PTP en plantas, ya que CsA
actla en el PTP de Arabidopsis thaliana como un inhibidor, evitando anormalidades en
la morfologia mitocondrial que pudieran resultar de la apertura del MUC [Scott y Logan,

2008, Tiwari y cols., 2002].

El papel fisiologico del MPT, esta relacionado con procesos de desarrollo y tensiones
ambientales leves, que en algunos casos lleva a la muerte celular programada (PCD),
como, por ejemplo, en los protoplastos de Arabidopsis thaliana, al ser sometidos a un
estrés abiodtico (calor), se induce hinchazon mitocondrial y pérdida de Ay, sin embargo,

se ha visto que existe un factor para contrarrestar este dafio [Zancani y cols., 2015].
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El PTP, se estudi6 primeramente en animales y a continuacion se realizaron
experimentos para identificar si existian similitudes en su estructura. Se llevo a cabo un
estudio con mitocondrias aisladas de Solanum tuberosum (papa), se encontrd que tienen
una capacidad mayor de Ca?* en comparacién con la de animales, debido a que,
presentan una alta eficiencia en el bombeo de este ion que funciona como blindaje
[Arpagaus y cols., 2002]. Todo esto relacionado con las primeras investigaciones acerca
del PTP, en las que se indica que el PTP es un canal el cual es de liberacion de calcio y

es inducido por el mismo [Hunter y Haworth, 1979].

De igual forma, se ha detectado un PTP en mitocondrias aisladas de Pisum sativum
(chicharo o guisante), el cual presenta diferencias entre otros tipos de plantas como son
la avena, el trigo, los cuales pueden ser inhibidos por uno u otro compuesto. No obstante,
presenta una caracteristica en comuan con insectos, levadura y mamiferos y otras plantas,

la cual es la salida del citocromo c, lo que conlleva a PCD [De Col y cols., 2018].

Se ha observado que en las mitocondrias aisladas de Pisum sativum, su MPT, fue
inducido por Ca?* e inducida por diamida y que puede haber una desensibilizacién por
sustratos de CsA, la cual interacciona con CypD mitocondrial. Cabe mencionar que la
induccion del Ca?* se dio solamente en presencia del ionéforo de Ca?* ETH129 [De Col

y cols., 2018].

El propdésito del presente trabajo de tesis es demostrar si A. thaliana presenta un
PTP similar al detectado en mamiferos utilizando enfoques genéticos, farmacoldgicos y

bioenergéticos. Lo anterior es de especial relevancia ya que la inhibicion de un probable
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PTP en plantas podria conllevar al desarrollo de estrategias para minimizar la pérdida
de plantas en cultivos en un contexto de diversos tipos de estrés como aquellos
asociados a plagas o al cambio climéatico. Por ello se sometieron las dos cepas de
estudio (Col-0 y AtCyp21) a diversos experimentos tanto en semillas, plantulas y

protoplastos para observar sus comportamientos.
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2. Hipoétesis

Si las mitocondrias de Arabidopsis thaliana presentan un PTP asociado a muerte

celular, su inhibicién le conferird a la planta resistencia a estrés abiético.

3. Objetivo general

Determinar la participacion de la proteina AtCyp21 como componente del PTP

mitocondrial en respuesta a estrés abiotico en Arabidopsis thaliana.

3.1 Objetivos particulares

» Establecer la participacion del PTP en el crecimiento de plantas y morfologia
mitocondriales en hojas y raices de los ecotipos silvestre y mutante de A. thaliana.
» Determinar la participacion del PTP en parametros asociados a la muerte celular

en protoplastos de A. thaliana.
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4. Metodologiay Procedimiento Experimental

4.1 Material vegetal

Los ecotipos de A. thaliana utilizados para los estudios presentados son Col-
0 y AtCyp21, la primera respectivamente fue proporcionada de manera gentil
por la Dra. Sobeida Sanchez Nieto y la segunda, fue obtenida del Arabidopsis
Biological Resource Center de la Ohio State University. El nimero codigo de
germoplasma es SALK 142397. Las semillas de ambos genotipos se
germinaron en macetas con sustrato compuesto (Sunshine Mix #3) adicionado
con vermiculita y agrolita en la proporcién 3:1:1 [Pedroza-Garcia y cols., 2015],
como en placas con 2% de agar, 2% de sacarosa y medio MS durante 1-2
semanas. Se recolectaron las hojas de Arabidopsis thaliana de 2 a 4 semanas
de desarrollo, preferentemente se deben cortar aguellas en los estadios 5-7

(Fig. 3) a las que se les conoce como hojas verdaderas.
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Figura 3. Numeracién de hojas en una planta adulta de A. thaliana.

Imagen tomada de Merchant y Pajerowska-Mukhtar, 2015

4.2 Soluciones de aislamiento, de medicién y reactivos

En el presente proyecto de tesis se utilizaron las siguientes soluciones.
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4.2.1 Solucién enziméatica (15 a 20 ml para cada 20-30 hojas) *
Se prepara antes de cada aislamiento en un tubo Falcon de 50 ml
-Celulasa C0615-1G-SIGMA al 1.5% (0.15 g/10 ml)
-Macerozima P2401-1KU-SIGMA al 0.4% (0.04 g/10 ml)
-Manitol 0.4 M (stock 0.8 M), precalentar a 55°C
-KCIl 20 mM (stock 2 M)
-MES 20 mM, pH 5.7 (stock 0.2 M), precalentar a 55°C.

-CaCl2 10 mM (Stock 1 M)
*Al estar lista la solucion enzimatica, se procede a pasarla a través de un
filtro de jeringa de poro de 0.45um, esto con el fin de evitar el paso de

particulas extrafas.

4.2.2 Solucién W5

-NaCl 154 mM (stock 4M)

-CaClz2 125 mM (stock 1 M)

-KCI 5 mM (stock 2 M)

-MES 2 mM, pH 5.7 (stock 0.2 M)

4.2.3 Amortiguador de lavado de Protoplastos.

-EDTA 0.1 mM (stock 100 mM)
-Manitol 0.4 M (stock 0.8 M)
-Pi 1 mM (stock 1M)

-MES 10 mM, pH 5.7 (stock 0.2 M),
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4.2.4 Amortiguador CRC

-Amortiguador de lavado de protoplastos

-Digitonina (20 mg/ml)

-ADP (200puM)

-Succinato (10mM)

4.2.5 Inhibidores de respiracion mitocondrial

-Propil galato (PG) (400uM)

-CN (96uM)

4.2.6 Buffer de extraccion de DNA

-Tris-HCI, pH 7.5 (200uM)

-NaCl (250mM)

-EDTA pH 8.0 (25mM)

-SDS (0.5%)

Ademas de la soluciébn enzimatica, para el aislamiento mecanico de

protoplastos se ocuparon los siguientes materiales:

Hojas verdaderas de A. thaliana ecotipo col-0 (2-4 semanas de
crecimiento).
Filtro de jeringa estéril de 28 mm de diametro y poro de 0.45 um marca

Corning Incorporated.

Caja Petri de vidrio.
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e Pinzas de diseccion.
e Tijeras.
e Cuchilla para afeitar marca Dorco.

4.3 Metodologias

Para el presente proyecto de tesis se ocuparon las siguientes metodologias.

4.3.1 Genotipificaciéon de la cepa silvestre y AtCyp21
Para determinar el genotipo de las cepas silvestre y mutante AtCyp21, se
aisl6 DNA total de hojas crecidas en Medio MS mas sacarosa, mediante el

procedimiento descrito a continuacion.

Se cortaron hojas pequefias (2-3 hojas por cada planta). Estas se colocaron
en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se congelaron con N2 liquido y se trituraron
con un pistilo de plastico hasta que se obtuvo un polvo muy fino. En segundo
lugar, se agregaron 400 ul de buffer de extraccién de DNA al tubo Eppendorf
y se homogenizé con ayuda del pistilo y se pasdé por el vortex por 5 s.
Enseguida, se centrifugo por 5 min a 13,000 rpm. A continuacion, se transfirio
el sobrenadante a un Eppendorf limpio y se volvié a centrifugar, esto con el fin
de eliminar los residuos restantes de la centrifugacion previa. Luego, se
transfirieron 300 ul del sobrenadante a un tubo nuevo, al cual se le agregaron
300 upl de isopropanol, agitando en el vortex y se mantuvo a -20°C por
aproximadamente 12 h. Pasadas estas horas, se centrifugd por 5 min a 13,000
romy se elimind el sobrenadante. Después, se obtuvo un pellet el cual se lavé

con 1 ml de etanol al 70% y se centrifugo por 5 min. Por consiguiente, se

31



elimind el etanol residual y se seco6 el pellet obtenido a 29°C por 5 min. Por
altimo, se resuspendio el pellet en 100 pl de H20 estéril desionizada.
Posteriormente, se incubaron alicuotas del DNA aislado de cada cepa en
una reaccion de PCR con tres oligonucledétidos especificos que se observan
en la tabla 2, para amplificar un fragmento tedrico de 1,185pb correspondiente
al gen AtCyp2l1 en una cepa silvestre y otro correspondiente al TDNA
interrumpiendo la secuencia del gen At2g47320 y generando un amplicdn

tedrico de 845pb.

Tabla 2. Lista de oligonucledtidos para el proceso de genotipificacién de las cepas Col-0 y
AtCyp21 por PCR.

Nombre del Oligonucleétido | Tm Secuencia 5-3°

LBbl1.3 (TDNA pROK2) 63.6 | ATTTTGCCGATTTCGGAAC

AtCyp21 LP FW3 59.9 | AGACCAAAGAGGTTAGTCTTTGCTT
AtCyp21 RP Rev3 59 ATTACCTCAAGAACTGATCTACCATTG

Los productos de la PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de
agarosa al 0.5% usando el amortiguador TBE. Se puede observar que en la
reaccion con DNA de la planta Col-0 hay un amplicon mayor a 1000pb lo cual
correlaciona con el amplicon teorico. Por otra parte, la reaccion con el DNA
de la planta SALK 142397c obtenida del TAIR a través del SALK Confirmed T-
DNA Project del Dr. Joseph Ecker generé un amplicén de ~800pb, el cual fue

similar al obtenido con el DNA de la planta M5. Interesantemente, el DNA de
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la planta M2 no produjo un amplicén robusto por lo cual no se considero para

ser analizada en el presente estudio (Fig. 4).
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Figura 4. Genotipificacion de las plantas ecotipo Col-0 y mutantes isogénicas AtCyp21.
La mutante confirmada fue obtenida de Joseph Ecker a través de TAIR y el SALK

Confirmed T-DNA Project con niumero de germoplasma SALK 142397c.
Es importante mencionar que en el laboratorio se esta aislando RNA para
verificar de la ausencia del transcrito del gen At2g47320. De igual forma,
seréd necesario obtener anticuerpos inmunoreactivos con la proteina AtCyp21

para poder confirmar la ausencia de la proteina.

4.3.2 Germinacion de semillas en medio MS adicionado con decilubiquinona (dUb)

Para poder germinar semillas de las diferentes cepas de A. thaliana, se
prepar6é Medio MS (Sigma Aldrich), el cual se esteriliz6 en autoclave vertical
(121°C/20 min), después, se le adicion6é dUb (50uM) y sacarosa al 2%

mediante filtracién (0.45 um) y vertido en caja Petri de vidrio.
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En paralelo, se realizé el esterilizado de semillas con una mezcla de clorox
(50%) y tween 20 (0.02%), en el cual, se trataron semillas de cepa silvestre

(Col-0) y mutante (AtCyp21) por separado durante 20 minutos.

Posteriormente, se realizaron dos lavados con agua estéril. Se dispersaron
las semillas de forma homogénea con un capilar para su germinacion en cajas

Petri de vidrio con Medio MS.

Una vez germinadas las semillas, se colocaron dentro de una camara de
incubacion a 22°C en condiciones normales de fotoperiodo.

Se monitorearon diariamente para registrar su tiempo de germinacion y
después de 2 semanas de crecimiento se realiz6 la medicién de raices (cm)
de las cepas silvestre (Col-0) y mutante (AtCyp21). Pasado este tiempo, se
procedid a su traspaso a maceta con mezcla de sustrato (sunshine, vermiculita
y agrolita) y se realizaron las observaciones para ver tiempos de crecimiento

de las hojas, del tallo, la aparicion de flores y vainas de semillas.

4.3.3 Aislamiento de Protoplastos de Mesoéfilo

Este aislamiento es extensamente empleado por investigadores de esta area
y a pesar de requerir condiciones de vacio y un mayor tiempo de incubacion,
se ha encontrado que los protoplastos obtenidos por este método son
susceptibles de ser transformados con plasmidos y sometidos a
manipulaciones sin afectar la viabilidad de estos [Yoo y cols., 2007].

Se prepard la solucién enzimatica en el siguiente orden. Primero, se
adicion6 Manitol, KCI, MES, celulasa y maceroenzima en un tubo Falcén, el

cual es calentado a bafio de agua a 55°C/10 min, con la finalidad de desactivar
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proteasas, nucleasas e incrementar la solubilidad de las enzimas adicionadas.
Transcurrido este tiempo, se dej6 enfriar a temperatura ambiente y se adiciono
el altimo reactivo (CaClz). Ya preparada la solucion enzimatica se realizé un
filtrado (0.45 um) y se verti0 en una caja Petri de vidrio. Con la solucion
enzimatica en la caja Petri, se procedid, al corte de tiras de hojas (0.5-1 mm)
de la cepa silvestre (Col-0) con la ayuda de una navaja de afeitar con
precaucion de no aplastar el tejido en el punto de corte. Las hojas seccionadas
se depositaron en la soluciéon enzimatica sin aplastar. Terminado el corte se
llevé a cabo una infiltracion al vacio en oscuridad de la caja Petri durante 30
minutos con un desecador. Para continuar con la digestién, se sometié a una
agitacion suave (40 rpm, 25°C, oscuridad), por 90 minutos mas. A
continuacién, se observé que la solucién se torna verde (indicativo de la
liberacién de protoplastos), la cual se verti6 en un tubo Falcon mediante
filtracion rapida con un trozo de Millipore previamente humedecida con agua
desionizada y solucion W5. Después, se realizé el filtrado y una dilucién con
W5 en proporcién 1:1 que el volumen obtenido. Por ualtimo, se realizé una
centrifugacién (1,130rpm/2 min/4°C) y se elimino6 la mayoria del sobrenadante
dejando aproximadamente de 2 a 3 ml para resuspender el boton.

Para determinar la calidad y cantidad de células obtenidas mediante esta

metodologia se utilizé un hematocitometro.
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4.3.4 Medicién del consumo de oxigeno por respirometria de alta resolucién.

Para poder medir el consumo de oxigeno de los protoplastos, se calibro el
Sistema Hansatech Oxygraph Plus fase liquida de acuerdo con
especificaciones del fabricante. Brevemente, se adicion6 ditionita sddica en
solucion dentro de la camara de reaccion y se calibra el punto como 0% de
oxigeno. Después se lavo la camara con agua milliQ cinco veces y se adiciono
1 ml de agua milliQ. A los pocos minutos se calibro la lectura de voltaje como

100% de oxigeno.

A continuacion, se agregé Amortiguador CRC a la camara del oximetro.
Después, se agregaron 2 x 10° protoplastos, los cuales se dejaron sedimentar
y resuspendieron en 250 ul de Amortiguador CRC. Ya teniendo todo esto, se
procedi6é a cerrar la camara del oximetro, observando que no se formaréa
ninguna burbuja en el interior. Se realizé la medicion del consumo del oxigeno
(nmol O2/min 108 células). Transcurrido ese periodo, se realiz6 la inyeccion de
la siguiente mezcla (2ul de propil galato y CN) y se tomd la mediciéon por otros
2 minutos. Esto con el fin de observar la inhibicibn de la respiracion
mitocondrial [Ortiz-Jiménez, 2019].

4.3.5 Tincion por Mitotracker

La tincién de mitocondrias dentro de una célula se llevo a cabo mediante la
incubacion de éstas en un medio indicador Mitotracker Green, el cual, es
acumulado por las mitocondrias en funcion de su potencial de membrana. Si
las mitocondrias carecen de un potencial, entonces no sera posible que el

colorante se acumule en estos organelos.
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A 500,000 células tanto del grupo control como de los experimentales de la
cepa silvestre se le adicionaron los siguientes reactivos: Mitotracker Green
(2pl de un stock 1mM) y amortiguador de lavado de protoplastos en un volumen
final de 1ml. Los protoplastos se dejaron en reposo durante 20 minutos a
oscuridad. Posteriormente, se realizaron dos lavados con amortiguador de
lavado de protoplastos con centrifugacion (3000rpm/20s) y se retird el
sobrenadante.

Por altimo, se resuspendieron en 20 ul, los cuales se colocaron en un
portaobjetos, se cubrieron con un cubreobjetos y se observaron con un
microscopio de fluorescencia.

4.3.6 Analisis Estadistico

Se llevaron a cabo pruebas t de Student pareadas para el analisis de

diferencias estadisticas entre grupos de interés.
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5. Resultados

Para determinar el papel del PTP y de la ciclofilina AtCyp21 en el proceso
de germinacién, se llevaron a cabo experimentos de germinacion de semillas
de la cepa silvestre (Col-0) y mutante (AtCyp21) en Medio MS suplementado
con decilubiquinona (dUb), el cual es un potente inhibidor del PTP [Uribe-
Carvajal y cols., 2011]. Posterior a 2 semanas de germinacion, se observo que
las raices de las plantulas germinadas en presencia de decilubiquinona tenian

un menor tamafio en comparacion con las cajas control (Fig. 5).
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Figura 5. Raices de Arabidopsis thaliana germinadas en medio MS s/dUb (A) y (C) y c¢/dUb (B) y (D)
Imagenes representativas. n=5 (A, B, C) y n=2 (D).

Con la finalidad de estimar cuantitativamente los efectos de la
decilubiquinona en ambos genotipos de plantas, se midieron las raices y se
precisd que existen diferencias significativas entre los grupos con y sin dUb
(figura 6). Ademas, las plantas carentes de AtCyp2l presentaron mayor
tamafo sin dUb, pero al adicionar la decilubiquinona hubo una disminucién en

la longitud de las raices.

38



longitud (cm)
O L N W N
1

|

Col-0  Col-0 AtCyp21l AtCyp21
s/dub  c¢/dub s/dUb  c¢/dUb

Figura 6. Medicion de raices de Arabidopsis thaliana germinadas en Medio MS sin y con dUb de los dos
ecotipos empleados (Col-0 y AtCyp21) n=5. * p <0.05 versus Col-0 s/dUb. ** p <0.05 versus AtCyp21 s/dUb.

Posterior a estas mediciones, las plantulas fueron transferidas a macetas
con mezcla de sustrato (sunshine, vermiculita y agrolita) y se monitored su
crecimiento. En general, se observé que la presencia de dUb en la cepa
carente de ciclofilina (AtCyp21) origin6 plantas con hojas en mayor abundancia
y de mayor tamafo, mientras que la morfologia de estas permanecié
inalterada, como se puede apreciar (Fig. 7).

Figura 7. Crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 (A 'y B) y AtCyp21 (C y D) en macetas
con germinacién previa en Medio MS s/dUb (A, C) y c/dUb (B, D). Imagenes representativas n=3

Posteriormente, se evaluaron los efectos del estrés térmico y el papel de la
dUb a nivel celular. Se aislaron protoplastos de la cepa silvestre y se
sometieron a las siguientes condiciones: control (22°C), experimental 1
(37°C/1 h) sin dUb y experimental 2 (37°C/1 h) con dUb. Esto con el fin, de

evaluar si los efectos de la decilubiquinona son apreciables a nivel subcelular
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en términos de la respiraciéon mitocondrial y de la distribucion y morfologia
mitocondrial en un contexto de estrés abidtico. Una vez que se sometieron a
los tres tratamientos, los protoplastos fueron sometidos a dos lavados con
buffer de protoplastos y se dejaron sedimentar. A continuacién, los
protoplastos se colocaron en un oximetro Hansatech Oxygraph Plus y se
registraron los valores de respiracion maxima (Estado 3) seguido de la adicion
de un coctel de inhibidores (propil galato y cianuro) para suprimir la respiracion
mitocondrial. Los resultados mostraron una ligera disminucion en la
respiracion mitocondrial en los protoplastos sometidos a estrés térmico (Fig.
8). Sin embargo, la presencia de dUb no incremento la respiracién en forma
significativa. La adicién del coctel de inhibidores suprimié en forma

significativa la respiracion registrada en todos los tratamientos.
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Figura 8. Evaluacion de consumo de oxigeno del ecotipo Col-0 en condiciones basales
(estado 3) e inhibicién de la respiracion con mezcla de propil galato y cianuro (CN + PG), 3
mediciones. *p<0.05, n=3.

Con la finalidad de evaluar el efecto de las mitocondrias, se llevé a cabo
una tincion con Mitotracker Green en los 3 grupos de estudio para evaluar de

una manera visual el dafio causado a las mitocondrias por el estrés térmico
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(Fig. 9). En los protoplastos control, se aprecian estructuras de sefal verde
adyacentes a los cloroplastos marcados en rojo. Sin embargo, en el grupo
experimental 1 sometido a 37°C/1h sin decilubiquinona, la sefial asociada a la
presencia de mitocondrias no era detectada, por lo que se asume que ya no
eran funcionales y por lo tanto no absorbieron el Mitotracker. Por otra parte,
los cloroplastos se apreciaron con alteraciones morfolégicas propias de una
disfuncion. Finalmente, en el grupo experimental 2 sometidos a 37°C/1h en
presencia de decilubiquinona si se pudieron apreciar estructuras punteadas

adyacentes a los cloroplastos con caracteristicas similares a las mitocondrias.

Control (22°C) 37°C/1 h s/dUb 37°C/1 h c/dUb

<

Figura 9. Tincidon con Mitotracker de protoplastos sometidos a estrés térmico en ausencia o
presencia de dUb. Color rojo: cloroplastos. Color verde: mitocondrias. Imagen representativa n=5.
Los recuadros en blanco denotan las zonas amplificadas bajo cada condicion.



En resumen, los experimentos en el presente trabajo de tesis demuestran en su
conjunto que la dUb presenta efectos diversos en el desarrollo de A. thaliana y en

mecanismos de resistencia a estrés.
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6. Discusion

Hasta el momento, la estructura del PTP es un tema de constantes debates debido a
que diversas células mutantes carentes de los componentes candidatos a formarlo siguen
presentando actividades similares al PTP [Baines y Gutiérrez-Aguilar, 2018]. Sin
embargo, la CypD es universalmente aceptada como un potente regulador de este poro
[Gutiérrez-Aguilar y Baines, 2015]. En forma adicional, existen otros reguladores del PTP
no dependientes de CypD como la decilubiquinona. Esta molécula se ha propuesto que
inhibe el PTP a nivel del complejo mitocondrial | [Fontaine y Bernardi, 1999].

Por lo anterior, en el presente trabajo de tesis se evaluo el efecto de la decilubiquinona
sobre nuestras cepas de estudio (Col-0 y AtCyp21) en diversas condiciones. En primer
lugar, se evaluo el papel de AtCyp21 en la regulacion de la germinacion. Esto porque la
germinacion es una etapa critica en el ciclo vital de una planta. Observaciones
preliminares en el laboratorio sugieren que las semillas germinadas en medio MS
adicionado con dUb presentan una germinacion acelerada en comparacion con el grupo
control, lo que nos indica que la adicién de este compuesto probablemente brinda a la
semilla condiciones mitocondriales de polarizacién favorables en cuestion de utilizacién
de nutrientes para la sintesis de esqueletos de carbono [Pérez, 2003]. En tales
condiciones sean probablemente las idoneas para dar lugar a una nueva plantula.
Especificamente, es posible que al inhibir la apertura del PTP por dos vias (ausencia de
AtCyp21 y presencia de dUb), las mitocondrias de las raices de las plantas tratadas
presentan un mayor acoplamiento y un potencial de membrana (Ay) [Gutiérrez-Aguilar y

cols., 2014], contribuyendo asi al crecimiento acelerado.
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En segundo lugar, se pudo notar que las plantulas crecidas en medio MS con dUb
presentaron un menor crecimiento, lo cual podria ser interpretado como un probable
efecto de la dUb sobre la funcion del PTP en el desarrollo de las raices. De hecho, se
sabe que la apertura transitoria del PTP en mamiferos tiene importantes funciones
fisiologicas como la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno y el recambio de
esqueletos de carbono no asociado a la sintesis de ATP [Mnatsakanyan y cols., 2017].
Considerando los efectos del PTP sobre el metabolismo mitocondrial, es probable que la
dUb pueda inhibir al PTP y con ello regular -en forma analoga- procesos de desarrollo de
raices y hojas en A. thaliana. En el presente estudio se decidid continuar con el monitoreo
de los efectos a largo plazo de la inhibicion del PTP con dUb. Por lo anterior, se llevo a
cabo el transplante de las plantulas a mezcla de sustrato (sunshine, vermiculita y agrolita).
Las plantas procedentes de la germinacion en Medio MS con dUb, presentaron un mayor
desarrollo en sus hojas, por lo que se sospecha que el efecto de este compuesto
altamente hidrofobico sigue siendo benéfico para la planta a largo plazo. Adicionalmente,
en presencia de dUb y ausencia de AtCyp2l se observaron probables efectos aditivos
producto de la inhibicion del PTP por dos vias lo cual redundé en plantas con ain mas

hojas y de mayor tamario.

Por otro lado, para realizar el estudio del efecto de la decilubiquinona a nivel celular,
se realiz6 el aislamiento de protoplastos de nuestra cepa estandar (Col-0) mediante un
método estandarizado en el laboratorio tomando en cuenta estudios previos [Yoo y cols.,
2007; Wu y cols., 2009]. Los protoplastos aislados se sometieron a estrés térmico -el cual
es un conocido estrés abidtico- para identificar si la presencia de dUb brinda una

resistencia contra la muerte celular y si existen cambios en la funcion mitocondrial medida
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por respirometria. Los resultados obtenidos en las tres condiciones de estudio sugieren
gue no existen diferencias significativas en el consumo de oxigeno. Por lo anterior, podria
ser que la dUb no confiere beneficios a las células a nivel de la respiraciéon mitocondrial
bajo las condiciones estudiadas. Al respecto, Walter y colaboradores comprobaron que
la dUb no tiene efectos sobre la respiracion en estado desacoplado (respiracion maxima)
pero si sobre el PTP [Walter y cols., 2000]. Para validar estos datos, se decidio estudiar
la morfologia y distribucion mitocondrial mediante una tincidon con Mitotracker green, con
el fin de verificar si las mitocondrias presentaban un AW inicial para permitir la tincion y si

estos organelos se mantenian funcionales o si se habian depolarizado.

Al realizar la tincion con Mitotracker Green se observo que las mitocondrias del grupo
control y experimental con dUb se tifieron con una sefial color verde fluorescente en
estructuras adyacentes a los cloroplastos, lo que sugiere que las mitocondrias no se
encontraban inicialmente depolarizadas, y por ende se mantienen funcionales. Por el
contrario, en el grupo experimental sin dUb no se observaron estructuras con sefial verde
asociadas a las mitocondrias. Es probable que estas se encontraban depolarizadas ya
gue el mitotracker requiere que los organelos estén polarizados para acumularse en la
matriz mitocondrial. Ademas, los cloroplastos se observaron con granulos. Esto sugiere
gue los estromas se encontraban alterados (discontinuos) y era posible incluso apreciar
a los tilacoides. Lo anterior podria estar en linea con los estudios de Scott y Logan en el
2008 documentando una transicion en la morfologia mitocondrial en condiciones de
choque térmico. Este proceso es considerado un estimulo inductor de la muerte celular
[Scott y Logan, 2008]. Dicho lo anterior, el presente trabajo de tesis indica que la dUb y

la delecion de AtCyp21 les confiere a las mitocondrias de A. thaliana resistencia ante
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estimulos de estrés abidtico (temperatura), inhibiendo o retardando la muerte celular al
incidir sobre el PTP por diversas vias. Los resultados presentados en este trabajo podrian
llevar a desarrollar estrategias para mitigar los efectos nocivos del estrés térmico en

plantas en un contexto de constantes cambios climéaticos.
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.Conclusiones

La dUb modifica el desarrollo de las semillas de A. thaliana favoreciendo su
crecimiento.

La dUb y la delecion de AtCyp21 favorecen el desarrollo de las hojas de A.
thaliana.

La dUb no afecta a la respiracion mitocondrial en las condiciones estudiadas.

La inhibicién del PTP con dUb inhibe parcialmente los efectos del estrés térmico

al mantener la morfologia de las mitocondrias y cloroplastos.
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. Perspectivas

Aislar mitocondrias de la cepa Col-0 y AtCyp21 para determinar los efectos de la
radiacion UV y estrés térmico sobre el AW.

Determinar la ausencia del transcrito de AtCyp21 mediante rtPCR y posterior
gPCR.

Validar la ausencia de la proteina AtCyp21 mediante un procedimiento de Western

Blot.
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