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RESUMEN

Los estudios sobre la respuesta y adaptacion al estrés en especies arbéreas estan aumentando
dado el impacto ecolégico y econdmico que el cambio climatico esta teniendo sobre los bosques.
A nivel celular, los mecanismos de aclimatacién al estrés suponen una remodelaciéon del
proteoma y requieren de una fina coordinacion entre el nucleo, las mitocondrias y los
cloroplastos. En este contexto, la subprotedmica es una herramienta poderosa para profundizar
en la funcién de los organulos, la comunicacion y la dinamica de proteinas en respuesta al estrés,
reduciendo la complejidad del proteoma de las células vegetales. Sin embargo, en organismos
no modelo es necesario desarrollar mas herramientas y procedimientos experimentales que
permitan llevar a cabo estos analisis, siendo de especial interés el aislamiento de diferentes
organulos a partir de la misma muestra para minimizar la variabilidad.

En este trabajo, en base a la bibliografia existente, se ha desarrollado un protocolo de aislamiento
secuencial de fracciones enriquecidas en nucleos, cloroplastos y mitocondrias en la especie
Pinus pinaster partiendo de aciculas. Las fracciones se caracterizaron mediante microscopia de
fluorescencia y confocal, el andlisis del perfil de proteinas y el uso de anticuerpos especificos,
asi como la evaluacién del rendimiento de proteinas por cuantificacion. Los resultados mostraron
que se logré el enriquecimiento de las fracciones en los organulos deseados. Con todas las
optimizaciones probadas sobre el gradiente de Percoll, el rendimiento de proteina alcanzado a
partir de 4 g de acicula fue de 119 ug de proteina nuclear, 606 ug de proteina cloroplastica y 14
Mg de proteina mitocondrial, cantidades suficientes para realizar analisis protedmicos mediante
LC-MS.

Aunque el protocolo aqui descrito no es definitivo, constituye una primera aproximacién por la
que comenzar los analisis subprotedmicos en P. pinaster, ademas de servir de referencia para
futuros estudios en otras coniferas.

Palabras clave: cambio climatico, subprotedmica, fracciones enriquecidas, rendimiento de
proteina.

ABSTRACT

Studies on stress response and adaptation in tree species are increasing given the ecological
and economic impact that climate change is having on forests. At the cellular level, stress
acclimation mechanisms involve a remodelling of the proteome and require fine coordination
between the nucleus, mitochondria and chloroplasts. In this context, subproteomics is a powerful
tool to gain insight into organelle function, communication and protein dynamics in response to
stress, reducing the complexity of the plant cell proteome. However, in non-model organisms, it
is necessary to develop more tools and experimental procedures to carry out these analyses,
being of particular interest the isolation of different organelles from the same sample to minimise
variability.

In this work, based on the existing literature, a protocol has been developed for the sequential
isolation of fractions enriched in nuclei, chloroplasts and mitochondria of Pinus pinaster from
needles. The fractions were characterised by fluorescence and confocal microscopy, protein
profile analysis and the use of specific antibodies, as well as the assessment of protein yields by
quantification. The results showed that enrichment of the fractions in the desired organelles was
achieved. With all optimisations tested on the Percoll gradient, the protein yield achieved from 4
g of needles was 119 g of nuclear proteins, 606 pg of chloroplastic proteins and 14 pg of
mitochondrial proteins, enough to perform proteomic analysis by LC-MS.

Although the protocol described here is not definitive, it is a first approximation to start
subproteomic analyses in P. pinaster, as well as serving as a reference for future studies in other
conifers.

Key words: climate change, subproteomics, enriched fractions, protein yield.



ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico
ARN: Acido Rinonucleico

ASB: Albumina de Suero Bovino
BCA: Acido bicinconinico

DTT: Ditiotreitol

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol
DMSO: dimetil sulféxido

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FAO: Food and Agriculture Organization /| Organizacion para la Agricultura y la
Alimentacion

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il etanosulfénico

LC-MS: Liquid Chromatography-Mass Spectrometry | Cromatografia Liquida acoplada
a Espectrometria de Masas

NP40: nonil fenoxipolietoxietanol
PBS: tampon fosfato salino
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PVDF: fluoruro de polivinilideno

PVP: polivinilpirrolidona

PVPP: polivinilpolipirrolidona

Redox: reduccion-oxidacion

ROS: Reactive Oxygen Species | especies reactivas del oxigeno
RuBisCO: Ribulosa 1,5-Bisfosfato Carboxilasa/Oxigenasa

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis [
Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico

UV: Ultravioleta
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Las plantas, como organismos sésiles, han evolucionado para detectar e integrar
constantemente la dinamica de su entorno y poder mantener la homeostasis, lo que
requiere de numerosos mecanismos moleculares y redes de interaccién complejas. De
forma natural, las condiciones ambientales cambian a lo largo del dia y las estaciones
del afio, determinando la fisiologia, el desarrollo y el ciclo vital de las plantas. Sin
embargo, debido al cambio climatico inducido por la actividad humana, cada vez son
mas frecuentes los fendmenos extremos de temperaturas, la sequia y la incidencia de
radiacion ultravioleta que no es filtrada por la capa de ozono. Los modelos climaticos
prevén que la temperatura media global seguird aumentando y las olas de calor seran
cada vez mas frecuentes (Lesk et al., 2016). Estos cambios suponen un estrés para los
organismos, que han de adaptarse y responder en el menor tiempo posible para
asegurar su supervivencia, con lo que disminuye el crecimiento de las plantas, incluidas
las cultivadas, y por tanto se reduce el rendimiento de las cosechas (Shahzad et al.,
2021). Segun un nuevo informe de la FAO, las pérdidas mundiales agricolas que son
directamente atribuibles a los fendmenos extremos, (sequia, tormentas, inundaciones e
incendios entre los mas frecuentes), son del 49%, con una pérdida econdmica que
asciende a una media de 13.000 millones de ddlares estadounidenses al afio (FAO,
2023).

En este contexto de cambio climatico, las especies forestales y los bosques también
estan siendo afectados, ya que supone un impacto negativo en la salud y la
productividad de los bosques, que crecen lentamente y tardan afios en recuperarse de
los dafos (Khaine & Woo, 2015). Los arboles constituyen el 82% de la biomasa
continental y albergan el 50% de la biodiversidad del planeta (Neale & Kremer, 2011).
Ademas, proporcionan madera, biocombustibles y papel para el consumo humano.
Entre las coniferas, P. pinaster, especie autdoctona mediterranea, destaca por su rapido
crecimiento y representa una parte considerable de las reservas de madera en Espaiia,
aunque ahora también se encuentra en Europa central y el norte de Africa
(https://www.euforgen.org/ _species/pinus-pinaster/). Su distribucion geografica es
amplia, y sélo en la Peninsula Ibérica existen localizaciones climaticas muy contrastadas
con diferentes tipos de suelo que dan lugar a un numero significativo de adaptaciones
locales. Hay un interés en esta especie por su gran capacidad de adaptacion, la
diversidad genética que presenta y su importancia en el secuestro de carbono a largo
plazo. Considerando la relevancia ecolégica y econdmica de los bosques, nace un
profundo interés por conocer las vias de sefalizacion y los mecanismos de respuesta al
estrés para poder disefiar estrategias, como programas de mejora genética, que
aumenten la resistencia de los arboles al cambio climatico.

De forma general, la respuesta y tolerancia al estrés involucra la prevencion y/o
atenuacion del dafio celular, el retorno a la homeostasis y la reanudacion del crecimiento
(Harfouche et al.,, 2014). A nivel molecular, dichos procesos requieren una amplia
remodelacion del proteoma que propicia cambios a nivel fisiolégico y que pueden
conducir a una eventual aclimatacién al estrés. Comunmente, en plantas la respuesta
al estrés consiste en una secuencia de eventos moleculares que comienzan con la
acumulacion de ROS, principalmente en cloroplastos y mitocondrias, culminando con
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cambios de expresion génica en el nucleo (Bardou et al.,, 2014; Locato et al., 2018;
Pastori & Foyer, 2002). Dada la relevancia de las ROS en la respuesta al estrés y de la
mitocondria y el cloroplasto como sus principales lugares de produccién, actualmente
existe un interés creciente en entender el papel que juegan estos organulos,
considerados sensores ambientales, en la respuesta al estrés, incluyendo tanto su
deteccién y senalizacion temprana como su implicacién en las distintas fases de la
respuesta (Pfannschmidt et al., 2020). De hecho, cada vez hay mas estudios que
subrayan la importancia de la interaccion entre organulos en la modulacion del
metabolismo redox celular y la respuesta al estrés (Locato et al., 2018), con la triada
nucleo-cloroplasto-mitocondria desempefando un papel central.

Los mecanismos de aclimatacion al estrés dependen de la coordinacion precisa entre
el nucleo celular y los organulos endosimbidticos (mitocondrias y cloroplastos), que se
produce a través de la denominada sefalizacion retrograda (Pfannschmidt et al., 2020),
en el sentido de estos organulos hacia el nucleo. En el sentido contrario también existe
comunicacion, denominada sefializacion anterégrada (Unal et al., 2020), y tiene que ver
con las proteinas mitocondriales y cloroplasticas que estan codificadas en el ADN
nuclear y han de ser transportadas hasta los organulos. Mientras que el nucleo es el
principal centro regulador de la célula, el cloroplasto emerge como el organulo definitorio
de las células vegetales, albergando procesos esenciales como la fotosintesis y la
biosintesis de precursores de metabolitos secundarios (Dobrogojski et al., 2020). Por
otra parte, a las ROS generadas en las mitocondrias de las plantas se les han atribuido
diversas funciones en la sefializacion redox, la sefalizacion retrégrada, la accion de
fitohormonas, la muerte celular programada y la defensa ante el estrés (Zhao et al.,
2020). Se ha visto que los mecanismos de sefializacién mencionados a su vez ejercen
una influencia reguladora sobre el splicing alternativo (Pascual etal., 2021) y
contribuyen a la homeostasis bajo condiciones de estrés (Chen et al., 2010; Pastori &
Foyer, 2002), lo que permite la aclimatacién de las plantas a las sefales ambientales
siempre cambiantes. En esta misma linea, se han desentrafiado importantes
conexiones cloroplasto-nucleo en Arabidopsis thaliana, donde los microARNs median
procesos de silenciamiento génico postranscripcional (Fang et al., 2019; Ravichandran
et al., 2019).

Varios estudios recientes en pino ponen de manifiesto la utilidad del analisis del
proteoma del cloroplasto para investigar las respuestas al estrés abiotico y los
mecanismos subyacentes a la adquisicion de memoria (Garcia-Campa et al., 2022;
Lamelas et al., 2022, 2024), la cual es muy relevante en la adaptacion de las plantas al
cambio climatico. En ellos se ha revelado una profunda reordenacion del metabolismo
del ARN, destacando una vez mas a los microARNs y a los mecanismos epigenéticos
como potenciales reguladores de los procesos de aclimatacién de las plantas para evitar
una respuesta exagerada al estrés, todos ellos promovidos por sefalizacién retrégrada.
Aunque el conocimiento de los componentes implicados en la sefalizacion retrograda
ha aumentado enormemente en la uUltima década, los estudios sobre la regulacion de
las vias de senalizacion de las mitocondrias y cloroplastos han sido en gran medida
independientes, y queda mucho por investigar sobre el mecanismo de integracién de
las sefiales retroégradas mitocondriales y cloroplasticas.



1.2. Planteamiento

Derivado de todo lo anterior, es evidente que existe una compleja red de sefiales entre
los compartimentos subcelulares que debe estar finamente regulada para dar una
respuesta celular coordinada al estrés. Todavia quedan muchas preguntas por resolver,
y es necesario estudiar qué ocurre en las mitocondrias y los cloroplastos, pues son
origen y objeto de la misma, y como se coordinan con el nucleo a través de las
mencionadas rutas de sefalizacién retrogradas y anterdgradas.

La complejidad del proteoma de las células vegetales no se puede cubrir al completo
con la capacidad analitica de las metodologias actuales basadas en LC-MS (Lamelas
et al., 2020). Esto es debido a que las células vegetales contienen miles de proteinas
cuyas abundancias varian en varios 6rdenes de magnitud, y aquellas que son menos
abundantes no pueden ser detectadas la mayoria de las veces, quedando
enmascaradas por las mas abundantes. Por lo tanto, una estrategia metodolégica
poderosa para solventar este problema es reducir la complejidad del proteoma haciendo
protedmica subcelular no dirigida, permitiendo no solo una cobertura mas profunda del
proteoma, sino también profundizar en como los organulos coordinan la sefializaciéon en
respuesta al estrés ambiental, asi como su participaciéon y relevancia en dichas
respuestas a nivel celular y, por extension, a niveles de organizacién superiores.

Para poder hacer protedmica subcelular, se requiere en primer lugar obtener fracciones
enriquecidas en los distintos compartimentos celulares que queremos estudiar: nucleo,
cloroplastos y mitocondrias. De esta manera, se puede aislar posteriormente el
proteoma de las diferentes fracciones y analizarlas por separado mediante LC-MS,
mejorando la resolucién con respecto a cuando se analiza el proteoma celular completo.

Ya existen protocolos establecidos para el aislamiento de organulos en plantas que han
servido para los consiguientes analisis subprotedmicos. Por ejemplo, se han hecho
estudios protedmicos de los cloroplastos (Baginsky et al., 2005) y mitocondrias (Lee
et al., 2013; Millar et al., 2001) de A. thaliana. En otra especie también muy estudiada,
como es el musgo Physcomitrella patens, existe un protocolo para el aislamiento de
cloroplastos y mitocondrias a partir del protonema (Lang etal., 2011). Mas
recientemente, se han hecho estudios en P. radiata para analizar el proteoma nuclear
(Alegre et al., 2016), el proteoma de cloroplastos (Garcia-Campa et al., 2022; Lamelas
et al., 2024) y el proteoma conjunto de nucleos y cloroplastos (Lamelas et al., 2020,
2022).

Los estudios mencionados emplean gradientes de densidad para purificar los organulos
deseados, en ocasiones combinandolos con electroforesis de flujo libre para separar los
cloroplastos de las mitocondrias. Sin embargo, como los tamafios de los organulos y la
composicion de las paredes celulares varian entre especies (Richardson, 2019), no es
esperable que los protocolos que utilizan funcionen directamente en P. pinaster. Por
otra parte, los estudios mencionados han sido realizados de manera aislada y seria
interesante obtener informacién simultanea de mitocondrias, nucleos y cloroplastos
procedentes de la misma muestra. De esta forma se podrian solapar e integrar mejor
los datos al eliminar la variacion metodolégica entre muestras, obteniendo asi una
imagen lo mas fidedigna posible a la biologia celular subyacente a la respuesta al estrés.



1.3. Objetivos

Por todos los motivos mencionados, es necesario ajustar y validar un método completo
para la especie P. pinaster. Asi pues, el principal propésito y novedad de este trabajo
es desarrollar un protocolo que permita el aislamiento secuencial de fracciones
subcelulares enriquecidas en nucleos, cloroplastos y mitocondrias intactas a partir de
aciculas de P. pinaster, obteniendo el rendimiento suficiente para llevar a cabo estudios
subprotedmicos, mediante analisis LC-MS, de respuesta a estrés en el futuro. Para la
consecucion del objetivo general, se plantean los dos siguientes objetivos parciales:

1. Caracterizacion de las fracciones incluyendo la evaluacion de su enriquecimiento
mediante microscopia de fluorescencia, perfil total de proteinas e
inmunodeteccion con anticuerpos especificos de organulos.

2. Optimizacion del fraccionamiento para mejorar el enriquecimiento en organulos
y el rendimiento en proteina.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Como material vegetal se utilizaron plantulas de P. pinaster Aiton de 18 meses con
region de procedencia de las semillas en la Sierra de Gredos
(https://www.miteco.gob.es/es/biodiversidad/temas/recursosgeneticos/geneticosforesta
les/rgf regiones procedencia.html) producidas previamente por el grupo receptor. Para
generar la plantula, se llevd a cabo en primer lugar la asepsia de las semillas, que se
realizé mediante un primer lavado con hipoclorito de sodio: agua (2:1) durante 5 min, un
segundo lavado con hipoclorito de sodio:agua (1:1) durante 5 min, un tercer lavado con
etanol al 96% durante 10 s y 3 ultimos lavados con agua destilada durante 5, 10 y 15
min respectivamente. Para la germinacion, las semillas se activaron con agua destilada
y se eliminaron las que flotaban, indicador de un defecto de densidad por desarrollo
anomalo. Después se estratificaron durante 1 semana a 4°C en oscuridad. Se
dispusieron en alvéolos con un sustrato de turba acida: turba rubia: perlita (1:3:1) y bajo
condiciones controladas de luz y temperatura (21°C con un fotoperiodo largo de 16h luz/
8h oscuridad). A los 6 meses se trasplantaron a contenedores de 1L con el mismo
sustrato y continuaron creciendo en condiciones de invernadero.

2.2. Fraccionamiento celular
e Gradiente de Percoll

El fraccionamiento esta basado en un protocolo descrito en musgo (Lang et al., 2011).
Para la puesta a punto se usaron plantulas que no recibieron ningun tratamiento de
estrés. Se usaron 2 o 4 gramos de aciculas adultas frescas de la zona apical e
intermedia, que se cortaron en fragmentos de 1 cm y se trituraron con un
homogeneizador (T 25 Basic ULTRA-TURRAX) resuspendidas en tampén de
aislamiento de organulos [PVP 1% (p/v), D-sorbitol 300 mM, HEPES 50 mM, Na-EDTA
2 mM, MgCl; 1mM, ASB 0,1%]. El homogeneizado se filtré con tres capas de muselina
una o dos veces, sin aplicar mucha presion con los dedos, y se transfirid6 a un tubo
Falcon de 50 ml. Los cloroplastos se sedimentaron centrifugando 10 mina 1,500 g y el
sobrenadante se paso a un nuevo tubo para aislar las mitocondrias y los nucleos.

Por una parte, el pellet de cloroplastos se resuspendid en 3 ml de tampdon de
resuspensioén [D-sorbitol 300 mM, HEPES 50 mM, Na-EDTA 2 mM, MgCl, 1mM, ASB
0,1%] con la ayuda de un pincel fino. Estos se cargaron cuidadosamente sobre un
gradiente Percoll [de arriba a abajo: 5 ml 10%, 5 ml 40% y 5 ml 80 %]. Los gradientes
se centrifugaron a 16.000 g durante 20 min. Los cloroplastos intactos, situados en la
interfase 40-80%, se recogieron con una pipeta y se lavaron dos veces con 3 volumenes
de tampodn de lavado [D-sorbitol 300 mM, HEPES 50 mM, Na-EDTA 2 mM, MgCl, 1mM].
Finalmente se centrifugd a 1.500 g durante 10 min, se eliminé por completo el tampdn
de lavado y los pellets se almacenaron a -80°C hasta su analisis.

Paralelamente, las mitocondrias y los nucleos se aislaron a partir del primer
sobrenadante. Este se centrifug6 a 3.000 g 5 min seguido de 6.000 g 5 min en el mismo
tubo para peletear los nucleos y otros restos celulares. El sobrenadante se decant6 a
un nuevo tubo y se centrifugd a 18.000 g durante 20 min. Se juntaron dos pellets y se
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resuspendieron en 1ml de tampoén de lavado con un pincel fino, afiadiendo 250 pl de
Percoll 100% para tener una concentracion final del 20%. Se preparé un gradiente
Percoll [de arriba a abajo: 5 ml de Percoll 33% y 5 ml de Percoll 80% en tampon de
lavado] colocando la resuspension con Percoll 20% arriba del todo y se centrifugd a
18.000 g 1h. Se recogieron dos bandas mitocondriales, en la interfase 20-33% (banda
M1) y en la interfase 33-80% (banda M2) y se limpiaron de restos celulares dos veces
anadiendo 15 ml de tampdn de lavado. Se centrifugaron a 18.000 g durante 20 min y se
guardaron los pellets a -80°C hasta su analisis. A todos los tampones se les afadio [3-
mercaptoetanol [5% (v/v)] justo antes de su uso. Todos los pasos se llevaron a cabo a
4°C.

e Gradiente de sacarosa

El gradiente de sacarosa empleado fue previamente descrito (Alegre et al., 2016).
Consisti6 en la preparacion de tres fases autoclavadas a las que se anadio 1 mM DTT
y 0,5 % (v/v) NP-40 (en los casos indicados) justo antes del uso. La fase 1 [0,32 M
sacarosa, 3 mM CaCl,, 2 mM Mg(C2H303)2, 0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM
DTT, 0,5 % (v/v) NP-40], la fase 2 [2 M sacarosa, 5 mM Mg(C2H30-)2,0,1 mM EDTA, 10
mM Tris-HCI pH 8, 1 mM DTT] y la fase 3 [3 M sacarosa, 5 mM Mg(C;H305),,0,1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM DTT] se dispusieron por orden decreciente de
densidad en un tubo Falcon de 15 ml.

El pellet de la fraccion de nucleos se disolvio en 400 pyL de tampdn C [0,25 M sacarosa,
10 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCl,, 5 mM B-mercaptoetanol y 0,015 mM PMSF] diluido
al 50% en agua destilada. Los nucleos resuspendidos se centrifugaron sobre el
gradiente durante 12 min a 3000 g, tras los cuales se recogieron dos interfases
claramente diferenciadas (la superior denominada F1, la inferior F2) y se guardaron a -
20°C hasta el analisis. Todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C.

2.3. Extraccién de proteinas

Para extraer las proteinas de cada fraccion subcelular se empleé el método basado en
Tris-Glicerol-SDS. Se resuspendio el pellet en 300 ul de tampdn de extracciéon [100 mM
Tris-HCI pH 8, 5% SDS (p/v), 10% glicerol (v/v), 2 mM PMSF, 10 mM DTT] y se incubd
5 min a 95°C. A continuacion, se afiadié 1 volumen de 1,5 M sacarosay 10 mM DTT a
cada tubo y se vorte6. Después se anadioé 1 volumen de fenol (equilibrado pH 7,5 - 8),
se vorted y se centrifugé 5 min a maxima velocidad y temperatura ambiente. La fase
superior (fendlica) se transfirid a un nuevo tubo y se re-extrajo con fenol sobre la fase
inferior acuosa. Las dos fases fendlicas se mezclaron y limpiaron con 1 volumen de 1,5
M sacarosa y 10 mM DTT centrifugando de nuevo. Se recogio la fase fendlica en un
nuevo tubo y para precipitar las proteinas se anadieron 2 volimenes de 0,1 M de acetato
de amonio en metanol dejandolo incubar a -20°C durante la noche.

Al dia siguiente se centrifugd 5 min a 5.000 g y 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se lavo
dos veces el pellet con metanol (0,5% B-mercaptoetanol) centrifugando posteriormente
5 min a 5.000 g y 4°C (un bano de ultrasonidos facilité la disgregacién del pellet). A
continuacion, se hizo un lavado igual con acetona (0,5% B-mercaptoetanol) y un ultimo
con acetona con 10% de agua destilada. Se dejaron secar al aire los pellets y se
resolubilizaron las proteinas en 20 - 50 yl de tampdn 8 M urea, 4% SDS con agitacién a
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30°C durante 2 horas. Finalmente, se centrifugd a maxima velocidad y temperatura
ambiente 5 min. Se guardod el sobrenadante a -20°C para los préximos usos.

Para cuantificar las proteinas extraidas se us6 el método del BCA. De la mezcla de
reactivos Ay B (100:2) se anadieron 200 ul a 2 pl de proteina y se incub6 40 min a 45°C
antes de leer la densidad 6ptica a 562 nm. Para la recta patron se usaron diluciones de
ASB con concentraciones conocidas.

2.4. Separacion de proteinas mediante SDS-PAGE

Las proteinas se desnaturalizaron en tampén Laemmli [100 mM Tris pH 6,8, 1% SDS,
24% glicerol, 4% 2-mercaptoetanol y 10 pyg/ml azul bromofenol] afiadiendo un 5% [3-
mercaptoetanol fresco, durante 2 min a 96°C y se separaron mediante SDS-PAGE
(Biorad) junto con un marcador de peso molecular (Thermo Scientific Unstained
PageRuler, ref. 26614). Los geles eran de 1 mm de grosor, con 12% de acrilamida/bis
(37,5:1) y se cargaron entre 10 y 20 ug de proteina por pocillo. Se usé tampon TGS [25
mM Tris, 192 mM Glicina y 0,1% SDS] en la cubeta de electroforesis.

2.5. Western Blot

Para poder detectar proteinas especificas de organulos, se transfirieron a una
membrana de PVDF de 0,45 ym de grosor (Cytiva Amersham Hybond P) usando el
sistema de western blot por sumersién (BioRad). El anticuerpo primario usado fue a-
aconitasa (agrisera, ref. AS09 521) generado en conejo. Como anticuerpo secundario
se usO a-conejo conjugado a peroxidasa de rabano (Invitrogen, ref. A16096). Se
prepararon diluciones 1:1000 de a-aconitasa y 1:5000 de a-conejo en PBS con 1% de
leche en polvo. Para el revelado se us6 ECL (Cytiva).

2.6. Tincion Coomassie R-250

Para la visualizacion de las proteinas totales y el marcador de peso molecular, se tifieron
los geles y las membranas de PVDF tras la inmunodetecciéon con una solucion de
Coomassie [metanol 40%, acido acético 10%, Coomassie R-250 0,1%] durante 1h a
temperatura ambiente en agitacién. Se hicieron varios lavados con soluciéon de
destenido [metanol 40%, acido acético 10%] hasta ver las bandas de proteinas con la
intensidad deseada.

2.7. Microscopia de fluorescencia y laser confocal

Los pellets del fraccionamiento se prepararon para su analisis mediante microscopia de
fluorescencia (Nikon eclipse E600). Para la preparacion de las muestras, se separ6 una
porcién de pellet y se resuspendié en 30 pl de tampdn de lavado [D-sorbitol 300 mM,
HEPES 50 mM, Na-EDTA 2 mM, MgCl; 1mM] o tampdn C [0,25 M sacarosa, 10 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM MgCI2, 5 mM B-mercaptoetanol y 0,015 mM PMSF], segun el
gradiente de procedencia. Las muestras se tifieron con DAPI durante 20 min en
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oscuridad y se visualizaron los nucleos con una longitud de onda de excitacién a 330-
380 nm y de emision a 420 nm (filtro UV-2A). Para la autofluorescencia de la clorofila se
usé una longitud de 510-560 nm y se recogi6 la emisién a 590 nm (filtro G-2A). Las
imagenes se tomaron acoplando una camara (CMEX 5.0 DC 5000f) con objetivo 0,45X.

Para la visualizacion de las mitocondrias se usé un microscopio laser confocal (Leica
TCS-SP8X) y los pellets se tifieron con MitoTracker Orange CMTMRos (Invitrogen, cat.
no. M7510). Para ello se prepar6 una disolucion de MitoTracker 1 mM en DMSO, y esta
de diluy6 hasta 1 uM en tampon de resuspension del gradiente de Percoll. Los pellets
se resuspendieron en 150 pl de la ultima disolucion. Se incubaron 20 min en oscuridad,
se centrifugd y retird el sobrenadante. El pellet se resuspendio en 30 ul de tampdén de
resuspension y se usaron 10 ul para la observacion con el microscopio confocal con una
longitud de onda de excitaciéon de 543 nm y de 551-604 nm de emision para MitoTracker;
633 nm de excitacion y 650-700 nm de emisién para la clorofila. Se crearon imagenes
individuales usando el software ImagedJ con el complemento Fiji.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La obtencion de fracciones enriquecidas en nucleos y cloroplastos para analisis
protedmicos se describid hace unos afios en coniferas (Lamelas et al., 2020), y se
consiguid empleando gradientes discontinuos de sacarosa para los nucleos y de
sacarosa-Percoll para los cloroplastos. Sin embargo, no se aislaron las dos fracciones
a partir de la misma muestra y este aspecto es critico para reducir la variacion
metodoldgica y mejorar la integracion de los datos. Ademas, tampoco incluyeron a las
mitocondrias, las cuales son de interés dada su centralidad a nivel metabdlico en la
célula y su relevancia en la coordinacion de la respuesta a situaciones de estrés
mediante redes de sefalizacién entre organulos.

Por otra parte, trabajaron con aciculas de P. radiata, y aunque sea una especie cercana
a Pinus pinaster el protocolo no es automaticamente trasladable. Por ello, este trabajo
comenzo con una busqueda bibliografica que, con el objetivo de desarrollar un método
apto para P. pinaster, combiné la informacion descrita en coniferas en el protocolo
mencionado anteriormente, con otro desarrollado para musgos (Physcomitrella patens)
que incluyé el aislamiento de mitocondrias (Lang et al., 2011). Durante la puesta a punto
se hicieron varias pruebas de fraccionamiento, incorporando diferentes variaciones
sobre los protocolos de referencia con el fin de obtener fracciones enriquecidas en
proteinas nucleares, cloroplasticas y mitocondriales.

3.1. El fraccionamiento en gradientes de Percoll permite aislar nucleos,
cloroplastos y mitocondrias de P. pinaster, pero se requieren
modificaciones para mejorar su limpieza

Para comenzar, se hizo un primer ensayo siguiendo los pasos descritos en el protocolo
de musgo (Lang et al., 2011) con algunos cambios. En primer lugar, el tipo y la cantidad
de material de partida, que en el caso del musgo fueron 20 gramos de tejido fresco de
protonema, mientras que de P. pinaster se usaron aciculas maduras frescas. Estas
constituyen aciculas con todas sus competencias fisioldgicas y son las que normalmente
se utilizan en estudios de estrés, ya que permiten obtener resultados representativos
acerca de cdmo el arbol responde al estrés y son idéneas para los venideros analisis
subprotedmicos. Sin embargo, la cantidad de aciculas maduras por plantula es muy
limitada y utilizar 20 gramos aumentaria demasiado el numero de ejemplares
necesarios, haciendo los experimentos dificilmente abordables por razones de espacio
en las camaras de cultivo estandar. La idoneidad de un protocolo destinado a
proteémica no dirigida depende en gran medida del rendimiento de proteina, entendido
como la abundancia de proteina purificada por peso de material inicial. En el protocolo
desarrollado en P. radiata, con 1 gramo de aciculas congeladas se obtuvo un
rendimiento de 100 ug de proteina en la fraccion de nucleos, y de 700 ug en la fraccion
de cloroplastos (Lamelas et al., 2020). Asi pues, esperando obtener un rendimiento
suficiente en un fraccionamiento simultaneo de nucleos, cloroplastos y mitocondrias, se
decidié partir de 4 g de acicula fresca.

En segundo lugar, se sustituyo el PVPP del tampdn de aislamiento de organulos por su
forma polimérica soluble, el PVP, que sirve para absorber los polifenoles que abundan
en pino y pueden interferir tanto en la preparacion de la muestra como en los analisis
posteriores.
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En tercer lugar, para la homogeneizacion se empled un rotor-estator. No se utilizé un
mortero ni nitrégeno liquido, como es habitual en otros métodos de purificacién, debido
a que es un método de homogeneizacion agresivo que podria afectar a la integridad de
los organulos.

Como resultado, tras centrifugar el pellet de cloroplastos resuspendido en tampdén de
resuspension en el primer gradiente de Percoll (10-40-80%), a diferencia de lo descrito
en musgo (Lang et al., 2011) se observé una Unica banda de cloroplastos (figura 1A)
que combinaba los cloroplastos intactos con otros restos celulares, como
posteriormente se comprobd mediante microscopia de fluorescencia (figura 1C). Esta
diferencia de resultado entre el protonema de musgo y las aciculas de pino puede
deberse a que existe una variacién natural del tamano de los cloroplastos entre especies
y también entre tipos celulares de la misma especie (Richardson, 2019).

A) Antes Después B) Antes Después
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Figura 1. Caracterizacién de las fracciones subcelulares aisladas en gradientes de Percoll.
A) Primer gradiente de Percoll cargado con la resuspensién del pellet de cloroplastos, (RC),
antes y después de la centrifugacion. La flecha azul indica la fase de cloroplastos aislada, (C).
B) Segundo gradiente de Percoll cargado con la resuspension del pellet de mitocondrias, (RM),
antes y después de la centrifugacion. La flecha azul indica la fase mitocondrial inferior aislada,
(M2). Los porcentajes de Percoll se detallan al lado de cada fase. C) Microscopia de
fluorescencia de las fracciones de nucleos, cloroplastos, M1 y M2 tefiidas con DAPI. Se uso el
aumento 20x. Los nucleos se ven en azul por la tincion DAPI, con longitud de onda de excitacion
a 330-380 nm, y de emisién a 420 nm. Los cloroplastos se ven en rojo por autofluorescencia de
la clorofila, con una longitud de onda de excitaciéon a 510-560 nm, y de emisiéon a 590 nm. El
rendimiento en proteina, expresado en ug/g de acicula, se indica debajo de cada fraccion.

14



Control negativo

En el segundo gradiente de Percoll (20-33-80%), donde se cargd el pellet de
mitocondrias resuspendido en tampdén de lavado, se esperaban dos bandas
mitocondriales, una superior (M1) y otra inferior (M2), correspondientes a dos
poblaciones mitocondriales reportadas en protonema de musgo (Lang et al., 2011). En
cambio, en aciculas de P. pinaster sélo fue distinguible a simple vista la banda M2 (figura
1B). No obstante, se aisl6 la zona del gradiente donde se esperaba la banda M1 y se
vio que la cantidad de proteina era infima.

Una de las aspiraciones principales del trabajo fue obtener fracciones subcelulares
enriquecidas. El enriquecimiento de las fracciones se comprobé a través de varias
aproximaciones complementarias. La primera estrategia consistio en la observacion de
las fracciones en el microscopio de fluorescencia para evaluar cuan contaminadas
estaban por otros organulos o restos celulares. Las cuatro fracciones se tifieron con
DAPI, agente de unién especifica a las regiones ricas en adenosina-timidina del ADN
nuclear (Tarnowski et al., 1991), infiriendo asi la presencia de nucleos por excitacion
con luz UV. La presencia de cloroplastos se evalué por autofluorescencia de la clorofila
(Kodama, 2016).
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Figura 2. Microscopia laser confocal de la fraccion mitocondrial tefiida con MitoTracker.
Para la observacion de las muestras se uso el objetivo 40x con aceite de inmersion. El control
negativo, indicado en la fila inferior izquierda, no se tifid con MitoTracker. Por columnas se indica
en la parte superior el tipo de filtro usado, de izquierda a derecha: transmisiéon en campo claro,
longitud de onda de excitacion del MitoTracker a 543 nm y autofluorescencia de la clorofila a 633
nm.

Como puede observarse en las imagenes de microscopia (figura 1C), las fracciones de
nucleos y cloroplastos estaban muy contaminadas entre si, habiendo incluso mas
presencia de nucleos en la fraccion de cloroplastos que en la de nucleos. Este resultado
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era esperado, ya que durante el fraccionamiento en gradiente de Percoll el pellet de
nucleos mantenia un color verdoso, indicativo de la presencia de cloroplastos. Las
fracciones mitocondriales superior e inferior, M1 y M2, fueron las mas limpias,
entendiendo por limpieza un bajo nivel de restos celulares indeseados, y ademas no
estaban aparentemente contaminadas por cloroplastos ni por nucleos. Para demostrar
la presencia de mitocondrias en esta fraccion se hizo una tincion selectiva de las
mitocondrias con MitoTracker y se observé por microscopia laser confocal (figura 2).
Los resultados indicaron que las fracciones mitocondriales estaban enriquecidas en
mitocondrias, siendo esta una de las principales aspiraciones del desarrollo del
protocolo de fraccionamiento.

Respecto a los rendimientos en forma de proteina purificada de cada fraccion, que es
otro de los pilares de este trabajo junto con el enriquecimiento de las fracciones, las
cuantificaciones de proteinas realizadas mostraron que la cantidad, en ug, de proteinas
de las fracciones de cloroplastos y mitocondrias fueron de 109,4 ug y 2,6 ug por gramo
de acicula respectivamente (figura 1C). Este rendimiento es ligeramente inferior al que
se obtuvo con el mismo protocolo en musgo, siendo en este de 150-250 ug por gramo
de protonema fresco en la fraccién de cloroplastos y de 3-5 ug en la fraccion de
mitocondrias (Lang et al., 2011).

Durante todo el proceso de optimizacion del protocolo fue esencial caracterizar las
fracciones para saber qué contenian y en base a eso, tomar las decisiones oportunas
para mejorarlo. Como conclusion, esta primera prueba demostré que 4 gramos podria
ser una cantidad acertada y que el gradiente de Percoll permite fraccionar los organulos
deseados en P. pinaster, si bien, como era esperado, hay diferencias con respecto a los
resultados en musgo y se requieren cambios para mejorar el rendimiento y reducir la
contaminacion de las fracciones, sobre todo en la de nucleos.

3.2. La limpieza de las fracciones depende del volumen de tampoén de
aislamiento utilizado, pero es independiente de la cantidad de material de
partida

Buscando aumentar el rendimiento de proteina, en los pasos previos al fraccionamiento
se anadié tampdn de aislamiento de organulos hasta alcanzar una consistencia mas
liqguida en el homogeneizado, que fue de 7 ml por gramo de acicula. Esto podria facilitar
el homogeneizado y aumentar la eficiencia en la rotura del tejido. Adicionalmente, para
comprobar si era posible reducir la cantidad de acicula de partida, se hicieron
simultaneamente fraccionamientos partiendo de 2 y 4 gramos de acicula.

Como puede observarse en las imagenes tomadas por microscopia, la adicion de 5 ml
de tampon de aislamiento por gramo de acicula empeoré considerablemente el grado
de limpieza de las fracciones (figura 3). Aunque se penso que facilitar la rotura del tejido
por contacto con el tampdén mejoraria el rendimiento al liberarse mas organulos al medio,
se ha visto que también incrementd la cantidad de otros restos celulares filtrados. Al
igual que en la prueba anterior (figura 1C), se ve que la fraccion de cloroplastos contiene
mas nucleos que la fraccion de nucleos. Por otra parte, en esta prueba se compararon
los fraccionamientos partiendo de dos cantidades de material inicial y se vio que esta
variable no influyé en la limpieza de las fracciones, si bien no se cuantifico el rendimiento
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de proteina debido a la alta contaminacion. Aun asi, al igual que en la primera prueba,
la fraccién mitocondrial permanecio sin contaminacion por nucleos, independientemente
de usar 2 (figura 3A) o 4 gramos de acicula (figura 3B).
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Figura 3. Microscopia de fluorescencia de diferentes fracciones subcelulares aisladas del
gradiente de Percoll. A) Fracciones de nucleos, cloroplastos y mitocondrias obtenidas usando
2 gramos de acicula iniciales. B) Fracciones de nucleos, cloroplastos y mitocondrias obtenidas
usando 2 gramos de acicula iniciales. Todas las fracciones se tifieron con DAPI para la
visualizacion de los nucleos. Se usé el aumento 20x. Los nucleos se ven en azul por la tincion
DAPI, con longitud de onda de excitacion a 330-380 nm, y de emision a 420 nm. Los cloroplastos
se ven en rojo por autofluorescencia de la clorofila, con una longitud de onda de excitacion a
510-560 nm, y de emision a 590 nm.

Esta prueba demostré que no hay diferencias significativas entre usar 2 o 4 gramos de
acicula sobre la limpieza de las fracciones, teniendo en comun la adiciéon de 7 ml por
gramo de acicula de tampon de aislamiento, que aumentd considerablemente la
cantidad de restos celulares en ambas por igual. Este resultado supuso idear tres planes
para conseguir fracciones mas limpias de restos celulares y enriquecidas en organulos
en las préoximas pruebas:
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1. Comprobar la utilidad de limpiar las fracciones de nucleos y cloroplastos en un
gradiente de sacarosa.

2. Reducir la intensidad del homogeneizado y la cantidad de tampodn de
aislamiento.

3. Filtrar doblemente el homogeneizado usando tres capas de muselina.

3.3. El gradiente de sacarosa enriquece la fraccion de nucleos del gradiente de
Percoll, pero reduce su rendimiento

Poniendo a prueba el primer plan para eliminar los restos celulares indeseados que se
observaron en las fracciones de nucleos y cloroplastos, resultantes del fraccionamiento
en gradiente de Percoll, se hizo una limpieza de estas dos fracciones sometiéndolas a
un gradiente adicional de sacarosa. Esta aproximacion se utilizé en un estudio con
aciculas de P. radiata obteniendo un buen enriquecimiento y rendimiento en la fraccion
de nucleos (Alegre et al., 2016).
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Figura 4. Microscopia de las fracciones F1 y F2 del gradiente de sacarosa en que se
limpiaron de restos celulares las fracciones de nucleos y cloroplastos procedentes del
gradiente de Percoll. Todas las fracciones se tifieron con DAPI para la visualizacion de los
nucleos. Se uso el aumento 20x. Los nucleos se ven en azul por la tinciéon DAPI, con una longitud
de onda de excitacion a 330-380 nm, y de emision a 420 nm. Los cloroplastos se ven en rojo por
autofluorescencia de la clorofila, con una longitud de onda de excitacion a 510-560 nm, y de
emision a 590 nm.

Tras centrifugar el gradiente de sacarosa se observaron dos fases, una superior (F1) y
otra inferior (F2), que se aislaron por separado para su analisis por microscopia de
fluorescencia. Lo que se vio fue que para los nucleos la fase mas limpia de restos
celulares y enriquecida fue la F1, mientras que para los cloroplastos fue la F2, aunque
en esta Ultima hubo una mayor presencia de nucleos (figura 4A).

En términos de limpieza qued? justificado el uso del gradiente de sacarosa en la fraccion
de nucleos, ya que mejoré mucho (figura 4A) con respecto al gradiente de Percoll (figura
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1C). Comparando el rendimiento de proteina de la fraccién de nucleos del gradiente de
Percoll (29,7 pg/g de acicula) con la del gradiente de Percoll seguido de sacarosa (1,5
Mg/g de acicula), se vio una reduccién de hasta 16 veces. En P. radiata los nucleos
aislados con el mismo protocolo tuvieron un rendimiento mas alto, de 100 ug de proteina
por gramo de acicula (Lamelas et al., 2020). Este hecho puede explicarse considerando
que se sometié la misma muestra a dos fraccionamientos diferentes, el de gradiente de
Percoll y el de sacarosa, y esto podria suponer perder una gran cantidad de material en
el procedimiento. Seria necesario afinar la composicién del gradiente de sacarosa para
aumentar su eficiencia, lo que demuestra que, aunque P. radiata y P. pinaster sean
especies del mismo género, los protocolos existentes no son directamente trasladables
entre ellas.

Aunque el gradiente de sacarosa mejore considerablemente el enriquecimiento de la
fraccion de nucleos, reduce demasiado el rendimiento de proteina, no alcanzando la
cantidad total (6 ug de los 4g de acicula) el minimo deseable para la realizacién solvente
de un analisis protedmico mediante espectrometria de masas LC-MS/MS (10 ug)
(Alegre et al., 2016; Pascual et al., 2017). Por otra parte, la fraccién de cloroplastos no
se vio favorecida ni en enriquecimiento, ya que no disminuyd la presencia de nucleos,
ni en rendimiento de proteina, que pas6 de 109,4 ug/g de acicula en el gradiente de
Percoll a 11,2 ug/g de acicula tras el paso por el gradiente de sacarosa.

No obstante, antes de descartar definitivamente el uso del gradiente de sacarosa se
intentd mejorar el rendimiento de proteina afiadiendo NP40 a las fases del gradiente.
Este agente surfactante se utiliza en la mayoria de los tampones de lisis celular de los
protocolos estandar para favorecer la solubilizacion de las proteinas. El inconveniente
de usarlo para el propésito del fraccionamiento de organulos intactos es que
compromete la integridad de los cloroplastos y, segun un articulo, potencialmente
también la de los nucleos al permeabilizar la membrana (Holden & Horton, 2009).
Aprovechando el inconveniente, se pensoé que al afiadir NP40 a la fraccion de nucleos,
este podria romper las membranas de los cloroplastos y al estar mas fragmentados se
esperaba que se separen mejor de los nucleos por diferencia de densidad. Por lo tanto,
se probd a repetir los gradientes solo en la fraccion de nucleos con NP40 para
compararlo con el anterior resultado sin NP40. Lo que se vio fue que, la adicién de NP40
no mejoro el enriquecimiento de la fraccion F1, que ya era bueno sin la adicién de NP40
(figura 4), pero si aumenté el rendimiento de proteina hasta 5 veces (figura 5).
Comparando ambas imagenes de microscopia se puede observar una mayor cantidad
de nucleos intactos por area cuando se usé NP40, lo cual encaja con que de ahi se
extrajeran mas proteinas. Sin embargo, es dificil determinar exactamente como el NP40
influy6 en esto, ya que si efectivamente el NP40 permeabilizé las membranas nucleares
(Holden & Horton, 2009), estos no estarian intactos.

Considerando que las ventajas de utilizar el gradiente de sacarosa solo beneficiaron a
la fraccion de nucleos de forma parcial, se decidid continuar con nuevas optimizaciones
sobre el gradiente de Percoll, ya que lo ideal seria conseguir que el protocolo conste de
un unico fraccionamiento. No obstante, este resultado pudo servir de registro para
continuar desarrollando el método en caso de que el gradiente de Percoll no lograra
adaptarse a los objetivos del trabajo.
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Figura 5. Microscopia de
fluorescencia de las fracciones F1
y F2 de nucleos del gradiente de
sacarosa con NP40. Las fracciones
se tineron con DAPI para la
visualizacion de los nucleos. Se uso6
el aumento 20x. Los nucleos se ven
en azul por la tincion DAPI, con una
longitud de onda de excitacion a 330-
380 nm, y de emisién a 420 nm.

4 ug proteina/g acicula

125 ym

3,9 yg proteina/g acicula

3.4. La reducciéon de la intensidad de homogeneizado y el doble filtrado
equipara la calidad del fraccionamiento en gradiente de Percoll al de
sacarosa, sin perder rendimiento de proteina

Finalmente, en el proceso de optimizacion se probaron dos ultimas modificaciones con
el fin de mejorar la limpieza y el enriquecimiento de las fracciones, ya que el gradiente
de sacarosa no demostrd ser una alternativa plausible en términos de rendimiento de
proteina. Para ello, se redujo la intensidad de homogeneizado en el rotor-estator y la
cantidad de tampén de aislamiento de organulos afiadido se redujo a 3 ml por gramo de
acicula, dejando una consistencia espesa en el homogeneizado. Adicionalmente, el
homogeneizado se filtré dos veces consecutivas pasandolo por tres capas de muselina
con la idea de eliminar mas restos celulares. Cuando se analizaron las fracciones por
microscopia de fluorescencia se vio que, sorprendentemente, la fraccidon de nucleos
alcanzé un grado de enriquecimiento comparable al obtenido cuando se empled el
gradiente de sacarosa (figura 6). La fraccion de cloroplastos también quedd mas limpia
de restos celulares en comparacién con las dos primeras pruebas de fraccionamiento,
pero no se logré reducir la abundancia de nucleos que se aprecia en todas las pruebas.

Con esta ultima optimizacién aplicada sobre el gradiente de Percoll, el rendimiento total
de proteina, a partir de 4 g de acicula iniciales, es de 119 ug de proteina nuclear, 606
Mg de proteina cloroplastica y 14 ug de proteina mitocondrial, cantidades suficientes
para realizar analisis protedmicos mediante LC-MS.
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Ndcleos

Cloroplastos

Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3 Prueba 4

Homogeneizado semi- Homogeneizado liquido  Gradiente Percoll con Homogeneizado espeso
liquido Filtrado simple limpieza en gradiente de Reduccién de intensidad
Filtrado simple sacarosa Doble filtrado

Figura 6. Comparaciéon de la limpieza y el rendimiento de las fracciones de nicleos y
cloroplastos en las sucesivas pruebas de optimizacion. Las fracciones caracterizadas por
microscopia de fluorescencia procedieron de la prueba indicada y estan ordenadas de izquierda
a derecha, de la mas antigua a la mas reciente en el proceso de optimizacion del protocolo.
Todas las fracciones se tifieron con DAPI para la visualizacion de los nucleos. Se usé el aumento
20x. Los nucleos se ven en azul por la tincion DAPI, con una longitud de onda de excitacién a
330-380 nm, y de emision a 420 nm. Los cloroplastos se ven en rojo por autofluorescencia de la
clorofila, con una longitud de onda de excitacién a 510-560 nm, y de emisiéon a 590 nm.

3.5. El estado del material de partida, fresco o congelado, no afecta
significativamente al enriquecimiento y el rendimiento del fraccionamiento

En todas las pruebas realizadas para optimizar el fraccionamiento se utilizd como
material de partida acicula fresca, debido a que, si bien el material vegetal puede ser
tanto fresco como congelado, se considera en general preferible que sea fresco para
obtener una mejor purificacion y por consiguiente, un mejor rendimiento de proteina
(Lamelas et al., 2020). Sin embargo, con el fin de facilitar el muestreo en los ensayos
de estrés para los que se usara el protocolo, seria conveniente saber si el hecho de
congelar las aciculas reduce significativamente el enriquecimiento o el rendimiento de
las fracciones de P. pinaster. Para ello, se hicieron dos fraccionamientos, partiendo de
4 gramos de acicula fresca o congelada, y se comparé el perfil de proteinas y el
rendimiento en la fraccion de cloroplastos.

Los resultados indicaron que el perfil de proteinas en la fraccion de cloroplastos no se
ve afectado por el uso de acicula fresca o congelada (figura 7). Ademas, el rendimiento
en la misma fraccion fue de 250,19 ug de proteinal/g acicula fresca y de 330,25 ug de
proteina/g acicula congelada, manteniéndose en el mismo orden de magnitud. Por lo
tanto, aunque siempre que sea posible es preferible usar material fresco para hacer el
fraccionamiento, podrian congelarse las aciculas sin grandes preocupaciones si ello
supone facilitar el desarrollo experimental.
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3.6. Las fracciones subcelulares presentan un perfil diferencial de proteinas

El interés de la protedmica subcelular parte de la base de que el proteoma de los
compartimentos celulares es diferente, reflejando la funcién de los organulos, la
dinamica y el trafico de proteinas, y en ultima instancia, la especializacion de las
funciones celulares (Harvey Millar & Taylor, 2014). Por este motivo, se caracterizaron
las diferentes fracciones a nivel de proteina mediante electroforesis SDS-PAGE, pues
lo esperable es que las diferencias a nivel de proteoma se reflejen en patrones de banda
distintivos entre las muestras.

Los resultados de este andlisis con las muestras de la primera prueba de
fraccionamiento mostraron que existen diferencias a nivel del proteoma entre las
diferentes fracciones subcelulares (figura 8), lo cual es indicativo de que las fracciones
aisladas difieren de la fraccion de partida y, en combinacion con la caracterizacién de
las fracciones mediante técnicas de microscopia, de que estan enriquecidas en los
diferentes organulos. Destacd una banda prominente de aproximadamente 50 kDa en
las fracciones de nucleos y cloroplastos, que coincide con el tamafo de 51,86 kDa de
la subunidad grande de RuBisCO (RBCL) de P. pinaster (ref. Uniprot C3W2K1). La
contaminacion es inevitable durante el proceso de fraccionamiento y las metodologias
actuales no permiten eliminarla, por lo que el objetivo del trabajo es enriquecer las
fracciones en los organulos deseados. Sin embargo, en este analisis vemos que ademas
la banda de RBCL es mas intensa en la fraccidon de nucleos que en la de cloroplastos
(figura 8A). La fracciéon de nucleos podria estar enriquecida en nucleos con respecto a
la fraccidn inicial de proteina total, el inconveniente es que este resultado indica que
también se enriquecio en cloroplastos, lo cual es coherente con lo que se observo al
microscopio, donde la cantidad de cloroplastos sobrepasaba a la cantidad de nucleos
en la fraccion de nucleos (figura 1C). En las fracciones mitocondriales (figura 8A), la
falta de banda de RBCL podria deberse a que no habia muchos cloroplastos como se
observd mediante microscopia (figura 1C), o a que la cantidad de proteina cargada (3
Mg) estaba por debajo del limite de deteccién de la tincion Coomassie.
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En una segunda caracterizacion del perfil de proteinas de las fracciones de la cuarta
prueba, en la que se redujo el volumen de tampon de aislamiento y la intensidad del
homogeneizado junto con la realizacién de un doble filtrado del mismo, se cargd
adicionalmente proteina total de P. pinastery de A. thaliana con el fin de tener un control
de proteina total con el que comparar los perfiles de proteina subcelulares (figura 8B).
Se observo de nuevo la banda correspondiente a RuBisCO. El control de A. thaliana
reafirma que se trata de esta proteina, conservando esta especie un tamano de la
subunidad RCBL de 52,95 kDa (ref. Uniprot 003042), que también se observa en P.
pinaster. Una vez mas, la presencia de RuBisCO en la fraccién de nucleos sefiala la
contaminacion por cloroplastos, no obstante, su intensidad indica que se logro
enriquecer la fraccion de nucleos, ya que, cargando la misma cantidad de proteina por
muestra, la banda es mas intensa en cloroplastos que en nucleos (figura 8B), a
diferencia de lo que ocurrié con las muestras de la primera prueba (figura 8A). Por lo
tanto, la implementacién de las variaciones de la cuarta prueba sobre el protocolo de
referencia de fraccionamiento en gradiente de Percoll permiti6 mejorar el
enriquecimiento de las fracciones de nucleos y cloroplastos.
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Figura 8. Perfil de proteinas totales de diferentes fracciones subcelulares aisladas del
gradiente de Percoll. Geles SDS-PAGE tefiido con azul Coomassie. A) Proteinas extraidas de
las diferentes fracciones aisladas del gradiente Percoll en la primera prueba. N, nucleos; C,
cloroplastos; M1, mitocondrias de la interfase superior; M2, mitocondrias de la interfase inferior.
B) Proteinas extraidas de las diferentes fracciones aisladas del gradiente Percoll en la cuarta
prueba. PtA, proteina total de Arabidopsis; PtP, proteina total de P. pinaster; NP, nicleos del
gradiente Percoll; CP, cloroplastos del gradiente Percoll. m. indica el marcador de peso molecular
(kDa). Los asteriscos sefalan la banda correspondiente a la proteina RBCL.

3.7. Lafraccion mitocondrial esta enriquecida en mitocondrias

Alo largo del proceso de optimizacién del protocolo, la fraccién mitocondrial siempre ha
sido aparentemente la de menor presencia de nucleos y cloroplastos (figuras 1C y 3),
pero con el rendimiento de proteina mas bajo (2,6 ug/g de acicula). Hasta ahora, sélo la
microscopia confocal (figura 2) permitié demostrar la presencia de mitocondrias en esta
fraccion. Con este fin, se hizo un ensayo de inmunodeteccion utilizando el anticuerpo a-
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ACONITASA, (ACO), de la isoforma mitocondrial que participa en el ciclo del acido
citrico (Moeder et al., 2007).

Una de las desventajas de trabajar con organismos no modelo es que hay menos
anticuerpos comerciales disponibles, y el anticuerpo usado no estaba probado en P.
pinaster. El exceso de bandas indicé que hubo reconocimientos inespecificos (figura 9),
pero en la muestra correspondiente a las mitocondrias del fraccionamiento Percoll (MP)
aparece una banda que no esta presente en las demas y que se corresponde con el
tamano de 40,72 kDa de un fragmento de la enzima aconitasa en P. pinaster (ref. Uniprot
E3V291). Este resultado encaja con las observaciones anteriores de la fraccion
mitocondrial y podria indicar tanto la ausencia de contaminacion por mitocondrias en las
otras fracciones como la presencia de mitocondrias en la fraccidon mitocondrial. En
combinacion con la tincién MitoTracker observada mediante microscopia confocal
(figura 2), permite afirmar que la fraccion mitocondrial esta enriquecida. Aunque el
rendimiento en proteina sea bajo, una cantidad total de 14 ug de proteina mitocondrial
es suficiente para hacer protedmica mediante analisis LC-MS segun la experiencia del
grupo en el que se realiza este trabajo.

Al pA PP NP CP MP NF1 NF2 CF1  CF2

kDa
40-

Figura 9. Inmunodeteccién de la enzima mitocondrial aconitasa. Membrana de western blot
incubada con a-ACO. PtA, proteina total de A. thaliana; PtP, proteina total de P. pinaster; NP,
fraccion de nacleos del gradiente Percoll; CP, fraccion de cloroplastos del gradiente Percoll; MP,
fraccion de mitocondrias del gradiente Percoll; NF1, nucleos de la interfase superior del gradiente
de sacarosa; NF2, nucleos de la interfase inferior del gradiente de sacarosa; CF1, cloroplastos
de la interfase superior del gradiente de sacarosa; CF2, cloroplastos de la interfase inferior del
gradiente de sacarosa. Se cargaron 12 ug de proteina de todas las muestras.

4. CONCLUSIONES

e Mediante el protocolo desarrollado en este trabajo, se han logrado aislar
secuencialmente nucleos, cloroplastos y mitocondrias partiendo de aciculas de
la misma muestra en la especie P. pinaster.

e El fraccionamiento empleando gradientes de Percoll ha resultado ser el mas
adecuado en términos de enriquecimiento y rendimiento.

e El protocolo desarrollado demostrd ser adecuado tanto para material vegetal de
partida fresco como congelado.

e El rendimiento en proteina obtenido de las fracciones enriquecidas en nucleos,
cloroplastos y mitocondrias es suficiente para realizar analisis protedmicos
mediante LC-MS.

Como perspectiva a futuro, el protocolo optimizado permitira analizar el subproteoma de
diferentes organulos aislados simultdneamente y partiendo de la misma muestra, lo que
facilitara integrar los datos protedmicos generados a partir de las distintas fracciones
evitando sesgos. De esta manera sera posible generar un conocimiento mas completo
acerca de las dinamicas intracelulares en respuesta a estrés de P. pinaster.

24
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Figura 10. Representacion del flujo de trabajo optimizado y adaptado a P. pinaster
para el fraccionamiento subcelular. *En el homogeneizado es critico anadir un
volumen adecuado de tampodn de aislamiento de organulos de 5 ml/g de acicula. **La
filtracion del homogeneizado se optimiza si se repite dos veces y se utilizan 3 capas de
muselina. ***El gradiente de sacarosa es un paso opcional, si se quiere mejorar la
limpieza de la fraccion de nucleos a costa de disminuir su rendimiento.
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