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Resumen: En el fascinante mundo de la biologia molecular y celular de las plantas, una innovacién
clave ha revolucionado nuestra capacidad para estudiar y comprender los procesos internos de las células
vegetales: las proteinas fluorescentes. Estas proteinas son especiales porque brillan cuando se iluminan con
un tipo especifico de luz, lo que las convierte en herramientas esenciales para la investigacion cientifica. En
este articulo, exploraremos la historia detras del descubrimiento de las proteinas fluorescentes, como se han
optimizado con métodos de ingenieria genética e ingenieria de proteinas, algunas de sus aplicaciones en el
campo de la biologia de plantas y el impacto que tienen en nuestra comprensiéon del mundo vegetal.

Abstract: In the fascinating world of plant molecular and cellular biology, a key innovation has
revolutionized our ability to study and understand the internal processes of plant cells: fluorescent proteins.
These special proteins shine when illuminated with specific light, making them essential tools for scientific
research. In this article, we will explore the history behind the discovery of fluorescent proteins, how they
have been enhanced through genetic and protein engineering, their applications in the field of plant biology

and the significant impact they have on our understanding of the plant biology world.
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El descubrimiento de las proteinas fluores-
centes

El viaje hacia el descubrimiento de las proteinas
fluorescentes comenzé en la década de 1960 al estu-
diar la bioluminiscencia en los organismos marinos,
cuando los cientificos encontraron una medusa llama-
da Aequorea victoria que emitia un brillo verdoso en
las aguas oscuras del océano (figura 1A). En 1962,
el cientifico japonés Osamu Shimomura logré aislar
y caracterizar por primera vez al causante de esta
fluorescencia: la proteina verde fluorescente, o GFP
por las siglas en inglés de Green Fluorescence Pro-
tein (Shimonura et al, 1962). Shimomura descubri6
que la GFP tenia la capacidad Unica de emitir luz
verde por si misma, dependiendo exclusivamente de
la secuencia de aminodacidos, sin mas cofactores ni
sustratos (Shimonura, 1979). La GFP consta de 238
aminoacidos que se pliegan para adquirir una estruc-
tura tridimensional con forma de barril, conocida
como “barril 87 (figura 1B). En el corazén de esta
estructura se encuentra el cromoéforo, que es la re-
gién responsable de la emision de luz verde cuando
la proteina se expone a un tipo especifico de luz. El

cromoforo de la GFP se forma a partir de tres ami-
noécidos especificos que sitiian en el centro del barril
B (figura 1C). Cuando la GFP es excitada por luz
ultravioleta o azul, el croméforo absorbe energia y
emite luz verde con una luminosidad excepcional.

Ingenieria de proteinas: creando variantes
optimizadas de la GFP

La aplicacién en la investigacién bioldgica se hizo
evidente varias décadas después de su descubrimiento,
cuando los cientificos Martin Chalfie y Roger Tsien
utilizaron la GFP como herramienta para etiquetar
y visualizar, mediante microscopia de fluorescencia,
las proteinas implicadas en los procesos celulares de
los organismos vivos. Este avance marcé un hito en
la biologia, y permitié que los cientificos observaran
la actividad celular con una claridad sin precedentes.
Desde su descubrimiento inicial, los cientificos han
aplicado técnicas de ingenieria genética e ingenieria
de proteinas para optimizar e incrementar la variedad
de proteinas fluorescentes. Mediante la manipulacién
precisa de la secuencia del ADN del gen que codifica
la GFP y proteinas similares, los investigadores han
logrado ampliar de manera significativa la gama de
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colores de estas proteinas, asi como optimizar sus
propiedades fisicoquimicas para usarlas en la investi-
gacién cientifica (figura 2).

Figura 1. GFP de Aequorea victoria. (A) Imagen de Aequorea
victoria tomada por Jane Tan (@jtazan); (B) Estructura de
la GFP, formada por once hojas 5 que forman las paredes
del barril. El croméforo se sittia dentro del barril, cerca de
su centro geométrico; (C) El croméforo estd formado por tres

aminodcidos: tirosina (Y), glicina (G) y serina (S).

La evolucién dirigida de proteinas es una estrate-
gia poderosa que se ha utilizado ampliamente para
mejorar las proteinas fluorescentes. Este método, que
implica la generacién aleatoria de mutaciones en el
gen de interés seguido de una selecciéon o cribado para
identificar variantes con las propiedades deseadas, ha
permitido la creacién de proteinas fluorescentes con
caracteristicas especificas optimizadas para diferentes
aplicaciones. Por ejemplo, con esta estrategia se han
desarrollado variantes de GF'P con mayor brillo, ma-
yor estabilidad térmica o con diversos cambios en el
espectro de fluorescencia (Heim et al, 1994). Otro mé-
todo habitual de ingenieria de proteinas es el diseno
racional, que implica el disefio de modificaciones en
la proteina a partir de los conocimientos detallados
de su estructura y funcién. Al igual que los métodos
de evolucién dirigida, esta estrategia ha permitido
desarrollar proteinas fluorescentes con propiedades a
medida, como cambiar el color de la fluorescencia o
mejorar la eficiencia cuéntica (Heim y Tsein, 1996).
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Figura 2. Ejemplos de proteinas fluorescentes genera-

das por modificaciones sutiles de la estructura de la
GFP.
Tsien ofrecié durante la ceremonia de entrega del premio
Nobel (https://www.nobelprize.org/uploads/2018/06/tsien-

slides.pdf).

Imagen obtenida de la conferencia que Roger

Premio Nobel y reconocimiento cientifico

El impacto revolucionario de las proteinas fluo-
rescentes en la biologia no pasé desapercibido y, en
2008, Osamu Shimomura, Martin Chalfie y Roger
Tsien (figura 3) fueron galardonados con el Premio
Nobel de Quimica por su contribucién al desarrollo
y aplicacién de estas herramientas bioldgicas. Este
prestigioso premio reconoci6 el valor y la importancia
de las proteinas fluorescentes en la investigacion cien-
tifica, destacando su papel fundamental en el avance
del conocimiento bioldgico.

Figura 3. Los profesores Osamu Shimomura (Japén), Martin
Chalfie (EEUU) y Roger Tsien (EEUU) en una fotograffa toma-
da de la pagina web del Laboratorio Nacional de Brookhaven

(https://www.bnl.gov/newsroom/news.php?a=110847).

Aplicaciones de las proteinas fluorescentes
en la biologia de las plantas

Las proteinas fluorescentes han sido fundamenta-
les para la investigacién molecular y celular de las
plantas (Hanson y Kohler, 2001). Permiten el estudio
en tiempo real de procesos clave como la fotosinte-
sis, la division celular, el transporte de nutrientes
o las interacciones planta-patégeno, entre otros mu-
chos. La capacidad de ver estas actividades dentro
del contexto celular ha conllevado importantes descu-
brimientos sobre la biologia de las plantas. Entre sus
muchas aplicaciones, los cientificos utilizan proteinas
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fluorescentes para rastrear la localizacién y la dindmi-
ca de los organulos celulares, como los cloroplastos y
las mitocondrias (figura 4). Esto ayuda a conocer la
respuesta de las plantas a los estimulos ambientales,
como la luz, la temperatura y la disponibilidad de
agua.

Figura 4. Micrografia de fluorescencia de una célula vegetal
(protoplastos del meséfilo) en donde las mitocondrias aparecen
marcadas con una proteina verde (panel de la izquierda). En el
segundo panel se aprecian los cloroplastos en magenta a través
de la auto-fluorescencia que emite la clorofila que contienen.
En el tercer panel se muestra una imagen de la célula en campo
claro y, por tltimo, en el panel de la derecha, se muestra una
superposicién de las tres imagenes anteriores. Imagen tomada
de Oikawa K et al, 2021 (CC BY 4.0).

Aplicaciones en la biologia redox y estrés
en las plantas

Una de las areas mas emocionantes donde las pro-
tefnas fluorescentes estan siendo utilizadas es en el
estudio de los procesos de oxidorreduccion biolégica
(biologia redoz) y las respuestas al estrés, tanto bidti-
co como abidtico, de las plantas. La biologia redox se
refiere al equilibrio dindmico que existe en las células
entre las especies reactivas de oxigeno, o ROS (por
sus siglas en inglés de “Reactive Ozygen Species)”,
inevitablemente producidas por la actividad metabo-
lica celular, y las diferentes moléculas antioxidantes.
Este equilibrio, exquisitamente regulado, se mantiene
a través de complejas interacciones entre las vias de
producciéon de ROS y los mecanismos de eliminacién
con moléculas antioxidantes (figura 5), y desempefia
una funcién crucial en la regulacién de numerosos
procesos fisiolégicos en los diferentes compartimentos
celulares, asi como en la respuesta adaptativa de las
plantas a su entorno.

Estudio de las especies reactivas de oxi-
geno

Las ROS, como el perdéxido de hidrégeno (H202)
y el radical super6xido (Os-), son productos derivados
del metabolismo que actian como moléculas mensaje-
ras en diversas vias de sefializacién celular. Las ROS
son estrictamente necesarias para la sefializacién ade-
cuada en respuesta a los estimulos ambientales, pero

un exceso incontrolado de ROS puede causar dano
oxidativo y estrés celular, que puede llegar a tener
consecuencias fatales para la planta. Las proteinas
fluorescentes sensibles a las ROS han revolucionado
nuestra capacidad para monitorizar y visualizar estos
eventos en tiempo real dentro de las células vegetales.

SENALIZACION
REDOX

ESTRES OXIDATIVO

Figura 5. El equilibrio entre ROS y antioxidantes determina
si las ROS generadas se comportan como reguladores de vias
metabdlicas y de senalizacién celular, o como subproductos

toxicos que generan un estrés oxidativo, danino para la célula.

Por ejemplo, se han desarrollado biosensores ba-
sados en proteinas que cambian su fluorescencia en
respuesta a un aumento de la cantidad de ROS en la
célula. De esta manera, cuanta mas cantidad de ROS
haya, la célula se encontrard en un ambiente mas
oxidante que sera detectado por el biosensor. Uno de
los biosensores mas utilizados en plantas es el sen-
sor redox de ToGFP (del inglés, redoz-sensible GFP)
(figura 6A). Este sensor cambia su fluorescencia en
respuesta a los cambios en el estado redox dentro
de la célula (figura 6B). La utilidad del roGFP ha
sido demostrada en plantas modelo como Arabidopsis
thaliana, donde se ha utilizado para monitorizar la
concentracién de HoOo en diferentes compartimentos
celulares como el citosol y las mitocondrias. Otro
ejemplo de biosensor redor ampliamente utilizado es
HyPer (del inglés, hydrogen-peroxide sensor), una
proteina fluorescente basada en YFP que detecta es-
pecificamente HoO2 (Belousov VV et al, 2006) (figura
6C). HyPer ha sido ampliamente utilizado en estudios
de plantas para ver la produccién de HoOs durante
las diferentes etapas de desarrollo y en respuesta a
un estrés ambiental, como la exposicién a patogenos
o condiciones de sequia (Hernandez-Barrera A et al,
2013).



€43 VOL.XVIL ..No.188

ENCUENTROS EN LA BIOLOGIA 8

entorno reductor
ss — SH
i -~ SH

entorno oxidante

B oxidado

reducido

[H,0,]

| 4

Figura 6. Biosensores para detectar cambios redoz en la célula.
(A) Las proteinas roGFP son variantes de la GFP disefiadas
para detectar cambios en el estado de oxidorreduccién dentro
de la célula. En su forma oxidada, estas proteinas forman un
puente disulfuro entre dos aminoécidos de cisteina (S-S), mien-
tras que en la forma reducida (B) estas cisteinas se presentan
con los residuos sulfhidrilo (SH) libres. Este cambio estruc-
tural da lugar a dos formas de la proteina con propiedades
fluorescentes diferentes (Hanson et al, 2004); (B) La sefial de
roGFP muestra la respuesta en tiempo real al estrés oxidativo
generado tras la exposicién de las células a 150 uM de H203.
Imagen adaptada de van Creveld et al, ISME J, 2015 (CC
BY-NC-ND 3.0 DEED); (C) La expresiéon de HyPer muestra
la distribucién de la concentracién de HoO2 en la raiz de la
planta. Imagen tomada de Herndndez-Barrera A et al, 2014
(CC BY 4.0 DEED).

Respuesta al estrés bidtico y abidtico

Las plantas estan constantemente expuestas a di-
versos factores estresantes, tanto bidticos (por ejem-
plo, patégenos microbianos y herbivoros) como abié-
ticos (por ejemplo, altas temperaturas, sequia, salini-
dad, entre muchos otros). Las proteinas fluorescentes
son cruciales para investigar cémo las plantas detec-
tan estos estresantes ambientales y cémo reaccionan
ante ellos. Por ejemplo, las proteinas fluorescentes se
utilizan para estudiar la interaccién planta-patégeno
en tiempo real, con marcadores que iluminan la colo-
nizacién microbiana en las células vegetales (figura
7) y para estudiar la dindmica de la respuesta inmu-
nitaria de las plantas contra los patdgenos.

Figura 7. Micrografia en la se observa una cepa bioestimulante
de Rhizobium laguerreae, que expresa una GFP de color verde,
mientras coloniza la superficie radicular de lechuga marcada
con un colorante rojo. Imagen cedida por el Dr. José David
Flores Félix (Dpto. Microbiologia y Genética de la Universidad

de Salamanca).

Desafios y futuro de las aplicaciones en la
biologia redox y el estrés en plantas

Aunque las proteinas fluorescentes han facilitado
que se avance significativamente en la comprension
de la biologia redox y las respuestas al estrés en las
plantas, todavia existen desafios técnicos y biol6gicos
por superar. Por ejemplo, la autofluorescencia natu-
ral de las plantas interfiere a menudo con la deteccién
precisa de las sefiales fluorescentes, sobre todo en las
longitudes de onda cercanas al verde. En el futuro, se
espera que la combinacién de proteinas fluorescentes
mejoradas, técnicas avanzadas de imagen y andlisis
computacional permita abordar nuevos desafios y
profundizar en el conocimiento de como las plantas
perciben, integran y responden a las senales ambien-
tales en los planos molecular y celular. Esto no solo
contribuird a la ciencia bésica, sino que también ge-
nerard aplicaciones practicas en la mejora de cultivos
para una agricultura mas sostenible y resiliente frente
al cambio climético.

Conclusion

Las proteinas fluorescentes han revolucionado
nuestra capacidad para estudiar la biologia redox
v las respuestas al estrés en las plantas. Desde la
deteccion de especies reactivas del oxigeno hasta la
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visualizacion de las interacciones entre plantas y pato-
genos y la monitorizacion de defensas antioxidantes,
estas herramientas han proporcionado mucha infor-
macién valiosa sobre cémo las plantas se adaptan
y sobreviven en los entornos adversos. Gracias a la
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