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Introduccion. El Ciclo Celular (CC) es un proceso
esencial en el crecimiento y desarrollo de todos los
organismos vivos. La monitorizacion del CC ha sido un
tema de gran interés desde la invencidon de los
primeros microscopios, inicialmente en preparaciones
celulares fijadas y tefiidas y posteriormente in vivo. La
imagen in vivo es una herramienta esencial para
visualizar células vivas. Esta tecnologia exige una
variedad de lineas indicadoras de plantas, cada una de
las cuales expresa de forma Unica una proteina
fluorescente. Sin embargo el estudio y analisis in vivo
del CC de lineas celulares especificas es complejo ya
gue al ser el CC un proceso general no permite el
seguimiento adecuado de un Unico grupo celular. Aqui
desarrollaremos un conjunto de vectores versatiles que
se pueden usar para monitorear el ciclo celular in vivo
en células o tejidos especificos, sin fijaciéon. Nuestro
sistema HALO permite a los usuarios ensamblar
construcciones de una manera simple y econdmica
para el estudio de tejido o células especificas en un
tiempo espacio determinado in vivo.

Metodologia. Para la construccion de los vectores
estos se basan en el sistema en la tecnologia de
clonacién de recombinacién especifica del sitio
Gateway (Hartley et al., 2000) y el sistema de plantas
MoClo basado en la clonacién Golden Gate (Weber et
al., 2011).

Resultados. Primero disefiamos los vectores HALO1
y HALO2, en ambos sistemas los clones de entrada
contienen un casete Gateway. El casete Gateway
contiene un gen de resistencia al CmR y el gen ccdB
téxico que confiere letalidad a las cepas estandar de E.
coli, flanqueado por sitios attL y attR. Para el vector
HALO, la proteina X se fusiona con un dominio de
union al ligando de estrégeno mutante (ERT2) que
requiere la presencia de tamoxifeno para su actividad.
Para una expresién citosélica estable de X-ERT2
usamos la subunidad pequefia 5UTR RbcS2B y la
sefial/terminador de poliadenilacion 3'UTR Nos, que
estan en el sistema MoClo. El gen X-ERT2 y el casete
Gateway contienen varios sitios de tipo 1IS. Por lo tanto,
eliminamos los sitios de restriccidn internos para las
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enzimas utilizadas en MoClo (Bsal, Bbsl y Esp3l) y
agregamos los salientes flanqueantes de 4 nt
apropiados. Para eliminar los sitios de restriccion,
usamos mutagénesis por PCR seguida de cortes para
las enzimas tipo IIS. Una vez eliminados los sitios de
restriccién internos del gen X-ERT2 y el casete
Gateway, los fragmentos se clonaron segun el
protocolo MoClo. Para el vector HALOZ2, las secuencias
Y se clonaron en los vectores MoClo. El casete
Gateway se clona en MoClo. La sefial/terminador de
poliadenilacion (NOST) y el RFP, se ensamblaron de
acuerdo con el protocolo MoClo. El gen Y se combina
con un vector que tiene GFP. Finalmente, todos los
plasmidos se ensamblardn en un vector aceptor de
Nivel 2 de acuerdo con el protocolo MoClo.

Plantas de Arabidopsis ecotipos Col-0 fueron
transformadas con HALO2 y se probaron con
flurencencia la precencia de RFP y la usencia de GFP

Conclusiones. Con este sistema es posible analisas
in vivo el ciclo celular en celulas tejido especifico.
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