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INTRODUCCION
I- GENERALIDADES

Aungque no sabemos si la investigacién bdsica que se realiza tendrd aplicacién préctica mas tarde,
en la mejorfa de la salud humana, condiciones de vids, economfa o medio ambiente, esta debe
realizarse para alimentar el conocimiento humano. Debemos tomar conciencia de que por muchos
afios el ser humano ha atentado contra los ecosistemas y los ha dafiado, en muchos casos
irreversiblemente, atin formando parte de ellos. Necesitamos comprometernos con la naturaleza y
evitar en la medida de nuestras posibilidades el continuar deteriorando aquella armonfa que permite
que el fenémeno fantdstico de 1a vida exista, asi cbmo participar en la construccién de nuevos
caminos que aseguren que ese equilibrio se conserve y se difunda llegando hasta los rincones mas
contaminados de este nuestro planeta,
Este trabajo no pretende tanto, pero si espero que contribuya al entendimiento del desarrollo de los
organismos fotostntéticos que tanta importancia tienen para nuestra y otras muchas especies que
nos acompaiian en el tiempo que nos tocs vivir,
Cuando apareci6 1a vida sobre la tierra no habfa oxfgeno molecular en Ia atmésfera, los primeros
organismos conocidos como cianobacterias comenzaron a producirlo mediante la fotosfntesis.
Durante millones de afios moléculas como ¢l dcido sulfhfdrico, amonio, monéxido de carbono ¢
hidr6geno volcdnico se encontraban en la amésfera y reaccionaban rdpidamente con el ox{geno
que producfan los fotosintetizadores. La disminucién de Ia actividad volcdnica permitié que.el
oxfgeno desprendido mediante la fotosintesis comenzara a acumularse. Para los primeros seres
vivos el oxfgeno era téxico asf que se adaptaron a su presencia utilizéndolo en la respiracién, &c
este modo surgieron los primeros heterétrofos.,

En la actualidad los seres vivos utilizan como fuente sustancial de energfa bioqufmica a la que

se encuentra almacenada en los carbohidratos. Cuando estas moléculas son degradadas por
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organismos acrébicos finalmente hay un desprendimiento de diéxido de carbono a la atmésfera asf
como un consumo de ox{geno. Las fuentes natrales de reincorporaci6n del diéxido de carbono a
la atmésfera terrestre son la respiraci6n de plantas, animales y microorganismos, asi como Ia

actividad volc4nica; aunque existen otrag creadas por el hombre como industrias y automéviles.

Figura 1. clclo del carbono

Los ocefnos son un gran tampén debido a que contienen una canudad considerable de carbonatos
tanto precipitados como disueltos, lo que evita los cambios dréisticos en la concentracién de diéxido
de carbono en Ia atmésfera (Salisbury and Ross, 1985). Debido principalmente a la combustion del
pctrdleé, aunque lambién en gran medida por 1a desforestacién, la proporcién de diéxido de
carbono en la atmésfera temrestre ha aumentado lentamente desde el afio de 1850 hasta 1982 de 280
a 340 microlitros/litro (Salisbury end Ross, 1985). Si desapareciera ¢l proceso inverso al descrito,
pasado cierto tiempo los carbohidratos se terminarfan y no podrfan continuar los procesos vitales.

El mecanismo mediante el cual se realiza la regeneracion del oxfgeno molecular y Ia fijacién de CO,
para producir carbohidratos, es conocido como fotosfntsis y se efectia tanto en las plantas y algas
como en algunos microorganismos, que captan la energfa luminosa del sol y la transforman en
energfa quimica que sc almacena en carbohidratos. Estos organismos, Llamados fotosintéticos se
encuentran distribuidos en toda la biésfera desde los mares y 1agos donde se encuentra Ja tercera

parte de 1a cantidad de carbono fijado fotesintéticamente, hasta la tierra con las otras dos terceras



partes.

En organismos fotosintéticos terrestres, la eficiencia de la fotosfntesis depende de varios factores
como la cantidad de ﬁgua en el medio, la concentracién de diéxido de carbono , los contaminantes
ambientales, los nutrientes, la intensidad y calidad de la tuz, la temperamrﬁ y la acumulacién de
polisacdridos. Por otro lado en los mares el factor limitante para 1a eficacia de este proceso es la
concentracién de nutrientes minerales (Salisbury and Ross, 1985). La fotosfntesis también estd
sujeta a regulacién por hormonas vegetales, por ejemplo a inhibicién por dcido absc{sico o bien a
induccién por dcido indolacético, citoquininas y giberelinas (Funckes and Levine, 1985).

En forma simplificada el proceso bioqufmico conocido como fotosintesis se representa como:

Fotosfatesis

L

6002+6H0 g I CsHIO6+602
Respfracién

Como podemos ver, en esta reacci6n se oxida agua u otro denador de electrones como H,S y se
reduce diéxido de carbonoe a carbohidratos, utilizando energfa luminosa. Asi, por medio de esta
ruta se incorporan a Ia biésfera nuevos esqueletos de carbono.

En plantas superiores 1a fotosfntesis se realiza principalmente en las hojas y se da en dos etapas,
una llamada fase luminosa, en la cual se genera energfa quimica en forma de adenostn trifosfato
(ATP) y poder reductor en forma de nicotinamida adenin dinucle6tido (NADPH) reducido y la otra
fase llamada oscura, donde se utilizan el ATP y el NADPH generados en la fase luminosa para
convertir el CO2 atmosférico en carbohidratos (Matheus, 1991).

Las plantas asimilan carbono por una de tres rutas fotosintéticas denominadas fotosfntesis tipo Cg,

Cy y metdbolismo dcido de las crasuldceas (CAM), El metabolismo fotosintético tipo Cs es ¢l mas
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extendido en la naturaleza y consiste en la fijacién de CO; a una molécula de ribulosa 1-5 bifosfato,
produciéndose posteriormente dos moléculas de fosfoglicerato; en los vegetales con ese tipo de
fotosfntesis, las reacciones de 1a fase luminosa y de la fase oscura se dan dentro de las células del
meséfilo.

La fotosfntesis tipo C4 se realiza dentro de dos tipos celulares diferentes, es mas efectiva a bajas
concentraciones de CO2 y temperaturas elevadas (Ehlernger, etal, 1991) y representa a una
modificacién en el metabolismo Cs . Se sabe que el metabolismo 4cido de las crasuleficeas (CAM)
se redliza entre alpunas especies de Agavaceae, Aizoaceae, Cacuiccae, Compositae, Crassulaceae,
Cucurbitaceae, etc., que se encuentran expuestas a condiciones de altas temperaturas e iluminacién
durante el dia. En lss plantas con CAM durante la noche se fija COz en mdlico y durante el dia este
se transfiere a la ribulosa 1-5 bifosfato. Ambos procesos se realizan en las células del mes6filo.

El crecimiento y desarrollo de las plantas depende de la interaccién de muchos factores
ambientales. La percepcién de Ia luz por las plantas se realiza gracias a la sensibilidad de una serie
de receptores lumninesos conocidos como croméforos, que absorben radiacién electromagnética det
infrarrojo cercano y visible. Entre los receptores mas importantes se encuentran el fitocromo, la
protoclorofila y el receptor de luz azul. Los organismos fotosintéticos poscen clorofilas, carotenos
y ficobilinas, pigmentos que captan y utilizan la luz solar para excitar electrones y provocar la
formacién de una cadena de transporte electrénico. Las algas y hongos no tienen fitocromo pero
conticnen un pigmento llamado criptocromo que capta la Iuz azul. La reduccién de protoclorofila ,
precursor de la clorofils, es dependiente de luz. El fitocromo es una cromoprotefna cuyo croméforo
es un tetrapirrol que puede estar en una de dos estructuras fotoconvertibles; Prcon un méximo de
absorcién a 666 nm y Pfr que tiene su méximo en 730 nm, Del receptor de luz azul se sabe muy
poco. En pldntas superiores los pigmentos m4s abundantes son la clorofila a y b asi como las
porfirinas con un i6n magnesio coordinado. Estos croméforos junto con pigmentos accesorios se

encuentran en membranas con composicién poco comiin ya que contienen solo una pequefia
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fraccitn dc los fosfolfpidos usuales, pero son ricas en glicolfpidos, también tienen pmtetnas y
unidosa algumas de ellas los pigmentos.

La luz no sélo es 1a fuerza que dirige la fotostntesis sino que cataliza la produccién de clorofila y
regula la expresién de genes nucleares y cloroplésticos (Gruissem, 1989). También funciona como
moduledor de respuestas morfogénicas entre las que se encuentran inhibicidn de 1a gennjnaciﬁu de
muchas semillas, arreglo de los cloroplastos dentro de la célula para protegerse de Ia luz divecta del
sol, aumento de la produccita de pigmentos como antocianinas y otros flavonaides; fatoperfodo y
desarrolio de los pldstidos (Anderson, 1986), (Salisbury, 1985). Las plantas Son capaces de
adaptarse a un ambiente luminoso particular con determinada intensidad, calidad y duracién,
modulando la composicién de las membranas tilacoidess en una manera coordinadd e integrada,
para sacar el mayor provecho de los cuantos de luz. Cugndo crece una planta en la oscuridad los
hipocotilos se elongan y los cloroplastos no se desarrolian normalmente. En estas condiciones hay
una expreston muy baja de los genes regulados por luz, como por gjemplo, los genes nucleares que
codifican para las protefnas que unen clorofila en el complejo de captacién de luz (CAB) y 1a
subunidad pequefia de la RuBP carboxilasa encargada de fijar CO,, En cambio, con la fuz se inhibe
1a clongzcitn de los hipocotilos e induce expansi6n de la hoja y la diferenciacién det cloroplasto,
Los genes regulados por luz se expresan 100 veces mas que los genes de plantas etioladas y su
expresién se encuentra vestringida a cicrias regiones de la planta (Chory, 1993). Asi, los patrones
de expresién de esos genes dependen de 1a luz y de factores célulacspec{ﬁcos

II TIPOS DE PLASTIDOS

Ademds de Jas mitocondrias, organelos donde se realiza 1a respiracién celular de eucariotes,
existen diferentes organelos en plantas superiores y algas conocidos como pldstidos. Estos
organelos se replican auténomamente, tienen DNA propio y estén rodeados por una envoltura

estructurada por dos membrengs, tienen diferentes formas y adquieren diversas fanciones
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dependiendo del tipo de célula vegetal en 1a cual se encuentren. De ellos los mas estudiados son los‘
cloroplastos, donde se realiza la fotosfntesis y que se localizan principalmente en la hoja dentro de
las células del meséfilo. Su néimero varfa en diferentes células, tejidos, estado de desarrollo y
también enire especies (Anderson and Beardall, 1991). Por otro lado la fontosintesis en bacterias
se realiza en invaginaciones de la membrana plnsmﬁﬁs:i}.
La diferencincién de los pldstidos estd asociada con cambios morfogenéticos y moleculares
significativos en plantas. Los cloroplastos fotosintéticamente activos se desasrollan a partir de
propldstidos mediante la proliferacién de las membranas internas, la acumulaci6n de clorofila y el
ensamblaje del complejo sistema tilacoideo.

Otras formas de pldstidos son los cromoplastos. Estos organelos contiencn carotenoides que los
colorean de amarillo, naranja o rojo y funcionan en gran medida como atractores de polinizadores y
animales en flores y frutas (Newcomb, 1990), aunque también estén en algunas rafces y imjus
viejas (Possingham, 1980). Hay pldstidos que almacenan compuestos, por ejemplo los
amiloplastos almacenan almid6n, mientras que lag protefnas se almacenan en elaioplastos.

Los propldstidos son precursores de los diferentes pldstidos incolores o amarillo pdlido, Los
etioplastos son del mismo color, ya que estos al crecer en la oscuridad no han completado su
desarrollo y carecen de pigmentos, pero si se exponen ala luz pueden diferenciarse a cloroplastos
(Anderson and Beandall, 1991). Laos propléstidos, progenitores de los cloroplastos, son organelos
con forma esférica y con muy pocos tilacoides que aparecen durante 1a formacién del zigoto y se
mantienen desdiferenciados en las células meristemdticas, Los propldstidos también se pueden
formar durante la dormancia estacional, o durante la magduracién de estructuras especializadas como
¢l polen y las células huevo (Mullet, 1988). Los diferentes tipos de propléstidos son: eoplastos,
amiloplastos, pldstidos ameboides y pldstidos pregranales, como se iluswra en la figura 2. Durante
la germinacién algunos proplédstidos que se encuentran en la parte aérea de la planta aumentan de
tumaiio y se desarrollan a ctioplastos con cuerpos prolamelares tipicos, Después, cuando la parte

aérea de la pldntula se expone a Ia luz, en los etioplastos de los cotiledones y hojas primarias existe
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proliferacién de membranas tilacoideas, con 1o que estos etioplastos se desarrolan en cloroplastos
(Possingham, 1980).

Clomplasto Cloroplesto senecienle

Seneviendo

Ltioplusto

Amiloplasto
Pldstida
Anieboide

Figura 2. Ciclo de dasarrollo de tos pldstides (Thomson,1980).

Los eoplastos son organelos pequefios, de forma aproximadamente esférica que tienen una doble
membrana. Contienen pedazos de membrana tilacoidea que parecen formarse por invaginaciones
dela envoltura interior del pléstido y en ocasiones pequefios grénulos de almidén. Los eoplastos
se encuentmn comunmente en los metistemos, pueden producirse durante la dormancia estacional,
o durante la maduracién de ciertas célulns especiatizadas, y repetidamente durante el desarrollo de
la planta, como en el huevo en desarrollo, polen, zigoto y semilfa madura (Thomson, 1980),
(Muliet, 1988). Los amiloplastos no contienen clorofila y tienen grdnulos de almidén. Se

encuentran en diferentes tipos de c€lulas, como en tejidos de almacenamiento o la cubierta de las



rafces asociada con geotropismo, asi como en meristemos. Son esféricos y pueden tener al almiddén
en forma de un grénulo grande o varios pequefios. Cuando el coplasto se transforma en
amiloplasto puede darse una asociacién transitoria entre el plistido y el retfculo endoplésmico que

cambia de liso a rugoso.

II.- ESTRUCTURA DEL CLOROPLASTO

¢ brgnnl s
embrana interna

Estroma

Tilacoides

Laminas_
intermedias

Figura 3. Esquema de un cloroplusto

Como se esquematiza en la fig. 3, los cloroplastos tienen una membrana externa completamente
permeable y una interna selectivamente permeable (Stryer, 1988).

La membrana interna encierra un material anslogo al de 1a matriz mitoc_:ondrial 1llameado el estroma e
inmersas en ¢l estroma hay muches estructuras membranales que son prolongacién de la membrana
inter;m con forma de saco conocidas como tilacoides que a menudo se encuentran apiladas como
monedas formando unidades denominadas grana. Los grana estdn interconectados irregularmente
por extensiones nombradas lamelas del estroma (Stryer, 1988), Finalmente la membrana tilacoidea
encierra un espacio interior, el limen (Matheus, 1991).

Lag plantas poseen tres genomas independientes: el nuclear, el mitocondrial y el plastidico; este
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ltimo es el que ha conservedo evolutivamente en mayor grado su estructura general y su tamagio.
Los cloroplastos son organelos que se replican auténomamente y cuyas protefnas o subunidades
proteicas estdn codificadas tanto en el nicleo como en el genoma del cloroplasto, En el genoma del
pldstido hay genes que codifican para protefnas involucradas en la fotosftesis, la transcripcidn,
traduccién y replicaci6n de la informacién genética del pldstido. La expresién de los genes
plastfdicos estd regulada en parte a nivel transcripcional, pero también juegan un papel importante
en Ja estabilidad del mensajero durante su desarrollo, 1a actividad traduccional y la fosforilacién de
protefnas (Gruissem and Tonkyn, 1993). Los genomas plastfdicos son circulares y en plantas
vasculares normalments tienen un tamafio que vade 120 a 180 Kb. Estas moléculas se encuentran
en el estroms, asociadas a 1a membrana interna del cloroplasto o a la membrana tilacoidea en
agregados de 10 a 20 meléculas.

Por iiltimo se encuentran genes que codifican para el complejo de NADH oxidoreductasa y 19
marcos de lecturn abiertos (con mas de 100 codones) con funcién adn desconocida. como ya se
mencion6, el genoma del cloroplasto contribuye solo con una parte dz los polipéptidos del pléstido.
Por ¢jemplo, el genoma plastfdico codifica pam 19 de las 52 protefnas encontradas en ribosomas
del cloroplasto y una de las dos subunidades de la RuBP carboxilasa (Mullet, 1988).

La proliferacién membranal que se realiza durante el desarrollo del cloroplasto necesita de Ia
sintesis de lfpidos y durante este proceso va cambiando la composicién lipfdica de 1a membrana
aumentando el grado de insaturaciones y aparece un ifpido nuevo, el fosfatidil glicerol (Hugly and
Summerville, 1991), (Anderson and Beardall, 1991). La composicién de la membrana interna del
pléstido varfa también en respuesta a condiciones ambientales o bien para que In planta tome ciertas
formas especializadas como en la formacién de un cloroplasto maduro & partir de un plistido
pregranal o de un etioplasto (Mullet, 1988). Ademds de la composicién lipidica, también cambia el
tamafio durante el desarrollo del cloroplasto. Existe un incremento en voliimen del pistido que
puede ser mayor a 100 veces, Parte de este aumento se da por acumulacidn de protefnas, lfpidos y
cofactores requeridos para la fotosintesis (Mullet, 1988). Esta sintesis coordinada y el ensamblaje
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de los complejos protéicos cloropldsticos se realiza en mayor parte por la activaci6n de Ia
transcripeitn genética tanto de genes nucleares como del cloroplasto, por sefiales celulares o
ambientales, aunque la acumulacién de protefnas de cloraplasto tambi€a estd regulada & nivel de
traduccién (Mullet, 1988),

Al igual que Ins mitocondrias, Ios cloroplastos importan una gran variedad de proteinas que se
sintetizan fuera de el (Ellis, 1981); estas protefnas son procesades durante o inmediatamente
después de su transporte a través de la membrana del cloropiasto. El fragmento de la protefna que
va a ser procesada proteolfticaments y es necesaria para el importe de 1a misma se Hatma péptido de
trénsitoy puede variar su longitud de 29 (un precursor de la protefna que une clorofila a-b (CAB))
a 100 aminodcidos (acetolactato sintasa). Los péptidos trdnsito de diferentes protefnas
cloroplésticas codificadas en el nicleo no tienen homologfa significativa & nivel de estructura
primatia, sin embargo comparten ciertas caracterfticas: son ricos en serina y treonina (20-35%) y
s0n 11605 en aminogcidos hidrofébicos como alanining y valina. Los péptidos trdnsito generalmente
tienen una carge nets positiva, no son especialmente ricos en aminodcidos bésicos y son
deficientes en aminodcidos Acidos, de los cunles normalmente solo tienen uno o dos.

Cuando Ia funcién de protefnas codificadas en nicleo se localiza hasta el lumen del tilacoide son
necesarios dos pasos de maduracidu y cuando su destino se encuentra en el estroma, requicren
Duraate el transporte el precursor de la protefna se asocia con je superficie del cloroplasto
utilizando ATP quiz§ por 1a interaccitn con 1fpidos de Ja membrana externa y sc transloca a través
de las dos membranas (Theg and Varian, 1993). Una vez dentro del cloroplasto, estas protefnas se
pueden ensamblar con otras sintctizadas en el cloroplasto o en citosol para formar complejos
pratéicos como cl caso del fotosistema If en que ocho protefnas se sintetizan en nidcleo y
posteriormente se importan a cloroplasto donde se ensamblan con por lo menos otras acho
codificadas en este organelo.

Los lipidos forman del 25-30% de 1a masa de las membranas tilacoideas y actian como una matriz

fluida para los complejos funcionales supramoleculares qt;e permite 1a difusién. Una caracterfstica
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importante de Ia compesicién de Ia membrana tilacoidea es que mas del 50% del total de los 1fpidos
los compone el monogalactocildiacilglicero}, lipido que no forma estructura de bicapa en dispersién
acu0sa, sino que forma micelas invertidas cilfndricas. Embebidos en esta matriz se encuentran los
complejos proteicos necesarios para la realizacién de ia fotosfntesis. En la figura 4 se ilustra
mediante un esquema la organizacién de Ias protefnas en Ia membrana de los tilacoides (Hageman ,
Baecke, etal, 1990).

ADP + Pi ut ATP

NADPH Q%q
citb 559 ‘ - ' Q e‘a

PSH Cit PS CFo-CF

Figura4, Esquema de I3 organizacién de Jos complejos protéicos en Ia membrana tilacoidea.
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IV.- LA FOTOSINTESIS

1) Definicién y reacci6n.

Aproximadamente hace tres billones de afios algunas células fotosintéticas Iograron sobrevivir en
casi cualquier ambiente con ayuda de la energfa luminosa atrapando los elecirones y protones del
agua (Govindjee and Coleman, 1990). En nuestra era, la fotosfntesis es el proceso metabélico
mediante el cual llega a la biésfera la energfa libre y el carbono requeridos para los procesos
vitales. La reaccién general de Ia fotosfntesis se puede escribir:

CO2 +2H2A > (CH20) + Ho042A

donde HyA es un reductor general y A es su producto oxidado.

La fotosintesis estd fisica y quimicamente separada en dos subprocesos. El primero es la fase
luminoss, donde se utiliza Ia energfa de la luz solar para oxidar el agua y ¢l segundo es Ia fase
oscura en I8 que se realizs 1a fijaci6n del carboro,

2) Fase luminosa:

En la fase luminosa ¢ agente reductor NADP+ se reduce 8 NADPH, produciendo equivalentes
reductores y desprendiendo 2A, siende A en la mayorfa de los casos oxfgeno (Matheus, 1991),
aunque también puede ser azufre u otro aceptor de electrones . Parte de esta energfa es capturada
porel ADP furmdndose ATP. El ségundo es la fase oscura donde se utilizan NADPHy ATPenla
sintesis reductiva de carbohidratos a partir de CO, y Hz0.

Los pigmentos captadores de luz asociados a protefnas y ensamblados en la membrana tilacoidea
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estdn organizados en dos fotosistemas bien definidos que se denominan I y I Estos representan
unidades estructurales dedicadas a Ia tarea de absorber un fotén y rescatar parte de su energfa en
una forma quimica. En los fotosistemas se da el fenémeno de transferencia resonante, de manera
que cuando se excitan los electrones en moléculas muy cercanas la energfa de exitacién puede
pasar de una molécula a 1a adyacente, o bien la transferencia de electrones, en la que el electrén
excitado puede transferirse de un compuesto a otro con un estado de excitacién un poco menor.
Todas las reacciones luminosas se rcalizan en o entre las membranas tilacoideas. Bl ATP y ¢l
NADPH son enviados al estroma donde se dan las reacciones oscuras. La mayor parte de las
protefnas tilacoideas esidn organizadas en cinco complejos que pueden tener otras protefnas
asociadas. Este conjunto de protefnas se encarga de 1a captacién de luz, transporte electénico,
translocacién protnica y funciones de sfntesis de ATP de los tilacoides.

En los tilacoides el complejo de captacién de energfa es el componente principal y cuenta con mas
de la mitad de 1a clorofila totat asi como gran parte de las protefnas intrinsecas. La mayor parte do
las clorofilas, asi como los pigmentos accesorios actian como moléculas antens absorbiendo
fotones y wransfiriendo energia a los centros de reacci6n, donde hay una clorofila rodeada por un
ambiente quimico diferente al resto que le permite tener un nivel de energfa menor en el estado
excitado. Bl complejo de captacién de energfa luminosa del fotosistema I absorbe luz arriba de
700nm y se conoce como P700 mientras que el de el fotosistema II absorbe a longitudes de onda
menores de 680nm y se le lama P680. En ambos fotosistemas el paso primario es la transferencia
de un electrén excitado por luz de un centro de reaccién P680 o P700 a una cadena de transporte
electrénico.

La fuente de electrones es el agua y su destino final es la reduccién del NADP+. Los protones que
se producen son bombeados a través de la membrana del tilacoide, produciéndose un gradiente que
impulsa la formacién de ATP (Matheus,1991).

Las reacciones luminosas se ilustran en la figura 5.



03

.4

04-

08 -

FOTOSISTEMA ]
FOTOSISTEMA 1

A .Fl\ Fu
. ¢
@ NADP+ @NADPH
@

Fscitacion clegtnnica @
@
n
,

=&. e
R D)

@‘@ﬁ‘@

Protones Protones

baxmbeados af hnmbcar{ns d.
Tumen del tilacuide tumen del titacoide

Figura 5. Fase buminass e la fotostnicsis

14

En esta seccifn voy a describir con mas detalle la composicién del aparato fotosintético y el modo

en el que se lleva & cabo el mismo proceso.

2.1) Fotosistema IT vegetal:

E! fotosistema I como se ve en la figura 6 estd constituido por un conjunto transmembranal

organizado de varias cadenas polipeptidicas, que forman un complejo captador de luz, un niicleo

con ¢l centro de reacci6n P68C y un complejo productor de oxigeno (Stryer, 1988).
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Figura 6

Folost IL: ¢g el complejo d2 fnas y pigmentos que produce oxfgeno y atrapa la energfa Iuminoss, en la
mcmbrana tilacoidea de los clomplaslos El flujo de electrones a través del fotosistema se da con 1a absorcién de un
fotén por un par de clorofilas especiales (P680). El proceso involucra a muchas ctras moléculas incluyendo la
feofitina (Feo) y dos clases de quinonas(Q, y Qp) y aqucllos dtomos metdlicos y iones como mangancso (Mn),
cloruro (C1) y cakcio (Ca?+). En este modelo simplificado algunos pigmentos se omitieron para obtener claridad.
Las reacciones del fotosisiema IT junto al lade intemio de la membrana toma cuatra electrones de dos moléculas de
aguay pmduce oxfgeno molecmar m reacciones constituyen el reloj de oxidaci6n de agua, Los protones que se
o decsas yen a la sintesis de adenosfn trifosfato (Govindjee y Coleman, 1990).

El centro de reaccién P680 es un excelente agente reductor cuando tiene un electrén excitado y lo
dona fécilmente a una molécula de menor energfa, la feofiting, que a su vez 1o transfiere a una

serie de plastoquinonas (Q4 y Qp) asosiadas con proteinas, Por dltimo salen dos electrones y

dos protones de Ja plastoquinona Qg y la mol€cula reducida se libera a la parte lipfdicade Ia

membrana tilacoidea. La plastoquinona reducida (plastoquinol) interacciona con un complejo de



citocromos y proteinas de hiero-azufre ( el citocromo bf) que catalizan el paso de los electrones
auna protefna de cobre (la plastocianina), y se bombean los dos protones hacia el limen del
tilacoide (Matheus, 1991), Este proceso deja a los centros de reaccién P680 deficientes en
electrones, que son recuperados de una molécula de agua siguiendo una serie de pasos enla

que una metaloprotefna que contiene manganese sirve como aceptor de cuatro electrones que

- pasa al complejo oxidado P680+, a través de un intermediario llamado Z, Durante este proceso se
bombean cuatro protones del estroma al lumen del tilacoide y se desprende oxfgeno que se difunde
hacia fuera del cloroplesto, La plastocianing, que es una protefna mévil en el liimen del tilacoide,
dona los electrones g otros centros de reaccién que absorben a 700 nm y son parte del fotosistema
1, los P700.

2.2) Potosistema It

En el fotosistema I la clorofila en el centro de reaccién denominado P700 se oxida y el electrén
excitado pasa a través de una clorofila aceptora (Ag), a una filoquinona (A1) y mas tarde se
translada a una serie de tres protefnas hierro-azufradas (Fy, Fa y Fp), por dltimo este electrén se
transficre a una ferredoxina soluble (Fd), que se encuentra en el estroma. Al reducirse la
ferrodoxina, transfiere los electrones al NADP+ con la accién de la enzimn ferrodoxin;NADP+
reductasa.

Durante el proceso global se genera un gradiente de protones a través de la membrana del
tilacoide, volviéndose més dcido el limen que el estroma. Este gradiente puede ser hasta de 3.5
unidades de pH en cloroplastos iluminados, Los protones pueden regresar al estroma tinicamente
atravezando complejos que forman a la ATP sintasa, los cuales en cloroplasto se laman CF;-CFy.
De este modo se genera un ATP por cada tres protones que atraviezan el complejo. Como se
transportan dos o tres protones por electrdn, se puede generar hasta un ATP por cada electrén que

pasa por la cadena.
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2.3) Flujo ciclico de electrones;

Existe un mecanismo alternativo a la fase luminosa de la fotosfntesis llamado flujo cfclico que

sirve para generar ATP cuando hay suficiente poder reductor disponible en forma de NADPH.
Dicho proceso mantiene el equilibrio entre Ia produccitn de energfa y de poder reductor.
En el flujo ciclico en lugar de que los electrones se transfieran del P700 excitado al NADP+. pasan
de la ferrodoxina al complejo citocromo bf y regresan via plastocianina al estado basal del P700. El
complejo bfbombea protones a través de la membrana del tilacoide asegurando la produccién de
ATP. En este ciclo no hay desprendimiento de O, ni reduccién de NADP+

3) Centros de reaccitn en bacterias fotosintéticas:

Al igual que en plantas superiores, los centros de reaccién de las bacterias fotosintéticas son

complejos protefna-pigmento cuyos grupos prostéticos se encientran en forma de dos brazos.

Basédndose en el andlisis de los componentes de estos centros se ha propuesto un modelo de la
estructwa donde hay un complejo protéico formado por cuatro polipéptidas. -

‘ La parte del complejo que se encuentra en el espacio peripldsmico (fuera de la membrana -

plasmética) es un citocromo con cuatro grupos hemo.

El centro de reaccién de bacterias estd constituido por tres subunidades denominadas como L

(ligera), M (mediana) y H (pesada) en base a su migracién electroforética en geles de SDS y

poliacrilamida, La subunidad H se encuentra en su mayor parte en la cara citosélica de la

membrana, Inmersas en la membrana estdn las subunidades L y M que tienen cinco o hélices, dos

moléculas de bacterioclorofila b , dos bacteriofitinas, dos quinonas (Q4 y Qg) y un dtomo de

hierro.
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Membrana externa
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peripldsmico
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Figura 7Mecanismo postulado para Ia fotosfntesis bacieriana (Matheus, 1991).

Bl centro de reaccidn de la bacteria Rhodobacter spheroides se parece qufmicamente al fotosistema
1 de plantas ya que contiene bacteriofitinas y quinonas. Durente la absorcién de luz el centro de
Teacci6n se excita y un electrdn se transfiere de un par de bacterioclorofilas (P) inmediatamente &
una feofitina, de aquf a la quinona Q4 a lo largo del brazo A y después a 1a quinona Qg como se
esquematiza en la figura 7,

4) Fase oscura. Metabolismo de asimilacién de carbono.

Durante la reaccién oscura de la fotosfntesis se fija el diéxido de carbono atmosférico en
carbohidratos, €1 CO; se agrega a una molécula aceptora cada vez que esta pasa por una serie
cfclica de reacciones, conocidas como ciclo de Calvin, que se consuma en la formacidn de
carbohidratos y la regeneracién de la molécula aceptora. Para que estas reacciones se realicen es

necesario que haya ATP y NADPH disponibles, y como va se mencions en la fase luminosa, se
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producen ambos, El ciclo de Calvin ilustrado en la Figura 8 se da en dos etapas: en la primersa el
diéxido de carbono es fijado como carboxilato y reducido, d‘ando unpa sfntesis neta de
carbohidratos. Bn la segunda etapa se regenera la molécula aceptora (ribulosa-1,5-bifosfato).
En las plantas denominadas Cj el didxido de carbono se difunde al estroma donde se adiciona al -
carbono carbonflico de la ribulosa 1-5 difosfato (RuBP), reacci6n catalizada por la RuBP
carboxilasa-oxigenasa dando como producto fosfogliceraldehido (3PGA) que es una molécula de
tres carbonos que va a ser metabalizada hacia los productos principales de Ia fotostntesis.

o o]

6 [ Ribulosa -1 5-bifisfuto = 5C /

6ADP
6ATP

6 Ribulosa-S-Fusfuio= 5C

Gheeraldehidu 3-fasfuta

12| Gliccraldchido 3-fosfalo =3C_ | 12 Pi

10

Estroma Gliceraldehido 3-fosfute | Membrina del clomplasto

WWW 1430H8308880B3B3TEE03A0B0BBI00LE081B8808

Citosol
lruumu
1,6 blf(hllll() Olucmu GC

2H20
Figura 8. Ciclo de Calvin,

La RuBP carboxilasa oxigenasa también puede catalizar la oxigenacién de RuBP para formar un
PGA y un fosfoglicolato, que cuando se metaboliza produce €O reduciendo la eficiencia neta de la

fotos{ntesis, este proceso se conoce como fotorespiracién (Ehleringer, etal, 1991). Aunque €1 02
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inhibe la fotosfntesis en plantas C3 debido a la fotorespiracién, se puede revertir mediante el
aumento de la concentracién de CO,. Aproximadamente el 50% del CO, preducido durante la

fotorespiracién es recapturado por el cloroplasto antes de escapar fuera de la célula, finalmente, la
pérdida de carbono es aproximadamente el 30% de la asimilacién de CO,.

La vfa fotosintética denominada Cy, se encuentra e angiospermas, en monocotiledoneas y en
dicotiledoneas, representa una modificacién al metabolismo Cz, mds efectivo a bajas

concentraciones de CO; y altas temperaturas (Ehleringer, etal, 1991).

" Celutas
del mendfilo

Célula de parénquina = % .
sascular = a S
ixpocio aérea inracelular é} "m.% :& ﬁv "f{ g
¥,

MR 4
¥

Hoja C3

Hoja Cy

Figura 9, Estructura de las hojas C3 y Cy,
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En plantas que utilizan Ia via fotosintética Cy se evitan las pérdidas debidas a fotorespiracién
mediante adaptaciones bioqufmicas y anatémicas (Rawsthorne, 1992). Las actividades enzim4ticas
en las plantas Cg4 estdn estrictamente compartamentalizadas mediante una diferenciacién
moxfolégica y funcional en dos c€lulas fotosintéticas diferentes (parénquima vascular y meséfilo)
como se puede ver en la fipura 8, En las células del mes6filo, donde no estd presente la RuBP
carboxilasa/oxigenasa el CO; es fijado primeramente en oxalacetato (OAA), molécula de cuatro
carbonos mediante la accién de Ia enzima fosfoenol piruvato carboxilasa (PEP carboxilasa) Ia cual
no tiene funcién de oxigenasa; entonces el oxalacetato es transformado a uno de los 4cidos
orgdnicos malato o aspartato. El malato o aspartato que se producen en las células del meséfilo se
transportan a las células del parénquima vascular donde son descarboxilados. Los cloroplastos del
parénquima vascular tienen RuBP carboxilasa oxigenasa (RuBPcasa) y fijan el CO; desprendido
por descarboxilacién de 4cidos C4 utilizando el ciclo de Calvin. El piruvato derivado de la
desearboxilaci6n del malato, se transporta ahora a las células del meséfilo donde se fosforila y se
carboxila para generar nuevamente el oxalacetato (Hatch, 1992), Fotosintéticaments las plantas C4
son mas eficientes a temperaturas relativamente elevadas, mientras que Ias C3 lo son a temperaturas
relativamente bajas. Bajas concentraciones de U0, favorecen las especies Cy, mientras que niveles
altos favorecen la C3. Los cloroplastos de las células del meséfilo se parecen a los de las plantas
C3.La RuBP utiliza CO,, mientras que la PEP carboxilasa fija bicarbonato, La PEP carboxilasa se
encuentra en el citosol de las plantas C4 como la anhidrasa carb6nica, mientras que en las Cs la
anhidrasa carbénica se localiza en los cloroplastos y quizd también en el
citoplasma.
Una tercera via fotosintética se conoce como metabolismo fcido de las crasulfceas o también

como CAM y es una variante de la via C4 que ha evolucionado independientemente en algunas

plantas entre las cuales encontramos a las cactéiceas y a lag crasuldceas. En cste caso, también hay
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una fijacién inicial de CO, atmosférico en compuestos de cuatro cmMnos y su transferencia final al
ciclo de Calvin. Sin embargo en las plantas CAM no hay separacién espacial entre la via Cy y el
ciclo de Calvin; la PEP carboxilasa fija el COzforméndose &cido mdlico en la noche y después,
durante el dia, el CO;, fijado se transfiere a la RuBP del ciclo de Calvin en la misma célula. Los
compuestos C4 se almacenan durante la noche en vacuolas que tienen una gran capacidad de
almacenar y movilizer dcido mdlico libre (Stumpf and Conn, 1981). Asi se da una separacién
temporal, de modo distinto a las plantas C4 donde la separacién es espacial. En las plantas CAM se
encuentran presentes tanto 1a RuBP carboxilasa como la PEP carboxilasa, pero la segunda toma
una forma inactiva durante el dfa que es menos afin por PEP y adem4s se inhibe con malato y
durante la noche se vuelve tan affn por CO2 como la RuBP carboxilasa. Las plantas CAM
dependen de Ia acumulacitn nocturna de compuestos carbonados porque durante €l dfa tienen los
estomas cerrados para evitar 1a pérdida de agua (Raven, Evert and Curtis, 1981).

5) Organizacién de genes fotosintéticos en bacterias.

Figura 10. Genes estructurales codificados por los operones puf, puc y puh en Rhodobacter capsulatus
(Sgangn and Bauer,1992),
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La informacidn genética en bacterias fotosintéticas se encuentra organizada en grupos de genes
conocidos como operones, que se transcriben coordinadamente y que estén relacionados con la
misma via metabélica o 1a misma funcién. A su vez los operones que codifican para protefnas con
funciones relacionadas pueden encontrarse en regiones adyacentes, Por ejemplo en Rhodobacter
capsulates hay nueve genes para la biosfntesis de carotenos, los cuales se encuentran codificados
uno tras otro dentro de una regién de 46 kb, que contiene & la mayorfa de los genes fotosintéticos
flanqueados por Joci genéticos donde se encuentran genes para la biosfatesis de bacterioclorofila.

Junto al grupode genes anterior se encuentra un operéin denominado peyf compuesto de los genes
que codifican para lag subunidades L y M del centro de reaccién, los componentes o y B del
complejo de captacién de luz, un gen regulaterio Hamado puf X (ﬁmes C2814) y un gen encargado
de regular los niveles de bacterioclorofila en la célula, conocido como puf Q (Bauer, Buggy and
Mosley, 1993).

En la figura 10 se muestra el modo en que se encuentran colocados los genes del grupo
folosintético.

En Rhadopseudomonas viridis os genes que codifican para ias subunidades § y o del complejode

captacién de luz B1015 asi como las subunidades L, M y citocromo ¢ del centro de reaccién

fotosintético wmbién estdn organizadas en un operén puf (Wiessner,1990).
V.-UTILIZACION DE MUTANTES

Para el anflisis de los procesos biolégicos es muy til Ia produccién de mutantes que tengan
afectada ln funci6n de nuestro interés, De este modo se hen identificado en diferentes plantas genes
tanto reguladores como estructurales que afectan rutas de desarrollo importantes, por ejemplo, el
gen cs de Arabidopsis thaliana que codifica para una protefna de cloroplasto (Koncz, etal, 1990).

Se pueden seguir diferentes caminos para obtener mutantes en plantas, Algunos de ellos son
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exposici6n a rayos x, luz ultravioleta o induccién de mutaciones con etil metano sulfonato, Estos
métodos producen mutaciones con alia eficiencia pero el aislumiento del gen mutado se vuelve una
tarea diffcil. Debido a ello se han desarrollado otros métodos para la generacién de mutantes,
facilitando su aislarmiento como son la mutagénesis con T-DNA o con elementos transponibles. La
mutagénesis con T-DNA consiste en infectar plantas con Agrobacterium ﬁuc es una bacteria
fitopat6gena natural. Esta bacteria es capaz de transferir un fragmento de DNA conocido como T-
DNA contenido en un pldsmido Hlamado Ti a las c€lulas vegetales (de Bruijn and Sheli, 1987). Hay
una zona del T-DNA que no es indispensable para su introduccién al genoma vegetal, por lo cual
en dicha regién se pueden introducir funciones deseables como una resistencia a determinado
antibiético. E1 T-DNA puede causar mutaciones al insertarse azarosamente en el genoma vegetal,
Después de que obtenemos una mutante con el fenotipo que buscamos podemos encontrar el gen
mutado utilizando una sonda que contenga el T-DNA marcado, Por otro lado, para obtencién de
mutantes en plantas se pueden utilizar también los transposones, que son segmentos de DNA que
forman parte del genoma de varios organismos y tienen la capacidad de moverse de un lugar a otro
en ¢l genoma. En plantas los que mas se han estudiado son los transposones de mafz y de lengua
de dragdn, aunque hasta el momento no se han aislado transposones activos en muchas plantas,
como en Arabidopsis y Jitomate, Se ha observado que elementos como el Ac de mafz y el
transposSn Tam 3 de lengua de dragén pueden adquirir actividad en otras plantas como tabaco o
Arabidopsis (Balcells, Swinburne and Coupland, 1991). Una vez obtenida 1a mutante, también se
puede buscar el gen mutado utilizando como sonda el transpos6n.

Cuando ya se aislé una mutante con el fenotipo buscado ¢l paso que sigue es localizar la mutacién
y una vez encontrada clonar el fragmento de DNA uniéndolo a vectores plasmfdicos o al fago
lambda que se pueden replicar dentro de una célula hospedera apropiada (Singer and Berg ,1991).
Clenaci6n y seleccién de DNA.

Para encontrar un segmento de DNA particular entre todo el DNA que constituye el genoma de una

planta podemos romper el genoma en segmentos que se introducen mediante técnicas de DNA
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recombinante a vectores plasmfdicos o fagos donde quedard integrado &l fragmento de nuestro
interés. Los vectores de expresién del fago A fueron disefiados para hacer mas f4cit el uso de
bancos de cDNA.

Los bancos de cDNA que se utilizaron en este trabajo se encontaban en un fago A modificedo que

contenfa un origen de replicacién de pldsmido por lo que se le conoce como fismido con las
siguientes caracterfsticas: tiene una seleccién bioquimica para insertos con adaptadores, ademés se
pueds regular la expresién del inserio en E.coli o en levadurs, tiene la ventaja de ser capaz de
existir como LisSgenos extracromosomales en E. coll, facilitando estudios de complementacién y
posee un sistema de escicién automdtico que permite la conversion del fago a un pldsmido mas

pequefio (Blledge Stephen, etal, 1991).
VI ANTECEDENTES -

En este trabajo se utiliz6 una mutante albina de Arabidopsis thaliana incapaz de fotosintetizar, que
no presenta cloroplastos; en cambio, fenotfpicamente sus pldstidos son précticamente incolaros y
no desarrollan el sistema tilacoideo como se ve en la figura 11, Esa mutante se obtuavo de un banco
de mutantes del Dr. Kent Feldman que habfan sido transformadas mediante mutagénesis dirigida
con un T-DNA modificado que tiene resistencia a kanamicina y un plismido pBR. Por anflisis de
Southern y la segregacién del caracter mencionado que fué de tres a uno - se concluy6 que la
mutacion fué en un solo gen,

Se realizd el tamizado de una librerfa gendmica de 1a mutaate y una vez localizada la inserci6n se

obtuvo una clona que contenfa un fragmento de DNA adyacente al borde izquierdo del T-DNA.



26

Figura 11. A, Cioroplasto de Arabidopsis silvestre. B. “Cloroplaste” de [a mutante,

OBJETIVOS

El proyecto tiene como objetivo realizar la caracterizacién a nivel molecular de el gen que ha sido
alterado en 1 mutante con fenotipo albino obtenida por la Dra. Alejandra Mandel con el fin de
lograr un mejor entendimiento del desarrollo del aparato fotosintético. En particular los objetivos de
este trabajo son : obtener la secuencia de! DNA complementario al RNA mensajero de este gen y

analizar ln expresién del mismo en diversas plantas,



MATERIALES Y METODOS

1 VECTORES Y CEPAS UTILIZADOS

CEPAS CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIAS
BNN 528 Seutiza para seleccionar recombinantes en el fagod Manlatis, 1989
CMK Hppertransformants Zurita Mario conmmicacita persone]
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PLASMIDOS
Bluescript Veclor de socuenciaciin Stratageno 1991
BACTERIOFAGOS
AZAP ' Vactor de expresion para aiskar genes Stratagene 1991
AYES Vector de exprasion para aislar ganes Efledge, etal 1951
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IX SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

1) Soluciones y medios utilizados:

Buffer Tris-Borato (TBE) 5X:
por litro:
Trisma base 54g
Acido bérico 27.5¢
0.5 MEDTA (pH 8.0) 20ml
TE pH 8.0: ’
Tris.Cl (pH 8.0) 10mM
NaOH al 0.4%.
Acetato de amonio 7.5M:
por litro:
Acetato de amonio: 578 g.
Acetato de sodio 3M:
por litro:
408.1g de acetato de sodio se disuelven en 800m! de agua, s ajusta el pHa 5.2
y se ajusta el voliimen a un litro.
Sarcosil al 20%.
Bromuro de etidio:

Para poder ver ¢l DNA o el RNA en geles de agarosa se utililiza este colorante
fluorescente . Esta sustancia es un mutdgeno muy poderoso por lo que se debe
manejar con mucho cuidado. Para preparar una solucién de 10 mg/ml se agrega
1g de bromuro de etidio a 100 mt ds agua y sc deja agitando durante varias

horas para asegurar que el colorante se disuelva por completo. Se debe guardar
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en un reciplente oscuro,

Buffer para muestras de DNA que se van a separar por electroforésis en geles de agarosa:

Azul de bromofenol 0.25%

Xilen cianol 0.25%

Glicerol en agua 30%
TaoE10;

Tris 20 mM, EDTA 10 mM (pH 8.0)
Caldo Gonzo (GB):

por litro;

10g de extracto de levadura, 16g de triptona, 1.15 g de KH2PO4, 8.5g de
K2HPO4.3H20

SM (este medio se utiliza para almacenar fagos):

~ por litro:
NaCl 5.8g
MgSO47H20 2¢
1M Tris.Cl (pH 7.5)
2% gelatina

 CaldoLurie:

por litro:
Bacto-triptona 10g
Extractode levadura  Sg
NaCl 10g
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Este medio contiene los macro y micro nutrientes : mio-inositol, tiamina,
glicing, icido nicotnico y piridoxina y se prepara en mg/l con : 1650 de nitrato
de amonio, 6.2 de dcido bérico, 332.2 de cloruro de calcio anhidro, 0.025 de
cloruro de cobalto hexahidratado, 0.025 de sulfato de cobre pentahidratado,
37.26 de etilendiamino tetracétato disédico, 27.8 de sulfato ferroso
heptahidratado, 180.7 de sulfato de magnesio anhidro, 16.9 de Sulfato de
manganeso hidratado, 0.25 de la sal de sodio del 4cido molfbdico
dihidratada, 0.83 de ioduro de potasio, 1900 de nitrato de potasio, 170 de
fosfato monobdsico de potasio, 8.6 de sulfato de zinc heptahidratado, 2 de
glicina, 100 de mio-inositol, 0.5 de 4cido nicotinico, 0.5 de piridoxina HC1 y
0.1 de tiamina HCL

Soluci6n nutritiva para Arabidopsis:

Para preparar un litro se mezclan las siguientes soluciones previamante preparadas, se afora a un

litro y se esteriliza:

KNO; IM 5ml
KPO, IM (pH=5.5) 2.5ml
MgS04 IM Zml
Ca(NOs) 2ml
Fe.EDTA 20mM 2.5ml
Micronutrientes iml

Agna 985m!
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Micronutrientes: H3BO3 70 mM, MnCl; 14 mM, CuSOy 0.5mM, Zn804 1mM, NaMoODy 0.2
mM, NaCl 0.2 mM, CoCl, 0.01 mM.
- Medio de germinacién (GM):

1/2 x de mezcla de sales Murashige y Skoog

1% de sacarosa

Ajustar el pH a 5.7 con KOH 1N agregar Imyi de de vitaminas B-5 de Gamborg

(esterilizar en autoclave) agregar 0.5% de agarosa (para medio sélido),

SSC 20X:
Se disuelven 175.3 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio en 800 ml de agua. v
Ajustar o pH 7.0 con una solucién de NaOH 10N. Ajustar el volumen a un
litro.

Sephadex G-50:

Se va agregando poco a poco medio de Sephadex G-50 a 250 ml de TE (pH
8.0) en un matraz de 500 ml hasta que el polvo estd bien disperso. Se deja
todels noche a temperatura ambiente. Se decanta el sobrenadante y
reemplaza con un voltimen igual de TE (pH 8.0). Se almacena a 4°C.

Buffer de extraccién de RNA (Z6):
Clorhidrato de guanidina 8M, MES 20mM, EDTA 20mM y

B-Mercaptoetanol 50mM, ajustarel pHa 7.0.

Buffer I de extraccién de RNA (50 ml ):
30 g de tiocianato de guanidina, 0.25 g de N-Iauril sarcosinato de sodio, 2.5 mi
de citrato de sodio 1M, 0,25 m! de b-mercaptoetanol pH 7.0.

MOPS 10X:
MOPS 200mM (pH 7.0), EDTA 10mM y NaAc 50 mM.

Denhardt’s 50X:
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5 g de ficol, 5g de polivinilpirrolidona, 5g de albumina bovina, se completa
con agua hasta un vohimen de 500 ml. Esta solucién se filtra, se separa en
alfcuotas de 25ml y se almacena a -20°C.

Solucién de prehibridacién:
Esta soluci6n tiene SSC 6X, SDS 0.5%, solucién Denhardt’s 5X , 100 mg/ml
de esperma de salmén desnaturatizado y 50% de formamida.

Solucién de prehibridacién con heparina: ‘

12.5 jtl heparina 2.5 ml de formamida
250 1 SDS 10% 240l agua
1.5 ml SSC 20X

Acrilamida al 40%:

Acrilamida al 38% y bis-acrilamida al 2%, se disuelven en agua .
I PROTOCOLOS
1) Cbtencién de tefido vegetal:

Arabidopsis thaliana:
La planta silvestre que se utiliz6 para todos los experimentos descritos aquf fué de la linea
Columbia.

Las semillas se esterilizan sumergiéndolas dos minutos en BtOH al 70%, se enjuagan con
H,0 estéril, después se les agrega solucién comercial de hipoclorito de sodio (Cloralex) al 25% y
se agitan durante ocho minutos, se enjuagan con agua estéril 6 veces. »
Las semillas se plantan en vasos de polictileno con una mezcla 1:1:1 de vermiculita, agrolita,

Nutriplant, tapadas con una cubierta transparente durante siete dfas, se riegan con solucién
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nutritiva en el momento de plantarse y posteriormente una vez a la semana, Se crecen durante 30
dfas en una cAmara a 250C con fotoperfodo de 16 horas de luz y ocho de oscuridad.
Brassica colaraceae: (coliflor): Se siembran y se dejan crecer durante cuatro meses.
Brassica colaraceae (col): Se esterilizan las semillas con cloralex al 15% durante cinco minutos y
se enjuagan con agua estéril. Se siembran seis semilias en dos macetas y crecen las plantas durante
cuarenta dfas, Para la obtenci6n de rafz se crecen plantas en bolsas con un papel soporte y se riegan
con agua estéril. Se cosechan cinco lotes de diferentes edades: seis, 12, 18, 24 y 60 dfas.
Zeamais: Se dejan las semillas hidratando durante una noche con agua después de esterilizarse con
hipoclorito y se siembran en una charola con vermiculita regéndolas con agua; se dejan crecer
durante 15 dfas.

' Nicotiana tabacum:: En condiciones de esterilidad se ponen a crecer hojas jévenes con yemas
axiales tomadas de un tabaco adulto en MS, durante un mes.
Phaseolus vulgaris: Se siembran cinco semillas de frijol en una maceta con vermiculita estéril, s¢
riegan con agua esterilizada. Se cosechan las hojas mas jévenes 15 dfas después de sembradas.

Arachis Hypogea: Se siembran del mismo modo que el frijol pero se cosechan a los dos meses.
2) Extraccién de RNA de tejido vegetal.

- Se esteriliza todo el material de vidrio y porcelana que va a ser utilizado en autoclave.

- Se muele el tejido en un mortero, con nitrégeno l{quido para evitar Ia degradacién del RNA,
se transfiere a un tubo de centrifuga, con por lo menos el triple de capacidad del volumen del
tejido, seagrega un velumen de buffer para extraccifn Z6 6 buffer de extraccién (Maniatis 1989),
se muele con politrén,

- Se extrae con un volumen de una mezcla 1:1 de fenol:cloroformo, se agita con vortex y se
centrifuga durante una hora, a 10000 rpm. Para que las muestras queden mas libres de

carbohidratos; se pueden realizar otras dos extracciones con fenol/cloroformo, La fase acuosa se
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transfiere a un tubo limpio, y se le agrega 1/20 de volumen de 4cido acético 1M y 0.7 volimenes
de etanol.

- La muestra se coloca toda Ia noche a -20°C para que precipite el RNA. Se centrifuga,
durante 15 min a 10000 rpm, el sobrenadante se descarta y la pastilla se resuspende en dos
mililitros de agua.
- E1 RNA se precipita con LiCl en una concentracién final 2N , durante toda la noche a 4°C.
- Se centrifuga, el RNA se lava dos veces con ctanol al 70% y se resuspends ¢n agua estérl,
se mide Ia concentracién en el espectrofotémetro y se observa si no estd degradado en un gel de
agarosa y buffer MOPS par electroforesis.

3) Purificaci6n de plésmido por gradiente de cloruro de cesio:
- Se inocula caldo GB con 300ug/ml de ampicilina con la cepa de E.coli y se incuba toda la

noche a 37¢C,

- El cultivo se centrifuga a 7500 x g durante cinco minutos, y el precipitado se resuspende
en 10ml de buffer TooE10 (Tris 20mM, EDTA 10 mM, pH 8). Para lisar las bacterias se agregan
dos volimenes de una soluci6n recién preparada de NaOH 0.2M y SDS al 1% mezclando con un
agitador de vidrio; se incuba a temperatura ambiente durante cinco minutos.

Se agrega 1/2 volumen de acetato de amonio 7.5M y se mezcla vigorosamente. Se coloca en hiclo
durante 30 min, Se centrifuga 15 minutos a 4°C y 10000 X g y se recupera el sobrenadante.

- Se precipitan los dcidos nucléicos con isopropanol y se coloca el tubo a 4¢C por lo menos
durante dos horas, se centrifugan a 10000 1pm durante 15 min, el sobrenadante se decantay la
pastilla se resuspende en agua estéril,

- Los 4cidos nucléicos se precipitan con 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M y dos y
" medio volimenes de etanol, se centrifugan y se decanta el sobrenadante.

- Bl precipitado se disuelve en una solucién de cloruro de cesio con una concentracién de

1g/ml, se agrega 0.7 mg/ml de bromuro de etidio y 1/100 de volumen de una solucidn de sarcosil



36

al 20%.

- Se centrifuga durante 15 minutos a 7000 RPM y se transfiere ¢l sobrenadante a tubos de
ultracentrifuga, se centrifuga a 50K durante 16 horas a 150C, Se extme I banda correspondiente al
plésmido superenrrollado con una jeringa y el bromuro de etidio es removido con isopropanol
saturado con NaCl hasta que deje de haber coler en Ias dos fases.

- Se transfiere la fase acuosa a un tubo Corex de 30 ml y se precipita con dos volimenes de
agua y dos voliimenes de etanol absoluto. Se coloca a 40C durante por lo menos dos horas, se
centrifuga, descarta el sobrenadante y resuspende Ia pastilla en 2 mi de agua, y se precipita con
acetato de sodio y ctanol varias veces. Se lava la pastilla con etanol al 70%, se decanta y seca con
vacfo, se disuelve la pastilla en un pequefio volumen de agus, y se transfiere a un tubo apmph&,
se cuantifica por espectrometria y se guarda a -20°C.

4) Mapeo con enzimas de restriccién:

Las endonucleasas de restriccién pueden romper segmentos largos de DNA en fragmentos
mas pequefios ya que reconocen con gran afinidad secuencias cnn@nicas de tamafio discreto y
cortan en sitios definidos. Estos fragmentos se pueden separar entre si en base a su peso molecular;
¢l método mas comin para realizar esto es la eleciroforesis en un gel semigdlido de agarosa o
poliacrilamida. Generalmente la movilidad de un fmgmémo de ADN de doble cadena en un campo
eléctrico es inversamente proporcional al logatitmo de su tamaio. Bxisten fragmentos de ADN de
tamafio conocido que se pueden utilizar en un gel como marcadores para saber ripidemente por
comparacin de que tamafio es un fragmento dado (Singer, and Berg, 1991).

El grupo de fragmentos producidos por una endonucleasa de restriccién particular
proporciona una huella digital carcterfstica de ese DNA. Si se analizan los fragmentos producidos

por varias endonucleasas de restricci6n solas o en combinaciones se puede deducir el orden de los



37

segmentos deniro de 1a molécula de DNA original,
5) Transferencia:

La hibridacién de ura sonda marcada con fragmentos de DNA o RNA embebidos en un geles muy
poco sensible, por ello los fragmentos se deben transferir a un soporte sélido mas adecuado, como
‘unn hoja de nitrocelulosa o nylon. El gel se trata con dleali para desnaturalizar el DNA, después de
la desnaturalizacién del DNA la membrana de nylon se pone en contacto con el gely sepasa una
soluci_én buffer a través del gel y la membrann, o bien si se trata de un gel en el cual se separ RNA
ponemos directamente la membrana de nylon sobre el gel y se pasa una solucién buffer a través de
ellos. ELDNA o RNA es acarreado y 1a localizacién en el plano de los fragmentos no cambia (esto
se conoce como transferencia).Una vez transferidos los dcidos nucléicos al filtro soporte, se coloca
esta membrana en un homo de vacfo a 800C durante dos horas quedando el DNA/RNA fijado en la

membrana,
6) Marcaje de una sonda por Random Primer:

Para que el marcaje por este método sea eficiente se necesita que el DNA se encuentre en forma

lineal y de cadena sencilla, Para obtenerlo en forma lineal lo podemos cortar con enzimas de

restriccién . Entonces tomamos de 25-50 ng en 14.5u1 de DNA y se desnaturaliza colocdndolo

durante 5 min en agua hirviendo, Enseguida se pone en hielo,

Se agregan 6 il de buffer 5X de random primer 6 pi de una mezcla de deoxinucle6tidos trifosfato
que no contiene dCTP y 14.5 ! de la solucién del DNA. Se agregan 2.5 il de dCTP marcado y

finalmente 1 1 de Klenow. Se mezcla bien y se centrifuga. Se deja la reacci6n a temperatura
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ambiente durante dos horas.
Para la separaci6n de la sonda marcada de los nucledtidos que no se incorporan se siguié el
procedimiento de spin-column en el cual;
Se coloca un pequefio tapén de fibra de vidrio al fondo de una jeringa desechable de 1ml, se

prepara en la jeringn una columne de 0.9 mi con Sephadex G-50 equilibrada en TE (pH 8.0), que
contenga 0,1M de NaCl.

Se inserta Ia jeringa en un tubo de centrifuga de 15 ml con un tubo ei)pcndorf abierto en ei fondo
para recibir las soluciones. Se centrifuga & 1600g por 4 min en una centrifuga de mesg, s¢ agrega
sephadex hasta obtener un volimen de 0.9 ml de sephadex empacado.

Se agrega 0.1 ml de STE y vuelve a centrifugar a la misma velocidad durante el mismo tiempo que
{o anterior. Esto se realiza dos veces. Se aplica la muestra de DNA a la columna en un volimen

total de 0.1 ml (utilizar STE para obtener ese volumen).
Se centrifuga a la misma velocidad y durente el mismo tiempo que antes, colectandoel efluente de
100 m! en un tubo eppendorf destapado,

7) Prehibridacién:
Los filtros de Nylon con DNA o RNA fijado se colocan en un tubo de hibridacion, se les agrega Ia
soluci6n de prehibridacidn y se colocan por dos boras en un horno de hibridaci6n a 42°C pare
evitar hibridaci6n inespectfica.

8) Hibridacién DNA-DNA:

Después de 1a reaccién de prehibridacion se agrega una sonda marceda con32P bajo condiciones
que facilitan la formacién de puentes de hidrégeno entre la sonda y el fragmento de DNA
complementario, y se puede localizar la hibridacién con una autorradiograffa en pelfcnla de rayos x.
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Mediante este método se pueden detectar picogramos de un fragmento particular, de Ia radiactividad
especifica de 1a sonda.

9) Hibridacién RNA-DNA:

El RNA sislado se separa por peso molecular utilizando electroforesis, Se mezclan 5 pg de
RNA con tampén de cargado (Formamida 50%, Formaldehido 10%, MOPS 1X) y
desnaturalizados a 65°C durante 5 min. Antes de ser cargadas al gel, a las muestras
desnaturalizadas se les agrega 1 ptl de solucién de bromuro de etidio (10mg/ml) y 411 de colorante
de parado. Las muestras se corren en un gel al 1.2% de agarosa MOPS a 40v durante
aproximadamente seis horas. Se transficre el RNA a una membrana de nylon durante toda la noche
utilizando el mismo principio que en el Southern, Bl buffer de transferencia que se utiliza es SSC
20X. E1 ARN s fija a la membrana en un horno de vacio a 80oC durante dos horas o bien con UV
en un Stratalinker.

10) Aislamiento de clonas de cDNA de bancos de Arabidopsis thaliana en lambda.

Titulacién de los bancos de cDNA.:
- Se inocula la cepa NM-529 de E.coli crecida toda 1a noche en un medio de caldo Luria con
0.2% de maltosa en 50 ml del mismo medio y se incuba a 370C en agitacién hasta que hayan

crecido a una densidad Gpticade 0.5, a 600nm. Se realizan diluciones seriadas (10-1, 10-2,10-

3,10-4,10-5 y10-6) de los fagos del banco y 100 pl de la dilucién del fago , se mezclan con 100 mi

de las células e incuban por 15 minutos a 37°C,

- Se agrega agar de superficie (0.7% agar en medio Luria) a 420C ¢ inocula en cajas con



40
medio de Luria s6lido. Se incuban toda la noche a 430C y se cuentan lag placas que hay en cada
caja; relacionando con la dilucién a Ia que carresponden, se obtiene el tftulo del fago.

Tamizado de los bancos decDNA .

- Se crecen los fagos del mismo modo que en la titulacién, inoculando cinco cajas Petri cada
una con2x 103 fagos para obtener placas de lisis aistadas, Se transfieren por duplicado las placas
a una membrana de nylon por contacto directo durante un minuto y se fijan durante 20 minutos con
una solucién de NaOH al 0.4%. Se lavan con una soluci6n de §5C 2X. Se hibridan con un
fragmento genémico (pl19-5) marcado con el método de primer extension a temperatura ambiente
durante dos horas y se lavan. Se expone ante una pelfcula sensible a rayos-x y se revela.

- Se realiza un segundo tamizado tomando las placas que diemh sefial de hibridacién con la
sonda radiactiva. Las placas positivas se sacan con Ia parte de atrds de una pipeta Pasteur y se
colocan en un tubo donde se les agrega SM. Una gota de cada solucién de fago se incuba toda la
noche a 43°C en medio luria con 2% de maltosa con la cepa NM 529 en el medio de superficie, Se
tranfiriere a una membrana de Hybond N+-Plus, siguiendo el procedimiento ya mencionado y se
hibridizan,

11) Secuencia:

- Hay una estrategia general para la secuenciacién de DNA que consiste en generar dentro de
cuatro reacciones por separado un grupo de oligodesoxinucle6tidos de cadena sencilla marcados .
Los oligenucleétidos que se producen en cada una de Ias reacciones tienen un extremo fijo y el otro
va a terminar secuencialmente cada vez que encuentre una A, una T, una G 6 .una C
respectivamente. Los productos de cada reaccién se separan por electroforesis en carriles
adyacentes de un gel de poliacrilamida de alta resolucién. Estos geles contienen una concentracién
altade urea (TM) como desnaturalizants y de 6-8% de acrilamida .
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- Para que el DNA de doble cadena se pueda secuencisr por e;l métedo de didesoxi antes se
debe desnaturalizar ¢ hibridar con el cebador adecuado. Para que las reacciones de secuencia se
realicen se requiere: 1) Una DNA polimerasa que sintetice la cadena complementaria al molde de
DNA (Klenow), 2) un oligonucledtido cebador sintético hamélogo 2 un fragmento de una regién -~
del DNA cercano a la zona que vamos & secuenciar y que le va a servir a Ia DNA polimermsa para
unirse y comenzar la polimerizaci6n, 3) didesoxinucledsidos trifosfato que terminen la elongacién
de la cadena al szar cuando sean incorporados &l final de una cadena creciente, 4) .
desoxinucle6sidos trifosfato marcados con395 .
- Para secuenciar los fragmentos del gen L-19 que se encontraban en ¢! plismido bluescript
KS se utilizaron los siguientes cebadores: KS 3* GCTATGGCAGCTGGAGC 5°, Reverso 3°
GTACCAGTATCGACAA 5°, Universal 5° GTAAAACGACGGCCACT 3' y 8K 5°
TCTAGAACTAGTGGATC 3'.

- La desnatusalizaci6n se realiza de Ia siguiente manera: disolver el plismido en 7 pi de

agua+2 pl de cebador (20 pg/ml), agregar 1 pl de DMSO ¢ incubar durante 3 minutos a 950C-
Colocar los tubos en nitr6geno Hquido durante 5 min,, sacar y centrifugar un segundo. Se agregan
2 de buffer de secuencia 5x. Se deja 5 min a temperatura ambiente,

- La secuencia se realiza siguiendo el protocolo de secuenciaci6n de United States

- Biochemical utilizando sequenasa II.
- Se colocan 2.5 de cada mezcla de reaccién en tubos marcados y se precelientan a 380C.

- Se diluye la mezcla de marcaje 1:5.

- Se diluye la secuenasa 1:8,

- Al tubo con fa mezcla de desnaturalizacién se le agregan: 141 de DTT 0.1M, 2l de la

dilucién de marcaje, 2t de la dilucién de sequenasa y 0.5ml de (355). Se mezcla y se incuba a
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temperatura ambiente de dos a cinco minutos.

- Se toman 3.51 de la reaccién de marcaje y se colocan en cada tubo de terminacién. se
mezcla y continda la incubacién a 370C Smin.
- Se detiene Ia reaccién con 4pl solucién de parado.

- Finalmente se hierven las muestras 2min. inmediatamente antes de cargar.

- Preparacién del gel: Los vidrios deben estar completamente limpios ya que el gel debe ser
v muy delgado y se pueden formar fécilmente burbujas, o bien 1a muestra puede migrar mas lento o
disparejo. En uno de los vidrios se pone sigmacote (sustancia con la cual el gel no se adhiere al
vidrio). Para preparar 50 ml de gel se mezclan 23 g de urea, 7.5 ml de soluci6n de acrilamida al
40%, 10 ml de TBE 5X y se cpmpleta ¢l volumen con agua.

12) Transformaci6n por el procedimiento del cloruro de calcio:

- v Se inoculan 100 ml de caldo luria con 1 ml de un cultivo de bacterias incubado toda Ia
noche . Se crecen las células con agitacién hasta que ¢l cultivo ticne unadensidad  Gptica de 0.4-
0.5 que son aproximadamente 5x107 células por mililitro. _

Se coloca en hielo e! cult‘ivo durante 10 min. Se centrifuga la suspencién a 4000 g durante 5 min a
4°C,

- Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en 1a mitad del volumen original
de una solucién fifa, estéril de CaCly 50 mM y tris.Cl pH 8.0.Se coloca durante 15 min la solucidn
en un bafio de hielo y se centrifuga a 4000 g durante 5 min.

Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las célulag en 1/15 de volumen original de cultivoen

una solucidn estéril, frfa de CaCls 50 mM y tris.Cl pH 8.0. Se alicuota en tubos previamente

enfrizdos. Se almacenan las células a 4°C durante 12-24 horas.
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-+ Seagregael DNA en TE o buffer de ligacién. Mezclar y poneren hielo durante 30 min, Se

pueden utilizar hasta 40 ng de DNA en 100 pl de buffer.

- Se coloca en un bafio de agua 2 42°C durante 2 min.

- Se agrega 1 ml de caldo Luria a cada tubo y se incuba a 37°C durante 30 minutos-1hora sin
agitacién,

- Se siembra una cantidad adecuada de células en medio selectivo. La mezela de
ransformacion se puede sembrar en una sola caja o se puede utilizar el método de agar de
superficie, Invertir e incubar a 37°C (Maniatis, Fritsch and Sambrook, 1982).

Hay distintos marcadores de peso molecular del DNA utilizados en electroforésis, los que se

utilizan en este trabujo son los que se pueden ver en la figura 13

Figura 13. Marcadores de peso molecularpara DNA. A, b Pst. B. DNA Ladder,



RESULTADOS:

I AISLAMIENTO DE CLONAS DE cDNA DE UN BANCO DE Arabidopsis EN EL FAGO
LAMBDA

Para realizer pante de Ia caracterizacion molecular del gen J/-19 de Arabidapsis thaligna se utilizaron
dos bancos de cDNA construidos en vectores derivados det fago lambda: 1) A ZAP y el 2) A YES,

Estos bancos fueron donados por los doctores Plinio Guzmén y Ronald Davis respectivamente.
Para determinar 1a concentracién de fagos en dichos bancos se realizé una titulacién.

El tfinlo que se obtuvo para los bancos fus:

A ZAP =132 x 105 fagos por mililitro,

A YES =7.05 x 109 fagos por mililitro.

Se decidi6 realizar ¢l tamizado con aproximadamente 10000 placas de cada uno de los bancos
utilizando como sonda un fragmento gendmico EcoRI-BamHI (pl19-5) previamente aislado,
contiguo al borde izquierdo del T-DNA insertado en 1a mutante, Las placas que dieron sefial
positiva en la autorradiograffa fueron aisladas y se tamizaron por segunda vez. Al digerir con
enzimas de restriccién el DNA sislado de las placas que dieron sefial positiva en el segundo
mmizado y separando este DNA por electroforesis en gel de agarosa, se vid cuales fagos contenfan
inserto. Para subclonar esos insertos se incubaren les fagos de Ins placas positivas con la cepa
BNN 132 y se seleccion6 el plésmido con empicilina. Se purificé DNA plasmidico de las colonias
resistentes a ampicilina, Algunas de las placas que dieron sefial positiva en el segundo tamizado se
pueden observar en Ia figura 14,
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Entonces, a los pldsmidos aislados, se les digirié con EcoRI para liberar el fragmento de cDNA del
vector, Se separaron los productos de esta reaccién de digestién mediante electroforesis, y se

realiz un Scuthem, que se ilustra en la figura 13, utilizando como sonda el mismo fragmento

gendmico con el cual se tamizaron 1os bancos contra las clonas que habfan dado sefial.

Figura 14. Autorradiografia con placas positivas obtenida en of segundo tamizado del bancoen A YES.
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Figura 15. Southem de los plismidos siguientes aislados del banco de cDNA de Arabidopsis thaliana cn AZAP
digeridos con Eco RI. a) Clona 41; b) Clona 43; ¢) Clona 46; d) Clona 41G; ¢) Marcadores de peso molecular (DNA

Ladder); ) Clona43,

Los fragmentos quc dieron seiial positiva en el Southern se subclonaron en pBluescript KS-. A ias

clonas que obtuvimos asf de A ZAP, que se muestran en la figura las llamamos 41, 43 y 46; alas

que aislamos del banco en A YES las nombramos 21, 23, 32y 56.
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ITMAPEQ DEL cDNA

En un mapeo como este, se tienen ubicadas las secuencias canénicas que reconocen las enzimas de
restriccién. Conocer esto es 1itil, entre otras cosas, para decidir con que enzimas vamos a digerir el
cDNA que tenemos clonado, y asf, obtener fragmentos de un tamafio adecuado para secuenciarlos
después de ser subclonados.

Este mapa de restriccion (Figura 17), se dedujo analizando por electroforesis los tamafios de
diferentes segmentos de DNA obtenidos en reacciones de digestién con diversas enzimas, solas o
en combinacién.

Como las clonas de cDNA estaban originalmente flanqueadas por sitios que cona EcoRl, el insento
completo de cDNA se liber$ cortando con dicha enzima. v

Para realizar el mapeo, se digirieron las clonas de cDNA con EcoRI y diversas enzimas que no
cortaban el vector; algunas de estas digestiones se ilustran en la figura 16.

Se encontré que Bgl 11, Eco RV Xba 1y Xho I contaron dentro del cDNA del gen I-19.

EcoRl
Bgill
Xbal

Xhol
EcoRV
BglllfXhol
PM(APst)
Bluescript

Figura 16. Fragmentos de la clona 43 obtenidos mediante digestién con diferentes enzimas, separados por

electroforésis en un gel de agarosaal 1% y TBE,
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Para determinar Ia distancia entre los sitios se digirieron las clonas con diferentes combinaciones de
enzimas que cortsban dentro del inserto o bien una que cortaba dentro del inserto junto con otxa que
1o hacfa una sola vez en el vector y cuya localizaci6n se conoce. También hay enzimas que cortan
tanto en el inserto como en el vecf;:r, como en este caso, EcoRV, Xbal y Xhol.

De este modo, con digestiones dobles se va deduciendo distancias y al comparar los resultedos de

las diversas reacciones s¢ pueden determinar las posiciones relativas de los sitios.

o mivpe  wn  sgupew

850 150 750 700 100

Figura 17, Mma de restriccién dd ARNm del gen 119

I SECUENCIA

Para secuenciar el cDNA del gen /-19 se utilizaron Ias clonas obtenidas del tamizado de los bancos

de d ZAPy de A YES ylos fragmentos de restriccion de ellas que se subclonaron en el plésmido

Bluescript, pKS- (del banco de A ZAP se secuenciaron la41,1a43 y 1a 46, y del banco de A YES 1a

21,1a 56, 1a 23 y Iz 32). La secuenciacién se realizé por ¢l método de de didesoxinucledtidos,
utilizando secuenasa versién 2.0, de United States Biochemical.

Se utilizaron como cebadores el cebador universal del fago M13, elreverso, el KS y el SK que se
ven en el mapa del pBluescript en 1a figura 12. Para ¢l DNA de doble cadena la desnaturalizacién
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se realizé con DMSO. Se separaron lag muestras por electroforesis en un gel de poliacrilamida al
7% con urea durante diferentes tiempos, desde dos hasta diez horas.

Comparaci6n de la secuencia del gen [-19.
Una vezleida la secuencia del gen J-19 ésta se compar6 con las secuencias reportadas existentes en
el Gene Bank, encontrdndose homologfa con la secuencia C2814 que es un marco de lectura
abierto localizado en un operén fotosintético de Rhodobacter capsulatus, donde también se
encucntran los genes que codifican para las subunidades L, M y H del centro de reaccién
fotosintético y los polipéptidos B870a y B870b que unen bacterioclorofila, bacteriofitina,
carotenoides y quinonas involucrados en las reacciones de la fotosfntesis (Youvan, etal, 1984)
(1926 bp, lineal) ; y Ia secuencia similar a el gen [-19 de Arabidopsis thaliana. Bl gen I-19 codifica
para un RNA mensajero de 2501 pb.

Comparaci6n de la secuencia nucleotfdich del gen /-19 con la secuencia del gen C2814 de
Rhodobacter capsulatus .
La secuencia de arriba es la C2814 y 1a de abajo la I-19.

El significado de los simbolos utilizados es:
G: guanina, A: adenina, T; timina, C; citosina, _

| Quicre decir homologfa de bases ; : significa que se insert6 un boquete,

1 TCCTAAAGTT TTICAACTTTC TTGAGCTTCA AARAGTACCT CCAATGGCTT 50
51 CTTCTGCATT TGCTITTCCT TCTTACATAA TAACCAAAGG AGGACTTICA 100
101 ACTGATTCTT GTAAATCAAC TTCTTTGTCT TCTTCTAGAT CTTTGGITAC 150
151 AGATCTTCCA TCACCATGTC TGAAACCCAA CAACAATICC CATICAARRCA 200
201 GRAGAGCAAA AGTGTGTGCT TCACTTGCAG AGAAGGGTGA ATATTATICA 250
1 ATG AGCGCCACGC CATCCCGCAC 23

P [y
251 AACAGACCAC CAACTCCATT ACTTGACACT ATTAACTACC CAATCCACAT 300
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2346 GGCAAAGGTT GTGCARAGAT TAGTATTATA GATAAAACTG GTATTTGTIT

2396 TGTAATTTTA GGATTGTGAT GAGATCGTGT TGTACCAATA ACTAACATCT

2446 TGTAAARATCA ATTACTCTCT TGTGATCTTC AATAAGCTTG AGTGACARAA

2496 AAAARA

Al hacer el alineamiento se encontré un 54% de homologfa estre estas dos secuencias.

2395

2445

2495

2501

Comparaci6n de 1a secuencia de aminodcidos del gen /-19 con la secuencia del gen

C2814 de Rhodobacter capsulatus .

Las letras simbolizan los aminodcidos mediante el c6digo internzcional.

54

1 Quiere decir homologfa de aminofcidos; . significa que se insert6 un boquete; 7 quiere decir

que no se trata del mismo aminodcido.
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Al realizar el alincamiento de estas secuencias de aminodcidos se encontr6 un 54.1% de

identidad en 638 amino4cidos, que nos dice que los productos de esos genes se encuentran
relacionados.

El perfil hidrofébico de la protefna L-19 se presenta en la figura 18:

Longitud de L-19: 718 aminofcidos
Anglisisde 18718

pheb

17 144 287 431 - 574 718

Figura 18, Pesfil de hidrofobicidad de 1a protefna L-19,
IV ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN [.19.

Andlisis de Ia expresion del gen [-19 en diferentes plantas y tejidos de Arabidopsis thaliana:
Comoel gen {-19 se encontraba en Arabidopsis, y en Rhodobacter capsulatus habfa un marco de
lectura abierto bastante parecido, era muy probable que encontrardmos genes homélogos en otras
plantas. Para ver si esta hiptesis era acertads, se analiz6 la expresién de este gen en tabaco, mafz,
col, frijol y coliflor,

En el primer experimento se separaron muestras de RNA de 1a parte aérea de Arabidopsis, col,
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tabaco y mafz, ademds RNA extrafdo de rafces de Arabidopsis, crecidas en cajas Petri, de un modo
en que la planta completa quedaba iluminada, ya que era fécil cosecharlas, Como se puede observar
en la figura 19, en el carril que corresponde a esta muestra de RNA hay una banda que corresponde
al tamafio del mensajero de I-19 que hibrida en rafz. En col también se ve una sefial muy clara,
mientras que en tabaco se ve muy débil y en mafz no se observa. Para ver si el mensajero de /-19
estaba también presente en rafces crecidas normalmente, es decir, en oscuridad, se aislé RNA de
rafces de plantas a las que solo Ies pegaba Ia luz en Ia parte aérea. Se repiti6 el experimento con
RNA aislado de estas rafces, pero hubo problemas con 1a hibridacién, Primero se cambiaron las
condiciones de lavado; después se prepararon nuevamente las soluciones y finalmente en la
hibridacién del segundo y tercer Northern en lugar de utilizar Denhardt y esperma de salmén, se
us6 Heparina, y en lugar de hacer tres lavados sélo se realizé uno. En el segundo experimento,
que se ve en 1a figura 20, se separaron por electroforesis RNA totales de Arabidopsis, col, coliflor,
tabaco, maiz y frijol, se transfiricron a una membrana de Nylon y se hibridizaron contra la clona de
cDNA 43 marcada radiactivamente. Ademds se querfa saber si solo se expresaba I-19 en wjidos
verdes, ¢s decir, donde hay cloroplastos. Entonces se analiz6 s expresién en diferentes partes de
1a planta separando por electroforésis en diferentes carriles, muestras de RNA total de hoja y rafz,
de Arabidopsis y RNA total de diferentes partes de col y coliflor como podemos observar en la
figura 21. En esta autorradiograffa se observa que hibrid6 una banda inicamente en tejido verde de
Arabidopsis y en rafz con 30 dias de edad.

NORTHERN SSC SDS  Tdelavads Formamida Heparina T hibridacién

13X 01%  65C 50% 420C
22X 01%  42C 0% * 420
33X 01%  42C 50%  * 420
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abcdefgh abecdefgh

Figura 19. A. Gel con RNA. B. Autorradiograffa de -a) Frijol cépalos, b) Frijol ralz ) Fri

ijol hoja, d) Arabicopsis hoja,
€)Arabidopsis ralz, f) Tabaco, g) Maiz, hy Cal,
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Figura 20. A. Gel con RNA aislado de tejido verde de Arabidopsis, col, coliflor, tabaco, matz y frijot y separado por

electroforésis, B. Autorradiografia de las muestras que se observan en el gel.
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Figura 2!. A. Gel con RNA aislado de di tefidos de arabidopsis, coliflor y col. ay Hoja de col; b) flores de
colic} botones de col; d) estambres de col; ¢) rafces de col; f) hojas de coliflor; g) flores de coliflor; h) silicuas de
colifior; i) tallos de coliflor; j) tallos de coliflor; k) rafces de coliflor; 1) tejido verde de arabidopsis; m) raices con 15
dias de cdad de arabidopsis ; n) raices con 30 dias de edad de arabidopsis. B. Autormdiograffa de las muestras que se

nbservan en ¢! gel.
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DISCUSION

Lo primero que se hizo en este trabajo, fué tamizar un banco de cDNA de Arabidipsis thaliana en
AZAP., Se aislaron varias clonas; al secuenciar sus extremos, se vié que no contenfan la regién de

poliadenilacién. Entonces se realizé un Southern con digestiones de estes clonas y se encontrd que
habfa segmentos de DNA que no correspondfan al cDNA, Por csta razén se decidié tamizar un
segundo banco de cDNA. por otro lado, se clonaron los fragmentos de cDNA que dieron sefial
positiva en el Southern. Se realiz la secuencia con todas las clonas de ¢cDNA aisladas de los
bancos.

Ya se sabfa, por un experimento de Northern que ¢] RNA mensajero de /-19 mide 2500pb. La
clona mas grande que se obtuvo fué la 21 que medfa 2340pb. No se encontrd una clona completa
con los tamizados que se realizaron. Es probable que dentro del banco no exista una sola clona
completa debido a la dificultad que presenta la clonacién de mensajeros grandes. Aunque es cierto
que Ia diferencia entre 2340 de la clona 21 y 2500 del tamafio del mensajero no es mucha, las otras
clonas que s¢ aislaron, eran adn mas pequefias. .

Se comparé la secuencia obtenida del gen I-19 con las secuencias que han sido publicadas y se
encuentran en un banco de datos “Genebank”. Esto se realiz6 mediante un programa cibemnético,
en la computadora. Asf, se encontr6 que la secuencia de [-19 tiene un 54.1% de identidad con una
secuencia que corresponde a un marco de lectura abietto de la bacteria fotosintética Rhodobacter
capsulatus, nombredo C2814 y recientemente pufX. Como ya se habfa mencionado en la
introduccién, en el apartado de genes fotosintéticos en bacterias, dentro de los operones
bacterianos se encuentran genes que se transcriben coordinadamente y e¢stdn relacionadas
metabélica o funcionalmente. En el caso del oper6n puf, los otros genes que se transcriben en el
mismo mensajero que pufX, codifican para protefnas del centro de reaccién, del centro de

captacién de luz, y hay una que se encarga de regular 1a concentracidn de bacterioclorofila en la
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célula, Se puede ver que todos estos genes estdn involucrados en fotosfntesis. Asi que se puede
pensar, que también pufX lo estd.Como pufX se parece significativamente a I-19 se puede decir
que estructuralmente y muy probablemente funcionalmente los productos de estos genes estin
relacionados. Tomando en cuenta lo anterior, se ve que la probabilided de que I-19 sea un gen
fotosintético, es muy alta, Ademds, otro factor que apoya esta hipétesis fuertemente es el fenotipo
de Ia planta que tiene mutado /-79, una planta albina que de algin modo tiene afectado el desarrollo
del cloroplasto. Otra evidencia que tenemos que valarar, es que muchos genes fotosintéticos, como
Ferredoxina A (Vorst, 1993), Ia bifosfatasa del ciclo de Calvin (Miles,1993) y el fotosistema I
(Anderson, 1986), por citar algunos ejemplos, son regulados por luz. Los genes del operén
bacteriano puf, se regulan por dos factores ambientales: oxfgeno e intensidad luminosa (Bauer,
Buggy and Mosley, 1993). La expresidn del gen /-19 también estd regulada por luz. Bl que un gen
fotosintético de plantas se parezca a uno de bacterias no es tan sorpresivo, se sabe que el centro de
reaccién de lus bacterias piirpura comparte un ancestro comin con el fotosistemna Il de algas y
plantas terrestres (Youvan, etal, 1984).

Cuando se realiz6 1a comparacion de la secuencia [-19 con las secuencias repottadas, encontramos

que también una parte de €l presentaba homologfa el componente E1 de la piruvato deshidrogenasa,
precursor de la subunidad f§ con un 24.3% de identidad en 276 aa de sobrelape en el caso de una

piruvato deshidrogenasa bacteriana, y un 25.8 % de identidad en 217 aa con piruvato
deshidrogenasa humana lo que dice que es bastante probable, que en esa zona, ambos productos
proteicos se parezcan en estructura tridimensional, y con la informacién que se tiene ahora serfa
muy aventurado decir que estuvieran relacionadas funcionalmente, aunque existe la posibilidad.
Falta buscar en la literatura informacién sobre Ia piruvato deshidrogenasa, aunque se sabe que no
hey estructura tridimensional publicada.

Laregiin 5* de /-9 no tiene contraparte en pufX. Aunque los péptidos de trénsito a cloroplasto

no se parecen significativamente a nivel de estructura primaria como ya s¢ habfa mencionado, la
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regién 5' del gen [-19 comparte ciertas caracterfsticas comunes en los péptidos de importe a
cloroplasto conocidos. En [-19, es-m regi6n se parece al péptido de trdnsito de diferentes protefnas
de cloroplasto codificadas en nicleo en que hay un 29% de S+T totales dentro del rango de los
péptidos trénsito conocidos que varfan de 20-35%, ademds tiene una longitud de 75 an, que estf
entre las longitudes de péptidos trdnsito conocidos: el mas corto es el de CAB con 29, y el mas
largo es el de la acetolactato sintasa de mafz. Por dltimo, 1a protefna 1-19 solo ticne dos
smino4cidos dcidos ( Keegstra and Theg, 1989). De modo que si se toma en cuenta que esa regién
1o existe en el gen homélogo bacteriano, y las caracterfsticas que tiene, se puede pensar que muy
probablemente esta regién sea un péptido de importe a cloraplasto.

Mutaciones en el gen I-I9 son letales, por lo que se sabe que este gen es esencial, Se observa que
el RNA mensajero del gen J-19 es abundante por la sefial que se obtuvo en los experimentos de
Northern, ademds de que se aislaron varias clonas del mismo de los bancos de cDNA. Los
mensajeros y productos protéicos de genes fotosintéticos en general son bastante abundantes, entre
ellos el de la RuBP carboxilasa es el mas abundante. Se observa transcripci6n de I-19 en hojas y
rafces; asf, el mensajero no solo se encuentra en tejido verde, sino también en tejidos donde los
pléstidos presentes no son cloroplastos. Tomando en cuenta estos experimentos se puede pensar
que la protefna L-19 tiene una funci6én general en los pldstidos, Podrfa tratarse de un gen que regule
indirectamente In expresién de otros o que module la actividad de clertas protefnas necesarias para
el ensamblaje del sistema tilacoideo. Las mutaciones en genes fotosintéticos en general tienen
efectos pleiotrdpicos sobre genes relecionados, No se conoce el mecanismo de comunicacién entre
el genoma plastidico y el nuclear, pero la informacién genética del niicleo modula Ia expresién del
genoma plastfdico asf como la informaci6n de las protefnas del pléstide codificadas en micleo
(Taylor, 1989).

Unsa mutacién regulatoria debe tener efectos pieiotrépicos. En la mutante albina con 1a-que
rabpjamos, no se encontré ¢l RNA mensajero de 13 protefna que se une a clorofila (CAB). La

protefnaL-19 es una mas cuya ausencia bloquea el desarrollo normal del cloroplasto.
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Para que el desarrollo de los cloroplastos se realice normalmente, tienen que conjuntarse una serie
de condiciones.
1.-19 puede ser una proteina que regule el ensamblaje de este sistema, o bien que sea regulada de
un modo en ¢l que sea activa en tejido verde ¢ inactiva en mafz, que cambie su funci6n o estructurs,
de modo que pueda o ho actuar sobre otras protefnas, y permitir asf que haya desarrolio normal de
tilacoides. En rafz enconframos el mensajero; puede ser que éste se traduzca o né ¥ que su
traducci6n o la actividad estén reguladas por una sefial de desarrolio del pldstido.

Observando los experimentos de andlisis de expresién de /-19 en diferentes plantas, vemos que
obmvimos ura banda que hibrid6 conira nuestra sonda marcada, del mismo peso molecular que el
mensajero de [-19 de Arabidopsis, en ¢l caso de col, que es una planta de la misma familia que
Arabidopsis, en el experimento de la figura 19 se observa que col presenta una banda positiva del
mismo peso molecular que el mensajero de I-19. En la figura 20 también se ve la misma banda,
aunque mas ténue, quizd porque la heparina es un mejor bloquerdor quc Ia mezcla de Dephard con
esperma de salmén y en la figura 21 no hay sefial, por lo que se deben modificar las condiciones de
hibridacién hasta encontrar el punto 6ptimo, Se presentd el problema de que al bejar las
condiciones de astringencis, comenzaban a dar mas sefial los ribosomales que la banda de
mensajero. Frijo} no presenta seffal positiva en ninguno de los experimentos, esto puede ser
porque en la etapa de desarrallo en que se encontraba el tejido utilizado no se expresara el gen,
porque en frijol no se exprese ¢l gen, porque no sea tan parecido como Jos otros y con las
condiciones de astringencia utilizadas no de seial suficiente. Por otro lado es curioso que se
presente hibridacién en Rafz, En la mutants, que no hay cloroplastos, aunque si otros pldstidos, no
hay mensajero de /-9, en cambio, en rafz de cierta edad, donde tampoco encontramos
cloroplastos, sino amiloplastos, si estd.

Habrd que hacer otros experimentos utilizando condiciones de astringencia bajas pero midiendo
siempre la incorporacidn de marca a la sonda, porque muchos problemas derivan de hacer los

experimentos con marca deficiente. Por otro Iado, el que este gen se encuentre en Rhodobacter
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capsulatus y Arabidopsis, asf como en Tabaco, nos hace pensar que puede estar bastante
conservado en otras plantas, Asf, se puede realizar un Southern para ver si en el genoma de ciertas
plantas y quiz4 algas estd /-19 . No se comenz6 de este modo, porque pensamos que serfa mas
sencillo encontrar las condiciones de hibridacién adecuadas para RNA, ya que ¢l DNA contiene
intrones,

Si analizamos el perfil hidrof6bico de la proteina Io tinico que veremos es que no existe ninguna
zona hidrof6bica de tamafio suficiente que nos hiciera pensar que se trata de una protefna de
membrana.

Afin falta mucﬂo amino por recorrer para ditucidar Ia funcién de esta protefna, pero se puede

comenzar por buscar I localizacién e investigar la estructura.
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