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PRESENTACION

El avance en el conocimiento sobre los principios genéticos y bioquimicos nos permite estudiar procesos
biolégicos como la fotosintesis. En la actualidad se sabe cuales son las moléculas involucradas en la captacién de Inz
por las plantas y hay datos abundantes acerca de los mecanismos mediante los cuales se realiza este proceso. Sin
embargo, atin no estdn completamente claros los diferentes pasos involucrados en el desarrollo del sistema

fotosintético.

En el proyecto de investigacién que aqui se describe se utilizd una mutante de Arabidopsis thaliana
flamada clal-], que es una planta albina incapaz de realizar la fotosintesis ya que carece de cloroplastos
desarrollados {Mandel et a/., 1996). El gen fué clonado y secuenciado (Pedrero, 1994; Mandel et al, 1996), y en este
trabajo se analizd la secuencia predicha de los aminoécidos de CLA/ utilizando programas computacionales

disefiados para el analisis de bancos de secuencias protéicas.

Con ¢l fin de encontrar si CLA1 se localiza en cloroplasto, y buscar en que estados de desarrollo de la
planta se encuentra presente, se sobreexpresé CLAI en el vector pGEX-3 de Escherichia coli v se obtuvieron
anticuerpos contra la proteina CLA1. También se utilizaron tales anticuerpos para buscar la expresién de CLAI en
tejido de raiz, y en plantas con distinto tipo de metabolismo fotosintético. Finalmente se realizdé un ensayo para la
deteccién de alguna proteina relacionada a CLA1 en Rhodobacter capsulatus (bacterla fotosintética), en Escherichia

coli y en Saccharomyces cerevisiae.

El anélisis de la secuencia nos ha permitido encontrar similitud de CLA1 con enzimas dependientes de
tiaminadifosfato (TPP), principalmente con las transcetolasas. En los bancos de secuencias se encontraron
secuencias peptidicas homélogas a CLAI en otras plantas, en una cianobacteria, en dos bacterias fotosintéticas y en

algunas eubacterias. No se encontré un gen homélogo en levadura.

Recienternente se describié un gen homologo a CLAI que codifica para una nueva clase de transcetolasas
(Sprenger et al., 1997, Lois et al,, 1998 y Lange et al., 1998). Una de elias estd codificada en el marco de lectura
1620 de E.coli (Lange et al,, 1998) y es parte de una via metabdlica independiente de mevalonato pare Ja sintesis de

isoprenoides. La actividad enzimdica que tiene es de 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa.



INTRODUCCION

Fotosintesis

Hace aproximadamente 3500 millones de afios, se originaron las primeras bacterias anaerdbicas y
fotosinteticas. Estos organismos adquirieron la capacidad de utilizar Ja energia luminosa solar para proveerse de
electrones y protones del agua y ocuparlos en la generacion de nutrientes a partir de CO2. (Govindjee and Coleman,
1990). |

Las bacterias fotosintéticas se pueden clasificar en tres grupos principales: las bacterias verdes sulfurosas,
las bacterias rojas sulfurosas y las bacterias no sulfiireas. En general las bacterias no pueden fotosintetizar en
presencia de oxigeno, algunas bacterias no sulfiireas pueden crecer en condiciones microaerofilicas, o incluso
aercobicas, pero en completa oscuridad.

Hace unos 1500 millones afios se generaron los eucariotes unicelulares, entre los cuales se encuentran las
euglenofitas y las clorofitas. Las clorofitas, algas verdes unicelulares o multicelulares son progenitores de las planfas
terrestres (Margulis y Schwartz, 1981). Finalmente, en el devénico (entre 350 y 400 millones de afios A.C),
aparecieron sobre este planeta las primeras plantas vasculares. Aiin en nuestra era, los organismos fotosintéticos
(plantas, algas y diversos procariontes) regeneran el oxigeno molecular que se expele en la respiracién y se consume
mediante la combustidn, mientras proveen a la bidsfera con la energia libre y el carbono requeridos para la gran

variedad de ciclos vitales.
La reaccion general que describe el proceso de la fotosintesis se puede escribir:

CO2 + 2H2A > (CH20) + H20+2A

donde HA es un reductor general y A es su producto oxidado. Generalmente Iz especie quimica A es oxigeno

{fotosintesis oxigénica; Matthews and Van Holde, 1991), aunque también puede ser azufre u otro aceptor de
electrones.

La fotosintesis oxigénica se realiza en dos etapas y en eucariontes , ocurre dentro de organelos Hamados
plastidos (principalmente en el cloroplasto) . Durante la primera etapa, que se conoce como fase Iuminosa se utiliza
la energia de la luz solar para oxidar Ja molécula H7O (esto se realiza en el sistema endomembranal de log
cloroplastos conocido como tilacoides; Figura 5). La fijacién de carbono se realiza en la segunda etapa, o fase
oscura en el espacio interno del organelo (estroma; Figura 5). En la fase luminosa el agente oxidante NADP™ se

reduce a NADPH, produciendo equivalentes reductores con desprendimiento de Op. Parte de esta energia es

utilizada en la fotofosforilacién para producir adenosina trifosfato (ATP), molécula que contiene enlaces de alta
Y.,



energia, En la fase oscura, se utilizan el NADPH y el ATP para la sintesis reductiva de carbohidratos a partir de CO2
y H20.
Las plantas asimilan el carbono utilizando alguna de tres vias fotosintéticas nombradas C3, C4 y metabolismo

acido de las crasuldceas (CAM) (Ehleringer ef al. , 1991). EI 85% de las especies vegetales poseen la via fotosintética
C3 (Ehleringer et al. , 1991). Algunos ejemplos de plantas con este metabolismo son: la espinaca, el trigo, Ia papa, el

pino y Arabidopsis (nuestro modelo de trabajo)
La enzima encargada de Ia fijacidén de} CO7 atmosférico es la ribulosa 1,5 difosfato carboxilasa-oxigenasa

(Rubisco). Esta enzima normalmente cataliza la reaccién entre el COp atmosférico y la ribulosa 1-5 difosfato

(RuBP), para producir dos moléculas de icido fosfoglicérico (AFG), las cuales son metabolizadas hasta los
productos finales de la fotosintesis. La Rubisco también puede catalizar la oxigenacién de RuBP para formar una
molécula de 4cido fosfoglicérico y una de fosfoglicolato, que al metabolizarse desprenderd CO2. Este proceso de
oxigenacién y descarboxilacién se conoce como fotorespiracién. La fotorespiracién disminuye hasta en 50% la
cantidad de CO3 gque puede ser fijado por la enzima (Ehleringer ef al. , 1991}

En las planias con metabolisme C3 varian los niveles de fotorespiracion dependiendo de la concentracidn
de CO> y de 0. En las plantas C4 la fotorespiracidn se da en mucho menor grado debido a uha
compartamentalizacién de las reacciones, donde el CO7 se une al fosfoenol-piruvato para formar acidos de cuatro
carbonos (malato u oxaloacetato) que se transportan a las células del parénquima vascular, las cuales no estédn en
contacto directo con el CO7 y el Oy atmosférico (Figura 1). Ahi, el 4cido de cuatro carbonos libera el CO7, que es
apravechado por la Rubisco (Hatch, 1992). La concentracidon de CO2 local es mucho mayor por la descarboxilacidn

nocturna del malato en este compartimento. En las plantas con metabolismo CAM los estomas se cierran durante el

dia v la concentracion interna de CO7y anmenta por la descarboxilacion del malato, favoreciendo la carboxilacion

sobre 1a oxigenacion, por ello la fotorespiracién en estas plantas es menor que en aquellas con metabolismo C3.

CO, T opA o Malato P 0AA 6 Matato Bco TP ArG e
2 - 2 CHy O},
RuB
Cido de Calvin
acidos C3 (PEP)
c3 Mescfilo
c4 M esofilo Parénquima vascular

Osturidad - Luz

Figura 1 . Esquema general de las reacciones de carboxilacion del metabolismo C3, C4 y CAM, Las
cajas muestran los compartimentos espaciales o temporales en los cuales se realizan las reacciones de
plantas con diferente tipo de metabolismo. .
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El metabolismo C4, que se considera como modificacién del metabolismo C3 es més eficiente a bajas
concentracionesde CO»; adicionalmente, es més eficiente la asimilacion de agna en las plantas C4 (Gallardo er al.
, 1995} y presentan mayor tolerancia a la salinidad del suelo asi como a la luz muy intensa (Hall and Rao, 1994). Este
tipo de plantas requieren un ATP més por molécula de COj fijada, el cual ocupan en la fosforilacion del piruvato. El
metabolismo C4 se realiza en angiospermas tropicales o semitropicales, como la cafia de azlcar, el maiz, el amaranto
v el sorgo.

El metabolismo CAM se presenta en el 10% de la flora terrestre. Este metabolismo se realiza tanto en especies
de zonas dridas del tipo de agaves, cactus y crasulaceas (Hall and Rao, 1994), como en orquideas, bromelias y en las

plantas suculentas como las lilaceas.

Mecanismo de carboxilacion y sintesis de glucosa.

El primer paso para la sintesis de glucosa es la fijacidn del carbono mediante la carboxilacion, donde el CO3

reacciona con un azicar de cinco carbonos (la ribulosa 1,5-difosfato) para formar dos moléculas de dcido fosfoglicérico

(AFG):

gj 020P ' CH ,0P CH ,OP
(HOH + 00 L, H,0 ~— ——— 2 P2
(HOH COOH COCH
CH ,OP

Ribulosa bifosfato Acidofofogicgrico

En seguida se reduce el AFG en un aziicar de tres carbonos con la ayuda energética del NADPH? y el ATP.
Esta reaccidn se realiza en dos pasos. Primero, el ATP cede un fosfato para fosforilar al grupo carboxilo del AFG v se
obtiene acido 1,3-difosfoglicérico + ADP; después se reduce este acido a fosfogliceraldehido por el NADPH,

desprendiéndose ortofosfato (Pi). Las reacciones mencionadas tienen lugar en el estroma del cloroplasto.

CHpOP 1 bsbglicerab chasa CH20P

CHoOH  + ATP + NAD PHp - ?HzOH +ADP + Pi+NADP +H,0
]

COOH 2 gliceraidehido 3P dedhidrogenasa CHO

"
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La molécula aceptora de CO3, la RuBP se vuelve a formar mediante una serie de reacciones donde se

producen azacares-fosfato de tres, cuatro, cinco, seis y siete carbonos, y se recupera la capacidad de fijar CO7. Para

formar una molécula de glucosa y regenerar la Ribulosa difosfato utilizada en este ciclo de reacciones, se necesitan

fijar seis moléculas de CO2. El fosfogliceraldehido que es utilizado principalmente para la sintesis de aziicares,

también puede ser sustrato para la formacion de acidos grasos, aminodcidos y Acidos orgéanicos. El ciclo balanceado,

esquematizado para la formacién de glicosa se conoce como ciclo de Calvin y se flustra en la figura 2.

12ZATP

fosfoglicerato cinasa

6 molécul as de 12A DP

diéxido decarbong

Rubisco

[12 moiéculas de scigot,3-difosfoglicéricol

. B moléculas d .
ribulosa 1,5 difosfato| Isomerasas gliceraldehido fosfato 12 NADPH
Aldolasas deshidrogenasa .
Fosfatasas S T2ZNADP¥
Trancetolasa
GADP Epimerasa 12 mol écul as de
> inasa 3- fosfogliceraldehido

cyl a
iiceraldeh?doiB

BAT P ,:qwmol' I sdg _,-—""’/

2 mol éculas de
3-fosfogliceraldehido

' ZSi Y
1 molécula de glucosa ] 1 malécula de
H-0

fructosa 1,6-bifosfato

Figura 2. Esquemna del ciclo de Calvin, Formacién de glucosa mediante 1a fijacion de CO7,

El almidén en el cloroplasto y 1a sacarosa de citosol se sintetizan a partir de el 3-fosfogliceraldehido

generado en el ciclo de Calvin.

Fijacién de CO2 por la via C4.

Muchos pastos tropicales inicialmente fijan el CO2 formando compuestos de cuatro carbonos como

oxaloacetato, malato y aspartato. Las actividades fotosintéticas en estas plantas estdn repartidas en dos tipos celulares

morfoldgicamente distintos, acomodados en capas concéntricas, conotidas como mesdfilo y parénquima vascular, Los



estomas de las plantas con metabolismo C4 tienen su cavidad adyacente a las células del meséfilo, el CO3 se difunde

dentro de ellas y reaccionan con el acido fosfoenol piritvico (PEP) mediante la catalisis de la PEP carboxilasa.

El NADPH? reduce el oxalacetato a malato, en presencia de la malato deshidrogenasa. Este malato se

descarboxila convirtiéndose en piuvate. El CO2 desprendido se metaboliza medianie ¢l ciclo de Calvin . La

compartamentalizacitn de las reacciones se ilustra en la figura 3.

Céluia del mesdfilo

NADP

NADPH

Céiula del parénguima vascular

OAA M alato

AMP
ATP

PEP-‘-‘-—-" piruvato

Cloroplasto

.. s

> Malato

g CO2

Ciclo de Calvin
Piruyvato (formacién de
tricsa fosfato)

Cloroplasto
P /

Figura 3. Esquema sobre la fijacién de CO2 viz C4 en malz y cafia de azlcar (Haich, 1992). Aqui
podemos observar el ciclo de asimilacidn de carbono en la folosintesis C4. Este ciclo consiste bésicamente en
cuatro etapas (Taiz and Zeiger, 1991): 1) La asimilacién de CO2 mediante la carboxilacién del fosfoenolpiruvato
en las células del mesdfilo para formar acidos de cuatro carbonos (malato y/o aspartaio); 2) Transporte de los
acidos C4 a las célufas del parénquima vascular; 3} Descarboxilacidn de los acidos C4 en las células del
parénguima vascular y generacion de CO2 que se reduce a carbohidratos por el Ciclo de Calvin o ciclo de
reduccion fotosintética de carbong; 4) Transporte de los acidos C3 formados por la descarboxilacién (piruvato) a
la célula det mesdfilo y regenerecion de la molécula aceptora de CO2, el fosfoenot piruvato (PEP).

Metabolismo dcido de las crasuliceas (CAM).

Las plantas con metabolismo CAM realizan el intercambio de gases con los estomas abiertos durante la noche

(Ting, 1985). El CO2 se combina con el PEP para formar dcido oxaloacético en presencia de la PEP carboxilasa

citoplasmatica de las células de la hoja. El 4cido oxaloacético se transporta a vacuolas de almacenamiento, donde lo

encontramos en forma de dcido mélico. En presencia de luz, el dcido malico sale de la vacuola para descarboxilarse y

producir moléculas de tres carbonoes como piruvato o fosfoenolpiruvato. De este modo, se presenta una fluctuacidén

diurna del pH debida al cambio de concentracién de los dcidos organicos. Cuando hay luz, los estomas permanecen
S

-cerrados v e} CO2 que se libera en la descarboxilacion, es fijado fotosintéticamente dentro de los cloroplastos.



Algunas plantas con CAM presentan una plasticidad peculiar que les permite fijar CO2 durante el dia a través de la
rubisco, del mismo modo que las plantas con metabolismo C3. Los factores ambientales como temperatura, humedad y
fotoperiodo determinan el tipo de fotosintesis que van a realizar estas plantas. Altas temperaturas, sequia y noches

largas favorecen el metabolismo CAM.
Los plastidos.

Hemos hablado un poco sobre el metabolismo fotosintétice, ahora continmaremos con los organelos donde se
realiza este proceso en algas v en plantas. Los plastidos estudiados con mayor profundidad som los cloroplastos,
organelos localizados principalmente en las hojas, dentro de las células del mesdfilo, donde ocupan aproximadamente
el 8% del volimen celular total, Su nimero es variable entre los diferentes tejidos, estados de desarrollo y especies
(Anderson and Beardall, 1991). Estos organelos son los portadores del apareto fotosintético en plantas y algas. Los
plastides comparten las siguientes caracteristicas: estin rodeados por una envoltura estructurada por dos membranas,
aproximadamente el 10% del DNA que necesitan para cumplir sus funciones esté codificado en el propio genoma
(plastoma), que se encuentra organizado como un genoma procarionte. Los demds genes necesarios para su
estructuracién y funcionamiento se encuentran en el genoma nuclear donde estos se transeriben, se traducen en el
citosol y finalmente, las proteinas entran al organelo. Otra caracteristica comiin a todos estos organelos es su capacidad
de sintetizar 4¢idos grasos y aminoadcidos. Algunos pléstidos almacenan compuestos como almidén, proteinas o aceites.
Los amiloplastos, por ejemplo, no contienen clorefila y tienen grénulos de almidén, se encuentran en diferentes tipos
de células, como en tejidos de almacenamiento o la cofia de las raices, asi como en meristeros. Son esféricos y pueden
tener al almidén en forma de un grinulo grande o varios pequeflos. Los cromoplastos, organelos coloreados de
amariilo naranja o rojo por su contenido de carotenoides, funcionan en gran medida como atractores de polinizadores y
otros amimales en flores y frutas (Newcomb, 1990), también se pueden encontrar algunos cromoplastos en raices y

hojas viejas (Possingham,1980).

Origen evolutivo de los cloroplastos.

A nivel molecular, el proceso de la fotosintesis es muy complejo, por lo cual no es ficil visualizar €l modo en
que foé evolucionando hasta ser como zhora. En alglin momento durante la evolucion de los seres vivos se dieron
eventos de asociacién simbidtica entre un organismo fotosintético y otro que no lo era. En el caso de las algas y
plantas ferrestres se piensa que los endosimbiontes que dieron origen al cloroplasto eran eubacterias fotosintéticas y en
algunos casos quiza algas criptofitas que dieron origen a las algas cromofitas (Howe ef af ., 1992; Gray, 1993).

Existen dos tipos de eubacterias que pueden tener relacidn filogenética con el proto-endosimbionte: las
cianobacterias (que contienen clorofila a y ficobilinas) y las proclorofitas (que contienen clorofila 2 y b y no tienen

ficobilinas) (Howe ez al., 1992).
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Los cloroplastos de plantas vasculares contienen clorofila 2 y clorofila b como las proclorofitas, por lo que .
podrian tener un ancestro comun. Sin embargo, ¢l cloroplasto‘ podria haber adquirido este sistema de pigmentos
después de la endosimbiosis, en cuyo caso, el ancestro pudo ser semejante a un organelo que posee clorofila a y .

ficobilinas pero carece de clorofila b, conocide como cianelo, que se encuentra en ¢l protozoario Cyanophora

paradoxa (Lockhart ez al., 1992).
Las diferencias en el tipo de pigmentos que poseen los cloroplastos de distintos organismos fotosintéticos

sugieren un origen polifilético de dichos organelos.

Desarrollo de los cloroplastos.

Para que un cloroplasto raadure a partir de un estadio inicial donde se encuentra como propléstido se requiere
de los siguientes eventos: una proliferacién membranal, la acumulacién de clorofila, la sintesis de proteinas vy
finalmente, de! ensamblaje del aparato fotosintético (Anderson and Beardall,- 1991). Los proplastidos aparecen durante
la formacion del Zigoto y se mantienen sin diferenciar en las céiulas meristeméticas. También se pueden formar durante

ta dormancia estacional, o durante la maduracién de estructuras especializadas como el polen y las células huevo

‘ (Mullet, 1988). Los proplastidos que se encuentran en la parte aérea de 1a planta, durante la germinacion aurientan de

tamafio y se desarroilan a etioplastos con cuerpos prolamelares tipicos. Después, al llegar el momento en que la parte
aérea de la piantula se expone a Ja luz, proliferan las membranas tilacoideas, con lo que estos etioplastos se desarrollan

en clorop]asto§ dentro de los cotiledones y las hojas primarias (Possingham,1980). Este desarrollo se esquematiza en Ia

figura 4.

Al —————

Cloroplasto senesciente

Figura 4. Esquema del desarrollo de los cloroplastos (Thomson . and Whatley., 1980).

Los cloroplastos maduros se encuentran en tejidg verde, los cromoplastos en fiores y

frutos principalmente, los amiloplastos, se sitiian en las raices o en meristemos al igual

gue los eoplastos. Generalmente se consideran como proplastidos al plastido pregranal,
" plastido ameboide, emiloplasto y eoplasto.
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Los eoplastos, amiloplastos, v los plastidos ameboides son precursores de los cloroplastos y se les conoce
genéricamente como proplastidos. Los proplastidos se encuentran comunmente en los meristemos, aunque pueden
producirse durante la dormancia estacional, o repetidamente durante ¢l desarrollo de la planta, come en el huevo en
desarrollo, polen, cigoto y en semilla madura (Thomson and Whatley, 1980; Mullet, 1988).

Cuando se exponen a la luz crecen las membranas internas del cloroplasto para formar los tilacoides, que
apilades se conocen como grana. Todas estas estructuras estdn embebidas en una matriz incolora nombrada estroma

{figura 5). El espacio dentro del tilacoide se llama lumen y es aproximadamente de 5-10 nm de ancho.

Espaciointermembranal

Tilacoide

S Membrana externa
Estroma Membranainterna

Figura 5. Esquema de un cloroplasto.

Factores ambientales que influencian el desarrollo y funcionamiento del aparato fotosintético.

Al regar una semilla, el embrién seco entra en contacto con el agua y comienzan a dividirse las células del
meristemo y a elongarse las del hipocotilo.

La luz es un factor primordial para el desarrollo y funcionamiento de los sistemas fotosintéticos vivientes. Si
un embribn se expone a la luz el hipocotilo deja de elongarse y se abre el gancho apical de los catiledones. Si se cultiva
una planta en condiciones de oscuridad continua, si es iluminada presenta una acumulacién de clorofila segnida por el
desarrollo de las estructuras de una planta adulta crecida en condiciones normales de iluminacidn (Armstrong et al.,
1993; Bames et al., 1996). Ahora se conocen pog lo menos 100 transcritos gue cambian su concentracidn en respuesta
a la luz. La acumulacién o disminucién de estos transcritos también puede estar influenciada por reguladores de

S,
crecimiento, productos metabdlicos o el fipo celular (Piechulla, 1993).



- w w W W W WV VvV V¥V VvV VvV vV v Vv v Vv v v Vv Vv v Vv VvV Vv Vv v Vv v ¥V v v .

Muchos otros factores del medio ambiente influyen en el desarrollo de las plantas y en el funcionamiento del aparato
fotosintéfico (Gruissem and Tonkyn, 1993; Terzaghi and Cashmore, 1995): la salinidad, la sequia o la humedad, ast
como las concentraciones de 02 y CO3, la temperatura v la cantidad de nutrientes pueden hacer que la planta responda
aumentando o disminuyendo la velocidad de se desarrollo y la calidad del proceso fotosintético (Portis, 1982).

En general todos los organismos eucariontes desarrollan actividades controladas por la alternancia ciclica del dia y la
noche, fenémeno al que se le ha llamado ritmo circadiano. El ritmo circadiano influye, por ejemplo en temperatura
corporal, locomocién, indice mitdtico, desprendimiento de O3, intercambio de CO2, movimiento de las hojas,
bioluminiscencia, actividad fotosintética, apertura y cerrado de estomas, elongacién del tallo, concentracién de calcio
en ¢l cloroplasto (Johnson, er al, 1995), niveles de proteina y cambios en la actividad enzimética (Adamska, es
al.,1991). '

Muchos genes codificados en el micleo presentan regulacién circadiana a nivel transcripcional (Giuliano ef
al., 1988; Adamska, et al., 1991; Piechuila, 1993). Esto quiere decir que los niveles de transcrito comienzan a aumentar
desde unas horas antes o inmediatamente después de la transicion de oscuridad a luz, disminuyendo posteriormente en
la tarde y en la noche. Algunos ejemplos de genes regnlados por luz son: la Rubisco, la proteina que une clorofija
a/b (CAB), la chalcona sintasa (CHS), la proteina de induccién temprana por luz (ELIP), fitocromo A (PHYA),

Ferredoxina (FEDA), y la nitrito reductasa. El transcrito de CLA1 se regula también por luz (Mandel e al,, 1996).
Transporte de proteinas al cloroplasto.

Aproximadamente el 10% de las proteinas del cloroplasto estan codificadas en el DNA propio del organelo v
el resto estan codificadas en e] genoma nuclear. Estas proteinas se traducen en el citoplasma y finalmente se importan
post-traduccionalments al cloroplasto.

En general las proteinas de cloroplasto codificadas en micleo que se conocen confienen en el extremo amino terminal
una extensién de 30 a 100 aminoédcidos conocida como péptido de transito. Dicho péptido se separa del precursor
proteico en el cloroplasto, liberando a la proteina madura. Ademas, el péptido de trénsito puede tener dos dominios si la
proteina tiene que atravezar la membrana del cloroplasto y la membrana tilacoidea (Smeckens, ef al 1986).
Recientemente se descubrid una manera peculiar de fransporte del precurser de la subunidad pequefia de la Rubisco en
Euglena gracillis . En este caso la proteina se integra a la membrana del reticulo endoplasmico, se va al aparato de
Golgi inmersa en la membrana para después viajar a su destino final, el cloroplasto (Sulli and Shwartzbach, 1996).

;Cuél es el mecanismo de entrada de las proteinas al cloroplasto?. Hay evidencias que sugieren que los péptidos de
transito interaccionan con lipidos de la membrana externa del cloroplasto (Van't Hof et al. 1991; Theg and Geske,
1992; Homiak et al.., 1993). Por otro lado, al utilizar enticuerpos antiidiotipicos, se han aislado protefnas que son
receptores tentativos de los péptidos de trénsito (Comwell and Keegstra,1987; Pain e al, 1988; Schnell, e o, 1590).
Analizando estos datos, se ha pensado que en el mecanismo de entrada de la proteina al cloroplasto hay una primera

interaccidn del precursor con Jos lpidos de la membrana y después con un receptor protéico (Theg and Scott, 1993).

w
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Los péptidos de transito a cloroplasto descritos en la literatura, tiepen entre si una similitud baja a nivel de
secuencia primaria (Keegstra and Olsen, 1989). Como no hay consenso en la estructura primaria de estos péptidos, se ha
postulade que tienen similitud en su estructura secundaria y terciaria (Archer and Keegstra, 1993). Ademads, los péptidos de
trdnsito a cloroplasto comparten una serie de propiedades entre las que se encuentran el temer muches aminoicidos
hidroxilados y arométicos, y muy pocos residuos dcidos (uno o dos normalmente;Theg and Scott, 1993). La Proteina CLAT

contiene un péptido de trénsito putativo con estas caracteristicas (Pedrero-Herndndez, 1994).

Locus similar a CLA1 en Rhodobacter capsulatus:

La secuencia homologa 2 CLAY en la bacteria fotosintética Rhodobacter capsulatus se encoentra en un extremo

del operén fotosintético puf (figura 7).

PURQB A X (C2814 .

Figura 7. Operdn fotosintético puf de Rhodobacter capsufatus (Bauer ef af, 1983).

A su vez, el operdn puf se encuentra en una regién conocida como grupo de genes fotosintéticos (Youvan, ef al., 1984) . La
franseripeion de los operones puf, puk y los operones para la biosintesis de pigmentos que se encuentran corriente arriba
(Bauer er al.. , 1993) esta relacionada con la actividad fotosintética . El operdn puf se regula por la concentracion de oxigeno,
por luz y codifica para las subunidades 2 y b del complejo de captacién de luz I y los polipéptidos L y M del centro de
reaccion (Sganga and Bauer, 1992); también codifica para PUFQ , proteinz que controla los niveles de bacterioclorofila en Ia
célula (Bauver e al, 1993 ). La proteina codificada al extremo, por puf X, es importante para la estructura funcional del
aparato fotosintético; cuando no estd presente disminuye la eficiencia en transferencia electronica del centro de reaccién al

citocromo b/cl (Lilbum ez al,, 1992).
Enzimas gue unen tiamina difosfato (TPP).

Cosiderando la similitud de la secuencia protéica de CLA1 con enzimas dependientes de TPP (ver resultados), a
continuacién se describe brevemente este grupo de proteinas. En la naturaleza existen varias enzimas gue utilizan como
cofactor TPP para Ja catélisis de ciertas reacciones bioquimicas que involucran el rompimiento de enlaces C-C adyacente a un
grpo ceto. Entre ellas se encuentran las a-cetoacido descarboxilasas y las cetolasas; como la piruvato descarboxilasa (Dyada
ef al., 1993}, Ia transcetolasa (Nikkola et al, 1994) v el componente 2-oxo-acido del complejo 2-oxo-dcido deshidrogenasa

(Packman ef al., 1984).
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Las proteinas dependientes de TPP comparten a nivel de estructura primaria la siguiente secuencia: GDG/AXNC/N
(Robinson and Chun, 1993); ademas, para su funcionamiento, requieren Ca2+, Mg2+, Mn2+ ¢ Co2+ (Nikkola er al, 1994) .
La piruvato descarboxilasa es mas especifica por sus sustratos que la franscetolasa, la cual es capaz de utilizar una

mayor variedad. Sin embargo, parece que ambas derivaron de un mismo gen ancestral (Robinson and Chun, 1993).

El complejo multienzimatico de las 2-oxodcido deshidrogenasas catalizan la descarboxilacion oxidativa de
piruvato, 2 oxo-glutarato y 2 oxo-dcidos ramificados, generando el acil-CoA y NADH correspondientes (Lessard and
Perham, 1994). Estos complejos multienzimdticos son muy importantes tanto en el metabolismo de la glucosa, como en la
produccion de energia. Los complejos multienzimdticos mencionados, estin formados por la combinacién de tres
componentes enziméticos: el llamado El que es una 2 oxo-dcido descarboxilasa (Dyada ef al, 1993); E2 es una dikidrolipoil
acetil transferasa ; E3 es una dihidrolipoil deshidrogenasa. El componente E1 de la piruvato deshidrogenasa (PDH) es un
homotetramero de esta clase, que cataliza la descarboxilacién de piruvato a acetaldehido. El producto obtenido se procesa

mediante el ciclo del Acido citrico. En seguida se esquematiza la reaccion (Lehninger, 1981):

PDH
CH3COCOOH + NAD* + CoA -8H -——--—> CH3CO-5-CoA + NADH+ H* + COg2

Lag piruvato descarboxilasas de eucariotes tienen 60 subunidades en un cuerpo de E2 arregladas en una forma da
icosahedro a la cual se encuentran unidas 20-30 copias de la enzima E1, tetramérica a2B) y seis copias de homodimero E3.
La transcetolasa es una enzima que funciona como homodimero para transferir un segmento de dos carbones de un cetol a un
aldehido (Lingvist et af, 1993). La enzima no es muy especifica y el cetol puede ser xiiulosa-5-fosfato, fructosa 6-fosfato, o
sedoheptulosa-7-fosfato y como aldehido aceptor pueden estar la ribulosa 5-fosfato, el gliceraldehido 3-fosfato o Ia eritrosa 4-
fosfato.

La transcetolasa estd conformada por dos subunidades ignales con tres dominios cada una. En el domirio amino,
hay una lamina [ paralela, rodeada por hélices de ambos lados. También hay hélices en la parte superior del dominio. El sitio
activo estd localizado en el exfremo carboxilo de las ldminas B (Nikkola ez 2, 1994). El dominio medio también es una
cadena {3 de seis cadenas paralelas rodeadas por hélices. La parte que interacciona con el TPP es la de las ldminas § (Lingvist
et al, 1993). Este dominio tiene el mismo plegamiento que el dominio aming. El dominio carboxilo es el menos conservado,
tiene una parte central de laminas P mezcladas, rodeadas por hélices a ambos lados (Lingvist ef al, 1693). La inferaccidn entre
los dominios es mediante las hélices y estructuras de tallo. Los mondmeros interaccionan entre si para formar e! dimero entre
los dominios aminto y medio (Lindqvist et al, 1992).

CLA1, la proteina objeto de este trabajo es similar a las transcetolasas en toda su extension, pero se parece atin mds
a una nueva clase de transcetolasas recientemente descritas en la literatura que catalizan la formacidn de 1-deoxi-D-xilulosa
5-fosfato (Sprenger ef af, 1997; Lois et al, 1998). Este sustrato es precursor en una via alterna para Iz sintesis de
isoprenoides, tiamina y piridoxel. La ruta clésica de formacidn de isopenteni] difosfato, precursor de los isoprencides, es una

-

serie de reacciones dande el acetil y el acetoacetil-CoA reaccionan para producir mevalonato que se fosforila y se
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descarboxila para convertirse en isopentenil difosfato. La ruta recientemente descrita parte de piruvato v gliceraldehido 3-

fosfato para formar 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato con la catalisis del TPP. Este producto se transforma a su vez ¢n isopentenil

difosfato (Figura 6).
COCH
B. HC=0 CH, A. oH,
HCOH + £=0
. CH,-C-OH
CH,0PO COOH
CH,
giiceraldehido 3-fosfato piruvato CH,
OH
Mevalonato
\ LCOOH
CH,
CH,-C-OH
CH,
CH,
CH; OPO ;H, .
£=C
OH-C-H 5-fosfo-mevalonate
H- C-OH
CH,0P COOH
£y
1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato CH4-C-OH
£H,

\‘ o

piro-fosfo-mevalonato

4

cH, H,
¢ | " CHy
S cH choP A OP y C)\/\ opp HO
2

Tiazol CH,OH
| isopentenil difosfato
Y Piridoxol fosfate !
Vitamina B1 b Y
Vitamina By isqprenoides

Figura 6. Vias para la produccidn de Isoprencides. A, La via clésica parte de Mevaloneto, B. La
via recieniemente descrita de 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato.
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ANTECEDENTES A ESTE TRABAJO.

En este trabajo se wtilizé una mutanie albina de Arabidopsis thaliana incapaz de fotosintetizar, nombrada
clal-1 debido a sus cloroplastos alterados. Detallando el fenotipo de clai-J, se observa a través de microscopia
electronica que en la mutante no encontramos cloroplastos. Los pléstidos que se presentan en la figura & no tienen
tilacoides, y los niveles de carotenos y clorofilas estin reducidos (Mandel ez a/, 1996). Si la mutante clal-7 se cultiva
en oscuridad continua se etiola, Al exponerla a la Juz se abren los cotiledones y €] hipecotilo toma el tamaflo habitua] de
una planta silvestre expuesta a luz. La mutante claf-1 (Mandel et al, 1996) fué aislada a partir de un banco de
mutantes obtenidas mediante la insercidén de un T-DNA por Kennet Feldman (Feldman, 1991). Al estudiar la
segregacién del fenotipo albino mencionado (uno:tres) se concluyd que la mutacién era recesiva y monogénica. A su
vez, s¢ comprobé gue un solo gen era el responsable de] fenotipo por experimentos de complementacién (Mandel et o/,

1996).

A. B.

Figura 8. A. Cloroplasto silvestre. Se puede observar en esta fotografia al

microscopic eiecironico una apilacién mermbranal que forma fos tilaceides. B, Cloroplasio defa
mutante cla?-7 . En esta figura se ve como no hay un desarrollo membranal tipico.

Para comenzar con la caracterizacion del gen CLAJ se tamizd un banco de DNA gendémico de la planta
mutzante v se aislé un fragmento de CLAT situado junto al borde izquierdo del T-DNA insertado. Se clond dicho
fragmento en el vector Bluescript KS{+) (Mandel er al., 1996). Se utilizd un fragmento de 2 clona de DNA gendmico
para tamizar un banco de ¢cDNA de Arabidopsis thaliana, de donde se obtuvieron varias clonas, Estas clonas se
utilizaron para obtener la secuencia del cDNA de CLAT (Pedrero, 1394). Después de clonar y secuenciar el gen

CLA], se realizd una bisqueda en el GenBank de secuencias similares a su producte de traduccidn {(que llamamos
ey

CLAI) .Con este fin se utilizd el programa FASTA (paquete Winsconsin del “Genetics Computer Group”™ (GCG)
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(Altschul et al., 1990). Con este programa se encontré que CLAI tiene similitud con un marco de lectura abierto de
Rhodobacter capsulatus (C2814) {(Pedrero, 1994} ¢l cual se encuentra justo bajo el operdn fotosintético puf’ (Youvan
ef al., 1984).

Mediante experimentos tipo Northern se encontrd que ¢l RNA mensajeroc de CLAJ, se expresa miés en tejido
de plantas maduras que en plantas juveniles (Pedrero, 1994). Esto babla de la posibilidad de un requerimiento
diferencial del producto de traduccion del gen CLAIL, El desarrollo deficiente de los pldstidos en la mutante, también
nos hace pensar en que el gen CLA1 es necesario en cierto momenio del desarrollo de dichos organelos,

Con 1a realizacidn de experimentos tipo Northern se encontrd que hay una acumulacién del mensajero de CLAI como
respuesta a la luz en Arabidopsis, (Mandel et &/, 1996). Gran parte de los genes fotosintéticos, como por ejenplo el gen
que une clorofila a/b {CAB) aumentan su expresién al ser Huminados.

Se realizaron experimentos tipo Northern en los que se encontrd expresion de CLA 1 en col, maiz y frijol, asi
como en tejido verde y rafz (sefial baja) de Arabidopsis thaliana (Pedrero, 1994). Estos resultados sugieren que debe
haber una proteina homologa a CLAT en otras plantas.

La secuencia de CLAL tiene en el extremo amino terminal una regién con caracteristicas de un péplido de

internalizacién a cloroplasto (Pedrero, 1994). Este segmento no aparece en la secuencia simifar a CLA en Rhodobacter,

lo que sugiere que CLA1 estd codificada en el micleo y se desplaza hacta dentro del cloroplasto. Siendo asi, esta
proteina debe ser abundante en tejido verde y mas aun, en los cloroplastos.

En el presente trabajo se encontré que CLA] se parece a las transcetolasas en toda su extension, lo mismo que
al componente E1 del complejo multienzimatico piruvato deshidrogenasa. Dichas enzimas catalizan la transferencia de
radicales con dos carbonos de una molécula z otra, Se encontrd mavor similitud adin con una nueva clase de

transcetolasas que catalizan la formacion e deoxi-D xilulosa S-fosfato (Sprenger et al, 1997; Lois ef af, 1993).

15
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HIPOTESIS

Las hipOtesis sobre la localizacién y el comportamiento deCLAJ son las siguientes: el gen nuciear CLAJ
codifica para una proteina que se transporta a cloroplasto donde cumple su funcién. La expresién de CLAI podria
cambiar en funcidén del desarrollo de la planta va que la proteina CLA1 se requiere para que la planta tenga cloroplastos

maduros. CLA1 debe estar presente en otros organismos fotosintéticos.

OBJETIVOS,

El objetivo general es 1a caracterzacion del gen afectado por 1a insercion del T-DNA en 1a nutante clal.

Los objetivos particulares de este proyecto son:

1} Realizacién de un experimento para comparar la abundancia relativa de CLA1 en el cloroplasto v 1a hoja.
2) Determinacion del perfil de expresion de CLA? en funcidén del desarrollo de

la planta .

3) Bisqueda de la expresién de CLA7 en otra planta con metabolismo C3, en una planta con metabolismo
C4, en gimnospermas, en Rhodobacter. y en levadura.

4) Prediccion de la posible funcién de la proieina CLAY de Arabidopsis thaliana mediante €] anlisis de la

secuencia.
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RESULTADOS

Analisis de 1a secuencia.

Para la buisqueda de secuencias reportadas en los bancos de secuencias GenBank, EMBL, y SWISS-PROT similares a la
secuencia de CLA1 se utilizaron los programas TFASTA , BLAST y TBLASTN (paquete Wisconsin versién 9 del “Genetics
Computer Group” (GCG) (Altschul er al., 1990)) . De este modo se encontré una similitud significativa de CLA1 con las

secuencias polipeptidicas gue se muestran en la tabla 1.

# de acceso Organismo 1dn{%) . Lnq (aa
D46713 Oryza sativa . 7698 | 127
H75224 Pinus taeda 77.38 149

AFO19336 Mentha x piperiia 77 850
T14878 Ricinus communis 7647 | 100
5111995 Synechocystis sp 555 671
P26242 Rhodobacier capsulatus 545 665
BO7846 Rficdobacler sphaeroides 492 100
P45205 Haemophillus infuenzae 483 865
ugzee4 Escherichia coli 48.14 665
P5452 Bacilius subiillis 4458 665
AA294337 Onchocerca volvulus 4173 | 149
U15181 My cobacteriuim leprae 3656 | 741
296072 Mycobacterium tuberculosis 3852 865
2182531 Rhizobium sp. 2789 | 366
P50137 Transcetolasa de ratén 22.35 572
P77 £18 PDH Humano 2242 365

Tabla 1. En esta tzbla se muestra la simifitud de los productos de la traduccién tedrica de
genes o fragmentos de ellos homdlogos a CLA1, encontrados en los bancos de genes. Enla
primera columna tenemos las claves de acceso para las secuencias similares en ef banco de
genes; en la segunda columna se nombran los organismos que contienen dichas secuencias; Ia
tercera columna muestra el % de identidad de la secuencia de CLAT con las secuencias de la
primera columna; finalmente, la cuarta columna nos dice la longitud del alineamiento de CLAT
con cada una de las secuencias correspendientes. Lng=Longitud. ldn= Identidad.

Casi todas las secuencias similares a CLAT que se muestran en la tabla, son secuencias polipeptidicas obtenidas
mediante lz traduccidn tedrica de marcos de lectura abiertos reportados en los bancos de genes. Las secuencias

- » .-y - e . -
correspondientes a proteinas con fencién conocida que se encontraron fueron varias transcetolasas (en la tabla 1 se enlista la
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de ratén), y el componente E1 del complejo multienzimatico piruvato deshidrogenasa (E1p PDH humana) . Como se ve en la
tabla 1, hay secuencias con alta similitud a CLA1 en ofras plantas, y un parecido significativo con secuencias de bacterias

fotosintéticas y no fotosintéticas.

En la regién amino de CLAL, hay un segmento de 62 amino4cidos que no se encuentra en las proteinas similares de
los otros organismos que s¢ muestran en la tabla 1. Las secuencias de plantes reportadas gue se muestran en la tabla son
pequefias y se encuentran hacia abajo de esta region. En Mycobacterium leprae existe un segmento ligeramente mds grande
que la regién amino de CLA1 pero que no es significativamente similar a ésta. La region amino de CIAl, tiene todas las
caracteristicas de un pépiido para transporte al cloroplasto.

Por 2ltimo en cuanto a este andlisis tedrico, se buscaron secuencias con una funcién conocida utilizando para elio el
programa MOTIFS, del paquete Wisconsin versién ¢ del “GCG™. De este modo se encontrd que en Synechocistis sp. al igual
que en Rhodobacter capsulatus existe una secuencia identificada como firma de transcetolasa, y un sitio de unién a
tiaminpirofosfato (TPP). En CLAIl y sus homodlogas estos sitios no son idénticos, pero las regiones importantes de

interaccién con el TPP se encuentran bastante conservadas y por 1anto serd escencial en la funcidn de las proteinas aiineadas,

Fnla figura 9 se muestra un alineamiento de la secuencia polipeptidica deducida de CLAI con algunas de las secuehcias

mas parecidas encontradas én los bancos de secuencias que se listan en la tabla 1. Este alineamiento se realizd en el programa
GenWorks (Glynias, 1990) utilizando los pardmetros esténdar que tiene el programa. Del lado izquierdo del alineaminto se
marca cuales organismos contienen Ja secuencia similar a CLA1 que le sigue. Las cajas muestran los aminodcidos
conscrvados entre todas las secuencias alineadas. La linea negra sefiala la zona de interaccidn teérica con TPP (Lingvist,
1892) de la secuencias alineadas. Lz lnea rayada, muestra la secuencia correspondiente a la firma teérica de una

transcetolasa.
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Alineaniicnio de CLAT con otras secutncias deda tabla 1

Troncetelosa
B.subtillis
E.coli
H.Inflrenze

Rhodobacter
. leproa
M.tuberculesls

Consensus

Troncetelosa
B.subtillys
E.coldl
H.Influenza

Rhodobacter
H_leproe
M. tuberculesis

Congensus

Troncetelosa
2.5uBt{l1is
£.colg
H.Influenze

Rhedobocter
H.lepron
M. tubergulosis

{onsensus

Troncetolose
B.subtillys
E.coli
H.Inflyenzo

Rhodobactar
M. leproe
M, tuberculosis

(onsensus

Troncetolose
E.subtillis
E.colt
H.Infivenza
Syn.sp

LAl
Fhedobacter

# leproe

H. tubercyleonis

Consensus -

froncetolose
B.subtrllis
f.coli

H Influsnza

Rhodobacter
H.leprae
M.tuberculosis

{onsensus
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Obtencién de 1a proteina CLAL

Para sobreproducir Ia proteina CLA! se clond el gen CLA4] en el vector de expresion pGEX-3 como se
describe en la seccidn de métodos. Se aislé DNA plasmidico de varias clonas con sefial positiva en el experimento de
hibridacién en colonia y se secuencid unc de los pldsmidos que contenia el inserto de 2030 pb correspondiente a CLAJ.
A este plasmido lo [lamamos pCLA28 (pCLA28=pGEX-3:CLA/) y 2 la clona en E.coli DHS5a que contenia al
pCLA28 la llamamos clona CLA-28 . CLA28=dH5a(pCLAZS).

En condiciones de induccién con IPTG se notd la aparicidon de una banda intensa de 67KDa en la clona

CLAZ28; a esa altura no se nota una banda en ninguno de los controles como se muestra en la figura 10. A.

A CLA 28 B
L
IPTG 0 + + + + 0 + (0 +
P;\1123458789_ 1 23 45 6 7 8 910
i ﬁm

116

67 W*Q*Q?Q

Figura 10, A. Gel con extractes protéicos de cultivos bacteriancs sin inducir e inducides con PTG
2mM. Marcadores de peso molecular. Carrif 1. Clona CLAZ28 sin inducir. Carrif 2. Clona CLA2S8 incubada 20
minutos con IPTG. Carril 3. Clona CLAZ28 incubada 2 horas con IPTG. Carril 4. Clona CLAZ28 incubada por 3
horas con IPTG. Carril 5. Ciona CLAZR incubada 4 horas con 1PTG. Carril 6. Cultivo de E.coli dHSe sin
inducir. Carril 7. Cuitivo de E.coli dH5« incubado por dos horas con PTG, Carril 8. Cultivo de E.coll
dHSa con el plagsmido pGEX-3 sin inducir. Carril 18. Cultivo de E.coli dH5a con el plasmido pGEX-3
icubado con IPTG por 2 horas. B. Cinética de induccion de la clona CLAZ28 incubada con IPTG por
diferentes tlempos. Carril 1. 15 minutos. Carril 2. 30 minutos, Carril 3. 45 minutos. Carril 4. 1 hora. Carrii 5.
1 1/2 hora. Carril 6. 2 horas, Carril 7. 2 horas 1/2. Carril 8. 3 horas. Carril 9. 4 horas. Carril 10. t=0.

Como se tenia una buena induccién en la produccidn de CLAI, se decidié utilizar la clona CLA28 para
sobreproducir y purificar la profeina. Se analizaron los extractos protéicos en la fraccién soluble e insoluble
después de sonicar y centrifugar la clona 28. CLAL se encontrd en la fraceitn insoiuble, en la soluble no se

apreciaba. =
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En un gel desnaturalizante de poliacrilamida, se separaron proteinas totales de la clona CLA2S8, a diferentes
tiempos de incubacidn con IPTG, para encontrar cuando se producia mayor cantidad de nuestra proteina de interés.
Como se ve en la figura 10. B, esto sucedi6 a las dos horas y media de induccidn.

Para la purificacién de CLA1 se tomd la mezcla de proteinas aisladas de la fraccién insoluble de la cepa
sobreproductora, se resuspendieron en un buffer basico {pH 10), se le agregd suifato de amonio hasta el 15% de
saturacion, Las protefnas se dializaron y se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% y se

electroeluyd la banda correspondiente a CLAL que s¢ indica en la figura 11,

Figura 11. A. Gel donde se separd por electroforésis la mezcia
de proteinas oblenidas por precipitacion con sulfato de amonio al 15%, la
banda purificada se electroeluyd como se describe en la seccion de métodos.

Inmunodeteccién de CLAI.

Como se describe en la secccion de métodos y en el apéndice de protocolos, se obtuvieron anticuerpos contra
la proteina CLA1 en conejo. Dichos anticuerpos se purificaron y con ellos se realizd el experimento tipo Western que

se muestra en la figura 12.
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HAS HAIZ HA30 Ral2 SA HCA HP HE cE . + RS . SC  HM

A 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

B. 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 M 12 13 3 14

Figura 12.A. Gel tefiido por Coomassie con las muestras que se enumeran adelante para cada carril. B,
Exper_imento tipo Western utilizando extracos protéicos iguales a los del gel A. En cada carril de este
experimenio se colocaran extractos protéicos totales de los tejidos, estados de desarrollo v organismos que
se enumeran (50 pg cuantificados por ef método de Bradford, 1976).

Carril 1 (HA 5). Hojas de Arabidopsis thaliana con 5 dias de edad (plantulas). Carril 2 (HA12). Hojas de
Arabidopsis thalfiana con 12 dias de edad (plantas juveniles). Carrit 3 (HA30). Hojas de Arabidopsis
thaliana con 30 dias de edad (plantas adultas), Carril 4 (RA12). Raiz de Arabidopsis thaliana con 12 dias
de edad. Carril 5 (SA) Semillas de Arabidopsis. Carril 6 (HCLA). Hojas de la mutante cfaf-7 con 12 dias de
edad. Carril 7 {HP). Rojas de Pino. Carril 8 {HE). Hojas de espinaca. Carril 9 (CE). Cloropiastos aislades de
hojas de espinaca. Carril 10 (-). Clona CLA-28 cultivada en condiciones normales. Carril 11 (+). Ciona CLA-
28 cuitivada en condiciones de induccidon con IPTG. Carril 12 (R8). Rhodobacter sphaeroides . Carril 13
(8C) Saccharomyces cerevisiae . Carril 14 (HM). Hojas de maiz.

Se ensayaron rnuestras de proteinas totales de Arabidopsis en cuatro etapas de su desarrollo:  pléntulas,
plantas juveniles, plantas adultas y semilias, notdndose que en semillas no se detecta sefial. En las demds si hay una
banda de 57 KDa que aumenta de intensidad en funcién de la edad. En el carril 4, correspondiente a raiz no se detectd

sefial algunza.
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Para el experimento tipo Western se eligié al maiz por ser una graminea, monocotiledénea con metabolismo C4 donde
ya se habia encontrado RNA mensajero de CLAI (Pedrero, 1994}, pino, por ser una gimnosperma de la cual se habia
reportado una clona (H75224) cuya traduccidn tedrica tiene alta similitud a un fragmento de CLAI. La espinaca ofrece
facilidades metodoldgicas para la purificacién de sus cloroplastos, as{ que se utilizo la hoja de esta planta para comparar
la concentracion de la proteina CLA1 en la hoja con respecto al ¢loroplasto.

Se presentd una banda de 57 KDa también en los carriles 7, 8, 9 v 14 correspondientes a los extractos de
pino, espinaca, cloroplasies de espinaca y maiz respectivamente, siendo mucho mas intensa la banda del carril con

proteinas de cloroplasto que el que tiene las de hojas de espinaca.
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DISCUSION

El crecimiento y la diferenciacion de las células, Jos érganos y los organismos, estd dispuesto de una manera
muy compleja . La generacidn de mutaciones permite alterar la secuencia de eventos que suceden en ¢} funcionamiento
normal de un ser viviente. El cambio generado tendra un efecto de mayor 0 menor grado dependiendo de Ja funcién que

se haya afectado.

En este proyecto se wrabajd con el gen CLA! de Arabidopsis thaliana cuya mutaciéon provoca una alteracion

en el desarrollo de los cloropiastos (Mandel er af., 1996).

Localizacion de CLAI1,

Observando el alineamiento de secuencias (Figura 9) notamos que la secuencia de CLAT1 tiene en el extremo
amino un segmento Que no s€ encuentra en las otras secuencias. Esta regién posee todas las caracteristicas de un
péptido para transporte al cloroplasto (Pedrero, 1994). En ia 1abla dos tenemos los resultados obtenidos mediante el
programa PSORT (Nzkai,1991; Nakai, 1992), ios cuales indican que Ja ubicacién mas probable de CLAT es en el

estroma del cloroplasto:

Lugar Certidumbre (0-1)
Estroma del cloroplasto 0.872
Membrana de! tilacoide 0.540
Lumen del tilacoide 0.488
Matriz mitocondrial 0.431

Tabla 2, Prediccion tedrica sobre |a localizacidn subcelular de CLAT.

Para confirmar las predicciones tedricas sobre a localizacién subcelular de la proteina CLA1 se realizé un
experimento tipo Western (Figura 12) con extractos protéicos totales de hoja de espinaca (carril 8) y extractos protéicos
totales de cloroplastes aislados de hoja de espinaca (carril 9). Como se puede observar, la proteina inmunoreactiva se
encuentra mas concentrada en cloroplasto (carril 9), en comparacién con hoja {carril §).

Esto apoya la hipétesis de que la proteina CLAI es mas abundante en el cloroplasto, donde cumple su funcidn .
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CLALI en ¢l desarrollo de la planta.

Las plantas durante su desarrolio van cambiando de necesidades y funciones. Para que los cloroplastos
lteguen a su madurez, pasan por una serie de etapas de desarrollo donde se producen las proteinas, lipidos y pigmentos
necesarios para el ensamblaje del aparato fotosintético. Los proplastidos que se localizan en las células meristematicas
se diferencian a cloroplastos capaces de realizar la fotosintesis. Los cloroplastos, a su vez se dividen de dos a cuatro
veces alcanzando un mimero maximo en las células adultas (Smallwood ef al, 1996).

Muchos genes fotosintéticos nucleares se expresan cuando los cloroplastos son funcionales (Taylor, 1989).
Mediante un expetimento tipo Northern, (Pedrero, 1994) se encontré mensajero de CLA] en raiz, y la sefial fué mucho
mas intensa en raices de plantas adultas (30 dias) que en las de plantas juveniles (15 dias). Observando los carriles 1, 2,
3 y 5 del experimento tipo Western (Figura 12) , vemos que CLA! se encuentra en mayor cantidad en fincién de la
edad. En semillas no se detecta sefial, ni tampoco en raices. Si en la raiz hay mensajero, pero no se detecta la proteina,
puede ser que los niveles del producto de traduccion de CLAIL sean muy bajos v por ello no se detecte sefial,

Por estudios gue se han rezlizado sobre acumulacién de clorofila en funcién de la edad (Chory et al., 1991)
vy estudios sobre el desarrollo membranal (Anderson and Beardall, 1991) se sabe que a los cinco dias las plantas todavia ~
no comienzan a realjzar la fotosintesis, las plantas juveniles de doce dias ya comenzaron a realizar este proceso y las
plantas adultas lo realizan plenamente. Aunque CLA1 se encuentra en plantas de distintas edades, en plantas con mayor
actividad fotosintética enconramos mayor cencentracion (Figura 12, carriles 1-3.5). Esto habla de que ClAL es

necesaria durante el desarrolio, pero también para el funcionamiento del sistema fotosintético.

CLA1 en distintos tejidos de Arabidopsis.

En tejido verde, como ya se menciond, se detecta una banda de 57KDa. Sabemics por experimentos tipo
Northern que el RNA menszajero de CLA se encuentra en raiz de plantas maduras y no se encontré seiial en plantas
Jjuveniles (Pedrero, 1994). En el carril correspondiente a exiractos de raiz del experirento tipo Western (Figura 12) no
se detecta ninguna sefial. Puede ser que la proteina se encuentre presente en raiz en niveles no defectables con 2 técnica

utilizada, o que no se traduzca en las condiciones ensayadas.

Proteinas similares a CLA1 en otros organisimos.

Dado el fenotipo letal de la mutante efai-] y la similitud de la secuencia del gen CLAJ con un marco de
lectura abierto de la bacteria fotosintética Rhodobacter capsulatus {Pedrero, 1994), se piensa que dicho gen debe tener
un papel indispensable para el funcionamiento del sistema fotosintético y debe tener homdlogos en otros organismos

. £ Sn,
fotosintéticos.
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Curiosamente, CLA1 no se parece inicamente a secuencias pertenccientes a organismos fotosintéticos,
también comparte un alto porcentaje de 1dentidad con ciertas secuencias de eubacterias (Tabla 1). La funcidn de CIA1
podria ser fa misma que la de secuencias similares en eubacterias.;CLA] estd involucrada en rutas metabdlicas
similares a su homélogo eubacteriano?. Quizd los ancestros de los organismos fotosintéticos utilizaban una proteina
homdloga a CLAI parz lo mismo que io siguen utilizando las bacterias, y cuande apareciercn las ciancbacterias
comenzaron a utilizar & CLA] para sus nuevas necesidades.

Mediante un experimento tipo Northern (Pedrero, 1994} se encontrd que hay un mensajerc
hemoélogo al de CLAJ en col, frijol, maiz y tabaco. En este trabajo se encontraron secuencias protéicas tedricas
reportadas en el Genbank homdlogas a CLAI en oras plantas: arroz, pino, menta y ricino. Ademés se enconiraron
antigenos INMUNOrEactivos en majz, pino vy espinaca medianie el experimento tipo Western (figura 12). Los damicuerpos
obtenidos conira CLA reconocen una banda con migracion aparente de 57 KDa en 1odos 10s carriles correspondientes
a extractos proiéices totales de wgjido verde de plantas El peso aparente de CLAY y la proteina inmunorezactiva de otras
plamtas es de 57 KDa. El peso 1edrico esperado es mayor {71KDa). También se detecta una banda a la alura de 70 KDa
en todas las planias, pero es muy tenue, incluso se ve con mayor clarvidad en los extractos de la mutanie ¢lal-]. Debe
ser otra protefna que al tener epitopes similares a los de CLAT es reconocida por los anticuerpos. En el cam 6,
correspondiente a la mutante, se detecta una banda muy tenue  a la misma altura que en ¢l wejido verde de la planta
silvestre debida probablemente al paso de una peguefia cantidad de muestra del carril 7, También se presenta una sefial
tépue aproximadamente de 70 KDa.

En los carnles del experimento tipo Western con extractos de Rhodobacter sphaerowdes v Escherichia coli
se presentan bandas con intensidad y peso similares entre sj de 78 KDa detectadas por Jos anticuerpos; podria tratarse
de otra proteina que también cruce con los mismos. En Escherichia coli hay otra banda con un peso aparente de 65
KDa, el peso de Ia 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (Sprenger er al, 1997) coincide con el peso de esta proteina. En
Rhodobacter se detecta otra banda. de 39 KDa que podria ser el homdlogo de CLA1 en dicha bacteria. Ademas de Jas
bandas ya mencionadas, hay oiras mag pequefias tanto en Rhodobacter come en E.coli que podrian ser productos de
degradacién de las mayores u otras proteinas que reconocen los anticuerpos.

Finalmente, en Saccharomyces cerevisiae, cuyo genoma se encuenira completamente secuenciado, no se
encomnir ninguna secuencia con alta similitud a CLA] 2] realizar una comparacién mediante el programa TFASTA de

“GCG”. En el Western tampoco se encuentra sefial en e} extracte de proteinas totales de Jevadura,

Hacia la funcién de CLA1

Al realizar la bilisqueda de secuencias similares a CLAL en los bancos de genes, se enconyd que Ilas
secuencias més parecidas cuya funcién se conoce corresponden a las enzimas dependientes de tizmina difosfato (TPP):
)a transcetolasa (TK) y al componente E1 del complejo multienzimatico de ia piruvato deshidrogenasa. Ambas enzimas

catalizan la transferencia de un radical con dos carbonos de una molécula 2 otra. De acuerdo con lz similitud estructural



con estas proteinas, CLAI tendria una funcién de catélisis en la transferencia de carbonos de una molécula a otra. En
las transcetolasas hay secuencias con residuos importantes para la catilisis, como son los que interaccionan con el TPP
o con el i6n Ca2*. En CLAl y sus homélogas encontramos estas secuencias caracteristicas de la transcetolasa.
Analisis més recientes muestran que CLAl es altamente similar a una nueva clase de transcetolasas
encargada de catalizar la formacién de 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (Sprenger ef al, 1997; Lois er al, 1998 v Lange ef
al, 1998). Una de ellas esté codificada en el marco de lectura /620 de E.coli con el cual tiene un 48% de identidad
(Lange et al, 1998) y es parte de una via metabdlica independiente de mevalonato para la sintesis de isoprenoides. El
marco de lectura /620 mencionado se muestra en la tabla 1 con clave de acceso UB2664 al GenBank . CLA1 codifica
para una enzima que funciona como 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (Estévez er al , comunicacin personal). rtante
sssssssssssssssXpara el desarrolle y funcionamiento del aparato fotosintético. Esta proteina estd en muchas plantas y en
algunas bacterias fotosintéticas y muy probablemente en otros organismos fotosintéticos, Al bloquear la funcién de este
gen en la mutante ¢/a/-7 vemos un fenotipo que hace pensar en que si CLAT es parte de la via para la sintesis de
isoprenoides en Arabidopsis, esta planta no tiene otra alternativa para sintetizar sus pigmentos y por eso tiene un

fenotipo atbino y una carencia er: desarrollo v estructuracidn en su aparato fotosintético.

Perspectivas.

La existencia de una via alterna para a sintesis de isoprenoides abre preguntas como: ;cémo legé al micleo
ese gen?, ¢porqué no estd en levadura? ;pueden salir del cloroplasto los isoprenoides sintetizados por esta via? .
Ademas, pueden hacerse estudios mas finos para encontrar informacién sobre el papel de los pigmentos en la

estructuracion del aparato fotosintético.
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APENDICE A.Soluciones

Soluciones que se utilizaron en los experimentos:

Towbin: Tris 256mM, Glicina 192mM, Metanol 20%.

TBST: Tris HCI pH8 10mM, NaCl 150mM, Tween 20 0.05%.

TBS: Tris HCI pH8 10mM, NaCl 150mM,

Amertiguador AP: Tris HCi pHS.5 160mM, NaCl 100mM, MgClo 5mM.

Solucion de sustratos: en Sml de amortiguador AP se mezclan 33 ml de cioruro de azul de nitrotetrazolio
(NBT)y 16.5ml de BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indeil fostato.

TE: Tris.HCI {pH 8.0) 10mM.

TBE 5X por litro: trisma base 54g, acido borico 27.5g, EDTA 0.5M {pH8) 20 ml,

LBpor litro: bactotriptona 10g, extracto de levadura 5g, NaCl 10g.

Medio de cultivo para levaduras YPD:Extracto Bacto-Yeast 1 %, Bacto-peptona 2%, Glucosa 2%, Bacto-
agar 2%.

Buffer A: tris-HCI pH 7.5 50mM, MgClp 5mM, DTT 1mM, PMSF 1mM.

Solucion tampén acida para elucién de anticuerpos: {glicina 0.2M pH 2.5+ NaCl0.5M+ tween-20 al 0.5%).
Buffer B: 0.35M de sorbitol, 50mM tris pHE ,0.5M de EDTA, 0.1% BSA, 5mM de b-Mercaptoetanol.
Mapas de los plésmidos utilizados:

Los plésmidos gue se unlizaron en ia metodologia son los siguienies:

pBiuescnpt F23 .
> g
- ha a"m v 5 n Bm X
AN | ! 17T
ST SICRPY | . R NT:
Lo F23 -

j : 3 3 dsrmid i ! DEF-1. sitios de
Esquema del plasmsdo pBiuvescriptF23. Este pldsmideo contiene el‘ cDNA del gen
res?nccic"n.!\’ L Kpn 2 Ho, Hine 0 H, Hid B X, Xba 1: B, Byt H: EV, Eceo :?1"; ElL Eco RIL 5: Smu . B,
Bam HI. pépido de trdnsito a cloroplasio i P11} Codén de tmcio de la traduccidn (ATG).

E! pldsmido pGEX-3:
[

I Baa Se foTd (<6245

| =

4

Frooo S Bs2ooe. o3 "
FOIHET Sl mARTEGSSTCTSLTL

Barml Smp  EcR

(Smith andJohnson, 1988).
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APENDICE B. Protocolos.
Geles de agarosa

Para las separaciones eleciroforéticas de DNA se utilizaron geles de agaresa al 1% en TBE 0.5% vy se
aplicod una diferencia de potencial entre 60 v 120V hasta obtener unz migracién adecuada de ios colorantes.
Como marcadores de peso molecular se utilizé DNA del fago A digerido con la enzima de restriccion Pst /,
gque produce fragmentos de peso molecular conocide.

Purificacion del fragmento de cONA de CLAT.

Se utiiiz6 una clona de ¢cDNA compieta {F23) en Bluescript KS(+), con el fin de purificar ef fragmento
elegido para la cionacion en ei vector de expresion. Esta clona fue digerida con las enzimas Sspl/EcoR|
para obtener un fragmento de 2030ph, que va desde muy cerca del inicio del supuesto péptido de transito 2
cloroplasto hasta el final del cDNA de CLAT. Se purificd este fragmento a partir de un gel de agarosa,
posteriormente a fa separacion electroforética, se corté ia banda delf gel correspondiente, se separo la
agarosa con fenol, se exirajo con agua el DNA v se hizo precipitar con acetato de amoniofetanol. Mientras
tanto, el vector fue digerido primero con Sma |, se extrajo con fenol, se precipitd con etanol y acetato de
amonic, se digirid con Eco RI, finalmente, se trai6 con fosfatasa alcalina, se inactivd la fosfatasa con EDTA
y calor (70C)durante cinco minutos tras to cual se purificd nuevamente por extraccion y precipitacion.

Digestiones

El DNA (hasta 1mg} se colocd en 10 pl de una solucidén iampdn correspondienie a cada una de las
enzimas de restriccidn que se utiiizaron, se agregd una unidad de enzime para cacda mg de DNA a digerir y
s¢ incubd a 37°C durante una hora hasta que la digestion estuviera a iérmino.

Transformacién

Para realizar las transformaciones de diversas cepas de E.colr se prepararon las celulas competentes
siguiendo un protocolo en el gue se utiliza clorurc de calcio 0.1M para volver permeable la parad celular. Ya
preparadas las células compelentes se agregaron aproximadamente 10ng del plasmido incubando en hielo
duranie 30 minutos {uiilizando concentraciones mayores de plésmido no se obtuvieron transformantes},
Posteriormente se did un chogue térmico a 42°C durante 40 segundos, se incubd dos minutos mas en hielo,
se agregd medio de cultivo LB y se incubé a 37°C una hora para permilir ia teCuperacion. Se disiribuyeron
100mi del cultivo en una caja Petri con medio LB soélido y el antibidtico de seleccion, se incubaron a 37°C
durante toda la noche.

Clonacion de CLAT en un vector de expresién.

Parz sobreexpresar una proteina se han construido plasmidos gue funcionan come vectores de expresion,

permitiendo 1z sintesis de péptidos extrafios en E.cofi, comio fusiones con el C-terminal de una glutation S-
transferasa {GST} de 26KDa codificada por Schistosoma japonicum. En este trabaje, se pensd utilizar uno
de eslos plasmidos, el pGEX3 (Smith andJohnson, 1988). Se mezcié el fragmenio de DNA correspondienie
a CLAT y el vector ya preparado para la reaccion de ligacién como se describe en la purificacién de DNA,
se agregd DNA ligasa y se incubaran las reacciones durante una noche a 4°C.
Para seleccionar las clonas conieniendo al piésmido con el inserio, se realiz6 hibridacidn en colonia. En
esta melodologia, se utiliza como sonda radiactiva el fragmento de Eco Rl de una clona de ¢DNA de CLA?Y
(la clona 21 en pKS{+), gue contiene 2.1 Kb de cDNA de CLAT ). Se purtficd DNA de algunas colonias que
hibridaron y se digin con BamBl/EcoR}. Al analizar mediante una separacicn electroforética cuales clonas
tenian realimente el fragmento de DNA con el tamafo esperado, se encontré gue efectivamente, las ¢lonas
aisladas contenian.el fragmento de 2030 pb insertado en el vecior de 5000pb.

Secuencia
La secuencia se realizd siguiendo el método de Sanger (Sanger et al., 1977) modificado por ia compafia
USB para la enzima Secuenasa 1. Se ulilizd para ello un oligonucledtido con la secuencia: 5

CAAGTATATAGCATGGCC gue se encuentra dentro det gen que codifica a la glutation-S transferasa, cerca
de su extremo 3.
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Gel de poliacrilamida

Las separaciones electroforéticas de proteinas se realizaron en geles discontinucs de poliacritamida al 8%,
10%, vy 12% . El tefiido de los geies se realizd siguiendo el método de Laemmii (Laemmii, 1870).
Los marcadores de peso molecutar (PM) que se utilizaron son: micsina (200,000Da), B- galactosidasa
{116,250Da), fosforilasa B (97,400Da), albdmina bovina (66,200Da), ovalbémina (45,000Da) y anhidrasa
carbénica (31,0000a).

—

-

Figura 13. Marcadores de peso molecular.

Extractos de proteinas totales a partir de cultivos de E.cofi. b4

Se hicieron cuitivos de fa cepa de E.coll y incubados toda la noche a2 37C con agitacién. A la mafiana
siguiente se diluyo 1:5 el mencionado cuitivo con medio LB, se incubdé 1h a 37C, tras Io cual se agregd
IPTG a una concentracion final de 2mM (condicién de induccion) v se se incubo a 37C durante des horas
mas. El cultivo se centrifugd vy ia pastiifa se resuspendié en 125ml de agua, se sonico dando pulsos de 30
seguncos hasta gue las muestras se volvian {ransparentes. £l lisado se centrifugd a 14000rpm en una
microfuga, la pastilla se resuspendio en 125ml de agua vy se agregd el mismo volumen de buffer de carga
{Laemmii, 1970) para depositar en cada pozo de un gel 20ml de la muestra.

Aisiamiento de proteinas de cioroplasto.

Se esterilizaron las hojas limpias con clorox al 10% frio, y se lavaron dos veces con agua destilada estéril.
Se homogenizd en licuadera dos veces por periodos de cinco segundos {para 95g de tejido 330ml de buffer
B. Se centrifugd10 minutos {para separar los nicleos). Se centrifugd el sobrenadante a 1020xg 15 minutos.
Los cloropiastos quedan en la pastilla y se resuspenden en TE.

Obtencién de tejido vegetat.

El tefido de Arabidopsis se obtiene sembrando semillas de el ecotipo RLD en medio de germinacién GM y

se cosecha a las edades de § dias (pléntulas), 12 dias (plantas juveniles) y 30 dies {plantas adultas)
cengelando inmediatamente con nitrdgeno liguido.

La extraccion de proleinas totales de iodas fes plantas y de Rhodobacter capsulatus se realizd
homogenizando en un buffer con fosfato de sodio 5mM pH 7 v 1.0% piv de poliviniipirrolidona. A 1mi de
tejido hecho polve se adicionan 300 mi de buffer para centrifugarie a 7000 durante 10 min.

Las proteinas se cuantifican utiiizando el método descrito por Bradford en 1676.

Cultive de levaduras.

Se hace un cultivo de toda la noche de Saccharomyces en YPD, se centrifuga cinco minustos a 10000
rpm. Se resuspende en 25 ml de buffer A Se agrega buffer de carga {Laemmli, 1870). Se hierve cinco
minutos. Se centrifuga a 14008 rpom/40 min en el cuarto frio.

Obtencién y purificacion dei producto de traduccion de CLAT.

Inicialmente se penso utifizar para la sobreproduccién de CLA1 el vector pGEX-1, donde la proteina CLAY
quedaba en fase con la proteina GST y se podria purificar por afinidad con glutation. Al secuenciar nos
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dimos cuenta de que el vector que se nos habia faciliado como pGEX-1, en realidad era e! pGEX-3. Al
desfesarse CLA1 ocurrid o siguiente: a 60 aminodcidos del sitio de clonacidn se traslaparon un codén de
termino en la fase de lectura 1, con un codon de inicio en la fase de lectura 3 como se muestra en la figura
14.

C
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| | S | 1 | 11
Fase‘i T 17717 1 TT1 I''T TTH T T 77 L] I
FaSGQ T I T 1 T ] T TT T T T T TT
Fase 3 |

fase 3 de CLAT

B e, .

GST| ATTATT..fase1de CLAT.. CAATCC ACATGA
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Figura 14 A. Marcos de lectura abierios 1 y 3 del gen CLAT a partir de! sitio de corle por ia
enzima Ssp |, Las rayas verticales sobre la horizontal representa codones de inicio de la traduccién,
las que se encuentran hacia abajo representan codones de término de la traduccicn. B. Esquema
donde se muestra el traslape de los codones de érmuno {TGA) & inicio de la traduccion (ATG) de las
feses de lectura uno y tres respectivamente del gen CLAT en el piasmido pCLAZ8. C. Gel donde se
separaron exiractos proiéicos de : Carril 1. Cultivo de E.coli dH5a incubade por dos horas con IPTG
-.Carril 2.Clona CLAZ28 incubada 2 horas con IPTG.

Este arreglo de los codones de término e inicio de la traduccion se ha reportado en regiones gendmicas
como la siguiente: El codén de terminacion del gen D del bacteriofago jX174 coincide por un nucledtico con
el coddn de inicio del gen J (Barrel ef &l , 1976). Recientemente se han descrito ofros casos de genes
trasiapados, como es el de una proteina para la produccion de un pigmento café-rojizo en Streptomyces
griseus, donde el codén de término del gen rppA y el de inicio de rppB se iraslapan, generéndose una
proteina lipo chalconz sintesa y otra similar a una proteina de 33KDa de adenovirus (Ueda ef al., 1995).A}
enalizar los extractos protéicos totales de la clona CLA 28 en un gel desnaturalizante de poliacrilamida que
se muestra en la figura 14 se observd gue se oblenian dos profeinas sobreproducidas al inducir con IPTG;
una correspondienie a GST mas el pequefic fragmento codificado en el segmento de ADN anterior 2l codon
de termine y otra de 67KDa correspondiente a CLA1 a partir del ATG de la fase ires que se muestra en la
figura 14

Cortes con sulfato de amonio.

En esta técnica se agregd sulfato de amonio poco a poco y con agilecion a diferentes porcentajes de
safuracion para gprecipitar las proteinas, después se centrifugd a 14000 rpm en una microfuga para
recuperarias y la pastilla se resuspendié en agua.

Dialisis.

Después de realizar los cortes con sulfato de amonio, 0 en cuaiquier ocasion que se necesitara separar las
preteinas de clertas sales, se virtid la solucién salina en una bolsa de diglisis v se colocd en una cantidad
100 veces superior en volimen de una solucidn de tris 30mM, PMSF 1mM, EDTA 1mM, B- mercaptoetanol
0.04%, se agitd a 4°C durante una hora y se cambi6 la solucion. Se recuperd el liguido de interés con una
jeringa.
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Purificacion de la proteina a partir de un gel

Una vez realizada una separacion electroforética de ja mezela de proteinas, se buscod la banda del peso
adecuado y se recorté con una navaja.

Electroelucién

Para eluir la proteina del gel, se incubo el trozo de gel con la muestra durante una noche con Buffer Tris-
Glicina 0.1X, SD8 2.5%. Dentro de la celda se colocd la muestra cubriendo con buffer Tris Glicina 0.1X y
fuera, en la camara se virtid buffer tris-glicina 1X. Se conecid a una fuente de poder donde se le aplicd IW
durante aproximadamente dos horas (hasla que tode el colorante migra concentrandose). Se succionz la
muesira con una jeringa.

Inoculacion de un conejo para la obtencidon de anticuerpos.

Se realizd un sangrado de 10ml antes de inocular el conejo. Esta sangre se reposd dos horas a
temperatura ambiente y toda la noche a cuatro grados, se centrifugd y se recuperd el sobrenadante para
utitizar ese suero preinmune como control.

Se mezcld la proteina en la solucion con un volimen igual de adyuvanie compieto de Freund y una vez
formada una emulsion se inyecté una conefa Nueva Zelanda en cuatro puntos de su cuerpo cercanas a los
canglics.

Se inocuib el conejo tres veces con aproximadamente 200 pl de proteina, se sangro 10 dias después de la
ditima inyeccion. Se trat¢ el suéro y se precipitaron los anticuerpes con sulfato de amonio, que a su vez se
purificaron por inmunoadsorcién. Como segundos anticuerpos se utilizaron anticuerpos anti lgg de conejo
acoplados a fosfatasa alcaiina. Las inoculaciones se dieron cada 15 dias. Se sacaron 4ml de sangre en la
primera ocasion, el mismo dia de ia tercera inoculacién y se dio otra sangria de 10 ml 10 dias después. Se
precipitaron los anticuerpos con sulfato de amonic v se almacenaron & 4C.

Purificacién de los anticuerpos.

Se separaron en un gel las proteinas totales de la clona CLAZS, se transfieren a una membrana de
nitrocelulosa y se tifien con colorante Ponceau parz localizar la proleina CLAT, se corld esa seccidn de ia
membrana y se destiiid con agua, se bloqued con una solucion de leche descremada al 5% en TBST, se
incubé con una solucion conteniendo la mezcla de anticuerpos en TBST durante una noche, se recuperd el
anticuerpo incubando durante cuatro minutos en la solucian tampdn acida |, se neutralizéd con una solucion
de Tris 1M a la cual no se le gjustd el pH, se completd 2 un volimen de 10mi con TBS y se utilizd para
experimentos tipo Western,

Ensayo tipo Western

Primero se hizo una separacidn electroforética de la mezcla protéica, una vez terminada, se fransfins a
una membrana de nitrocelulosa dentro de una camara de transferencia, con buffer Towbin, aplicando una
corriente de 460mA durante tres horas a 4°C con agitacién. Se incub6 durante una hora en una solucién de
leche en TBST para bloguear, con agitacidn. Se incubd una hora con la solucion del primer anticuerpo en
TBST. Se incubé 1/2 hora con anti igG de conejo también diluido en TBST.

Se lavd dos veces durante § minutos con solucion de TBST.Se revelo con una solucidn recién preparada en
huffer AP, NBT y BCin.
Se probaron diluciones desde 1/500 hasta 1/16000, con el suerc preinmune, no hubo reaccién alguna.
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