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I. RESUMEN

clb5-1 es una mutante albina de Arabidopsis thaliana que presenta alteraciones importantes en
el desarrollo y la estructura de sus cloroplastos. El analisis estructural y molecular de la
mutante ha demostrado que sus cloroplastos se encuentran arrestados en un estadio temprano
de desarrollo y que el gen afectado actiia de manera auténoma celular (Gutirérrez-Nava, et al.,
2004). En el presente trabajo se abord6 la caracterizacién de la mutante c¢/b5-1, demostrado que
esta mutante presenta un mejor desarrollo de hojas cuando es crecida en condiciones de luz
que no causan dafio fotooxidativo (1.5 umol-m™>s™). Por su parte, tanto en condiciones de alta
iluminacién (230 pmol'-m*s™), que afectan el desarrollo de hojas, como en baja intensidad
luminosa, la rafz primaria de la mutante no presenta alteraciones en su estfuctura y crecimiento,
sin embargo, en condiciones de baja iluminacién, la produccién de raices laterales es

notablemente mayor al de la planta de tipo silvestre.

El mapeo genético del gen CLBS5 ha permitido ubicarlo en una regién de 30 Kb del cromosoma
3 de Arabidospsis thaliana. En este trabajo, se presentan los resultados de anélisis moleculares
y genéticos, de algunos de los genes contenidos en dicha regién gendmica, que se han seguido

con la intencién de identificar el gen afectado en la mutante.



IL. INTRODUCCION

2.1 Arabidopsis thaliana, planta modelo en biologia vegetal

La mutante c/b5-1, objeto de estudio del presente trabajo, es una mutante albina de Arabidopsis
thaliana que presenta alteraciones importantes en el desarrollo y la estructura de sus cloroplastos
(Gutiérrez-Nava, et al., 2004). Por lo tanto, que resulta conveniente comprender primero quien es
Arabidopsis thaliana y cual es su importancia en el drea de la ciencia de la biologia vegetal.

Arabidopsis thaliana es una planta dicotiledénea de la familia Brassicdcea, ampliamente usada
como organismo modelo en biologia , que ha sido adoptada como modelo para el estudio de la
biologia vegetal debido a las ventajas que presenta para la investigacion, entre ellas se incluyen las
siguientes caracteristicas:

* Ser una planta de tamafio pequefio, que puede ser crecida en invernadero o en cdmaras de i
crecimiento, que se autofecunda y posee un ciclo de vida corto.
* Arabidopsis posee uno de los genomas mds pequefios entre las plantas superiores, el cual
estd distribuido en 5 cromosomas y mide al rededor de 125 Mb. Se estima que contiene al
rededor de 30 000 genes y que se puede encontrar un gen por cada 2Kb.
* Arabidopsis puede ser transformada (genética y transitoriamente) y puede ser mutagenizada
por diferentes métodos, como quimicos (usando etil metano sulfonato o EMS), por radiacion
(como “Fast Neutron”), por el uso de elementos transponibles (Ds) y en especial por |
insercién utilizando el T-DNA de Agrobacterium tumefaciens . 1
* Para ésta planta se cuenta con varios recursos genémicos, entre ellos la secuencia completa
de su genoma, la cual se tiene desde el afio 2000. Existen colecciones de mutantes por
insercién (T-DNA) cercanas a la saturacion. Se han elaborado arreglos genémico que
contienen todo el transcriptoma y se encuentran disponibles mds de 50 000 marcadores
moleculares. Existen también bases de datos de secuencias de expresion (EST’s),
bibliotecas de DNA complementario (¢cDNA), y otros bancos de mutantes en diferentes
Instituciones tanto piiblicas como privadas.

* Ladisponibilidad de informaci6n almacenada en diferentes bases de datos como TAIR (The

Arabdiopsis Information Resource, www. Arabidopsis.org), SALK (Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory, http://signal.salk.edw/ ) y LEHLE SEEDS (Source for everythin

Arabidopsis, www.arabidopsis.com)




Por todo lo anterior es notable el papel que ésta especie ha jugado en estudios de biologia vegetal,
siendo también un buen sistema para abordar problemas fundamentales de estructura y funcion
comun a otros los eucariontes (Meinke, et al., 1998; Koornneef y Scheres, 2001; Alonso et al.,
2003; Zhang, et al., 2004).

2.2 Generalidades del desarrollo de Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta perteneciente a la familia Brassicacea o Crusiferacea, que
presenta una amplia distribucién en Europa, Asia y América del Norte. Esta angiosperma es una
planta pequefia cuyo ciclo de vida toma de 6 a 8 semanas dependiendo del ecotipo y de las
condiciones de crecimiento. Sus semillas, que miden alrededor de 0.5 mm, germinan ficilmente
después de pasar por un tratamiento de frio (4°C), el cual rompe la dormancia (Meinke, et al., 1998;
Koornneef y Scheres, 2001). Tanto el brote primario como la raiz primaria se producen a partir de
los meristemos apicales del brote y de la raiz, SAM y RAM respectivamente (por su siglas en
inglés), los cuales se establecen durante la embriogénesis (Van den Berg, et al.,1998; Nelissen,
2003).

Las plantulas presentan un par de cotiledones en posicién opuesta, que al formarse durante la
embriogénesis no derivan del SAM, sin embargo presentan tanto una estructura como diferenciacion
celular similar a la de hojas verdaderas, excepto por que no presentan tricomas. El primer par de
hojas verdaderas tienen tricomas en la parte adaxial junto con las hojas subsecuentes que forman
roseta, la cual llega a medir de 2 al0 cm de ancho, tienen tricomas en ambos lados (Van den Berg, et
al.,1998; Nelissen, 2003). La hoja de Arabidopsis presenta la simetria tipica de las angiospermas,
con tres ejes: el proximo-distal, el centro-lateral y el adaxial-abaxial (Leyser y Day, 2003)
(Fig.1AyB). La estructura de la hoja comprende cinco capas celulares: la epidermis adaxial, el
meséfilo de empalizada (células columnares caracteristicas), el tejido vascular, el meséfilo esponjoso
(células isodiamétricas) y la epidermis abaxial (Fig.1B). Se estima que la hoja consiste de 10

diferentes tipos celulares cuya coordinacién en division y desarrollo llevan a la formacion

“correcta” del 6rgano. (Pyke y Lopez-Juez, 1999).

Figural. A) Planta Arabidospsis de tipo
silvestre: hojas verdaderas que muestran
tricomas, su patrén proximo distal (<) y
su patr6n centro-lateral (<) (modificado &
Guriérrez-Nava, 2201). B) corte transversal
de hoja: epidermis adaxial (ea), meséfilo &

" empalizada (mem), meséfilo esponjoso
(mes), tejido vascular (tv) y epidermis
abaxial (eb) (Modificado de Pyke y Lopez-
Juez, 1999)



Con el estudio genético, estructural y fisiolégico en plantas de tipo silvestre, mutantes y lineas
transgénicas, se han identificado genes como ASIMETRIC LEAVES 1 (ASI), PHABULOSA
(PHAB), FILAMENTOUS FLOWER (FIL) y YABBY (YAB), entre otros, involucrados en el
desarrollo de la hoja, particularmente en su iniciacién, simetria y crecimiento (Pyke y Lopez-Juez,
1999; Leyser y Day, 2003; Nelissen, 2003); también se han realizado varios estudios donde se
demuestra que el desarrollo de la hoja estd regulado por factores como luz, hormonas, azicares y el
desarrollo de los cloroplastos (Pyke y Lopez-Juez, 1999; Weston, et al., 2000; Leyser y Day, 2003)

En Arabidopsis, el tallo elongado, que se conoce como escapo floral, produce una inflorescencia
apical indeterminada . A partir de los yemas que se presentan en las hojas caulinas del escapo se
generan otras inflorescencias. Arabidopsis tiene una flor tipica de cruciferas, la cual mide alrededor
de 2 mm y presenta cuatro verticilios de 6rganos florales: sépalos, pétalos, estambres y carpelos.
Los primordios florales aparecen a las 2 semanas después de haber germinado y la fertilizacién
tiene lugar a las 3 semanas, y una vez que se producen la silicuas (frutos en forma de vaina) el
desarrollo de la semilla se toma de 2 a 3 semanas (Koornneef y Scheres, 2001) (Fig.2A y C).

El sistema radical de Arabidopsis se compone de la raiz primaria, la cual tiene un origen embrionario
y de raices laterales, que se originan de manera potsembrionaria (Fig. 2B). La raiz primaria de
Arabidopsis presenta una estructura simple, formada por varios tejidos dispuestos de manera radial,
siendo la capa de células epidérmicas la mds externa, seguida de los tejidos corticales y
endodermales que rodean al tejido vascular el cual se sitia en el centro de la raiz (Fig. 2D). Los
tipos celulares antes mencionados se forman a partir de sus respectivas células iniciales que se
encuentran en el meristemo apical de la raiz (RAM) (Fig. 2E) (Casimiro, et al., 2003; Malamy y
Benfey, 1997ay b; Van den Berg, et al.,1998). Las raices laterales son estructuralmente parecidas a
la raiz primaria, presentando las mismas capas celulares en la misma disposicion e incluyendo un
meristemo apical; las raices laterales son por si mismas capaces de producir nuevas raices laterales,
lo que permite la ramificacién de la raiz y el eventual desarrollo de un sistema radical complejo
(Casimiro, et al., 2003; Reed, et al.,1998; Van den Berg, er al.,1998; Malamy y Benfey, 1997a y b;
Celeza, et al., 1995)

Las raices laterales se generan a partir de células del periciclo (células fundadoras) adyacentes a los
polos protoxileméticos. Cabe mencionar que atn cuando la mayoria de las células del periciclo
contindan su proliferacion, no todas llegan a ser células fundadoras, permaneciendo quiescentes y
manteniendo la integridad de la raiz parental (Dubrovsky, et al.,2000; Dubrovsky, 2002). De ésta
manera una c€lula fundadora, que no requiere desdiferenciarse, da lugar a un primordio de raiz
lateral (PRL) mediante una serie de divisiones celulares, anticlinales y periclinales, y de la expansi6n



celular, que llevan a la formacién de una estructura ordenada compuesta de diferentes capas
celulares, las cuales son andlogas a las presentes en la raiz primaria. Las células en el primordio se
diferencian y se elongan, causando que la estructura emerja a través de la epidermis de la raiz
primaria, momento en que se le denomina raiz lateral (RL); poco después de haber emergido en la
raiz lateral se puede ver mas claramente en su extremo apical el establecimiento de una estructura
cuya organizacion se relaciona con la estructura del RAM (Malamy y Benfey, 1997a y b) (Fig.2F).

Figura 2. A) Arabidopsis thaliana en
etapa reproductiva: hoja de roseta
(hr),escapo (es), hojas caulinathc) |,
inflorescencia (if) y silicua (si)
(modificado de K. Sutliff en Meinke,
1998). B) Arabidospsis thaliana a los
10 dias de haber germinado: brote (BR),
raiz primaria (R) y raiz lateral (RL). C)
Flor de Arabidopsis que muestra las
estructuras florales de sépalos (s),
pétalos (p), estambres (e) y carpelo (c)
(modificada de Bowman, 2001). D)
Mesitemo apical de la rmaiz &
Arabidospsis : columela lateral (cl),
epidérmis (ep), cortex (c), endodérmis
(en), cilindro vascular o estele (es),
centro quiascente (QC) y columela (co)
en dénde se pueden los grdnulos de
almidén (modificado de en Scheres, et
al., 2002). E) corte transversal de raiz
primaria:protoxilema (px), protofloema
(pp), periciclo (p), endodérmis (e),
epidermis , cortex (c) y epidermis (ep)
(modificado de Scheres, et al., 19957
en Scheres, et al., 2002 ). F) una
seccion de la raiz primaria d
Arabidopsis: raiz lateral (RL), periciclo
(P), endodérmis (E), cértex (C) y
epidermis (EP), el asterisco indica el
polo protoxilematico (modificado
Casimiro, 2001)

El mecanismo por el cual se inicia la formacién de una RL atin se desconoce (Dubrovsky, 2002), sin
embargo gracias al estudio genético, estructural y fisiolégico de plantas de tipo silvestre, como
Columbia (Col) y Landsberg erecta (Ler), mutantes como (alf4, alf3, tir, hbt y shr entre otras) y
lineas transgénicas (como uidA y Ccyclin Bl;1-Gus), se ha demostrado que en la produccién de

raices laterales tienen un papel importante la presencia de auxinas, el transporte de éstas, el estado



nutricional de la planta y la concentracién de sacarosa en el medio de cultivo; también se propone
que el patrén de formacién tanto de la raiz primaria como de las raices laterales puede estar regulado
por un conjunto similar de genes (Celeza, et al., 1995; Malamy, y Benfey,1997b; Van den Berg, et
al.,1998; Dubrovsky, et al.,2000; Casimiro, et al.,2001; Malamy y Ryan, 2001; Dubrovsky, 2002;
Casimiro, et al., 2003).

Factores tales como luz y aziicares, entre otros, pueden promover el desarrollo de raices adventicias
en el brote primario. Se ha encontrado que en Arabidospsis estos 6rganos, cuya estructura es
idéntica a la de la raiz primaria, inician su desarrollo en el hipocétilo a partir de células del periciclo
de manera similar a como lo hacen las raices laterales (Takahashi, et al., 2003).

2.3 Los plastidos

Como se ha mencionado en parrafos anteriores la mutante ¢/b5-1 presenta alteraciones importantes

en el desarrollo y la estructura de sus cloroplastos. Los cloroplastos son un tipo particular de
pléstidos.

Los plastidos son un grupo escencial de organelos semiauténomos (que tienen genoma propio) que
se encuentran presentes en las células vegetales (Fig. 3). Todos los plastidos se derivan de plastidos
pequefios e indiferenciados denominados propladstidos (con 0.2 a lum de didmetro) que se
encuentran en las células meristematicas (de 10 a 20 por célula) los cuales, durante la diferenciacién
celular, se desarrollan y diferencian en distintos tipos funcionales, mediante programas de expresion
génica especificos (Bauer, et al. 2001; Buchanan ez al., 2000; Pyke, 1999; Mullet, 1988). Las
diferentes formas de pléstidos se caracterizan por su funcion 6rgano-especifica o tejido-especifica, y
se clasifican segin su funcidon o con base en caracteristicas particulares. Asi podemos tener dos
grandes grupos, los cromoplastos y los leucoplastos. Dentro del grupo de los cromoplastos se
encuentran los pldstidos que acumulan pigmentos, que generalmente se encuentran en células de
6rganos florales o de frutos; en particular a los cromoplastos que acumulan clorofila y en los que se
lleva a cabo la fotosintesis se les llama cloroplastos. Como leucoplastos se denominan a los
plastidos que no acumulan pigmentos, y se les nombra segiin las moléculas que almacenan, como el
almidén (amiloplastos), lipidos (elaioplastos) y proteinas (proteinoplastos). También podemos
mencionar a los gerontoplastos, que son cloroplastos senescentes, y a los etioplastos, que son
plastidos que se encuentran en tejidos no expuestos a la luz o que que se forma a partir de la
desdiferenciacién de un cloroplasto por la ausencia de luz (Bauer, et al, 2001; Yu y Li
2001;.Buchanan et al.,2000 ; Cronquist, 1997) (Fig. 3).
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Los estudios sobre el control molecular de la diferenciacién plastidica en la planta Arabidopsis se
han enfocado principalmente en la transicién plastido-cloroplasto en el desarrollo de hoja. Sin
embargo, los plastidos sufren otros procesos de diferenciacion dependiente del tipo celular en que el
plastido reside. También hay cabida para inter conversién entre los diferentes tipos de plastidos, un
ejemplo claro es el paso de cloroplasto (que es un cromoplasto) a un leucoplasto en el desarrollo
del pétalo (Pyke y Page, 1998) (Fig.3).

Etioplasto
; Gerontoplasto

Figura 3. Esquema que muestra los diferentes tipos de pldstidos que se pueden encontrar en células
vegetales y las rutas de interconversion posibles. El asterisco indica formas intermediarias de pldstidos
(imagen modifica de Buchanan et al., 2000).

Los plastidos mas complejos y mejor estudiados son los cloroplastos, debido en gran parte a su
importancia funcional, ya que en ellos se lleva a cabo el proceso de fotosintesis, asi como varias vias
metabdlicas esenciales para la planta, que incluyen la biosintesis de carbohidratos, lipidos y dcidos
grasos, y el metabolismo de aminoéacidos (Pyke, 1999; Buchanan et al.,2000). La estructura
compleja del cloroplasto refleja sus diversas funciones. En plantas superiores los cloroplastos son
estructuras altamente organizadas, de forma elipsoidal o lenticular (4 a 6 um de didmetro) cuyo
nimero varia dependiendo del tipo celular y estado de desarrollo del 6rgano. Arabidopsis thaliana,
por ejemplo, presenta més de 100 plastidos en cada una de las células de mesdfilo. Los cloroplastos
se encuentran delimitados por un sistema de doble membrana (membrana interna y membrana
externa); el sistema membranal interno, conocido como membrana tilacoidea, la cual presenta
regiones organizadas en conjuntos de "sacos” apilados, denominado tilacoide grana, y regiones sin




apilar expuestas al medio fluido (estroma) que se denomina tilacoide estromal. Las membranas del
tilacoide estdn todas interconectadas delimitando un espacio interno conocido como lumen
(Buchanan et al.,2000; Bauer et al., 2001) (Fig.4).

2.4 La biogénesis del cloroplasto

Al proceso por el cual se desarrolla el cloroplasto a partir del proplastido se le denomina
“biogénesis del cloroplasto”. Este proceso involucra un programa especifico de expresion génica,
considerado como el mayor evento subcelular que se presenta durante la fotomorfogénesis. Los
eventos regulatorios que dan lugar a cambios estructurales (aumento de volumen y de expansion de
la membrana) y funcionales (fotosintesis) del organelo, involucran tanto la expresion de genes
controlada por luz como el transporte y ensamblaje de una gran cantidad de proteinas, que en su
mayoria estin codificadas en el genoma nuclear (entre 2500 a 3000 proteinas), sintetizadas como
precursores en el citosol y transportadas al cloroplasto gracias a la presencia de un péptido de
transito en su extremo amino terminal. Este péptido de transito es reconocido y modificado por los
complejos de traslocacion proteica de la membrana externa 6 Toc (translocon at the outer envelope
membrane of chloroplast) y de la membrana interna 6 Tic (translocon at the inner envelope
membrane of chloroplast) del organelo (Bisanz, et al., 2003; Bauer, et al., 2001; Reiter, et al.,1994).

Los cloroplastos (al igual que todos los plastidos) presentan un genoma auténomo, que codifica
alrededor de 100 proteinas, mientras que en el genoma nuclear residen la mayoria de los genes que
se requieren para la funcion y mantenimiento de este organelo. Dada la separacién fisica de la
informacién genética requerida para el desarrollo y funcién de los plastidos se ha demostrado que
se requiere de una expresion coordinada de ambos genomas (Bisanz, et al., 2003; Mayfield y
Taylor, 1987). Esta coordinacion se encuentra influenciada por diferentes tipos de sefiales externas,
principalmente la luz, y de sefiales del estado metabdlico y del desarrollo del plastido. Estas sefiales
a su vez son necesarias para el metabolismo, el desarrollo y la diferenciacién celular vy,
consecuentemente, para la morfogénesis de la hoja y posiblemente de otros 6rganos (Mullet 1988;
Leén et al.,1998; Aluru et al., 2001; Bauer et al., 2001; Motohashi, et al.,2001; Surpin et al., 2002;
Larkin et al., 2003; Babychuk, et al.,2003).

Hasta el momento se sabe poco sobre los mecanismos que controlan la biogénesis de cloroplasto.
Se ha encontrado que en la regulacién de la transcripcion del genoma cloropldstico se encuentran
involucradas dos diferentes RNA polimerasas: una codificada en el nicleo (Nuclear Encoded
Polimerase, NEP), la cual transcribe los genes que codifican para proteinas plastidicas y otra
codificada en el cloroplasto (Plastid Encoded Polimerase, PEP), que se encarga de transcribir los



genes fotosintéticos y no fotosintéticos. La actividad de ambas enzimas varia de acuerdo al estado de
desarrollo del cloroplasto y en respuesta a diferentes sefiales (Krupinska y Falk, 1994; Gutiérrez-
Nava, 2001).

Figura 4. Biogénesis del cloroplasto, donde se puede observar la maduracion del complejo membranal interno o
tilacoide. El asterisco indica estadios intermedios del desarrollo del cloroplasto. En la foto de microscopia
electronica 'y en el dibujo se pueden apreciar la membrana externa (me), la membrana interna (mi), la membrana
tilacoidea granal (tg), la membrana tilacoidea estromal (t¢) y el estroma (es) del cloroplasto (Modificado de
Vothknecht y Westhoff. 2001).

Por otro lado, distintas vias de sefializacion de plastido-niicleo se han propuesto con base en
estudios fisiologicos, genéticos y moleculares (Larkin, et al., 2003). Una de ellas es la conocida
como “sefializacion anterégrada”, en la que se postula que existen genes nucleares que regulan la
expresion de genes cloropldsticos y por lo tanto controlan el desarrollo de este organelo; entre los
genes involucrados en esta sefializacién se encuentran los que codifican para proteinas que regulan
la transcripcidn y regulacién de genes plastidicos, como es el caso del gen de Ribulosa bifosfato
carboxilasa (Rubisco) (Aluru y Rodermel, 2004) (Fig.5).

Gracias al estudio de plantas que presentan afectacién en el desarrollo del cloroplasto, ya sean
plantas de tipo silvestre tratadas con norfluorazén (un herbicida que causa la acumulacién de
fitoeno y la fotooxidacion del aparato fotosintético) o mutantes con alteraciones de pigmentacién, se



ha evidenciado que que existe una conexién entre la integridad del cloroplasto y la regulacién de
genes nucleares (Bisanz, et al., 2003; Bauer, et al, 2001). Asi se ha postulado la via de
“sefializacion retrégrada”, donde estarian implicadas sefiales quimicas procedentes del cloroplasto
(a lo que se le ha llamado “el factor plastidico™) por medio de dos vias de sefializacién, una mediada
por tetrapirroles y otra mediada a través de sefializacién por 6xido-reduccién (Surpin er al., 2002)
(Fig.5).

“sefializacion retrograda”

“sefializacion anterégrada”

Figura 5. Respresentacién esquemdtica de la interaccion niicleo-cloroplasto. La sintesis de proteinas
codificadas por el genoma plastidico o plastoma (p-DNA) esta regulada por factores codificados por el niicleo,
sefializacién anterégrada. Al mismo tiempo el cloroplasto envia sefiales al niicleo respecto a su estado
metabdlico y de desarrollo, sefializacion retrégrada, que influyen sobre la expresién de genes nucleares. Esta
figura se basa en el esquema de Rochaix, 1996 en Vothknecht y Westhoff. 2001.

2.5 Mutantes de Arabidopsis con alteraciones en la biogénesis del cloroplasto

Una de las estrategias mds exitosas seguidas para abordar el estudio del desarrollo del cloroplasto
es el aislamiento y caracterizacion de mutantes con alteraciones en pigmentacion, que es una manera
sensitiva de monitorear la funcién plastidica por que el fenotipo es de ficil registro ( Bisanz, et al.,
2003). Entre ellas destacan las reticuladas como chlorophyll a/b-binding [CAB] protein
underexpressed 1 (cuel) (Streatfield, et al., 1999), las variegadas como immutans (im) (Aluru, et al.,
2001), las verde palido como pale cress (pac) (Reiter, et al.,1994) y albino or pale green mutant 1
(apgl) (Motohashi, et al.,2003), 1as amarillas como differentiation and greening [DAG J-like [DAL]
I mutant (dall-2) (Bisanz, et al.,2003) y jovtenky (jov) (Babiychuk, et al., 2003) y varias mutantes
con fenotipo albino (que es producto de una pérdida severa de pigmentos fotosintéticos), de las que
algunas se ha identificado el gen mutado y se ha podido descifrar su funcién (Tabla 1), gracias a la
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caracterizacion de las mutantes y la clonacién del respectivo gen (“forward genetics”) y del
establecimiento de la funcién (alterada en la mutante) de la proteina codificada por el gen en
cuestion.

Tabla 1. Algunas mutantes albinas en las cuales se ha identificado el gen mutado y su funcién.

g es una proteina Larkin, ef al., 2003
Sefializacién (genomes uncupled) plastidica que participa
en la sefializacion
plastido-nticleo
alb3 ALB3  Proteina de mambrana  Sundberg, ef al., 1997
Transporte (albino 3) cloropléstica, via SRP'  Moore, e al., 2000
apg2 APG2 Componente del sistema Motohashi, ef al.,
(albino and pale green) de transporte de 2001
proteinas a cloroplasto
dependiente de ApH
ppi2 TOC159 GTPasa componente Bauer, ef al., 2000
(plastid protein import) del TOC?
clal-1 CLAI Enzima DXS’delavia Mandel, et al., 1996
Metabolismo  (cloroplastos alterados) MEP* Estévez, et al., 2000
clb4 ISPG Enzima HDS®delavia Gutiérrez-Nava, et al.,
(chloroplast biogenesis) MEP* 2004
clb6 ISPH Enzima HDR® dela via Guevara-Garcia, et
(chloroplast biogenesis) MEP* al.,2005

1. Via particula reconocedora de la sefial [signal recognition particle] (SRP)

1. Complejo de traslocacidn protéica de la membrana externa del cloroplasto (transiocon at the guter envelope
membrane of chloroplast)

1-deoxi-D-xilulosa-5 fosfato sintasa

Via del Metil Eritrito! Fosfato (MEP) para la sintesis de isoprenoides

2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato reductasa

1-hidroxi-2-metil-butenil 4-fosfato reductasa

—_ e
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III. ANTECEDENTES

Con el objetivo de identificar nuevos genes nucleares involucrados en el desarrollo de cloroplasto
Gutiérrez-Nava, et al. (2004) realizar6 un escrutinio de mutantes de Arabidopsis thaliana que
presentaban alteraciones en el contenido de pigmentos fotosintéticos, del cual se aislaron 9 mutantes
con fenotipo albino a las que se les llamé chloroplast biogénesis (clb), éstas mutantes son letales en
estado homocigoto y genéticamente se comportan como recesivas. De dichas mutantes, una resulté
ser alélica a la mutante clal-1 previamente caracterizada (Mandel et al.,1996; Estévez et al., 2000),
las mutantes clb4-1 y clb6-1 estdn mutadas en los genes ISPG y ISPH, respectivamente, que
codifican para las enzimas HDS y HDR de la via MEP (Gutiérrez-Nava, et al., 2004 y Guevara-
Garcia, et al., 2005). Las demds mutantes c/b corresponden a genes no caracterizados, de las cuales
tres mostraron ser alelos de un mismo gen (clb5-1, clb5-2 y clb5-3). Las mutantes clb son letales en
estado homocigoto y genéticamente se comportan como recesivas (Fig.6).

- |Figura 6. Morfologia &
~las  mutantes  clb’s
.~ homdcigas (A-F) y de la
planta de tipo silvestre
(G) a los 21 dias de haber
germinad. Escala= 5 mm.
Ty Imagen modificada d
", Gutiérrez-Nava, 2001.

El andlisis del desarrollo de las mutantes c/b en condiciones de fotoperiodo con 120umol'-m?s™ de
luz, mostr6 que todas las mutantes clb presentan menos del 2% del contenido de clorofila que
presentan la planta de tipo silvestre y que las mutantes muestran alteraciones en su desarrollo en
comparacion al de las plantas de tipo silvestre. En general las mutantes c/b presentan fenotipos
anormales en la morfologia de la hoja, siendo la mutante clb5-1 (objeto de estudio del presente
trabajo) la que mostr6 el efecto mas severo, desarrollando cotiledones pequefios, con protuberancias
y encorvamiento tal que la parte adaxial del cotiledén toca el hipocétilo (Fig.6E). En clb5-1, las
primeras hojas verdaderas no presentan diferenciacion entre el peciolo y la ldmina foliar, y muestran
una morfologia radializada con proyecciones dactiliformes, que parecen perder el patrén
dorsoventral, y en las que aparentemente se pierde el tejido del mesdfilo siendo reemplazado por un
espacio vacio entre la epidermis y el tejido vascular. Una de la smutantes, la c/bl-1, mostré6 un
desarrollo menos afectado sin embargo no llegé a producir semillas. (Gutiérrez-Nava, 2001;
Gutiérrez-Nava, et al., 2004).
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El andlisis estructural por microscopia electrénica de los cloroplastos de las mutantes c/b mostr6
que, en comparacion con los cloroplastos de la planta de tipo silvestre, estos organelos se encuentran
arrestados en estadios tempranos de diferenciacion (Fig.7). Los plastidos de la mutante c/b5-1 son
los més afectados presentando estructuras vesiculares similares a las encontradas en proplastidos
(Fig.7F). Este estudio sugiere una correlacién entre la afectacion del desarrollo del cloroplasto y la
alteracion en el desarrollo de la hoja en la mutante c/b5-1, que no es fécil de establecer para las otras
mutantes clb. Dicha observacién proponia que éstas mutantes puedian estar afectadas en diferentes
vias requeridas para el desarrollo del cloroplasto y que tales vias pueden no tener igual importancia
en el desarrollo de la hoja (Gutiérrez-Nava, 2001; Gutiérrez-Nava, et al., 2004).

Figura 7. Examinacién por microscopia
electrénica de pldstidos hojas verdaderas de
~ plantas de 21 difas de edad de tipo silvestre
(A) y de mutantes homécigas clb’s (B-D).
Escala=1um. Imagen tomada de Gutiérrez-
Nava , et al., 2004.

Los embriones albinos de las mutantes c/b presentan una morfologia normal. El estudio detallado a
través de microscopia de fluorescencia de los embriones de éstas mutantes reveld que en las
mutantes clb4 y clb6 existe una acumulacién pequeiia de clorofila en la raiz embrionaria. Siendo mas
abundante cerca tejido micropilar, que es la unién entre el tejido materno y el embrién. Esta
restauracion parcial en la produccién de clorofila en el embrién ha llevado a sugerir que la planta
madre es capiz de complementar parcialmente la mutacién durante ésta etapa de desarrollo. Este
fenotipo que también se observa en la mutante clal-I, se ha denominado no auténomo celular. En
las otras mutantes clb, como es el caso de c/b5-1, no se encontré acumulacién de clorofila en
ninguna parte del embrién por lo tanto se ha propuesto que clb5-1 se comportra como una mutacién
auténoma celular (Gutiérmz-Nava, 2001; Gutiérrez-Nava, et al., 2004).

Con el propésito de descartar la posibilidad de que el fenotipo albino de las mutantes clb fuera
consecuencia de un dafio fotooxidativo de los cloroplastos, debido a que, tanto el aislamiento como
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el anlisis morfoldgico fue realizado bajo condiciones de alta luz (120gmol-m™>s™), las mutantes se
crecieron en condiciones de baja luz (Sumol-m™s™), encontrando que la baja iluminacién no revierte
el fenotipo albino y que su desarrollo semeja al de las plantas de tipo silvestre crecidas bajo las
mismas condiciones (Gutiérrez-Nava, et al., 2004).

Con el objetivo final de identificar los genes CLB se realiz6 el mapeo genético de las mutaciones
mediante la secuencias simples polimérficas (SSLPs) (Lukowitz, ef al., 2000). De ésta manera se
logré obtener un mapa genético aproximado para cada una de las mutaciones clb. En particular el
gen CLB5, objeto de interés del presente trabajo, se ubicé en el cromosoma III ligado al marcador
nga 172 (Gutierrez-Nava, et al., 2004).

Finalmente a través del estudio de la expresién de varios genes nucleares como el rRNA 168
(mrl65), el gen rpi21, que codifica para una proteina ribosomal plastidica, y la subunidad pequefia
de la Rubisco (RBCS), y de la expresi6n de genes cloropldsticos como una subunidad de la acetil-
CoA carboxilasa (accD) y el gen pshA que codifica para la proteina D1 del fotosistema II,
considerados como marcadores moleculares del estado de desarrollo y funcién del cloroplasto, se
encontr6 que la mutante c/b5-1 contiene niveles reducido de los transcritos de éstos genes,
apoyando la idea de que los plastidos en ésta mutante estdn severamente afectados y arrestados en
una etapa desarrollo temprano (Gutiérrez-Nava, 2001).

Con los resultados del estudio preliminar de las mutantes clb, se ha propuesto que cada mutacién
afecta genes que participan en diferentes etapas del proceso de desarrollo de cloroplasto, situando a
la mutante c/b5-1 al inicio de dicho proceso (Gutiérrez-Nava et al.,2004). Por lo tanto, la
caracterizacion més detalla de la mutante c/b5-1 puede proporcionar informacién valiosa sobre los
factores que estdn involucrados en los estadios tempranos del desarrollo de el cloroplasto, lo que
ademds puedan servir como base para el entendimiento de las vias que son requeridas para la
diferenciacién y el desarrollo éste organelo.
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IV. HIPOTESIS

El gen CLBS participa en etapas tempranas de la biogénesis de cloroplasto y podria afectar la
diferenciacién de otros tipos de plastidos.

V. OBJETIVOS

5.1 General

Estudiar la participacién del gen CLBS durante la biogénesis de diferentes plastidos.
5.2 Particulares

1. Analisis morfolégico de la mutante c/b5-1 en diferentes etapas de desarrollo y en diferentes
tejidos (hoja y raiz).

2. Identificacién y aislamiento del gen CLBS5
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material vegetal

En los diferentes experimentos de este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana de las
lineas silvestres: Landsberg erecta (Ler), C24 y Wassilewskija (WS); y de las lineas mutantes:
cloroplastos alteradosl-1 (clal-1), cuyo fondo genético es WS, chloroplast biogenesis6-1 (clb6-
1), chloroplast biogenesis5-1 (clb5-1), chloroplast biogenesis5-2 (clb5-2), de fondo genético Ler,
SALK_139854, SALK__096658 SAIL_215_C03, SAIL_652_HO07, SALK_041064, SAIL_294_C04,
SALK_ 073252, SALK 129163, SALK_104138, SALK_110145, SALK_004031 y SALK 116548,
con fondo genétido de 0 (Col-0). También se emplearon las lineas transgénicas: pFIL-GUS'y
PREV-GUS donadas amablemente por el Dr. John L. Bowman de la Universidad de California,
Davis, California, EUA.

6.2 Germinacién y crecimiento de las plantas

Para ser germinadas en medio de cultivo las semillas fueron esterilizadas en alcohol etilico al
100% por 1 min, hipoclorito se sodio al 1.8 % (v/v) por 7 min, y posteriormente enjuagadas con
agua estéril por 1 min (5 veces). Una vez sembradas en el medio de cultivo las semillas fueron
conservadas a 4°C durante 4 dias (para romper la dormancia) y posteriormente fueron colocadas
en condiciones de fotoperiodo 16 hrs luz: 8 hrs obscuridad (16:8) a una temperatura de 24°C. Las
condiciones de luz que se utilizaron en éste trabajo fueron de 230 ymol-m*s” (alta iluminacion,
alta luz o L), 16 pmol'm-2-s-1 (iluminacién media , media luz o ML) y 1.5 gmol-m-2-s-1 (baja

iluminacién, baja luz o BL).

En la distribucién de las semillas en medio de cultivo se probaron tres diferentes “vehiculos” para
la distribucién de la semilla: agua estéril, solucién de agarosa 0.1% (w/v); medio GM adicionado

con sacarosa al 1% (w/v) y 0.1% de agar (w/v) (pH de 5.7).

Para el estudio de la parte aérea (hoja) se utilizé el medio de cultivo GM: sales de medio
Murashige y Skoog 1X (SIGMA ® y CAISSON, Laboratories, Inc.), vitaminas de medio
Gamborg 1X, sacarosa al 1% (w/v) y 0.8% de agar (w/v) a un pH de 5.7. El medio fue puesto en
cajas Petri de 100x25mm y de 150x25mm, y cajas MAGENTA (SIGMA-Aldritch, 2000). Para el
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estudio de la raiz se utiliz6 el medio MS: sales y vitaminas de medio Murashige y Skoog 0.2X de
su concentracién (w/v ), a un pH de 5.8, adicionado con agar al 0.8 % (w/v) y sacarosa al 0%, 1%

y 2% (w/v), vertido en cajas Petri de 150x25mm y 100x15mm (cuadradas).

Para el creci.miento en sustrato se emplearon semillas conservadas a 4°C por al menos una
semana. Las semillas fueron embebidas en agua de 5 a 30 min., posteriormente fueron sembradas
en Metro-Mix 2000 (Scotts, MR) previamente esterilizado. Las macetas fueron puestas bajo
condiciones de fotoperiodo 16:8 a una temperatura de 24 °C y regadas cada 3-4 dias. Las macetas
fueron protegidas contra la desecacién por un periodo de 2 a 3 semanas con el objetivo de
proteger a las pldntulas. En los casos en que se transplantaron plantulas de medio de cultivo a
sustrato, las plantulas (de 8 a 12 dias) también fueron protegidas contra desecacién por al menos

una semana.

6.3 Seleccion de mutantes albinas

Para seleccionar plantas albinas de las lineas mutantes bajo estudio, se sembré6 la semilla en
medio de cultivo (GM o MS dependiendo de anélisis) y después de 6 dias de haber germinado
fue posible detectar aquellas plantas con fenotipo albino. Dependiendo del experimento a realizar
las plantas albinas se cambiaron a cajas nuevas o las plantas con fenotipo silvestre (verdes)

fueron extraidas del medio de cultivo.

6.4 Seleccion de plantas heterdcigas

Para la seleccidn de plantas heterécigas se utilizaron dos poblaciones, una de plantas germinadas
directamente en sustrato y otra de pldntulas verdes transplantadas de medio de cultivo a sustrato.
Todas las plantas fueron mantenidas en las condiciones de crecimiento antes mencionadas. Las
plantas heterdcigas se seleccionaron por inspeccion visual de silicuas inmaduras, en busca de
aquellas silicuas que segregaban embriones albinos. Las silicuas fueron montadas en porta
objetos por medio de una cinta de doble pegamento y disectadas con la ayuda de dos agujas,
abriendo la silicua longitudinalmente para exponer los embriones e identificar las plantas que
presentaban embriones albinos (plantas heterdcigas), las cuales se utilizaron para obtener semilla

0 para realizar cruzas genéticas.
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6.5 Cruzas dirigidas y seleccion de progenie recombinante

Para realizar las cruzas genéticas se utilizaron plantas adultas en etapa de floracion crecidas bajo
las condiciones antes mencionadas. Las plantas heterécigas de la mutante ¢/b5-1 fueron utilizadas
como la linea materna, mientras que las lineas pFIL-GUS y pREV-GUS fueron utilizadas como
donadoras de polen. Después de realizada la polinizacién manual, los carpelos fueron protegidos
de la desecacién de 3-6 dias; las semillas fueron colectadas al madurar la silicua (de 2 a 3

semanas después de realizar la cruza).

Tanto para la seleccion de las lineas transgénicas pFIL-GUS y pREV-GUS, como de la progenie
resultante de la cruza entre éstas lineas y mutante c/b5-1 (ver mds adelante), se utilizaron plantas
que presentaban escapb. Las plantas fueron puestas en contenedores herméticos de plastico
transparente y mantenidas en las condiciones de fotoperiddo, temperatura y riego, antes
mencionadas, por un periédo de 3 a 4 semanas para su seleccién con el herbicida BASTA. El
herbicida se utiliz6 en una dilucién acuosa (1:1000), realizindose de 2 a 3 asperciones a
intervalos de al menos una semana. Las plantas resistentes al herbicida fueron sometidas a la

seleccion por embriones albinos y prueba histoquimica de GUS (ver mas adelante).

6.6 Ensayo histéquimico de GUS

Para la deteccién de la expresién del gen reportero GUS (el cual codifica para la enzima -
glucoronidasa) se realizé el ensayo histoquimico reportado por Jefferson, et al. (1987). El tejido
fue sumergido en una solucién de tincién que contenia al substrato de la enzima B-glucoronidasa,
el 5-bromo-4-cloro-3 indolil-glucoronido (X-Glu), a una concentracién de 1mg/ml, aplicando
vacio para facilitar su penetracion al tejido. Las muestras se incubaron a 37°C de 12 a 16 hrs. La
solucién de X-Glu fue substituida por una mezcla de acetona:metanol (1:3), realizando de 2 a 3
cambios hasta eliminar los pigmentos del tejido y evidenciar la precipitacién del indigo y por lo
tanto de expresién de GUS. El tejido se enjuagd con agua y se preservé a 4 °C en glicerol al 50%.
El andlisis de actividad de GUS se realiz6 sobre hojas de plantas adultas de las lineas pFIL-GUS
y pPREV-GUS, clb5-1 (heteréciga), plantas de la generacién F1 de la cruza entre éstas lineas y
plantas albinas de la F2.
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6.7 Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos

Para la cuantificacién de clorfilas a y b y carotenos se realizé la extraccién de estos pigmentos
con el método de Vazquez-Duhalt y Greppin (1987), utilizando plantulas de 15 dias de edad de
los ecotipos Ler y Ws y de las lineas mutantes clal-1, clb6-1y clb5-1 (pldntulas albinas). El
material vegetal fue sumergido en una solucién de diclorometano-metanol (1:2) durante 4 hrs en
obscuridad a una agitacion constante. Posteriormente la absorbancia (A) de los extractos fue
medida en el espectrofotémetro a longitudes de onda de 450 nm, 645nm y 663nm. Para medir al

espectro los estractos de plantas silvestres se usé una dilucién extracto:solucién de extraccion
1:10.

Para calcular la cantidad de pigmentos expresada en ug de pigmento por mg de tejido fresco se

utilizaron las siguientes fomulas (Vazquez-Duhalt, com. per.):

Clorofila a [(12.7)(A663nm)] - [(2.69)(A645nm)]
Clorofila b [(22.9)(A645nm)] - [(4.64)(A663nm)]
Carotenos [ (4)(A450nm)]

Para obtener la concentracion especifica de pigmentos el resultado de cada férmula se multiplicé
por el factor de dilucién, obteniendo los ug de pigmento por ml de extracto; este resultado se
multiplic6 por los ml totales de extraccion y se dividi6 entre los mg de tejido fresco para obtener

la cantidad de pigmento expresado en ug de pigmento por mg de tejido fresco.

6.8 Cinética del crecimiento de raiz

Para el andlisis del crecimiento de la raiz primaria se utilizaron plantas del ecotipo Ler y de la
linea mutante c/b5-1 que fueron germinadas en cajas Petri 100X25 medio MS 0.2X adicionado
con diferentes concentraciones de sacarosa (0%, 1% y 2%) y en condiciones de fotoperiéno 16:8
con alta luz (230 pmol'm™s™) y baja luz (1.5 ymol.m™s™). A los 3-4 dias posteriores a la
germinacion todas las pldntulas de Ler y las plantulas albinas de la linea c¢/b5-1 se transfirieron a
cajas Petri de 150x25 con el medio de cultivo antes mencionado, que fueron orientadas y

mantenidas en posicién vertical. El seguimiento del crecimiento de la raiz se inicié un dia
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después de transferir las plantulas, midiendo el incremento de la longitud de la raiz diariamente

por un periodo de 16 dias.

6.9 Aclaracion de las raices

Para el andlisis microscépico de la raiz primaria se realiz6 la aclaracion de las raices con el
método de Malamy y Benfey (1997a) modificado por Dubrovsky y colaboradores (com. per.). Se
utilizaron pldntulas de 8 dias de edad tanto del ecotipo Ler como de la linea mutante c/b5-1
crecidas en medio MS 0.2X adicionado con 1% de sacarosa, en cajas Petri 100x25 cuadradas,
mantenidas en posicién vertical en condiciones de alta luz (230 gmol-m™s™) y de baja luz (1.5
umol-m>s™). Las plantas fueron puestas en una solucién de formaldehido al 0.3% durante 20
min, posteriormente fueron pasadas a una solucién de HCl-metanol (0.24N-20%) e incubadas a
65°C durante 40 min, ésta solucién fue reemplazada por una sélucién de NaOH-etanol (0.7%-
60%) por 20 min. El tejido fue rehidratado empleando diferentes disoluciones de etanol, 40%
(por 4 dias), 20% (por 1 dia) y 10% (por 1 dia). El tejido en etanol al 10% se cambio a una
solucion etanol-glicerol (10%-50%). Las muestras fueron montadas con glicerol al 50% y
examinadas al microscopio con éptica de Nomarski (microscopio 6ptico ECLIPSE E600,
NIKON) para determinar la densidad de primordios de raices laterales (PRL) y de raices laterales

(RL) en la raiz primaria tanto en la planta de tipo silvestre como en la mutante c¢/b5-1.

La densidad de primordios (PRL) fue obtenida de la siguiente manera: empezando el analisis por
la parte apical de la raiz primaria, se cont$ el nimero de primordios a partir desde el primer
primordio encontrado hasta el primordio anterior a la primera raiz lateral. El nimero de

primordios fue dividido entre la longitud de la zona examinada (zona de PRL 6 zPRL).

La densidad de raices laterales (RL) se calculé de manera similar a 1a de PRL: comenzando la
observacion por la parte apical de la raiz se obtuvo el nimero de raices, el cudl se dividié entre la
zona de raices, que abarcé desde la primera raiz encontrada hasta la dltima raiz lateral encontrada

en la parte basal de la raiz primaria. A esta zona se le llamé zona de RL 6 zRL.
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6.10 Deteccién de almidén

La deteccion de almidén se realizé con el método de Yu y Li (2001). El material vegetal consistié
en plantas de 10 dias de edad del ecotipo Ler y de la linea mutante c/b5-/ (plantas albinas)
crecidas en cajas cuadradas 100X15, con medio MS 0.2X adicionado con 1% de sacarosa,
orientadas verticalmente, bajo condiciones de alta luz (230 ymol'm™s™') y de baja luz (1-
1.5pumol'm™s™). Las plantas fueron puestas en una solucién de etanol al 95%, realizando de 1 a
2 cambios de la solucién hasta obtener plantas aclaradas. La solucién de etanol fue substituida
por una mezcla de Ioduro de Potasio (KI-1,). Después de 30 min las plantas fueron enjuagadas en
agua destilada y montadas con glicerol al 50% para ser observadas al microscopio Gptico

(NIKON) y al microscopio estereoscépico (ECLIPSE E600, NIKON).

6.11 Aislamiento de DNA total de tejidos vegetales

El DNA total se aislé de plantas con 15 dias de edad de los ecotipos Ler y C24, y de las lineas
mutantes clb5-1 'y clb5-2 (albinas). El método que se utiliz6 fue el descrito por Lukowitz,et
al.(2000): El tejido macerado es puesto en un buffer de extraccién CTAB-NaCl-Tris HCI-EDTA -

CTAB y cloroformo, y las precipitaciones se hacen con 2-propanol y etanol.

6.12 Andlisis por PCR

Tabla 2 . Oligonucleétidos utilizados para el andlisis por PCR.

Gen Oligonucleétido F 5°-3’ Oligonucleétido R 5°-3’

APTI TCCCAGAATCGC TAAGATTGCC CCTTTCCCTTAAGCTCTG

AtDHR] AAGAAGAGCAGATATCGTGGTTG TTGTCTCCATGTATAGCAGCAGC
At3g04490 CCTGTACTCCGTCTTCTCGAG CAGAAACCCACGAACTTCGAC
At3g04500 GTCAATCCCACCATCTTCAG TGCTTCTTATTGCTGTGATG
At3g04510 GCCCTAAATCACTCAACTCG CGACATTATTGAGTTGCACC
At3g04520 CCAACGCAGTGAGCCAAATC CGCCTTCTCTTCTCTTCACG
At3g04540 CGAGCAAGAGAAAATGGCC GCTATCACTAGGTGCAAC
At3g04550 CACCATGTTCTCTCTCAAACTC CATGACCATGATGACTCCG
At3g04560 GACGAACTGGAGAGAGATGG CAAATCCTACCAATCAGACC
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Las condiciones del PCR fueron las siguientes: Para 25ul de reaccién se utilizaron 2.5ul de
buffer 10X para PCR, 2.5 ul de MgCl, 25mM, 1ul de una mezcla de ANTP’s 10mM, 2.5ul de

una solucién a 60ng/ul de cada oligonucledtido.

El programa general para la reaccién de fue el siguiente: 1ciclo de 4min a 94°C. De 30 a 35
ciclos de 54 a 60°C, de 1-3 min a 50-68°C, de 1-3min a 72°C. Un ciclo final de 5 min a 72°C. La

temperatura y tiempos de alineamiento y tiempos de extension varié segiin el gen a amplificar .

Tabla 3. Condiciones de alineamiento y de extension para la amplificacion de los genes candidatos.

Gen Temperatura Tiempo Tiempo
de alineamiento de alineamiento de extension
(&0} (min) (min)
AtDHR] 54 1 2.30

At3g04490 54 2 2
At3g04500 53 2 2
At3g04510 59.5 1 1
At3g04520 59.5 1 3
At3g04540 56.8 0.5 1
At3g04550 60 1 2
At3g04560 56.8 1 2

6.13 Manejo de imagenes

Las fotografias de pldntulas para el andlsis de desarrollo de la parte aérea, de la raices y deteccién
de almid6n fueron tomadas usando una cdmara digital NIKON E995 acomplada al microscopio
6ptico (NIKON) y al microscopio estereoscépico (ECLIPSE E600, NIKON). Las fotografias de
plantas en cajas Petri y Magenta fueron tomadas usando la cimara NIKON COOLPIX800. Las
fotos de geles y placas fueron digitalizadas con un equipo ARCUS, AGFA. Todas las figuras

fueron editadas con el programa Adobe Photoshop 7.
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VII. RESULTADOS

7.1 Andlisis del desarrollo de la parte aérea de la mutante clb5-1

7.1.1 Desarrollo de la mutante clb5-1 en diferentes condiciones de luz

En el trabajo de Gutiérrez-Nava, et al., (2004), se realizé un andlisis preliminar de la mutante
clb5-1, analizando plantas de 10 dias de edad crecidas en condiciones de 120pmol-m™>s” de luz
(altaluz) y de 5pumol'-m™s” de luz (baja luz). En dicho trabajo se encontrd que en condiciones de
baja luz la mutante no revierte al fenotipo silvestre y que en tales condiciones de crecimiento el

desarrollo de la planta albina es iagual al de la planta de tipo silvestre.

Con el objetivo de ampliar la caracterizacion de la mutante clb5-1 se decidié estudiar el
desarrollo de ésta mutante en diferentes concentraciones de luz: 230]4m01-m'2-s", concentracion
normal del cuarto de crecimiento in vitro, como la concentracién de alta luz (L); 1ymol-m™>s”,
concentracion reportada para evitar el dafio fotooxidativo (Oelmiiller, 1989.), como baja luz (BL)
y 16umol-m™s”, concentracién escogida de manera arbitraria, como una medida intermedia de
concentracion de luz (ML). Y observar su fenotipo en detalles. La razén por la cual se decidié
utilizar concentraciones de luz por debajo de la que se utiliza comdnmente para cultivar plantas
de Arabidopsis se debe a que diferentes trabajos han demostrado que bajos niveles de
carotenoides y altas concentraciones de luz provocan la fotooxidacion de la clorofila, la cual
puede llegar a dafiar estructuralmente a los cloroplastos y que tal dafio puede ser minimizado
usando bajas cantidades de luz (Oelmiiller, 1989; Weston, et al., 2000). También se sabe que
durante el desarrollo del cloroplasto la formacion de la membrana tilacoidea y la maduracién de
la maquinaria fotosintética se presentan de manera coordinada; y que, cuando se afecta la
formacién de esta membrana se da también una baja en la biosintesis de pigmentos fotosintéticos
(Weston, et al., 2000; Vothknecht y Westhoff, 2001).

Con este anélisis se corrobor6 que el fenotipo albino de 1a mutantes ¢/b5-1 no se revierte al crecer
las plantas en bajas condiciones de luz de 16 y 1.5 ymol-m‘z-s'l; sin embargo, en cuanto al

desarrollo de la planta se pudo observar que la morfologia de la hoja si presenta diferencias.
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Comparando la morfologia de hojas cotiledonarias de plantas crecidas en condiciones de alta luz
(230pmol'-m?s™) y de media luz (16umol-m>s™) se observé que en media luz los cotiledones
muestran una morfologia menos radializada, presentan menos protuberancias y se puede llegar a
diferenciar entre un peciolo y una ldmina de la hoja; en contraste las hojas verdaderas no parecen
presentar una menor afectacién en su morfologia. Al comparar la morfologia de la mutante
crecida en condiciones de baja luz (1uymol-m?s™) con la morfologia que presentan en alta y
media luz se pudo observar que la mutante presenta un desarrollo evidentemente menos afectado,
tanto de hojas cotiledonarias como de hojas verdaderas, las cuales presentan una clara diferencia
entre el peciolo y la lamina de la hoja, no muestran protuberancias y parecen presentar un patrén
abaxial-adaxial (Fig.8).

También se pudo observar que la mutante c/b5-1 es capaz de producir tricomas aiin en la
concentracién de alta luz, a dierencia de lo observado por Gutiérrez-Nava, et al., (2004) (Fig.8) y
que en bajas concentraciones de luz (1.5 y 16 ymol-m?*s”) la mutante parece acumular menor

contenido de antocianinas.

Ler clb5-1

230 gmol'm™>s!

16 gmol'-ms™

1.5 pmol'm™s™

Figura 8. Plantas tipo Silvestre del ecotipo Ler y de la linea mutante clb5-1
crecidas en tres diferentes concentraciones de luz. Las flechas indican la
presencia de tricomas en las plantas albinas. Escala: Ler 1.5X, clb5-1 2X
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7.1.2 Andlisis de pigmentos

Gutiérrez-Nava, et al.,(2004), cuantificé los niveles de clorofila total en las mutantes clb crecidas
en condiciones de 120umol-m™s" de luz (como alta luz), encontrando que contenian menos del
2% de la cantidad de pigmentos totales que presentan las plantas de tipo silvestre. Con el objetivo
de identificar si existe una alteracién en la acumulacién de pigmentos fotosintéticos, clorofilas a
y b, y de carotenos en la mutante c/b5-1 cuando es crecida en concentraciones de baja y media
luz, se realizé la cuantificacion de estos pigmentos en plantas de 15 dias de edad crecidas en
condiciones de alta luz (230 ygmol-m-2-s-1), media luz (16 gmol-m-2-s-1) y baja luz (1.5 gmol-m-
2's-1) con el método descrito por Vdzquez-Duhalt y Greppin (1987). Para este analisis se
utilizaron plantas albinas de las lineas mutantes cib5-1, clal-1y clb6-1, asi como plantas de tipo

silvestre de los ecotipos Ler (fondo genético de clb5-1 y clb6-1) y WS (fondo genético de clal-1).

Los resultados obtenidos de éste analisis mostraron que la cantidad de pigmentos (clorofilas a y
b, y carotenos) en las plantas albinas (clb5-1, clb6-1y clal-1) crecidas en condiciones de alta,
media y baja luz fue significativamente menor a la cantidad de éstos pigmentos presentes en las
plantas de tipo silvestre (Ler y WS) crecidas en las mismas condiciones de luz (Fig. 9). Los
porcentajes de los pigmentos que cada linea mutante presenta respecto a la linea silvestre se

encuentran resumidos en la Tabla 4.

También se observé que las plantas de las lineas silvestres (Ler y WS) crecidas en condiciones de
media luz no presentaron una cantidad significativamente menor de pigmentos en comparacién
con las plantas crecidas en condiciones de alta luz. Mientras que las plantas crecidas en
condiciones de baja luz contenian entre el 12 y el 30% de la cantidad de pigmentos que
presentaron las plantas crecidas en alta luz. A diferencia de las plantas silvestres, las plantas
albinas de las mutantes c/b5-1, clb6-1y clal-I, crecidas en cohdiciones de baja luz, no
presentaron una diferencia significativa en el contenido de pigmentos con respecto al que
mostraron en media y alta luz (Fig. 9). Cabe mencionar que, en el caso de las clorofilas a y b, la
mutante c/b5-1 muestra una tendencia en la acumulacién de pigmentos, en respuesta a las
diferentes condiciones de luz, semejante a la que muestra la linea silvestre, tendencia que no se

observa en las mutantes clal-1 y clb6-1 (Fig.9)

25




() S =P T el = Wbkl e e M e
0015 -
o8 i '
E ¥
Eos Em)mT
:ﬁ 0.6 0005 -
e
& l '
€ 05 4 20000 -
! el5-1 cibs-1
! 04 . .
E 0.3
5 0.2
¥

°
-

clb5-1 clb6-1

Clorofila b

=}
=
S

ug de pigmento/mg de tejido fresco

clb5-1 clb6-1 clal-1

Carotenos

-L_ML BL
clbS5-1 clb6-1 clal-1 WS

Figura 9. Analisis de pigmentos fotosintéticos en plantas de 15 dias de edad de los ecotipos Ler y WS, y
de las lineas mutantes clal-1I, clb6-1y clb5-1. L=230 pmol.m-2.s-1; ML=16xgmol.m-2.s-1 y
BL=230xmol.m-2.s-1. Se muestran los resultados de tres repeticiones + ES (n=10).
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Estos resultados demuestran que la mutante c¢/b5-1 no presenta diferencias en el contenido de
pigmentos cuando esta es crecida en baja luz y corroboran que la afectacién en el contenido de
pigmentos fotosintéticos es consecuencia de la afectacion en el desarrollo de los cloroplastos, la

cual se debe a la mutacién que éstas lineas presentan, y no se debe a un efecto fotooxidativo.

Tabla 4. Relacién porcentual entre el contenido de pigmentos que las plantas albinas presentan
respecto al contenido que presentan las plantas de tipo silvestre. Las mutantes clb5-1 y clb6-1
fueron comparadas con el ecotipo Ler y la mutante clal-1 con el ecotipo WS.

Luz Mutante % de pigmentos®
Chl a Chl b Carotenos

230 pgmol'-m™s™ clbs-1 1 6 2
| clb6-1 2 10 4
clal-1 2 13 4
16 ymol-m™s* clb5-1 1 4 2
clb6-1 1 2
clal-1 1 3
1 ymol-m?s™ clb5-1 3 16 14
clb6-1 11 50 20
clal-1 10 25 11

a. El porcentaje de pigmentos para cada mutante se calculo con respecto a la
cantidad de pigmentos que presentaron las plantas de tipo silvestre (100%).
Chl a= clorofila a; Chl b= clorofila b.

7.1.3 Desarrollo de la clb5-1 en condiciones de baja luz

Con base en los resultados obtenidos usando las concentraciones de luz de media luz (16pmol-m®
%51 y de baja luz (1umol-m™>s™) se decidi6 utilizar las condiciones de alta luz (230umol-m?*s™)

y las de baja luz para continuar el estudio del desarrollo de la mutante clb5-1.

Para la germinacion de la mutante clb5-1 se probaron tres diferentes soluciones para distribuir la
semilla sobre el medio de cultivo: agua estéril, medio GM con agar al 0.1% (w/v) y agua con
agarosa al 0.1% (w/v). Se observé que utilizando agua, la mayoria de las plantas crecidas en baja

luz presentaban hipocotilos largos y hojas cotiledonarias pequeiias, que es un desarrollo muy
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parecido al que presentan las plantas de tipo silvestre (Ler) germinadas en las mismas
condiciones. En contraste, usando la solucién de medio GM y la de agarosa, la mayoria de las
plantas albinas y plantas de tipo silvestre germinan y se mantienen en contacto con el medio de
cultivo presentando un mayor desarrollo, produciendo hojas verdaderas. Dado que no se observé
diferencia al utilizar GM con agar al 0.1% (w/v) o agarosa al 0.1% (w/v), tanto en la mutante
como en la planta de tipo silvestre, se decidid utilizar la solucién de agarosa como el medio para

distribuir la semillas en el medio de cultivo para la germinacién.

Una vez establecidas las condiciones de creceimeinto y con el objetivo de estudiar el desarrollo
de la mutante c/b5-1 en condiciones de baja luz, se inicid el seguimiento del desarrollo de la parte
aérea. Se observé que tanto en condiciones de alta como de baja luz, las pldntulas de la linea de
tipo silvestre y la mutante c/b5-1 presentan a los 3 dias de haber germinado el un estadio de
desarrollo similar, aunque las plantas de la mutante muestran un tamaifio menor que las plantas de

tipo silvestre (Fig. 10).

Ler  clb5-1
= o 1 Figura 10. Plantas de la linea de
i ¢ tipo silvestre (Ler) y plantas
Alta albinas de la mutante (clb5-1) a
I los 3 dias de haber germinado
uz bajo condiciones de alta luz
% (230pmol'm™s™) y de baja luz
(1 pmol-m'z-s'l). Escala: Ler 1.5X,
clb5-12X
Baja
luz

Durante el crecimiento en condiciones de alta luz la diferencia entre el desarrollo de la planta de
tipo silvestre y el de la mutante se volvié mds evidente, donde la planta de tipo silvestre se
desarrollaba mds rdpido que la mutante, presentando su cuarta de hoja verdadera alrededor de los

10 dias de haber germinado, en contraste la mutante produce su cuarta hoja verdadera alrededor
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de los 20 dias. Ademds las plantas de la mutante c/b5-1 presentan un tamaiio mis pequeiio que el
de las plantas de tipo silvestre. Sin embargo, en condiciones de baja luz no parece haber esta
diferencia temporal en el desarrollo, produciendo ambas lineas su cuarta hoja verdadera alrededor
de los 15 dias (Fig.11).

Ler clb5-1

Figura 11. Plantas de tipo silvestre (Ler)
y mutantes (c/b5-1) crecidas en
condiciones de alta luz (230umol-m?s™)
y baja luz (1uymol-m™>s™). En alta luz se
muestra a la planta de tipo silvestre a los
12 dias de haber germinado y a la planta
mutante a las 8 semanas de haber
germinado. En baja luz se muestra tanto
a la planta de tipo silvestre como a la
mutante a los 18 dias de haber
germinado. Escala=1mm.

Alta
luz

Al igual que otras mutantes albinas (Mandel, et al., 1996; Sundberg, et al.,1997; Bauer, et al.,
2000; Motohashi, et al., 2001; Larkin, et al., 2003), las plantulas de la mutante c¢/b5-1 germinadas
en sustrato no sobreviven, por lo tanto el grueso del andlisis de la mutante c/b5-1 se realizé en
condiciones in vitro. Con base en lo anterior y considerando las limitaciones de espacio que las
cajas Petri de 100x25 representaban para el crecimiento de la mutante, se decidié probar el crecer
a las plantas albinas en cajas Magenta con medio de cultivo (dispuesto de manera diagonal)
(Fig.12A) y en cajas Petri de 150x15, orientadas y mantenidas de manera vertical. De ésta
manera se encontrd que la mutante crecida en condiciones de baja luz fue capaz de continuar su
crecimiento, produciendo roseta e incluso realizando la transicién a la fase reproductiva,
produciendo escapo y primordios florales que, sin embargo, no se desarrollan (Fig.12 ByC). Este
fenotipo sin embargo no parece ser exclusivo de la mutante ya que también se observa en las

plantas de tipo silvestre crecidas bajo estas mismas condiciones.
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Figura 12. Plantas de la linea
mutante clb5-1 crecidas en
condiciones de baja luz. A)
Planta en la que se puede
apreciar el desarrollo de
sistema radical (R) y del brote
(B), en el cual de puede verla
roseta (r), el escapo (e) y la
inflorescencia (f); B) Hojas
caulinas que muestran un
claro patrén adaxial-abaxial
(planta crecida en caja Pertri
150x15). C) Inflorescencia de
una planta crecida en caja
Petri 150x15.

7.1.4 Desarrollo de la hoja en la mutante c/b5-1

Dado el patrén de desarrollo que la hoja de la mutante c/b5-1 mostré cuando la planta fue
cultivada en condiciones de baja luz (Fig.12B), y con el objetivo de analizar mas finamente la
estructura foliar de la mutante c¢/b5-1 bajo condiciones en las que el efecto fotooxidativo no
existiera, se decidié analizar el patrén de expresion de genes marcadores del desarrollo de la hoja.
Con éste fin se usaron las lineas transgénicas pFIL-GUS y pREV-GUS (Nelisse et al., 2003), las
cuales expresan el gen reportero de la B-glucoronidasa (GUS) bajo la regulacién de los
promotores de los genes FILAMENTOUS FLOWER (FIL) (reportero de la identidad abaxial de la
hoja) y REVOLUTA (REV) (reportero de la identidad adaxial de la hoja). Con éste fin se
realizaron cruzas entre plantas heterécigas de la mutante c/b5-1 como linea materna y plantas de
las lineas transgénicas pFIL-GUS y pREV-GUS (homdcigas para el transgen) como plantas
donadoras de polen (linea paterna). Las lineas c/b5-1::pFIL-GUS y clb5-1::pREV-GUS productos
de la cruza fueron seleccionadas por su resistencia al herbicida BASTA, por la presencia de GUS

a través de un ensayo histoquimico y por la presencia de embriones albinos.
Gracias a este trabajo se lograron obtener tres lineas independientes c¢/b5-1/pFIL-GUS y cuatro

lineas independientes clb5-1/pREV-GUS, las cuales serdn utilizadas en el andlisis histolégico de

estructura de la hoja de la mutante clb5-1, andlisis que se realizard posterior al presente trabajo.
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7.1.5 Tincion de almidon en la hoja de la mutante clb5-1

Uno de los pardmetros que se ha elegido para analizar el estado tanto funcional como de
desarrollo de algunos pldstidos, amilopldstos y cloroplastos, en plantas mutantes y de tipo
silvestre ha sido la cuantificacién de almidén o la deteccion de éste por tincién (Yu, T. y H. Li.
2001). Por tal motivo, se hizo un andlisis de la presencia de almidén en los plastidos de la
mutante c/b5-1. Para ello se utilizaron plantas de tipo silvestre de 10 dias de edad del ecotipo Ler
y de la linea mutante clb5-1, crecidas en alta y baja luz. Las plantas fueron puestas en una
solucién de Iodina (KI-I,) para evidenciar la presencia de almidén. El andlisis demostré que los
plastidos de las células guarda tanto en la mutante c/b5-1, como en la planta silvestre acumulan
almidén (Fig.13).

En las hojas de plantas de tipo silvestre crecidas en alta luz se puede observar una mayor
acumulacién de almidén en cloroplastos de varios tipos celulares (que no se pudieron identificar)
ademas de en las células guarda lo cual es congruente con lo reportado por Yu y Li (2001). Sin
embargo, en la mutante c/b5-1, crecida tanto en alta, como en baja luz, la acumulacién de
almidon se restringié a plastidos de algunos tipos celulares localizados cercanos al tejido vascular
(Fig.13). Lo anterior sugiere que en esta mutante los cloroplastos de diferentes tipos celulares
pueden presentar variaciones en el grado de afectacién en su funcién y/o desarrollo (Yu, T. y H.
Li. 2001).

Ler clb5-1

Figura 13. Tincién de almidén con
KI-I, en hojas de plantas de la linea de
tipo silvestre Ler yde la linea mutante
clb5-1, crecidas en condiciones de alta
luz (230ymol'm™s™") y de baja luz
. (1pmol'm™s™), Las flechas indican la
presencia de almidén en células
guarda. Los cuadros indican almid6n
de pléstidos de algunos tipos celulares
localizados cercanos al tejido vascular.
Escala=10pum.
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7.2 Analisis del sistema radical de la mutante clb5-1

Hasta el momento no se ha reportado un estudio sobre el sistema radical de una mutante albina,
de hecho sélo en pocos trabajos sobre éste tipo de mutantes se menciona el crecimiento de la raiz
de la mutante en cuestién (Yu, T. y H. Li. 2001; Mandel, et al., 1996), pero ninguno de ellos
abarca un andlisis cuantitativo sobre el crecimiento y desarrollo de éste érgano tan importante
para la planta. Por tal motivo para ampliar la caracterizacién de la mutante c/b5-1 se decidid

examinar el efecto que la mutacidn tiene en el desarrollo de la raiz.

7.2.1 La raiz primaria de la mutante c/b5-1

En el anélisis del sistema radical de la mutante c/b5-1, lo primero que se abordd fue comparar el
crecimiento (elongacién) de la raiz primaria de la mutante con el de la raiz primaria de la planta
de tipo silvestre (Ler), con el propdsito de establecer el medio de cultivo éptimo para el anélisis
de raices laterales. Para ello se crecieron, por 15 dias, plantas tanto de tipo silvestre como
mutantes en tres diferentes medios de cultivo MS (ver metodologia) definidos por su contenido
de sacarosa (0%, 1% y 2% w/v), bajo condiciones de alta luz (230 ymol-m™>s™) y baja luz

(1pmol-m™s™), registrando diariamente el crecimiento su la rafz primaria (Fig.14).

Con éste estudio se encontré que tanto en condiciones de alta como baja luz la raiz primaria de la
mutante c/b5-1 no se desarrollaba si en el medio no existe una fuente de carbono (MS con 0% de
sacarosa) (Fig.14), al igual que la raiz de la planta de tipo silvestre crecida en condiciones de baja
luz (Fig.14B). Con éste medio de cultivo también se pudo observar que si bien la raiz de la planta
de tipo silvestre fue capaz de crecer en medio sin sacarosa bajo condiciones de alta luz, su
crecimiento es menor al ser comparado con el que presenta en medios con sacarosa, donde en
comparacion con el medio de 1% de sacarosa, en 2% de sacarosa el crecimiento de la raiz de la
planta de tipo silvestre es menor (Fig.14A). Estos datos también muestran el cardcter
heterotréfico que las plantas adquieren al ser puestas en condiciones in vitro, y que altas
concentraciones de sacarosa afectan de manera negativa el desarrollo de la raiz. Al igual que la
raiz de las plantas de tipo silvestre, en condiciones de alta luz, la raiz de la mutante clb5-1

presenta un mayor crecimiento en medios con sacarosa, sin embargo no existe una diferencia
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significativa entre el crecimiento que la raiz de la mutante alcanza en estos dos medios (Fig.

14A).

En condiciones de baja luz se encontré que la raiz tanto de la planta de tipo silvestre, como la raiz
de la mutante siguen una tendencia de crecimiento directamente proporcional a la cantidad de
sacarosa en el medio de cultivo (Fig.14B). Asi, en medio sin sacarosa la raiz de ambas detiene su
elongacion, mientras que en medio de cultivo con 2% de sacarosa ,tanto la raiz de la mutante
como la raiz de la planta de tipo silvestre, crecen mds que en medio con 1% de sacarosa, medio
en que ademds la raiz de la mutante presenta un crecimiento semejante al de la raiz de la planta

de tipo silvestre (Fig. 14B).

Cabe mencionar que la mutante clb5-1 presenta una cinética de crecimiento similar cultivada en

medio con 1% de sacarosa tanto en condiciones de alta como baja luz.

Crecimiento de la rafz primaria en Alta luz Crecimiento de la raiz primaria en Baja luz
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Figura 14. Cinética de crecimiento de la rafz primaria de plantas de tipo silvestre (Ler) y de la linea mutante
clb5-1 crecidas bajo condiciones de alta luz (230pmol'm™s™) y baja luz (1.5 gmol'm™s™) en tres diferentes
medios de cultivo definidos por su concentracién de sacarosa (0%, 1% y 2%). Se muestran los datos obtenidos
de tres repeticiones = ES (n=15).

Como se menciond en la introduccién de éste trabajo, el sistema radical de Arabidopsis se
compone de la raiz primaria y de las raices laterales. La raices laterales son importantes para el
desarrollo de la planta ya que su produccién da lugar a un sistema radical complejo, asi mismo,

las raices laterales estdn involucradas en muchos aspectos desarrollo de la planta.
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Dada la paridad de crecimiento que la raiz primaria de la mutante c/b5-1 presenta respecto a la
raiz de la planta de tipo silvestre cuando son crecidas en medio de cultivo con 1% de sacarosa
bajo condiciones de baja luz, que es acorde con el desarrollo de la parte aérea en baja luz, se
decidié utilizar esta concentracién de sacarosa para realizar el estudio de la produccién de
primordios de raices laterales (PRL) y de raices laterales (RL) (Fig.15) tanto en alta (230umol-m’

25™") como baja luz (1.5 gmol-m?s™),

Figura 15. Plantas de la
linea de tipo silvestre (Ler) y
de la linea mutante (c/b5-1)
crecidas en medio de cultivo
MS adicionado con 1% de
sacarosa en condiciones de
alta luz (A) y baja luz (B).
Las flechas indican la zona de
transicién entre el hipocotilo
y la raiz. Los asteriscos
indican la planta con la raiz
més larga de cada grupo.

En cuanto a la produccién de primordios de raices laterales, se observé que la planta de tipo
silvestre (Ler) cultivada en condiciones de baja luz (1.5 umol'm?s™) present6 la tendencia a
producir una cantidad menor de primordios con respecto a la cantidad que produjo bajo
condiciones de alta luz (230umol-m™?s™), sin embargo la diferencia no es significativa. En este
mismo estudio también se observé que en la mutante c/b5-1 la diferencia en la condicién de luz
no afectaba de manera significativa en la produccién de los primordios, ya que en ambas
condiciones la mutante produjo un nimero similar de primordios. Un dato interesante que
también surgié al realizar éste andlisis fue el que la mutante clb5-1, crecida tanto en alta como
baja luz, present6 una cantidad de primordios comparable a la que produce la planta de tipo

silvestre crecida bajo las mismas condiciones de luz (Fig.16A).
Con respecto a la produccién de raices laterales se encontré que la planta de tipo silvestre (Ler)

crecida en condiciones de baja luz presenté un nimero significativamente menor de raices

laterales que la cantidad de raices laterales que produce cuando es crecida en condiciones de alta
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luz. Mientras que la mutante c/b5-1 no presenta una diferencia significativa en la cantidad de
raices laterales que produce cuando es cultivada en condiciones tanto de alta como de baja luz. Al
comparar a la mutante con la planta de tipo silvestre, se encontré que en condiciones de alta luz
ambas lineas produjeron un nimero similar de raices laterales, y que, en contraste, en condiciones
de baja luz la mutante desarrolla un nimero significativamente mayor de raices laterales al
nimero que produce la planta de tipo silvestre (Fig.16B). También se observé que la en la
mutante c/b5-1 tanto los primordios de raices laterales como las raices laterales no parecen

presentar una alteracion en estructura.

A Densidad de Primordios de Raices Laterales (PRL) B Densidad de Raices Laterales (RL)
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Figura 16. A) Densidad de primordios de raices laterales (PRL) y B) densidad de raices laterales (RL) que
presentan plantas de tipo silvestre (Ler) y plantas de la linea mutante (c/b5-7) de 8 dias de edad crecidas bajo
condiciones de alta luz (L) y de baja luz (BL). Se muestran los resultados de tres repeticiones = ES (n=10).

Otros 6rganos laterales que presentan una estructura celular semejante a la de la raiz primaria son
las raices adventicias, que son raices cuyo desarrollo es post-embrionario y cuyo origen celular es
a partir de tejidos del brote primario. Takahashi, er al., (2003) demostraron la produccién de
raices adventicias y primordios en plantulas de Arabidopsis crecidas en obscuridad y en contacto
con el medio, proponiendo que la combinacién de sacarosa y obscuridad son las condiciones
idoneas para la formacion de raices adventicias. En el presente estudio se encontré que en
condiciones de baja luz tanto las plantas de tipo silvestre como las plantas de la mutante c/b5-1

producen raices adventicias, (Tabla 5).
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7.2.2 Tincién de almidén de la raiz de la mutante clb5-1

Como parte del estudio del sistema radical de la mutante c/b5-1 se realizé la tincién de almidén
en las raices tanto de la mutante c/b5-1 como de la planta de tipo silvestre. Este anilisis nos
permiti6 observar la presencia de amiloplastos en el meristemo de la raiz de la mutante, crecida
tanto en condiciones tanto de alta como de baja luz. Este almidén se acumula en los estatolitos de
forma semejante a como ocurre en las plantas de tipo silvestre (Fig. 17). Este anlisis también
nos permitié observar que tanto el tamaiio del meristemo, como el nimero de células con
amiloplastos, parece estar reducido en la mutante, siendo tal diferencia mds evidente cuando la
mutante es crecida en condiciones de alta luz, lo cual podria deberse a variaciones en el nimero o
tamafio de las células meristematicas, sin embargo, para poder llegar a una conclusién se

necesitaria de un estudio mds profundo de la estructura del meristemo.

Tabla 5. Presencia de raices adventicias en plantas silvestres y mutantes a los ocho
dias de haber germinado en medio con 1% de sacarosa en condiciones de alta luz
(L) y baja luz (BL). Se muestran los resultados de tres repeticiones + ES (n=10).

Plantas con raices
P " A adventicias
L Ler 30 0
L clb5-1 31 0
BL Ler 35 7 (20%)
BL clb5-1 31 12 (39%)
Ler clb5-1

Figura 17. Tincién con KI-I, de raices
de la linea de tipo silvestre (Ler) y de la
linea mutante (c/b5-1). Plantas de 10
dias de haber germinado crecidas medio

Alta MS con 1% de sacarosa en condiciones
de alta luz (230umol'm™s™) y baja luz
luz (1.5 ymol-m*s™). Campo=20X
Baja
luz
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7.3 Identificacién y aislamiento del gen CLBS

Con el objetivo de identificar la identidad del gen CLBS se gener6 un mapeo utilizando los
marcadores SSLP (simple secuence length polymorphisms) siguiendo la técnica reportada por

Lukowitz, et al., (2000). Este anlisis permiti6 situar al gen CLB5 en una zona de 30 Kpb acotada
por los marcadores T27C4(C) y T27C4(D) dentro del BAC T27C4 en el cromosoma 3 del
genoma de Arabidospsis thaliana (Gutiérrez-Nava, et al., 2004). Esta zona comprende 10 genes
que se muestran en la Tabla 6, en la cual ademds se muestra informacién acerca de la posible

funcién de cada gen y de cudles de ellos se pudo obtener una amplificacién por PRC.

Tabla 6. Genes contenidos en la region de 30Kpb acotada para el gen CLB5

Genes Caracteristicas PCR
At3g04480 Endoribonucleasa -
At3g04490 Exportina v
At3g04500 Proteina de unién RNA a v
At3g04510 Proteina hipotética ® v
At3g04520 Treonin-aldolasa (THA2) v
At3g04525 TRNA-Arg -
At3g04530 Cinasa de la Fosfoenolpiruvato carboxilasa 2 (PPCK?2) -
At3g04540 Proteina hipotética * v
At3g04550 Proteina expresada * v
At3g04460 Proteina expresada v

a. Localizacion predicha en cloroplasto

7.3.1 Bisqueda del gen por delecién

Durante el aislamiento de las mutantes clb, 3 de ellas resultaron alélicas: clb5-1, clb5-2 y clb5-3
(Gutiérrez-Nava, et al., 2004). La mutante ¢/b5-2 fue obtenida mediante la técnica de
mutagénesis llamada “fast neutron”, la cual generalmente produce deleciones, que son

remociones de fragmentos de cromatina que pueden abarcar unas cuantas pares de bases (pb) o
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varias kilobases (Kpb) tamafio relativamente grandes, esto nos permitié hacer uso de dicho alelo.
Por lo tanto se decidié buscar la identidad del gen CLB5 mediante el andlisis de los productos de
PCR obtenidos para los genes candidatos, de la region codificante, de la ausencia o el cambio en
el mafio del producto amplificado. Con base en la informacién que se obtuvo en las bases de
datos TAIR (The Arabidopsis information resourse, www.arabidopsis.org), MIPS (Minich
information center for protein secuences, http://mips.gsf.de), NCBI (National center for
biotechnology information, www.ncbi.nim.nih.gov), TIGR (The institute for genomic research,
www.tigr.org) y SALK (Salk institute Genomic Andlisis Laboratory, http://signal.salk.edu/) sobre
los 10 genes, se escogieron 7 candidatos, para los cuales se disefiaron oligonucleétidos

especificos para su amplificacién por PCR.

Los productos de PCR se verificaron en geles de agarosa al 1%, y para ninguno de los genes se
encontré una diferencia en el tamafio del producto amplificado (Fig. 11). Tal resultado puede
deberse a varias razones entre otras a que la delecién en la mutante c/b5-2 sea tan pequefia que no
sea distinguible en geles de esta concentracion de agarosa. Otra razén puede ser que la delecién

no se dentro de la secuencia del gen que se escogio para el disefio de oligonucleétidos.

Ler clb5-2

Figura 17. Anilisis cualitativo para la

identificacién por delecién del gen CLBS.
AtDHRI Productos de PCR amplificados a partir de

DNA total de plantas de tipo silvestre, del
At3g04490 ecotipo Ler, y de la linea mutante cIb5-2.

At3g04500
At3g04510

At3g04520

At3g04540
At3g04550

At3g04560
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7.3.2 Biisqueda de mutantes albinas entre los genes candidatos

Con base en la informacidén existente en las bases de datos de Arabidopsis, TAIR (The
Arabidopsis Information Resource, http://www.arabidopsis.org) y Signal-SALK (Salk institute
Genomic Andlisis Laboratory, http://signal.salk.edu/) sobre los 10 genes contenidos en la region
acotada por mapeo, se adquirieron mutantes por insercion de T-DNA de diferentes colecciones,
que afectaran a los genes acotados por el mapeo. Las mutantes encontradas y analizadas se
muestran en la Tabla 7. El objetivo del andlisis fue el de detectar al menos una linea que
segregara el fenotipo albino, fenotipo de la mutante c/b5-1. Los resultados mostraron que la

mutante SALK_129163 anotada para el gen At3g04520 segregaba pldntulas albinas.

Cabe mencionar que el gen At3g04520 ha sido nombrado como THA2 por presentar un 70% de
indentidad con el gen THA1 de Arabidopsis thaliana, el cual codifica para una Treonin-aldolasa

implicada en el metabolismo de aminoacidos (Jander, et al., 2004).

Tabla 7. Mutantes por insercion de T-DNA de las colecciones SALK (Salk institute
Genomic Andlisis Laboratory) y SAIL (Syngenta Arabidopsis Insertion Library)

SALK_ 096658
At3204490 SAIL_215_C03
SAIL_652 HO7

At3g04540 SALK_104138

| SALK_110145
 At3g04460 SALK_004031
 SALK 116548
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VIII. DISCUSION

8.1 Analisis del desarrollo de la parte aérea

En condiciones naturales las plantas, al igual que todos organismos fotosintéticos, estdn
expuestas a un amplio rango de intensidades fluctuantes de uz. Se sabe que la exposicién a una
concentracién de luz por arriba de la que se necesita para una éptima fotosintesis, resulta en uno
de los estreses mds importantes a los que se enfrentan naturalmente las plantas. En especial las
condiciones de luz extrema, es decir por arriba de la condicién Optima para que se lleve a cabo la

fotosintesis, pueden llevar a que el aparato fotosintético sea dafiado irreversiblemente.

Se ha encontrado que si se parte de condiciones de baja intensidad luminica, un incremento en la
densidad del flujo de fotones (al aumentar la intensidad de luz), correlaciona positivamente con e}
incremento en la fijacién fotosintética de carbono. Sin embargo por arriba de un limite la
capacidad de captar la energia luminica se satura y la planta es incapaz de usar toda la energia
absorbida por los complejos colectores de luz. Bajo tales condiciones de exceso de luz, el lumen
del cloroplasto se vuelve altamente 4cido, la cadena de transporte de electrones se reduce y la
energia de excitacion se acumula dentro de complejo colector de luz del fotosistema II (LHCII
por sus siglas en inglés). Este exceso de excitacion en el complejo puede resultar en la
produccidn de tripletes de clorofila a y en la produccién de oxigeno libre (Elrad, et al., 2002). El
oxigeno libre causa la modificacién de proteinas y la peroxidacién de lipidos; esta iiltima se
vuelve autocatalitica resultando en una destruccién masiva de membrana (Niyogi, 1999 en Elrad,
et al., 2002). El exceso de luz también tiene como consecuencia el agotar la posa de NADP+,
causando un incremento en la tasa de flujo electrénico del fotosistema I al oxigeno, generando
superoxido y peréxido de hidrégeno (Asada, 1999 en Elrad, ef al., 2002). Este dafio fotooxidativo
también puede afectar a los peroxisomas (Mayfield y Taylor, 1987).

Las plantas responden a la luz excesiva con un conjunto de mecanismos a los que se les

denomina fotoprotectores, cuya funcién es minimizar los efectos dafiinos del exceso de luz. Entre

estos mecanismos se encuentran:
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* La disipacién térmica del exceso de energia de exitacién en el LHCII, lo que reduce la
formacioén de tripletes de clorofila a y la produccién de especies reactivas de oxigeno (Elrad,
et al., 2002).

* La destoxificacion de superperéxidos por una serie de enzimas estromales o asociadas a la
membrana tilacoidea, que incluyen a la super6xido dismutasa y a la ascorbato peréxidasa
(Asada, 1999 en Elrad, et al., 2002).

* Prevencién de la peroxidacién autocatalitica de lipidos de membrana por compuestos
antioxidantes como el tocoferol y la zeaxantina (Niyogi, 1999 en Elrad, ef al., 2002).

* Eliminacién de los tripletes de clorofila que se generan en el LHCII por el complejo
molecular xantofila-luteina del complejo colector de luz (Peterman et al., 1997 en Elrad, et
al., 2002).

* Destoxificacién del oxigeno libre por compuestos como la luteina y neoxantina (en el
LHCII), por la zeaxantina y el tocoferol en las membranas tilacoideas (Croce et al., 1999b;
Havaux et al., 2000 Elrad, et al., 2002) o por los carotenoides que ademds limitan de la

formacion de oxigeno libre.

Se sabe que la alteracidn en la cantidad de pigmentos en una planta, debido a tratamientos con
herbicidas (Mayfield y Taylor, 1987), altas concentraciones de azicares (To, et al., 2003) y
mutaciones afecta la estructura del cloroplasto (Ledn, et al.,1998; Gutiérrez-Nava, et al.,2004).
En particular, aquellas mutaciones o herbicidas (como el norfluorazon) que inhiben la
acumulacién de pigmentos fotoprotectores como los carotenoides llevan al arresto del desarrollo
del cloroplasto en estadios tempranos, como consecuencia del dafio fotooxidativo (Mayfield y
Taylor, 1987). Dado que el grado de fotooxidaxién es dependiente de la intensidad luminica, se
ha encontrado que se puede presentar un desarrollo normal del cloroplasto, y de la planta en
general, si las plantas deficientes en carotenoides son crecidas en condiciones de baja intensidad
de luz. De hecho, la deficiencia de carotenoides causa un amplio rango de efectos pleiotrépicos,
pero la mayoria de los cuales parecen estar condicionados la cualidad e intensidad de luz.

(Mayfield y Taylor, 1987; Aluru y Rodermel, 2004; Motohashi, et al., 2003).

Existen pocos trabajos con mutantes de Arabidopsis afectadas en el desarrollo del cloroplasto en

donde se hayan utilizado condiciones de baja luz, de hecho, parece ser que dependiendo del tipo
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de mutante es su respuesta a la concentracién de luz. Por ejemplo, la mutante im, que es
variegada, en baja luz (15umol-m?s” de luz) presenta un aumento en la cantidad de sectores
verdes (casi toda la planta es verde), mientras que crecida en alta luz (100xmol-m™?s"') aumentan
la formacién de sectores blancos (Aluru y Rodermel 2004). Por otro lado, la mutante amarilla
apgl, que tiene una tasa de crecimiento que es menor respecto a la de la planta de tipo silvestre
en condiciones de baja luz (7umol-m™s™), el crecimiento de esta mutante es comparable al de la
planta de tipo silvestre en media luz (75umol'm™>s”'), mientras que la mutante se queda
pequeiiita, blanca y amarilla en alta luz (230umol-m™s™) (Motohashi 2003). En el caso de la
mutante c/b5-1 se pudo observar que existe una relacion entre la afectacién en su desarrollo y la
cantidad de luz. Tomando en cuenta los resultados obtenidos al crecer a esta mutante en luz de
120pmol'm™s™ y 5umol-m™?s™ (Gutiérrez-Nava, et al., 2004), 230umol-m?>s*, 16gmol'-m™>s™ y
lumol-m™s™” (en el presente trabajo), es evidente que a medida que la concentracién de luz
disminuye la morfologia de la mutante se ve menos afectada, sin embargo, no se revierte el

fenotipo albino de la mutante.

Existen trabajos en los que al crecer plantas deficientes en carotenoides en condiciones de luz que
evitan la fotooxidacion (de 0.01 a 1umol-m™>s™), las plantas pueden acumular bajas cantidades de
clorofila ain en ausencia de carotenoides (Oelmiiller, 1989). Al cuantificar la cantidad de
clorofilas a y b y de carotenos presentes en las mutante c¢/b5-1 crecida en baja luz, se observé que
no se presenta un cambio significativo en los niveles de estos pigmentos, de hecho cabe
mencionar que para el caso de las clorofilas a y b la mutante ¢/b5-1 muestra una tendencia en la
acumulacion de pigmentos semejante a la que muestra la linea silvestre (Ler), tendencia que no se
observa en las otras mutantes albinas clal-1y clb6-1. En las mutantes clal-1 y clb6-1 se
encuentran afectados los genes que codifican para la primera y la dltima enzima de la via MEP,
respectivamente, via en la cual se producen el isopentil difosfato (IPP) y el dimetilalil difosfato
(DMAPP) requeridos para la sintesis de isoprenoides tales como el isopreno, los carotenoides, las
plastoquinonas, los conjugados de fitol (como tocoferoles y clorofilas) y reguladores de
crecimiento vegetal como el 4cido absicico (Guevara-Garcia, et al., 2005.; Gutiérrez-Nava, et al.,
2004; Estévez, et al., 2000; Mandel, et al., 1996). La via MEP se lleva a cabo en los pléstidos, de
manera que el bajo contenido de pigmentos y el efecto en el desarrollo de los cloroplastos en las

mutantes clal-1y clb6-1, puede considerarse que es una consecuencia directa de la mutacién. Por
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su parte la acumulacién de pigmentos en la mutante c/b5-1 es interesante desde el punto de vista
de la regulacion dependiente de luz que existe sobre la acumulacién de estos pigmentos, ya que
donde hay la posibilidad de que los factores que estén involucrados en tal regulacién estén
actuando de la misma manera en la mutantes ¢/b5-1 y en la linea silvestre, mientras que las
mutantes clal-1y clb6-1 parecen tener una alteracién en dicho mecanismo de regulacién. Esto
podria ser un indicio de que el gen CLBS no se encuentra involucrado en una via tan directamente

relacionada con la produccién de pigmentos como lo es la via MEP.

Como se ha mencionado, la mayoria de los trabajos que abordan el estudio de mutantes afectadas
en el desarrollo del cloroplasto u otros plastidos, y que presentan alteracién en el contenido de
pigmentos, utilizan condiciones de crecimiento de alta iluminacién, lo que implica la desventaja
de no poder estudiar el desarrollo de las plantas en un contexto de bajo estrés fotooxidativo. Por
otro lado, dado que las plantas no sélo utilizan la luz como fuente de energia, sino también como
sefial de informacidn, los estudios en los que se utilizan condiciones de obscuridad dejan a un
lado el efecto fotomorfogénico que tiene la luz (To, et al.,2003. Araki y Komeda, 1993). Asi, es
evidente que uno de los problemas que se mantienen sin resolver en los estudios de mutantes que
afectadas en el desarrollo de los cloroplastos es si el fenotipo se debe a un factor pleiotrépico o si

es un producto directo de la mutacién.

En el presente trabajo se analizé el desarrollo de la mutante ¢/b5-1 en condiciones en las que esta
planta no estuviera expuesta a un estrés fotooxidativo. Estas condiciones permiten eliminar el
efecto pleiotrépico que afecta a la mutante debido a la alta iluminacion. De esta manera, se pudo
observar que el estado de desarrollo que la mutante puede alcanzar en condiciones de baja luz es
mayor que el que alcanza bajo condiciones de alta iluminacién, produciendo una roseta, escapo e
influroscencias. Ademas su desarrollo en ésta condicién de luz es semejante al que presenta la
planta de tipo silvestre crecida en las mismas condiciones. Si bien ¢/b5-1 no es la primera
mutante albina de Arabidopsis que logra tal grado de desarrollo, es importante destacar que a
diferencia de la mutante clal-1, que puede desarrollarse en condiciones de alta luz, clb5-1 lo hace
en condiciones de baja luz, como lo hace la mutante gun4-2 (Larkin, et al., 2003). La razén por la
que la luz puede afectar de manera diferente el desarrollo de mutantes que presentan una

condicioén comin, como es el albinismo, sigue siendo una incégnita. El hecho de que la mutante
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clb5-1 se desarrolle de manera similar idéntica a la planta de tipo silvestre en condiciones de baja
luz pudiera indicar que la mutante es capaz de monitorear el ambiente luminico de manera
semejante a la de la planta de tipo silvestre y de modular su crecimiento y desarrollo por el

mismo mecanismo (Larkin, et al., 2003; Mandel, et al., 1996).

Existen varios estudios en Arabidopsis que demuestran que el crecimiento vertical y la cantidad
de sacarosa en el medio de cultivo influyen de manera importante para revertir el fenotipo
etiolado en plantas crecidas en obscuridad, resultando en lo un mayor desarrollo de la parte aérea
(Roldén, et al., 1999; Takahashi, et al.,2003; Baier, et al.,2004). En el caso de la mutante clb5-1,
fue evidente que el hecho de que las plantas crecieran en contacto directo con el medio de cultivo
es un factor que influye de manera importante en su desarrollo.Se sabe que los aziicares ademas
de ser fuente de energia también son moléculas estructurales y sefializadoras. En particular, se ha
propuesto que la sacarosa afecta la elongacién del hipocotilo y de la raiz, incluso se plantea que
cuando es crecida en condiciones de obscuridad la planta que permanece en contacto con el
medio obtiene el aziicar a través de la superficie del hipocétilo (Takahashi, et al., 2003; Baier, et
al.,2004). Asi, cabe la posibilidad de que en tales condiciones la mutante clb5-1 pueda obtener el
aziicar del medio de cultivo, movilizarla y metabolisarla para presentar cambios morfolégicos
similares a lo que presenta la planta linea silvestre como parte de su aclimatacién fotosintética
(Pyke y Lopez-Juarez,1999; Weston, et al., 2000), revertiendo en cierto grado la afectacién

morfoldgica que presenta en condiciones de alta luz.

Un aspecto importante del desarrollo que present6 la mutante c/b5-1 en condiciones de baja luz,
fue la produccién de estructuras parecidas a primordios florales, semejantes a las que se han
reportado para la planta de tipo silvestre (Ler) y para las mutantes clal-1 y gun4-2 crecidas en las
mismas condiciones (Andel, ef al.,1996; Larkin, et al., 2003). Dichas estructuras son semejantes a
las que presentan diferentes lineas silvestres (ecotipos) crecidas en obscuridad (Araki y Komeda,
1993). La anterior observacidn sugiere que el motivo por el cual c/b5-1 no puede producir flores,
estd mds relacionado con mecanismos de regulacién por luz, que con el defecto en la biogénesis
de sus cloroplastos. La elucidacién de tales mecanismos ha sido una de las preguntas mds

importantes para aquellos interesados en la fisiologia de la floracién (Araki y Komeda, 1993).
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En cuanto al desarrollo de la hoja, la mutante c/b5-1 crecida en condiciones de alta luz muestra
una correlacién positiva entre la afectacion del desarrollo del cloroplasto y la alteracion en el
desarrollo de la hoja (Gutiérrez-Nava, 2001; Gutiérrez-Nava, et al., 2004). En reportes previos se
ha demostrado que otras mutantes afectadas en el desarrollo del cloroplasto también presentan
alteraciones en la morfologia de la hoja, demostrando la existencia de un mecanismo coordinado
entre el desarrollo de 6rganos y organelos, de tal manera, el desarrollo y estado metabélico de los
plastidos afectan vias de seifializacién plastido-nicleo que también son importantes para el
desarrollo normal de la hoja (Reiter, et al.,1994; Leén et al.,1998; Aluru y Rodermel, 2001;
Larkin et al.,2003). Por su parte, el desarrollo de la hoja es un proceso que esta influenciado por
factores ambientales, principalmente la luz, cuya calidad y cantidad afectan tanto el tamafio como
la forma y la morfologia de la hojas (Reiter, et al.,1994). En condiciones de baja luz la mutante
clb5-1 presenta un mejor desarrollo de la hoja, que puede deberse a un proceso conocido como
“aclimatacion” a las condiciones de luz. Este proceso involucra una gran variedad de respuestas
por parte de la planta, incluyendo cambios en la anatomia de la hoja, principalmente del tejido del
mesofilo (Aluru y Rodermel, 2001; Weston, et al., 2000). Dado lo anterior, el estudio de la
estructura de la hoja de las lineas clb5-1FIL-GUS y clb5-1 REV-GUS, generadas en éste trabajo,
crecidas en condiciones de baja luz, podrian contribuir al entendimiento de la influencia que el
estado de desarrollo del cloroplasto y las condiciones de luz ejercen sobre el desarrollo de la

hoja.

8.2 El sistema radical de la mutante cl/b5-1

En cuanto a la elongacién de la raiz primaria, fue evidente que en ausencia de sacarosa las plantas
tanto de tipo silvestre como mutantes detienen el crecimiento en los primeros dias de cultivo, éste
fenémeno ya se habia observado antes para Ler y otros ecotipos. De hecho, se proponen que éste
puede indicar el momento en que la semilla pone fin a su actividad como proveedor de fuentes
de carbono, lo cual también evidencia el caricter heterotréfico de la mutante (Takahashi, et al.,

2003; Bauer, et al., 2001)

Se sabe que la sacarosa afecta la elongacién de la raiz (Takahashi, et al., 2003; Baier, et

al.,2004).; al ser crecida en condiciones de baja luz fue evidente que la mutante ¢/b5-1 aumenta el
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crecimiento de su raiz primaria de manera proporcional al aumento de la sacarosa en el medio,
llegando a tener una elongacién muy parecida a la que presenta una planta de tipo silvestre, lo

que demuestra que esta mutante estd usando la sacarosa del medio para contrarrestar el defecto

fotosintético.

Lo mencionado junto con el hecho de que la raiz de mutante c/b5-1 no presenta una diferencia
evidente en su estructura respecto a la raiz de un planta de tipo silvestre, sugiere que el gen CLBS
no parece requerirse para el desarrollo normal de la raiz primaria, por lo que la afectacién en el
crecimiento de la rafz en la mutante podria ser mds una consecuencia indirecta del defecto

metabdlico derivado de no poseer cloroplastos fotosintéticamente funcionales.

Con respecto a la produccién de 6rganos laterales (raices laterales), es interesante que diferentes
condiciones de luz (alta y baja) no tengan un efecto sobre la produccién de primordios de raices
laterales tanto en la planta de tipo silvestre (Ler) como en la mutante c¢/b5-1. También es
interesante que a pesar de las diferencias que la mutante presenta en su desarrollo con respecto a
una planta de tipo silvestre en condiciones de alta luz, no haya una diferencia significativa entre

ambas lineas en la densidad de primordios de raices laterales en estas condiciones.

En contraste con lo que se observé para los primordios de raices laterales, en cuanto a la
presencia de raices laterales se encontré que en la planta de tipo silvestre las condiciones de luz si
influyen sobre el desarrollo de raices laterales ya que en baja luz se produce un nimero

significativamente menor de éstas.

En trabajos anteriores ya se habia encontrado que en plantas silvestres la presencia de raices
laterales depende de las condiciones de luz, estableciéndose que cuando las plantas son puestas
en condiciones de obscuridad, producen un nimero menor de raices laterales. (Jensen, et al.
1998; Reed, et al.,1998). Ciertamente, en condiciones de obscuridad, al no llevarse a cabo la
fotosintesis, la falta de raices laterales podria deberse a los bajos niveles de carbono disponible.
La condicién de obscuridad podria tomarse como una condicién realmente cercana a la de baja
luz utilizada en este trabajo. Por otra parte, se ha encontrado que la adicién de auxinas revierte la

inhibicién del desarrollo de raices laterales por arriba de la reversién por sacarosa (Reed, et
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al.,1998). Otro hecho que apoya el que las auxinas sean la sefial principal para el desarrollo de
raices laterales radica en que la adicion de auxinas a mutantes defectuosas en la maduracién de

raices laterales revierte el fenotipo mutante (Celeza, et al., 1995).

Por otro lado, la reduccién en el nimero de raices laterales no se puede atribuir a la falta de
fotosintatos, ya que plantas de tipo silvestre de Arabidopsis tratadas con norfluorazon y crecidas
en luz, reducen pero no suprimen el desarrollo de la raices laterales, por lo que se sugiere que el
crecimiento en obscuridad previene el movimiento de substancias, que median el desarrollo de

raices laterales, del brote a la raiz,(Reed, et al.,1998).

Si lo anterior es cierto, la mutante c/b5-1 que produce un nimero mayor de raices laterales
cuando es crecida en baja luz, estaria presentando una alteracion de la regulacién del desarrollo
de raices laterales debida principalmente a la falta de cloroplastos desarrollados. También se
encontré que la mutante presenta menos raices laterales que una planta de tipo silvestre en
condiciones de alta luz, si bien produce mds raices laterales que una planta de tipo silvestre
cuando es crecida en baja luz. En este contexto, cabe mencionar que también se propone la
existencia de una via independiente de auxinas, la cual media la inhibicidn de raices laterales
inducida por ABA (Casimiro, et al., 2003). De tal manera, al tener la mutante ¢/b5-/ una
afectacion en los cloroplastos, el ABA pudiera ser una de las moléculas que presentaran

alteraciones importantes en su biosintesis y metabolismo.

8.3 Los plastidos de la mutante clb5-1

Mediante la tincién por almid6n de la hoja de la mutante clb5-1, se pudieron detectar cloroplastos
que presentaron acumulacién de almiddn, en células guarda y en células cercanas al tejido
vascular. Un dato importante es que esto se observé de igual manera para la mutante crecida en
alta y baja luz, lo que sugiere que la acumulacién de almidén en los plastidos en estos tipos

celulares es independiente de las condiciones de luz y su impacto en el desarrollo.

La presencia de plastidos capaces de acumular almidén en células guarda ya se habia reportado

en la mutante albina de Arabidopsis, la ppi2. En este caso un estudio ultraestructural corroboré
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que los plastidos de células guarda tenian cantidades significativas de grdnulos de almidén por lo
que la biogénesis del cloroplasto en esta mutante estd afectada sélo en células de mesdéfilo (Yu y
Li, 2001). También es importante mencionar que de la doble mutante sqd2 pgpl-1, que muestra
un fenotipo verde pélido, el andlisis estructural de la hoja mostr6 que las células de meséfilo que

contenian cloroplastos eran aquellas adyacentes a las estructuras vasculares (Yu y Benning,
2003).

Existen estudios sobre Arabidopsis en los que se ha encontrado que las células epidérmicas, entre
ellas las células guarda, presentan una menor actividad de genes fotosintéticos que las células del
mesofilo, proponiendo que los cloroplastos de células epidérmicas se encuentran poco

diferenciados (Dupree, et al.,1991; Pyke y Page, 1998)

En el presente trabajo también se demostré que mediante la tincién por almidén que, en términos
de acumulacién de almidén, la mutante ¢/b5-1 crecida tanto en alta como en baja luz, presenta
plastidos funcionales en la cofia de la raiz (amiloplastos) de manera semejante a como ocurre en

la planta de tipo silvestre y en la mutante ppi2 (Yu y Li. 2001).

Con base en lo anterior, para la mutante c/b5-1 podemos decir que los pldstidos de diferentes
tipos celulares pueden presentar diferencias en el grado de afectacion que provoca la mutacién o

que en no todos los tipos de plastidos se encuentran afectados de igual manera.
8.4 Identificacién del gen CLBS5

Hasta el momento no se ha podido identificar al gen CLBS5, sin embargo, el anélisis de mutantes
por inserciéon de T-DNA, como el de la linea SALK_129163 que segrega embriones albinos,
propone al gen At3g04520 como el mejor candidato, éste gen ha sido nombrado como THA2,
por presentar un 70% de identidad con el gen THAI, el cual codifica para una Treonina aldolasa
(Jander, et al., 2004).

La funcién de la treonina aldolasa consiste en convertir la treonina (Thr) en glicina (Gly) y

acetaldehido. En bacterias la L-Treonina aldolasa juega un papel importante en la degradacion de
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L-treonina (Kataoka, et al., 1997). En levadura, la Treonina aldolasa estd involucrada en una via,
llamada GLY, diferente a la glicolitica y la gluconeogénica para la produccién de glicina que
representa la mayor fuente de glicina (Monschau, et al., 1997). En plantas, se especula que la
funcién de esta enzima es la de evitar niveles t6xicos de Thr, ser parte de una via alterna para la

biosintesis de Gly o para la produccién de acetil-CoA (Jander, et al., 2004).

Hasta ahora, la mayoria de los genes afectados identificados en mutantes albinas de Arabidopsis,
codifican para proteinas cuya funcidn se realiza en los cloroplastos, ya sea que se requieran para
la estructura, el mantenimiento o la funcién del organelo (Guevara-Garcia, et al.,2005; Gutiérrez-
Nava, et al.,2004; Larkin, ef al., 2003; Motohashi, et al.,2001; Yu y Li, 2001; Bauer, et al.,2000;
Estévez, et al., 2000; Moore, et al.,2000). Sin embargo, hay que tomar en cuenta que, en general,
se considera que el fenotipo albino es el resultado de un bloqueo en el proceso fotosintético, ya
sea porque se afecta de manera directa al cloroplasto o de manera indirecta, como una
consecuencia de defectos mds generales en el desarrollo de la planta o su metabolismo (Ledn, et
al.,1998). Asi, en este trabajo podriamos haber identificado la primera proteina involucrada en el

desarrollo del cloroplasto que presenta tanto localizacién como funcién extraplastidica.

Existen diferentes trabajos en los que se relaciona el desarrolio del cloroplasto con el
metabolismo de aminoacidos. La mutante reticulada cuel, afectada en un traslocador de piruvato-
fosfato (PPT) que ejerce su funcién normal en la membrana interna del cloroplasto, compromete
la sintesis de aminodcidos aromaticos y sus derivados, como consecuencia, la biogénesis del
cloroplasto en células del mesdéfilo no puede ser completada (Bauer, et al., 2001). También se ha
visto que el tratamiento con herbicidas, como glifosato y clorsulfuron, que inhiben la produccién
de aminoécidos esenciales, causa clorosis en plantas de tipo silvestres, efecto que puede ser
parcialmente bloqueado al adicionar al medio de cultivo con aminodcidos aromaticos o de cadena
ramificada, lo cual sugiere que la carencia de aminoédcidos puede estar provocando dafio al
cloroplasto y causando un estrés fotooxidativo (Zhao, et al., 1998). Por otro lado, cabe mencionar
que la Thr es uno de los 10 amino4cidos esenciales que no pueden sintetizar ni el humano ni los
animales monogdstricos, ademds que se encuentra considerado como uno de los aminoédcidos

limitantes en semillas de cereales. Dada la importancia nutrimental de la Thr, la regulacion de su
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metabolismo ha sido estudiada ampliamente a nivel bioquimico, genético y, mds recientemente,
molecular (Galili,1995; Galili, et al., 1994).

Se considera que las plantas sobresalen por su amplio repertorio bioquimico que les permite
adaptarse y sobrevivir bajo un amplio rango de diversas condiciones ambientales, en este
contexto, el andlisis de mutantes con defectos bioquimicos representan una herramienta poderosa
para tratar de entender la funcién de las vias metabdlicas afectadas y de las molécula en cuestién
(Yu y Benning, 2003).

De esta manera de ser el gen THA? el afectado en la mutante clb5-1, su estudio podria resultar
muy importante no s6lo para tratar de esclarecer su papel en el desarrollo del cloroplasto, sino

también para discernir su participacion en el metabolismo de aminoacidos.
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IX. CONCLUSIONES

La mutante clb5-1 crecida en condiciones de baja luz presenta un desarrollo menos afectado en

comparacion al que presenta bajo condiciones de aita luz.

En condiciones de baja luz la mutante c/b5-1 desarrolla hojas cuyo patrén de desarrollo es igual

al de las hojas de una planta de tipo silvestre.
La mutante c¢/b5-1 muestra tanto el crecimiento, como la estructura de la raiz primaria semejante

al de una planta de tipo silvestre (Ler). Sin embargo, presenta diferencias en la produccién de

raices laterales.

En la mutante c/b5-1 no todos los tipos de plastidos parecen estar afectados de la misma manera.

Mediante mapeo y andlisis moleculares y genéticos, el gen CLB5 se ha podido identificar con alto
grado de certidumbre como una Treonina aldolasa (THA2) relacionada al metabolismo de

aminoacidos.
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X. PERSPECTIVAS

Terminar el estudio de complementacion entre la mutante c/b5-1 y la mutante SALK_129163.

Realizar un estudio de perfil aminodcidos en la mutante clb5-1.

Analizar de la expresién del gen At3g04520 (THA?2) en la mutante c/b5-1.

Identificar el patrén de desarrollo foliar de la mutante c/b5-1, mediante el analisis histolégico de

las hojas de plantas pertenecientres a las lineas c/b5-1/pFIL-GUS y clb5-1/pREV-GUS.

Efectuar el andlisis estructural de los pldtidos (cloroplastos y amiloplastos) de plantas de tipo

silvestre y de la mutante c/b5-1 crecidas en condiciones de baja luz.
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