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RESUMEN

Los carotenoides son isoprenoides que funcionan como pigmentos accesorios para cosechar la
luz para la fotosintesis, constituyen unidades basicas en el aparato fotosintético y actian como
fotoprotectores, que previenen de dafios oxidativos. Los carotenoides, pueden ser
catabolizados para producir fitohormonas como el acido abscisico (ABA), estrigolactonas y
otras moléculas senalizadoras. La mutacién c/b5-1 afecta al gen que codifica la enzima (-
caroteno desaturasa (ZDS), que participa en el tercer paso enzimatico de la biosintesis de
carotenoides. La mutante albina c/b5-1 (chloroplast biogenesis 5-1) tiene un fenotipo mas
alterado en el desarrollo del cloroplasto, la expresién genética y la morfologia de la hoja, en
comparacion con otras mutantes albinas afectadas en la via que provee los precursores de los
carotenoides o de mutantes en los pasos iniciales de la biosintesis de carotenoides. En trabajos
previos se ha sugerido que la pérdida de la actividad enzimatica de ZDS provoca la
acumulacion de fitoflueno, ¢ -carotenos o derivados generando una sefial que causa los
defectos en la mutante clb5-1. En este trabajo se demostré que esta sefial la podria generar la
actividad enzimatica de CCD4 (Carotenoid Cleavage Dioxygenase 4), mediante una via de
escision y oxidacion de carotenoides como en el caso de ABA y de la estrigolactona. Ademas,
mediante el uso de marcadores del desarrollo de la hoja, se demostrd que la hoja de la mutante
clb5-1 esta afectada en la respuesta a auxina, el establecimiento de la polaridad adaxial-abaxial
y en la division y expansion celular. Adicionalmente, se demostré la importancia de los
carotenoides y la proteina GUN1 en el desarrollo del embridn. Los datos anteriores sugieren la

existencia de un nuevo papel de ZDS en desarrollo de las plantas.
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1.INTRODUCCION

1.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana es una planta crucifera pequeia, que forma parte de la familia de la
mostaza (Brassicaceae), tiene una amplia distribucion natural en Europa, Asia y Norte América.
Los ecotipos Columbia (Col) y Landsberg erecta (Ler) son los mas usados para analisis
genéticos y estudios moleculares. Su ciclo de vida se completa en seis semanas e incluye la
germinacion de la semilla, la formacién de la roseta, el crecimiento de la parte aérea, la

floracién y la maduracién de las primeras semillas (Meinke et al., 1998).

Algunas caracteristicas principales de Arabidopsis que han favorecido su utilizacion
como organismo modelo de plantas son; posee un genoma pequefio (125Mb) el cual ha sido
secuenciado, se cuenta con mapas genéticos y fisicos de los 5 cromosomas, tiene un ciclo de
vida corto, produce una gran cantidad de semillas, es facil su cultivo y manipulacién en el
laboratorio. Ademas se tienen métodos de transformacion eficiente utilizando Agrobacterium
tumefaciens y por ultimo, se cuenta con un gran numero de lineas mutantes y recursos

genéticos (www.arabidopsis.org).

Desde hace tiempo, se han identificado cientos de mutaciones en Arabidopsis, que
afectan el desarrollo y crecimiento de la planta. Algunas mutaciones que alteran muchos
procesos celulares y fisiolégicos como: la gametogénesis, la formacion de semillas, el
desarrollo de raiz y hoja, la floracién, la senescencia, el metabolismo primario y secundario, la
transduccién de sefales, la respuesta a hormonas, interaccién con patégenos y con sefiales
del medio ambiente (Meinke et al., 1998). Arabidopsis ha sido el modelo por excelencia para el
estudio de procesos genéticos, fisioldgicos, moleculares y del desarrollo de plantas superiores
generando conocimiento que puede ser extrapolado a otras especies vegetales y organismos

(www.arabidopsis.org).

1.2. Desarrollo de la hoja en Arabidopsis thaliana

A. thaliana es una planta que crece de 20 a 25 cm de alto, desarrolla hojas que forman
una roseta en la base de la planta y otras en el tallo, llamadas hojas caulinares

(www.arabidopsis.org) . Como se mencionara mas adelante, las hojas de A. thaliana son de




especial interés en este trabajo, por lo que esta seccion se describiran aspectos del desarrollo

de este drgano.

Las hojas tienen un papel importante en la fotosintesis, la respiracion y la
fotopercepcién. Se derivan de una poblacion de células pluripotenciales llamadas SAM (por sus
siglas en inglés, Shoot Apical Meristem) a través de la division y diferenciacién de las células
fundadoras de la hoja. Posteriormente, la actividad de division celular direccional acompana el
crecimiento hacia el exterior del primordio foliar de la periferia del SAM. La diferenciacion
celular inicia en cuanto se da la extensién del primordio, dando lugar a las células
especializadas, que sustentan las funciones fisiolégicas de la hoja. Un evento clave en la
diferenciacion de la hoja es la especificacion de los destinos celulares adaxial (la zona superior
de la hoja) y abaxial (la zona inferior), ya que produce el desarrollo de una lamina aplanada.
Una vez que la forma basica de la hoja se establece, la divisidon celular cesa y la hoja crece
predominantemente via expansion celular para alcanzar su forma y tamafo final (Figura 1a)
(Efroni et al., 2010, Barkoulas et al., 2007, Tsukaya, 2002).

En general, los eventos tempranos en el desarrollo de la hoja se pueden dividir en tres
procesos principales, la iniciacion del primordio foliar, el establecimiento del eje abaxial-adaxial
y el desarrollo del meristemo marginal (Tsukaya, 2002) (Figura 1a). Asi, Koenig y Sinha (2007)
dividen el desarrollo de la hoja en tres ejes de crecimiento: proximal/distal, medial/lateral y

adaxial/abaxial (Figura 1b).
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Figura 1. Esquema del desarrollo de la hoja. a) Esquema que explica brevemente la formacién de la hoja. b) se
muestran los tres ejes de crecimiento proximal-distal, medial-lateral y adaxial-abaxial..Modificada de Efroni et al.,
2010.

1.2.1. Iniciacion de la hoja

El desarrollo de los 6rganos laterales inicia con la divisién de las células indiferenciadas
que se encuentran en la zona central del meristemo (SAM). Cuando estas células entran en la
zona periférica, se diferencian y se dividen rapidamente estableciendo lo que sera la hoja
(Hake et al., 2004).

Las fitohormonas como las auxinas, estan relacionadas con el control del desarrollo de
la hoja, ya que promueven la iniciacion de la hoja. Las células fundadoras de la hoja tienen una
respuesta incrementada a las auxinas debido al transporte polar de esta fitohormona al
meristemo via PIN1 (PINFORMED1, un facilitador de flujo de auxina). PIN1 se localiza en las
células epidermales del SAM, dirigiendo el flujo de las auxinas hacia el interior del meristemo.
El flujo convergente de las auxinas crea un maximo de actividad en la periferia del SAM, el cual
marca los sitios de iniciacion de la hoja. Ademas, la polaridad basal de PIN1 en las células
epidérmicas del primordio incipiente, permite la internalizacién del flujo de las auxinas a través
del centro de la hoja, definiendo la posicion de la futura vena media o vena central (Barkoulas

et al., 2007, Heisler et al., 2005, Reinhardt et al., 2003). La hoja incipiente actua inicialmente



como un captador de auxinas, tanto que agota la poza de esta fitohormona de las células que
se encuentran en proximidad, inhibiendo la iniciacion de otros primordios de hoja adicionales en
la periferia del SAM (Figura 2). Posterior a la iniciacién de la hoja, el primordio de la hoja
empieza a producir auxinas y son transportadas hacia el meristemo para contribuir a eventos

subsecuentes del desarrollo de otras hojas (Scarpella et al., 2010).
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Figura 2. La iniciacién de la hoja. La hoja se inicia en los flancos del SAM (morado) y corresponde a los sitios de
actividad elevada de auxina (rojo) debido a la convergencia de PIN1, de ahi la auxina es transportada a los tejidos
internos (flecha blanca), donde gradualmente se induce la formacion del haz vascular. Durante la iniciaciéon de la
hoja, un primordio pequefio (verde) se vuelve visible en los flancos del SAM. El flujo de auxina converge para formar
un maximo de auxinas en la punta del primordio. Modificado de Scarpella et al., 2010.

Un paso importante en el desarrollo de la hoja, es la pérdida de la pluripotencialidad en
el SAM. El papel principal de los genes KNOX (class | knotted-like homeobox) es mantener la
indeterminacion celular en el meristemo (Hake et al., 2004). La pérdida de funcion de los
KNOX resulta en el consumo de las células del meristemo y el cese del crecimiento durante
etapas tempranas del desarrollo. Un gen muy estudiado de dicha familia es SHOOT APICAL
MERISTEMLESS (STM) en A. thaliana, el cual se expresa en tejidos meristematicos y se
reprime en los organos laterales en desarrollo como son las hojas (Koenig & Sinha, 2007).
Ademas, los genes KNOX modifican los balances hormonales regulando negativamente los
genes de biosintesis de las giberelinas (GA) (Efroni et al., 2010). Por otro lado, las proteinas
KNOX regulan de manera positiva la expresion de los genes de biosintesis de citocininas por lo

tanto aumentan los niveles de estas hormonas (Moon & Hake, 2011).

Los mecanismos de represion de la expresion de KNOX en el primordio foliar incipiente
son poco conocidos. Sin embargo, ya se han identificado muchos factores se han identificado
que son necesarios para el mantenimiento de su represiéon durante el desarrollo de la hoja. Los
factores mas estudiados son los genes de la familia de proteinas ARP: ASYMETRIC LEAVES1
(AS1), ROUGH SHEATH2 (RS2), y PHANTASTICA (PHAN) (Koenig y Sinha, 2007). Ademas,

el uso de algunos genes reporteros que marcan la actividad de las auxinas, durante la



especificacion de la hoja en el SAM, sugieren que éstas contribuyen a la represion de los
factores KNOX (Scarpella et al., 2010).

La funcion de los genes ARP como los represores de los genes KNOX esta conservado
en muchas especies. En A. thaliana la mutante as1 muestra expresion ectdpica de genes
KNOX (BP, KNAT6 y KNAT2) en las hojas, lo que resulta en la produccién de tallos ectépicos.
Se sabe que STM reprime la expresion de AS7 en el meristemo previniendo diferenciacion
prematura en la zona central y permitiendo expresion de los otros genes KNOX como
BREVIPEDICELLUS (BP) (Koenig & Sinha, 2007).

1.2.2. La formacidn de los ejes de la hoja

Como ya se menciond, después de la iniciacion de la hoja, su desarrollo posterior
involucra el establecimiento de tres ejes de asimetria llamados: proximo-distal, medial-lateral y
adaxial-abaxial (Figura 1b). La correcta adquisiciéon de los destinos celulares entre estos tres
ejes es fundamental para que las hojas tengan la forma y tamafio correcto (Efroni et al., 2010).
La familia de genes ARP juegan un papel importante en la diferenciacion entre el eje proximal-
distal, pero interesantemente también son necesarios en la diferenciacion de la superficie
adaxial. Estudios con mutantes, han demostrado que la proteina PHANTASTICA es requerida
para la especificaciéon de las superficies adaxiales de la hoja de Antirrhinum majus, ya que la
pérdida de PHAN resulta en una completa abaxializacién de la hoja y en la pérdida de la
lamina. Otros genes que tienen un papel importante en la designacién de las superficie adaxial
pertenecen a la familia de los genes HD-ZIPIII (por sus siglas en inglés, Class |ll Homeodomain
Leucine Zipper). Estos genes en A. thaliana incluyen a REVOLUTA (REV), PHAVOLUTA
(PHV), PHABULOSA (PHB), INCURVATA4 (ICU4) y ATHB8 y estos actuan de forma
redundante para especificar los tejidos adaxiales. Los transcritos de todos estos genes son
blancos de degradacion mediada por los microRNAs (miRNA) miR165 y miR166. Esta
degradacion en parte es requerida para la especificacion del dominio abaxial. Como
consecuencia de esta regulacién la expresiéon de REV, PHV y PHB, esta restringida a la

superficie adaxial de la hoja (Koenig & Sinha, 2007, Barkoulas et al., 2007).
La familia de genes KANADI (KAN) juega un papel opuesto al de los genes HD-ZIPIIl y

ARP en el establecimiento de la polaridad de la hoja. Esta familia de factores de transcripcion

esta compuesta de cuatro miembros, que se caracterizan por tener un dominio llamado GARP
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(Sakai et al., 2000). Los genes KAN regulan la extensién de la lamina a través de promover la
identidad abaxial en las hojas en desarrollo y cumplen esta funcion previniendo la expresion de
los factores adaxiales HD-ZIPIIl durante el desarrollo de los tejidos abaxiales (Koenig & Sinha,
2007). Los genes YABBY (YAB) actuan rio abajo de los genes KAN. En A. thaliana, estos
genes se expresan en el dominio abaxial pero cuando se combinan multiples mutaciones yab
ocurre la adaxializacion (Moon & Hake, 2011). Un gen muy estudiado de esta familia es el gen
FILAMENTOUS FLOWER (FIL) (Tsukaya, 2013).

También las auxinas son clave para la especificacidon del eje adaxial-abaxial de la hoja,
ya que algunos reguladores parecen estar influenciados por la actividad de las auxinas
(Scarpella et al., 2010). EI maximo de las auxinas precede y podria controlar el establecimiento
del eje adaxial-abaxial a través de FILAMENTOUS FLOWER y REVOLUTA (Vernoux et al.,
2010, Heisler et al., 2005). Ademas, los factores de respuesta a auxina (ARF) ARF3/ETT y
ARF4 facilitan la accion de KANADI (KAN) en la determinacion abaxial (Barkoulas et al., 2007).
Los datos indican que la modulacién de la actividad de las auxinas y KAN estan involucrados
en establecer la polaridad de la hoja (Pekker et al., 2005) (Figura 3). Otros factores que son
importantes para la determinacién del eje adaxial-abaxial son AS7 y AS2. Ademas de reprimir
la expresion de genes KNOX, promueven la adaxializacion regulando positivamente a los
genes HD-ZIP Il (Lin et al., 2003). Finalmente, las modificaciones en la cromatina también
puede contribuir al desarrollo abaxial/adaxial. Las histona desacetilasas HDT1/HD2A vy
HDT2/HD2B, actuan junto a AS1 y AS2 para regular al miRNA165/166 (Ueno et al., 2007).

En resumen, la especificacion del eje adaxial-abaxial involucra una dinamica de
sefalizacion entre ambos ejes, mas que una estricta delimitacion de distintos tipos celulares
aislados. Por lo tanto, perturbaciones en el desarrollo de la hoja resultan en cascadas de
alteraciones en la expresién genética y su significado en el desarrollo puede ser dificil de

interpretar (Barkoulas et al., 2007).
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Figura 3. Papel que se ha propuesto para que las auxinas determinen la polaridad abaxial-adaxial de los 6rganos
laterales. Cuando se inicia el primordio sus células coexpresan factores abaxiales y adaxiales. La division de los
organos laterales, en la parte abaxial expresan KAN vy la parte adaxial expresan PHB, estableciéndose un mutuo
antagonismo entre ambos tipos de factores. La concentracion de las auxinas forma un ligero gradiente y eso se
traduce en la accion diferencial de ARFs, permitiendo a KAN superar las actividades de PHB en el dominio abaxial.
Modificado de Pekker et al., 2005.

1.2.3. La transicion del crecimiento proliferativo al expansivo

La produccion de las hojas planas requiere de una coordinada division celular durante
los ultimos estados de la expansion de la lamina. Desde hace algun tiempo se creia que
mientras la hoja se desarrolla, se da una transicion del crecimiento proliferativo a expansivo
marcada por una “ola” del arresto del ciclo celular progresando desde la punta de la hoja hasta
la base (Efroni et al., 2010, Barkoulas et al., 2007, Koenig & Sinha, 2007). Mas recientemente,
se ha hecho evidente que la transicion de la proliferacion a la expansién celular no es tan
gradual como se habia asumido, sino que es mas bien una transicion abrupta y es concurrente

con la fotomorfogénesis (Andriankaja et al., 2012).

Los genes de A. thaliana como PEAPOD1 (PPD1) y PEAPOD2 (PPD2) se requieren
para el arresto del ciclo celular especificamente en las divisiones de los progenitores de los
estomas vy el tejido vascular (White, 2006). Finalmente la protedlisis también es importante para
el control de crecimiento en las hojas, dos ligasas de ubiquitina (HUB1 y BB), definen tanto la
tasa y la duracién de la fase proliferativa del desarrollo del 6rgano (Barkoulas et al., 2007).
Finalmente, las proteinas JAGGED (JAG) y NUBBIN (NUB) promueven la division celular en la

lamina en desarrollo de las hojas de Arabidopsis. JAG se expresa en un patrén que coincide

12



con la actividad de division celular, su expresion se detecta a través del primordio incipiente, se
localiza en la lamina y finalmente se excluye en la punta del primordio mientras la division

celular se arresta en un gradiente apico-basal (Dinneny et al., 2004).

1.3. Desarrollo del cloroplasto

Junto con las vacuolas y la pared celular, los plastidos son componentes caracteristicos
de las células vegetales. Estos organelos estan involucrados en procesos centrales como la
fotosintesis y el almacenamiento de reservas. Los plastidos estan comunmente clasificados por
los tipos de pigmentos que contienen (Figura 4), por ejemplo los cloroplastos contienen
clorofilas y los cromoplastos contienen carotenos. Estos ultimos acumulan grandes cantidades
de pigmentos de rojos a amarillos, responsables de brindar color a las flores y los frutos de las
plantas. Algunos plastidos que carecen de pigmentos se agrupan como leucoplastos y dentro
de éstos tenemos aquellos que acumulan almidén (amiloplastos), aceites (oleinoplastos) o
proteinas (proteinoplastos). Estos ultimos tipos de plastidos son incoloros y estan presentes

principalmente en tubérculos y semillas (Ledn & Guevara-Garcia, 2008, Raven et al., 2003).

gerantoplasto

PFOP‘E'SMO/. cromoplasto
=) 3. \)
Nwva ;"

“. \ \ e
.‘/ / oleinoplastos y proteinoplastos

= - )
amiloplastos “=-........-"

Figura 4. Distintos tipos de plastidos presentes en plantas. Todos los plastidos provienen de los proplastidos, la
diferenciacion de cada tipo de plastido depende de distintas sefiales. Tomado de Le6n y Guevara-Garcia, 2008.

En los cloroplastos maduros los pigmentos como la clorofila y los carotenos son

receptores de la energia luminica necesaria para la fotosintesis. En las plantas, los cloroplastos
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son los plastidos mas estudiados, presentan usualmente una forma de disco y tienen un
diametro entre cuatro y seis micrometros (Raven et al., 2003). Una doble membrana, interna y
la externa, delimitan al cloroplasto. Dentro del cloroplasto existen extensas membranas
llamadas tilacoides que forman vesiculas. Estas vesiculas contienen un espacio interno o
lumen y se extienden paralelamente al eje cloroplastico principal, algunas apareciendo
individualmente (tilacoides estromaticos) o como vesiculas organizados en pilas denominado

como grana (Lopez-Juez & Pyke, 2005).

Los plastidos al igual que la mitocondria son organelos semiautonomos que llevan a
cabo varias funciones regulatorias y metabolicas. El genoma de los plastidos, desde las algas
verdes hasta las plantas vasculares, esta constituido por una molécula circular que contiene
aproximadamente 120 genes (Barkan & Goldschmidt-Clermont, 2000). La funcion de los
plastidos es esencial para la vida de los eucariontes fotosintéticos. Esta funcion depende de las
actividades de muchas proteinas, tanto sintetizadas en los plastidos como importadas desde el
citosol (codificadas en el nucleo). Muchas de estas funciones se llevan a cabo por complejos
enzimaticos con subunidades codificadas en ambos compartimientos celulares. Por lo tanto la
coordinacién precisa de la expresiéon de los genes cloroplasticos tanto nucleares como
organelares es vital (Fujii & Small, 2011). Es por ello que el proceso de diferenciacién de los
cloroplastos involucra la contribucion tanto del DNA nuclear como del genoma plastidico;
aunque el control general reside mayoritariamente en el nucleo. Algunas proteinas
cloroplasticas estan codificadas en el DNA plastidico y son sintetizadas dentro del cloroplasto,
pero la mayoria de las proteinas cloroplasticas (95%) estan codificadas en el DNA nuclear, se

traducen en el citosol y son importadas al cloroplasto (Raven et al., 2003).

La biogénesis y el desarrollo del cloroplasto en las plantulas se describe como el
proceso de diferenciacion del plastido progenitor, el proplastido a un cloroplasto maduro, ya sea
directamente o pasando por un intermediario generado en condiciones de oscuridad, conocido
como etioplasto (Pogson & Albrecht, 2011). El desarrollo del cloroplasto es un proceso
complejo y altamente regulado. La transcripcién de los genes plastidicos, las diferentes
modificaciones post-transcripcionales, la traduccion y el ensamblaje de complejos proteicos son
pasos criticos de la biogénesis del cloroplasto (Waters & Langdale, 2009). Por lo tanto, la
transcripcion de los genes del cloroplasto, la maduracion del RNA, la traduccién y la
modificacion de proteinas, tienen un gran impacto en la biogénesis y desarrollo del cloroplasto
(Pogson & Albrecht, 2011).
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1.4. Senalizacion retrégrada (cloroplasto a nucleo)

A la sefializacion del cloroplasto o de la mitocondria al nucleo, se le conoce como
sefalizacion retrograda. Este proceso regula la expresion de los genes codificados en el nucleo
que codifican para proteinas del organelo y de otras proteinas celulares para orquestar el
desarrollo y metabolismo de los organelos. El hecho de que muchas proteinas, sean
necesarias para la funcion del cloroplasto, y que estan codificadas en el nucleo requiere de una
regulacion estrecha entre el estatus funcional del cloroplasto y la transcripcion de genes

nucleares (Pogson & Albrecht, 2011).

Las diferentes vias de sefializacion retrograda revisadas en Estavillo et al. (2012) son:

(a) la via asociada con la biosintesis de intermediarios de tetrapirroles como Mg-
protoporfininalX y el grupo hemo

(b) La via que inicia con cambios en el potencial redox en la cadena transportadora de
electrones.

(c) La produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) como perédxido de hidréogeno
(H,0,) y singulete de oxigeno ('O7) es un tercer mecanismo que puede dar cambios
en la expresién de genes nucleares. Finalmente, esta

(d) La via asociada con la expresion de genes plastidicos (PGE)

En este trabajo, en particular nos interesé la via PGE.

1.4.1. La via de senalizacion Plastid Gene Expression (PGE)

Una via de senalizacién retrograda que se generada durante el desarrollo del
cloroplasto es la via de sefalizacion denominada PGE (plastid gene expression). Esta via se
descubrié mediante el estudio de una serie de mutantes de A. thaliana llamadas gun (genomes
uncoupled), las cuales al ser tratadas con el inhibidor de la sintesis de los carotenoides
norfluorazona acumulan los transcritos para Light Harvesting Chlorophyll Binding protein
(LHCB1.2). En plantas silvestres, el tratamiento con norfluorazona causa fotoblanqueamiento,
afecta la diferenciacion del cloroplasto y provoca la represion de muchos genes nucleares que
participan en la fotosintesis, entre los que se encuentra LHCB1.2. Con la caracterizacion de las

mutantes gun se encontré que la biosintesis de los tetrapirroles (compuesto que forma parte de
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las clorofila) era importante para esta sefalizacién, aunque la naturaleza de la sefial esta adn
en debate. Estos estudios también mostraron el papel de la proteina GUN1 en la sefializacion
retrograda. La mutante gun1, afecta la sefalizacion de cloroplasto a nucleo, aunque no muestra
alteraciones en la biogénesis del cloroplasto en ausencia de inhibidores (Pogson & Albrecht,
2011). La proteina GUN1, pertenece a la subfamilia tipo P de las proteinas Pentatricopeptide
Repeat Protein (PPR). GUN1 tiene similitud con la proteina PLASTID TRANSCRIPTIONALLY
ACTIVE CHROMOSOME PROTEIN 2 (PTAC2) vy se ha visto que las mutantes carentes de
PTAC2 muestran defectos causados por la pérdida de la transcripcién de la RNA polimerasa
codificada en el plastido (PEP). Se ha propuesto que PTAC2 es parte de un gran complejo
multiprotéico asociado con la transcripcion plastidica (Pfalz et al., 2006). Ademas, la proteina
GUN1 tiene un dominio SMR (mutS-related) el cual se une al DNA pero cuya funcién exacta no
se ha establecido (Koussevitzky et al., 2007). Probablemente GUN1 tenga una funcién similar a
PTAC2 mediando la expresion de genes plastidicos. En condiciones donde no hay una
disrupcién en el estatus funcional, del desarrollo del cloroplasto y de la expresion de genes
plastidicos (PGE); la expresidon de genes nucleares permanece normal. Por otro lado, la
inhibicion de la PGE (usando inhibidores de la traduccion del plastido) altera el estado de la
proteina GUN1, activando la sefial mediada por ella misma. La sefial retrograda es transmitida
al nucleo mediante la accién de factores aun no identificados y dispara la represion de genes
cloroplasticos codificados en nucleo (como LHCB1.2). La falta de la proteina GUN1, como en la
mutante gun1, eliminaria la iniciacion de la sefal retrégrada (Cottage & Gray, 2011, Pogson et
al., 2008).

1. 5. Los carotenoides

Los plastidos alojan una variedad de rutas biosintéticas y contienen maquinarias
sofisticadas que producen una gran variedad de compuestos que realizan funciones celulares
vitales. Muchos de estos compuestos producidos son importantes para la agricultura y la
nutricion humana. Entre ellos se encuentran los isoprenoides plastidicos (clase de compuestos
organicos formados por dos o mas unidades derivados del hidrocarburo de cinco carbonos, el
isopreno) (Walter et al., 2010).

Los carotenoides son compuestos isoprenoides que comprenden un grupo diverso de

pigmentos ampliamente distribuidos en la naturaleza. Estos compuestos tienen diversas

funciones, ya que sirven como pigmentos accesorios para cosechar la luz para la fotosintesis y
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constituyen unidades estructurales basicas en el aparato fotosintético, ademas actuan como
fotoprotectores previniendo de dafios oxidativos (Lu y Li, 2008). Las escisiones (cortes)
oxidativas de los carotenoides dan lugar a los apocarotenoides que incluyen a moléculas
sefalizadoras como hormonas, volatiles, aromas, cromoféros, entre otras moléculas (Walter et
al., 2010).

En las plantas, los carotenoides son sintetizados de novo en casi todos los tipos de
plastidos, pero se acumulan en grandes cantidades en los cloroplastos y cromoplastos (Howitt
& Pogson, 2006). Los carotenoides forman dos grandes grupos, los llamados carotenos y su
derivados hidrogenados, denominados como las xantofilas (Dall'Osto et al., 2013). En
cloroplastos, los carotenoides estan localizados en las membranas fotosintéticas e integrados
con proteinas de unién a clorofila para formar complejos pigmentos-proteina, mientras en los
cromoplastos, los carotenoides estan asociados con lipidos polares y proteinas asociadas a los
carotenoides para formar lipoproteina que secuestran y retienen grandes cantidades de

carotenos (Vishnevetsky et al., 1999).

1.6. Biosintesis de Carotenoides

Como otros isoprenoides, la biosintesis de carotenoides (Figura 5) inicia con la sintesis
de dos bloques de cinco carbonos, el isopentenil pirofosfato (IPP) y su isémero alilico dimetilalil
pirofosfato (DMAPP). Ambos bloques se sintetizan a partir del gliceraldehido 3-fosfato y
piruvato a través de 7 pasos biosintéticos (Cordoba et al., 2009). Tres moléculas de IPP y una
de DMAPP se condensan por la geranil-geranil difosfato (GGDP) sintasa para producir GGDP,
una molécula de 20 carbonos que es el precursor directo de los carotenoides (Lu y Li, 2008). La
biosintesis de carotenos puede ser dividida en dos partes. En la primera se produce una
molécula lineal con dobles enlaces frans. En la segunda parte esta molécula se modifica, cicliza
y oxigena produciendo diferentes carotenoides. La primera parte de la via inicia con la
condensacion de dos moléculas de GGDP por la fitoeno sintasa (PSY) produciendo el primer
caroteno (fitoeno). La sintesis de este caroteno de 40C representa uno de los pasos limitante
de la via. Posteriormente, en plantas, el fitoeno es desaturado a licopeno por dos enzimas
evolutivamente relacionadas; la fitoeno desaturasa (PDS) y la {-caroteno desaturasa (ZDS).
También dos isomerasas cis-trans (Z-1ISO y CRTISO) participan en estas reacciones para
convertir el fitoeno poli-cis en licopeno todo-trans. El licopeno es posteriormente ciclizado o

hidroxilado para producir los a-carotenos o los [(-carotenos, los cuales a su vez son
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hidroxilados para producir luteina y zeaxantina, respectivamente (Figura 5) (DellaPenna &
Pogson, 2006).

Existen otras ramas metabdlicas importantes que se originan del GGDP, antes de que
sea tomado por la enzima PSY para producir carotenoides. Por ejemplo, cuando la
geranilgeranil reductasa (GGR) cataliza la reduccion de GGDP al fitol, el cual se convierte en la
cadena lateral de las clorofilas, filoquinonas y tocoferoles. Ademas, GGDP es también el
sustrato para la ent-copalil difosfato sintasa (CPS), que junto con la ent-kaureno sintasa (KS)

llevan el flujo metabdlico hacia la biosintesis de giberelinas (Lu & Li, 2008).

Piruvate G3P

PP DMAPP

Clorofilas
GGPP

Giberelinas

Fitoeno
En arqueas,
bacterias y

hongos .
Fitoflueno

tricis-{-caroteno

dicis-{-caroteno

tetracis-licopeno

todo-trans licopeno

a-caroteno [-caroteno

Luteina ABA Estrigolactonas

Apocarotenos

Figura 5. Via biosintética de los carotenoides. Modificada de Lu y Li, 2008.

1.6.1. La desaturacion e isomerizacion en plantas

Como se menciond, las desaturaciones de la molécula de fitoeno son catalizadas por
las enzimas fitoeno y C -caroteno desaturasas (PDS y ZDS). La generacion de los dobles
enlaces en estas reacciones involucra un mecanismo de deshidrogenacién (la eliminacién de
dos atomos de hidrégeno en cada desaturacion) y se ha demostrado que el aceptor de estos

hidrogenos es la molécula de plastoquinona (Breitenbach, 2002). La PDS es la primera de
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estas desaturasas y cataliza la conversion de fitoeno a (-caroteno (9,15,9’-tricis- {-caroteno)
via el intermediario fitoflueno (9,15-cis-fitoflueno). Antes de que actué la ZDS, el 9,15,9'-tricis-C-
caroteno es isomerizado para dar lugar a 9,9’-dicis--caroteno, que es el sustrato directo de la
enzima ZDS. Esta isomerizacién se lleva a cabo por la enzima Z-ISO (Chen et al., 2010), o de
una manera no enzimatica a través de la luz (Fraser et al., 2009). El 9,9’-dicis-(-caroteno es
desaturado en dos diferentes posiciones por la ZDS produciendo el intermediario 7,9,9’-tricis-
neurosporeno y posteriormente 7,9,7’,9'-tetracis-licopeno. Esta reaccién también involucra una
segunda reaccion de isomerizacion cis-frans la cual es catalizada por la enzima conocida como
CRTISO (por sus siglas en inglés Carotenoid Isomerase), que actua en paralelo con ZDS sobre
los 7,9,7',9-tetracis-licopeno para producir todo-frans licopeno, también esta reaccion puede

ser catalizada por la luz (Sandmann, 2009, Isaacson et al., 2002, Park et al., 2002).

1.6.2. Caroteno desaturasa (CRTI)

Interesantemente, el analisis de la biosintesis de carotenos en arqueas, bacterias y
hongos mostré que las reacciones de desaturacion para la sintesis del licopeno todo-trans, en
estos organismos, es catalizada por una sola enzima llamada caroteno desaturasa (CRTI).
Estos datos contrastan con la desaturacion poli-cis de cianobacterias y plantas que involucra a
las dos desaturasas evolutivamente relacionadas (PDS y ZDS) y las dos isomerasas (Z-ISO y
CRTISO) que se describieron anteriormente. Es decir, CRTI, por si sola, realiza las mismas
reacciones de desaturacion e isomerizacion catalizadas por las cuatro enzimas de la primera

parte de la via de la biosintesis de carotenoides (Figura 5) (Sandmann, 2009).

1.6.3. Apocarotenoides

Se sabe que diferentes carotenoides pueden ser catabolizados por enzimas como
CCOs (carotenoid cleavage oxygenases), aunque en plantas estas enzimas actuan como
dioxigenasas y son llamadas CCDs (Carotenoid Cleavage Dioxygenases, por sus siglas en
inglés) (Walter et al., 2010), las cuales producen moléculas derivadas de carotenos conocidas
como apocarotenoides. Ademas de ser catabolizados por via enzimatica, los carotenoides
también pueden ser modificados por reacciones (no enzimaticas) inducidas por la luz
(DellaPenna & Pogson, 2006). Estos apocarotenoides tienen diversas funciones, actian como
sefales para el desarrollo de la planta y defensa, como agentes antifungicos, como volatiles; y

ademas contribuyen al sabor y aroma de flores y frutos (Walter et al., 2010, Auldridge et al.,
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2006). Las fitohormonas como el acido abscisico (ABA) y las estrigolactonas son algunos de
los apocarotenoides mas conocidos, las cuales regulan una gran variedad de procesos
biolégicos durante el desarrollo de las plantas (Xie et al., 2010, Lu & Li, 2008, DellaPenna &
Pogson, 2006).

1.7. Carotenoid Cleavage Dioxygenases (CCDs)

Las CCDs pertenecen a una familia multigénica de nueve miembros en Arabidopsis
(CCD1, 4, 7, 8 y NCED2, 3, 5, 6 y 9) (Huang et al., 2009). Su caracterizacién bioquimica
demostré que la mayoria de las CCDs tienen promiscuidad por sus sustratos. Estas CCDs
tienen diferentes localizaciones subcelulares, por ejemplo CCD1 es citosdlica, mientras otras
tienen péptidos de transito para su localizacién a plastidos. La familia de CCDs incluyen a las
enzimas NCEDs (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenases), las cuales todas escinden epoxi-
xantofilas y producen xantoxianina que es el precursor de la hormona ABA. La primera CCD
fue clonada a partir de una mutante de maiz afectada en la biosintesis de ABA y se mostré que
dicha enzima escinde especificamente el doble enlace 11-12 del sustrato nueve-cis-
epoxycarotenoide, de donde derivd el nombre de NCEDs. En A. thaliana, el subgrupo de
NCEDs contiene cinco miembros, todos dirigidos a plastidos y todos involucrados en la
biosintesis de ABA (Rosati et al., 2009).

Se ha demostrado que la CCD1 se localiza en el citosol, contrastando con todas las
otras CCDs. Estudios de escision de carotenos de 40 carbonos han mostrado que las
escisiones duales son necesarias para la formacion de apocarotenoides de 13 carbonos que
dan lugar a compuestos de aromaticos y algunos de esencia (Rosati et al., 2009). Aunque los
sustratos para la CCD1 estan inaccesibles para una enzima citoplasmica, existen cantidades
significativas de carotnoides en la membrana externa de los plastidos, los cuales podrian ser

accesibles para dicha enzima (Auldridge et al., 2006).

Finalmente, las enzimas CCD4 son las menos caracterizadas. Por analisis protedmicos
se sabe que CCD4 esta localizada en plastidos y en particular en regiones suborganelares
conocidas como plastogldbulos. Una caracteristica en comun de las CCD4 es su actividad de
escision 9-10 o 9-10/9'-10’. En contraste con la CCD4, las actividades y funciones de las
enzimas CCD7 y CCD8 son menos controversiales. Los genes CCD7 y CCD8 se identificaron

en mutantes que mostraban mayor ramificacién de la parte aérea (tallo). El papel especifico de
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ambas enzimas esta relacionado con la produccioén de la hormona inhibitoria de la ramificacion,
las estrigolactonas. Mediante el estudio de las mutantes max (more axillary branching), se
encontré que la mutante max3 de A. thaliana esta afectada en el gen CCD7. La mutante max4

esta comprometida con la funcién del gen CCD8 (Walter et al., 2010, Rosati et al., 2009).
1.8. Sefales generadas a partir de carotenoides

Ademas de las hormonas ABA y estrigolactonas, en los ultimos afios se han identificado
apocarotenoides que funcionan como moléculas sefializadores. Este es el caso del compuesto
volatil de cadena corta llamado B-ciclocitral (3-CC), el cual es capaz de difundir en la célula. Se
sabe que la produccion de 'O, es una de las respuestas tempranas a estrés por alta luz en
Arabidopsis y se descubrié que el exceso de 'O, causa oxidacion de B-carotenos formandose
el B-CC. Este compuesto se acumula 1.5 veces mas después de una hora de tratamiento con
estrés por luz. Interesantemente, dicha acumulacién estd acompafada por la induccidon de
genes especificos de respuesta a estrés por '0,. Esta induccion es especifica, ya que no se
aumenta la respuesta de genes responsivos a H,0,. Existe evidencia reciente que apoya que el
B-CC funciona como la sefial que transmite el estrés causado por la acumulacion de 'O,y es
capaz de incrementar la tolerancia al dano fotooxidativo (Estavillo et al., 2012, Ramel et al.,
2012).

En el trabajo de Kachanovsky et al., (2012) se mostré el papel que tienen los
metabolitos derivados de algunos carotenoides que son capaces de regular la expresion
genética en el fruto de tomate. Las mutaciones yellow-flesh y tangerine afectan enzimas de la
biosintesis de carotenoides que actuan en via enzimatica linear que controlan la acumulacién
del licopeno en el fruto de tomate. La mutante yellow-flesh esta afectada en la PSY1, la primera
enzima limitante de la via de sintesis de los carotenoides. La mutante fangerine esta afectada
en la enzima CRTISO, una enzima rio abajo en la via. Se esperaria que yellow-flesh fuera
epistatica a tangerine, pero interesantemente la mutacion tangerine es epistatica a yellow-flesh,
ya que el fenotipo de la doble mutante es igual al fenotipo tangerine. En la doble mutante la
transcripciéon de PSY71 se recupera parcialmente al nivel de producir suficiente fitoeno y
producir los carotenoides subsecuentes en la via. Esta respuesta pudiera ser causada por la
composicion aberrante de carotenoides, que podrian funcionar como una sefial, causada por el
fondo tangerine. La naturaleza de la sefal se desconoce, pero se ha propuesto que un

incremento de la concentracién de prolicopeno, cis-neurosporeno, y la accion de alguna CCD
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podrian producir sefiales como cis-carotenos o apocarotenoides. Estas moléculas sefalizarian

para regular la transcripcién de PSY1.

Por ultimo, existe otro compuesto no identificado que funciona como hormona e inhibe
el desarrollo de la parte area (Van Norman et al., 2011). La mutante bypass? (bps1) parece
generar una sefial derivada de carotenoides independiente de ABA y estrigolactonas. bps1?
sobreproduce una sustancia movil en las raices que provoca el detenimiento del crecimiento de
la parte aérea, tiene hojas pequefias y radializadas, y un desarrollo de raiz anormal. Se ha
demostrado, que la produccion de esta sefial moévil depende de carotenoides (directa o
indirectamente) pero su identidad aun se desconoce, pero se cree que la proteina BPS1 podria
ser un regulador negativo que controla su sintesis o entrada de la sefal mavil al xilema (Van
Norman et al., 2004).

2. ANTECEDENTES

Desde hace algun tiempo en el laboratorio se han estudiado algunas mutantes que
afectan el desarrollo del cloroplasto (chloroplast biogenesis, clb). Entre ellas existen varias que
afectan la sintesis de carotenos, y en particular la mutante c/b5-1. clb5-1 afecta al gen que
codifica para la enzima (-caroteno desaturasa (ZDS). La ausencia de esta enzima afecta la
biogénesis del cloroplasto en etapas muy tempranas de su desarrollo. La enzima ZDS, como se
menciond anteriormente, cataliza el segundo conjunto de desaturaciones del fitoeno. En
consecuencia la mutante c/b5-1 es una planta albina de tamafio muy pequefo. Las mutaciones
en los genes que codifican para otras enzimas de la via de carotenos, como PDS y PSY,
también resultan en plantulas albinas, sin embargo la mutante cl/b5-1 tiene cotiledones
irregulares curveados hacia abajo y sus hojas verdaderas son radiales, como proyecciones en
forma de dedos sin diferenciacién entre el peciolo y la hoja. Este fenotipo de la hoja es
especifico de dicha mutante y no se observa en las otras de las mutantes deficientes en
carotenoides como cla1, clb6 y pds3, que aunque son albinas tienen una morfologia de hoja
mas normal. También, la mutante c/b5-1 tiene defectos importantes en la expresion de una
variedad de genes cloroplasticos. Aunque ZDS participa el tercer paso de la via de
carotenoides, el desarrollo del cloroplasto en la mutante de dicha enzima esta detenido en
etapas mas tempranas a comparacién de mutantes tanto de la via MEP, que provee los
precursores para los carotenoides (IPP y DMAPP), como en las mutantes de los pasos iniciales

de la via especifica de los carotenoides (Figura 6). Un analisis inicial del desarrollo de la hoja
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de clb5-1, usando el marcador de la identidad adaxial de la hoja pFIL-GUS, mostré que la
polaridad de las hojas primarias, aunque no de los cotiledones, esta afectada (Figura de apoyo
1). Finalmente, la expresion de varios genes requeridos para el desarrollo del cloroplasto,
codificados tanto en ndcleo como en cloroplasto, esta severamente disminuida en la mutante
clb5-1 en comparacion con las otras mutantes anteriormente descritas y con la planta silvestre.
Dichos defectos incluyen la baja acumulacién de transcritos de genes nucleares directamente
involucrados en la biosintesis de carotenoides, como DXS (1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
synthase), HDR (4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase) y para la enzima PSY,
es también muy baja en cl/b5-1. Sin embargo, los defectos en la transcripcion no son
generalizados, ya que los transcritos de enzimas como PDS3 o CRTISO son similares entre la
mutante c/b5-1 y otras mutantes albinas e incluso entre las plantas de tipo silvestre (Figura de

apoyo 2) (Avendafo-Vazquez et al., No publicado).

Figura 6. Morfologia de las mutantes albinas afectadas en biosintesis de carotenoides

Interesantemente, cuando la mutante c/b5-1 se crece en presencia de los herbicidas
fluridona o norflurazona, que son compuestos que inhiben a la enzima PDS, el fenotipo de la
hoja de cIb5-1 se recupera parcialmente presentando una lamina aplanada. La
complementacion parcial de la morfologia de hoja se aprecia mejor siguiendo la expresion de
marcadores de desarrollo como REV:GUS que es especifico del tejido vascular, y con el cual
también se observa un sistema vascular mas complejo en presencia de los herbicidas. También
se ha encontrado que la luz es otro factor que recupera parcialmente el fenotipo de la hoja de
clb5-1. Cuando clb5-1 se crece en baja luz (1.5 pmol m? sec™), aunque su fenotipo se
mantiene albino, la morfologia de su hoja se asemeja a la de la planta silvestre. Ya que la
mutante pds3 no muestra los defectos en las hojas o en la expresion genética como los que se
observan en de clb5-1, se podria hipotetizar que la acumulacion de los intermediarios
producido entre las enzimas PDS y ZDS (fitoflueno, -caroteno o algun otro derivado de ellos),
sea la responsable de las alteraciones de c/b5-1. Aunque las hormonas ABA y estrigolactonas

se sintetizan a partir de esta via, es dificil pensar que la reduccién de estas hormonas causen
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el fenotipo de c/b5-1, ya que otras mutantes en los pasos anteriores en la via como cla1, clb6,
psSy y pds3 también deben de tener niveles reducidos de ambas hormonas y no muestran dicho

fenotipo (Avendafo-Vazquez et al., No publicado).

El analisis mediante HPLC de los carotenoides, mostré que en las plantulas c/b5-1 se
acumulan al menos 14 diferentes intermediarios, consistentes con fitoflueno y { -carotenos.
Algunos de éstos son probablemente productos de oxidacion de los ¢ -carotenos donde la
oxigenacion resulta en un incremento de la hidrofobicidad. Concordantemente, ni en las
plantulas c/b5-1 tratadas con fluridona, ni en la mutante pds3 fueron detectados fitofluenos, C-
carotenos o sus derivados. Estos datos son consistentes con que las mutantes pds3 y clb5-1
tratadas con fluridona no muestran alteraciones en la morfologia de sus hojas y su expresion
genética es mas parecida a los niveles silvestres. Sin embargo, ninguna de estas especies de
carotenoides desaparecen o disminuyen en las plantas c/b5 crecidas en baja luz. Incluso el
nivel de fitoflueno y {-carotenos se aumenta, por lo que los datos apoyan que la identidad del
compuesto, causante del fenotipo de cl/b5-1 (hoja y expresidn genética), pudiera ser un
derivado (apocarotenoide) de estos carotenos, sin embargo su identidad es aun desconocida.
Una posible explicacién para la supresion del fenotipo de clb5-1 se podria deber a que en
condiciones de luz baja se disminuye la produccion de la sefal al inhibir o disminuir
modificaciones de carotenoides o su degradacion (Avendafo-Vazquez et al., No publicado).
Como se describié anteriormente, se sabe que los carotenoides sufren modificaciones
enzimaticas y no enzimaticas que incluyen la oxidacion y escision y ademas son sensibles a la
luz (Camara & Bouvier, 2004). Es importante mencionar que muchos de los apocarotenoides
producidos a través de estos procesos de modificacidn, tienen actividad sefalizadora (Walter et
al., 2010).

Hasta el momento estos datos sugieren que una nueva sefal (un caroteno o derivado
de éste), a partir de ahora esta sefial sera mencionada como la sefal clb5-1, es generada
como consecuencia de la pérdida de la actividad enzimatica de ZDS, dando lugar al fenotipo de
la mutante c/b5-1. Esta sefial regula la expresion de muchos genes codificados en el
cloroplasto y en el nucleo algunos de los cuales afectan el desarrollo de la hoja. En esta
regulacién creemos que participa la intercomunicacién de cloroplasto y nucleo, a lo que se le
conoce como sefalizacion retrograda (Pogson & Albrecht, 2011, Avendafio-Vazquez et al., No

publicado)

24



3. HIPOTESIS

Ya que existe un defecto en las hojas de mutantes en la enzima ZDS, entonces los carotenos
lineales acumulados en esta mutante funcionan directa o indirectamente como sefiales que

afectan el desarrollo de la hoja y expresion genética nuclear.

4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Analisis morfoldgico vy fisiolégico del desarrollo de la hoja en c/b5-1 y determinacién de las

posibles sefiales que alteran dicho proceso.

Objetivos particulares:

1. Analisis morfologico de la mutante c/b5-1 crecida en diferentes concentraciones de las
hormonas ABA vy estrigolactona.

2. Analisis morfolégico en diferentes etapas del desarrollo de las hojas de la mutante clb5,
usando marcadores moleculares de hoja.

3. Analisis de la posible participacion de las enzimas CCDs en la generacion de la sefal
derivada de carotenoides en la mutante c/b5-1.

4. Analisis de la posible via de sefalizacion retrograda (mediada por GUN1) por la cual la
sefal derivada de la acumulacién de intermediarios de carotenos en la mutante c/b5-1

modula la expresion genética nuclear.

5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Material Vegetal y condiciones de crecimiento

En este estudio se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipos Heynh Columbia
(Col-0) y Lansberg erecta (Ler). La germinacion de semillas bajo condiciones estériles se
realizé en medio con sales basales Murashige y Skoog 0.2X (Gibco BRL, Grand Island, NY)

suplementado con 1% (2w/v) de sacarosa, 1X solucidon de vitamina B5 (Gamborg’s, Sigma,
Inc., St Louis, MO), 0.05% (w/v) de MES, solidificado con 0.8% (w/v) de fitoagar. Para el
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crecimiento de plantas adultas se utilizé6 Metro-Mix 200 (SunGro, Bellevue, WA). Las plantulas
se crecieron 16 horas luz, 8 horas de oscuridad en condiciones estandar (100 ymol m? sec™) a

22°C en camaras de crecimiento.

5.2. Esterilizacion y estratificacion de semillas

Antes de someterse a experimentacion las semillas se sometieron al siguiente proceso
de esterilizacion y estratificacion. El proceso de esterilizacion de semillas se realiza en una
campana de flujo laminar. Las semillas se embeben en agua por 30 minutos. Posteriormente,
se retira el agua y se afiade un mililitro de etanol absoluto por un minuto. Se retira el etanol y se
afnade un mililitro de solucién de hipoclorito de sodio al 20%, se agita durante siete minutos. Se
retira la solucidn de hipoclorito y se realizan 3 lavados con agua estéril. Las semillas se

someten a estratificacion, es decir, se colocan en total oscuridad a 4°C durante cuatro dias.

5.3. Extraccion de DNA gendémico de plantas

Para el aislamiento de DNA gendmico se utilizé la técnica de extraccion por CTAB de acuerdo
a los siguientes pasos:

* Se pulveriza el tejido vegetal con la ayuda de pistilos y nitrégeno liquido en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

* Se agrega 300 pL de buffer 2X CTAB (ver apéndice) y se incuba a 65°C por 30 minutos.
Posteriormente se deja enfriar.

* Se anade 300 pL de cloroformo y se mezcla en un vortex.

* Se centrifuga por dos minutos a 13,000 rpm para separar las fases.

* Se transfiere la fase acuosa de arriba a un nuevo tubo.

* Se agrega 300 pL de 2-propanol y se mezcla.

* Se centrifuga por 10 minutos para formar una pastilla de DNA.

e Seremueve el sobrenadante y se lava la pastilla con 500 ul de etanol al 70%.

e Se centrifuga por 10 minutos.

e Seremueve el etanol y se deja secar el tubo.

e Se agrega 50 pL de agua y se mezcla.

5.4. Analisis por PCR

5.4.1. Lista de oligonucleoétidos usados

Nombre del oligonucleétido Secuencia

GUN1-TR-P 5-GTG GGT TCT GCT GTT TCT TTG-3’
CCD4 FW 5'-ACA GAC TGT GAA ATC ATC CAC-3'
CCD4 Rv 5'-TCT CCT TTA GAC ACA TCA AGC-3'
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GUN1-R 5- GCT GTG GCG GTT GTT ATG TGG-3

GUN1-T-LP 5-ATG CTG CAT ATC AGS TTT CGG-3

Sail LB 5-GCC TTT TCA GAA ATG GAT AAA TAG
CCTTGC TCC-¥

Salk LBb1 5-GCGTGG ACCGCTTGC TGC AACT-3

5.4.2. Reactivos PCR

Buffer PCR 10X 2.5yl
MgCl, 25 mM 2.5yl
dNTPs 10 mM 0.25 yl
Oligo Fw (60 ng/ul) 1.0 pl
Oligo Rv (60 ng/ul) 1.0 pl

5.4.3. Programa general para las reacciones

Paso Temperatura °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 3 min 1
Desnaturalizacién 94 30s

Alineamiento 55 1 min 30

Extension 72 1 min/kb

Extension final 72 7 min 1

5.5. Andlisis de la expresion de B-glucuronidasa (GUS)

La deteccion de la actividad histoquimica de GUS se realizé6 usando X-Gluc como
sustrato. Las plantulas se embebieron en la solucién de tincién (1mg/ml de X-Gluc, 100mM de
Buffer de Fosfatos (pH 7), 5mM de Ferrocianuro de Potasio, 5mM de Ferricianuro de Potasio,
EDTA 500mM, 1% Tritdn X-100) y se les aplica vacio por 2 minutos. Posteriormente se dejan

incubar a 37°C toda la noche.

5.6. Clareo de tejidos

Después de la deteccion de GUS se clarearon las plantulas de la siguiente manera. Se
incuban las plantulas en la solucién | (HCI 0.24N en metanol 20%) por 60 minutos. Después, se
remueve la solucion | y se afiade la solucion Il (NaOH 7% en etanol 60%) en igual cantidad y se
incuba a temperatura ambiente por 25 minutos. Se remueve la solucién Il y se agrega etanol
70% durante 30 minutos. Por ultimo se remueve el etanol y se agrega glicerol al 50% con 2%
DMSO.
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5.7. Generacion y analisis de las lineas marcadoras en los fondos pds3, spc1-2y clb5-1.

Para obtener las lineas marcadoras en los fondos mutantes pds3, spc7-2 y clb5-1 se
realizaron cruzas de plantas que contuvieran el marcador de interés y la respectiva mutacién.
Se realizaron cruzas reciprocas entre las lineas marcadoras homocigotas de CYCB1,1::D-
box:GUS-GFP (Eloy et al., 2011), gPHB::GUS (Gillmor et al., 2010), y DR5:GUS (Ulmasov et
al., 1997) y plantas heterocigotas para la mutaciones pds3, spc1-2 y clb5-1, respectivamente.
Para esto se tomo el polen de la planta donadora y se transfirié al carpelo de la receptora. Las
semillas se recolectaron al madurar las silicuas, entre dos a tres semanas después de haber
realizado la cruza. Se obtuvieron plantas F1, las cuales portaban las mutaciones pds3, spc1-2y
clb5-1, respectivamente, ya que segregaban embriones albinos en sus silicuas. Se colectaron
las semillas F2 y se obtuvieron plantulas albinas que contenian el gen marcador de interés. En

el caso de la linea marcadora pFIL:GUS ya se tenia en el fondo mutante c/b5-1.

5.8. Obtencion de las dobles mutantes ccd4 pds3, ccd4 spc1-2y ccd4 clb5-1

Las dobles mutantes ccd4 pds3, ccd4 spc1-2 y ccd4 clb5-1 se obtuvieron mediante
cruzas entre plantas homocigotas para ccd4 (ccd4 es una mutante de insercion de
SALK_097984C). El polen de plantas heterocigotas para pds3, spc1-2 y clb5-1 se transfirio al
carpelo de plantas ccd4. Las semillas se recolectaron al madurar, después de dos semanas de
haber realizado la cruza. Las semillas de la F1 dieron lugar a plantas F1 y de estas, se
seleccionaron soélo las que segregaron embriones albinos. Después, se obtuvieron plantas F2
que también segregaron embriones albinos. A estas plantas se les extrajo DNA y se
genotipificaron, mediante PCR (Figura suplementaria 2), para buscar la mutacién homocigdética

ccd4. Posteriormente, la F3 segrego las plantas dobles mutantes.

5.9. Generacion del esquema comparativo de la morfologia de las hojas

Para generar el esquema comparativo de la morfologia de las hojas de diferentes
lineas, se disectaron las primeras hojas verdaderas y se montaron en portaobjetos para su
observacion en el microscopio Optico. Se obtuvieron imagenes con una camara digital y
después con un editor de imagenes se cambio el color y se conservd la morfologia de las

primeras hojas verdaderas.
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5.10. Generacion de las dobles mutantes gun1 pds3, gun1 spc1-2y gun1 clb5-1

Para obtener las dobles mutantes gun1 pds3, gun1 spc1-2y gunt clb5-1 se realizé una
cruza entre plantas homocigotas para gun1 (la mutante gun1 es una mutante de insercion
SAIL_290_D09) y plantas heterocigotas para pds3, spc1-2 y clb5-1 respectivamente. Se tomd
el polen de las mutantes de la via de sintesis de carotenoides y se transfirid al carpelo de
plantas gun1. Después, se obtuvieron plantas F1, las cuales segregaban embriones albinos lo
que indicaba la presencia de las mutaciones pds3, spc1-2 y clb5-1 respectivamente. La semilla
F2 se cultivdo y se obtuvieron plantas, las cuales se corroboré6 que segregaran embriones
albinos. Para asegurarse de que estas plantas F2 tuvieran la mutacién guni, se les extrajo
DNA y se genotipificaron mediante PCR(Figura suplementaria 3). Se encontraron varias lineas
F2, de cada una de las dobles mutantes, que contenian la mutacidn en estado homocigético
para guni. Se procedié a recolectar su semilla para su posterior germinacion. Finalmente, las

generaciéon F3 segrego plantas dobles mutantes.

5.11. Extraccion de proteinas

El tejido vegetal recolectado se pulverizé con la ayuda de nitrégeno liquido en un tubo
eppendorf de 1.5 ml. Las muestras se resuspendieron en proporcion 1:1 v/v en un buffer de
extraccion de proteinas (Ver apéndice). La mezcla se centrifugdé a 4°C y se tomaron 2 pl del
sobrenadante para cuantificar las proteinas con el método de Bradford (Bradford, 1976). Los
extractos de proteina se desnaturailzaron con buffer de Laemmli (Laemmli, 1970) (0.125 M
Tris-Cl, pH 6.8, 20% v/v glicerol, 4% v/v SDS, 2% v/v 2-mercaptoetanol y SDS 2X) en

proporcién 1:1 v/v. Las muestras se incubaron a 95°C por cinco minutos justo antes de usarse.

5.12. SDS PAGE

Para la electroforesis de proteinas las muestras y el marcador de peso molecular se
corrieron en un gel desnaturalizante SDS-poliacrilamida al 10% (ver apéndice) en un buffer de
corrida Tris-glicina (25 mM Tris-HCI, 250 mM glicina, 0.1% SDS). Los geles se corrieron a 120

Volts durante 2 horas. El gel se uso para electrotransferir las proteinas a una membrana.
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5.13. Western blot anti ZDS

Los extractos proteicos se separaron por SDS-PAGE al 10% y luego se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa por 90 minutos a 0.35 Amperes en una camara de
electrotransferencia con buffer (ver apéndice) a 4°C. La membrana que contiene las proteinas
se tiNd con Ponceau’s (ver apéndice) al 0.2% para verificar la presencia de proteinas, la cual
puede ser usada como control de carga. Para el anticuerpo contra DXS se bloqued la
membrana con leche descremada al 5% en PBS (Ver apéndice) con Tween 20 al 0.1% por dos
horas. En el caso del anticuerpo contra ZDS se bloquedé la membrana a 37°C con BSA al
3%.Posteriormente, se elimind el exceso de leche de las membranas mediante tres lavados
sucesivos de al menos 5 minutos con la solucién de lavado para Western blot (ver apéndice).
Se agrega el anticuerpo primario en la solucidon de lavado con 2% de leche descremada se
pone a incubar durante dos horas a temperatura ambiente. Se desecha la solucién con el
anticuerpo primario y se lava la membrana con 3 lavados sucesivos de al menos 5 minutos con
la solucién de lavado para Western blot. Después, se agrega el anticuerpo secundario (anti
conejo AP para ZDS o anti raton AP para DXS) con la solucién de lavado durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se hacen tres lavados con la solucion de lavado y por ultimo un lavado

con agua. Las membranas se revelaron mediante el kit BCIP/NBT de Invitrogen.

6. RESULTADOS

6.1. El fenotipo de c/b5-1 no se debe a la ausencia de ABA o de las estrigolactonas

Debido a la importancia de las hormonas vegetales en el desarrollo de las plantas,
existia la posibilidad, aunque remota, que la falta del ABA y de las estrigolactonas pudieran
contribuir al fenotipo de c/b5-1. Otras mutantes afectadas en pasos de la via MEP y en pasos
iniciales de la via de los carotenoides también tendrian niveles bajos de estas hormonas, sin
embargo, no muestran un fenotipo alterado de hoja (Figura 6). Para corroborar que la reduccion
de los niveles de estas hormonas no causan el fenotipo ¢/b5-1, se analizé el crecimiento de la
mutante c/b5-1 en presencia de ABA y estrigolactonas. Las semillas heterocigotas para c/b5-1
se germinaron en medio GM y a los dos dias las plantulas albinas (homocigotas para la
mutacién) se transfirieron a medios suplementados con 0.5 uM, 1 yM de ABA 6 5 uM de GR24
(estrigolactona sintética) (Gomez-Roldan et al., 2008) cada uno por separado. Como control,

también se transfirieron las plantulas pds3 a los mismos medios. Después de varias semanas
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con el tratamiento, se analizé el desarrollo de la hoja de las plantulas c/b5-1. Se observé que el
desarrollo de la hoja de clb5-1 se retardd en comparacion con el de pds3, crecida en las
mismas concentraciones de ABA. Con dicha hormona, la morfologia de la hoja de c/b5-1 no
mostré una mejora sustancial y de hecho se mostraban aun mas retardadas en su desarrollo en
comparacion con una clb5-1 crecida sin ABA. En cuanto a las plantulas de c¢/b5-1 crecidas en
GR24, las hojas de forma radiales permanecen. Curiosamente, las plantulas pds3 mostraron
una mayor ramificacién en la parte aérea con un mayor niumero de hojas verdaderas (Figura 7).
Esta respuesta a estrigolactona en pds3 no fue la esperada ya que GR24 inhibe la ramificacion
de la parte area (Gomez-Roldan et al., 2008). Mediante este analisis se demostrd que la falta

de ABA o estrigolactona no son las causantes del fenotipo de hoja en forma radial de clb5-1.

ABA

0.5 uMm

Wt

Sin Hormonas

Strigo

5uM

e 2
Figura 7. Morfologia de la mutante c/b5-1 y pds3 crecida en ABA y estrigolactona. Las plantulas fueron transferidas
a los dos dias después de germinar a medio suplementado con ABA o GR24. d-dias. Barra negra indica 0.5mm

6.2. Caracterizacion de los defectos en el desarrollo de la hoja de c/b5-1

Con el propésito de tener una idea mas clara de los defectos en el desarrollo de la hoja
de cIb5-1, ocasionados por la acumulacion de fitoflueno, {-caroteno o apocarotenoides
derivados de estos, se desarrollé6 un analisis morfolégico de la hoja que sera descrito en las
siguientes secciones. Como se menciond en la introduccion el desarrollo de la hoja de plantas

es un proceso complejo que requiere de la expresidon coordinada de multiples genes y
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reguladores. Por lo tanto la caracterizacién del patron de expresiéon de algunos genes es
indicador del estado de desarrollo alcanzado en estos 6rganos. Debido a lo anterior, se realiz6
un analisis morfolégico detallado usando lineas marcadoras del desarrollo de hojas vy
cotiledones, tanto en el fondo c/b5-1 y en algunos casos en el fondo spc1-2 (mutante alélica de
clb5-1) y en pds3.

6.2.1. La respuesta a las auxinas esta afectada en las hojas de la mutante c/b5-1

La fitohormona auxina ( siendo el acido indolacético (IAA) la auxina mas importante
producida en plantas) ha sido implicada en el control del desarrollo de la hoja. Durante la
iniciacion de este érgano, un flujo convergente de las auxinas crea un maximo de actividad en
la periferia del meristemo apical (SAM), marcando los sitios de iniciacion de la hoja. En el
primordio incipiente de la hoja, el flujo de las auxinas converge en las células de los bordes
para formar un maximo de actividad de auxina en la punta, de ahi se genera el flujo de las
auxinas a tejidos internos. Este proceso es importante para definir la vena media y
posteriormente, inducir la formacién de otros haces vasculares (Scarpella et al., 2010,
Barkoulas et al., 2007, Heisler et al., 2005, Reinhardt et al., 2003). Finalmente, la auxina
durante el proceso de iniciacion de las hojas, también esta asociada al control del

establecimiento del eje adaxial-abaxial de la hoja (Pekker et al., 2005).

Debido al importante papel de la auxina en el desarrollo de la hoja, se decidi6é analizar la
respuesta a auxina en la hoja de c/b5-1 a través del uso del reportero DR5:GUS (Ulmasov et
al., 1997). Este gen reportero ha sido usado para determinar las respuestas maximas a las
auxinas dentro de las células de un cierto tejido responsivo a dicha hormona (Sabatini et al.,
1999). Para esto se introdujo el gen DR5:GUS al fondo mutante clb5-1 y la expresion del
mismo se analizé a través de ensayos histoquimicos de GUS en las hojas de las plantas de
interés. Se comparo la expresion del reportero DR5:GUS en plantas silvestres y plantas c/b5-1.
En plantas silvestres, la actividad histoquimica de GUS, aparece progresivamente en el tejido
que se convertira en haces vasculares (Mattsson et al., 2003). En congruencia con lo reportado
a los 5 dias, en las plantas silvestres la expresion de DR5:GUS, es visible en la punta del
primordio de la hoja emergente, antes de la diferenciaciéon de la vena media (Figura 8a).
También, congruente con lo reportado, a los 7 dias, la tincion de GUS se observé en la parte
distal de la hoja que corresponde con el maximo de auxinas de la hoja (Figura 8b) (Sieburth &

Lee, 2010). En las raices de las plantas silvestres a los 5 y 7 dias, la tincién de GUS se observa
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en el meristemo radicular, como se ha reportado (Bai & Demason, 2008, Van Norman et al.,
2004) (Figura 8h y 8i) En contraste a este patrén de expresion, en las plantas c/b5-1 de 10 dias,
no se observé expresion detectable de GUS en la punta del primordio de la hoja (Figura 8d).
Esto es similar incluso a los 14 dias donde la punta de las hojas de c/b5-1 continud sin mostrar
expresion detectable del reportero (Figura 8f). Contrariamente, las raices de las plantulas c/b5-
1 de 10 y 14 dias si mostraron tincion de GUS en el meristemo radical, aunque ésta es

ligeramente menor que en las raices silvestres (Figura 8k y 8n).

Para determinar si la falta de expresion de GUS en las hojas de clb5-1 se origina por la
falta de auxinas o por un decremento de la respuesta del tejido a las auxinas, se comparo la
tincion de GUS entre tejido c/b5-1 y silvestre incubado durante 14 horas con 5 uM de la auxina
sintética, acido o naftalén acético (NAA). Como control estos tejidos se incubaron durante 14
horas en agua. Como puede verse en la Figura 6¢ las plantas silvestres incubadas con NAA
mostraron una fuerte tincion de GUS en hojas y raices, tal y como se ha reportado (Bai &
Demason, 2008). En contraste las plantas c/b5-1 tanto a los 10 y 14 dias incubadas en NAA
mostraron una clara expresion de GUS en cotiledones, hipdcotilos y raices, pero una muy baja
tincion en las hojas (Figura 8e y 8g, respectivamente). Estos datos sugieren que la hoja
primaria de c/b5-1 tiene una baja o inexistente respuesta a las auxinas. Esta deficiencia en la
respuesta, por lo menos del reportero DR5, podria afectar aspectos del desarrollo de la hoja
como: 1) el establecimiento del eje adaxial-abaxial y el crecimiento de la lamina de la hoja, ya
que la actividad de auxina puede mediar la via de KAN (Pekker et al., 2005). 2) La formacion
del patrén vascular dentro de las hojas esta mediada por la auxina y 3) por ultimo, dicha

hormona indirectamente modula la division y expansién celular (Scarpella et al., 2010).
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Figura 8. Tincién de DR5:GUS en planta silvestres y clb5-1. La induccién de DR5 por auxina se analizé después de
14 horas de incubacion con 5 pM de NAA,; el tejido mostrado de hoja y raiz corresponde a una misma planta. Las
flechas negras indican la tincion distal de GUS en el primordio foliar y la hoja de plantas silvestres. Barra negra
indica 100 pm.

6.2.2. La identidad adaxial y abaxial de la hoja de c/b5-1 esta afectada

Un paso critico en el desarrollo de la hoja es la especificacion de los destinos celulares
que conformaran las regiones adaxial y abaxial, que generaran el desarrollo de una lamina
aplanada (Figura 1) (Efroni et al., 2010). Con el propdsito de determinar con mas detalle cuédles
son los defectos en la polaridad de la hoja de clb5-1 se utilizaron marcadores de identidad

abaxial y adaxial.

Como se menciond en los antecedentes, ya se contaba con la linea pFIL:GUS en el
fondo clb5-1. Esta linea se considera como una linea marcadora de la regién abaxial del
primordio foliar y de los haces vasculares (Nelissen et al., 2003). En los estudios iniciales, se
habia observado que de forma similar a las plantas silvestres el marcador de GUS se expresa
en la parte abaxial de los cotiledones de c/b5-1. Sin embargo en las primeras hojas de clb5-1
s6lo se observa una ligera expresion de GUS, en contraste con el patrén abaxial observado en
las plantulas silvestres (Figura de apoyo 1). Este patron de expresion indicé que la polaridad de
la hoja en c/b5-1 estaba afectada (Avendafio-Vazquez et al., No publicado). También, algunos
datos preliminares demostraron que las plantas c/b5-1 que crecen en presencia del inhibidor
norflurazona (NF), muestran una recuperacion parcial del fenotipo de la hoja (Figura de apoyo
3). Con la idea de demostrar si junto con esta recuperacion parcial también se observaba el

restablecimiento del patrén de expresion de genes marcadores del desarrollo de este érgano
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como FIL, se decidié analizar la expresién de pFIL:GUS en las hojas de clb5-1 después del
tratamiento con NF. Como se observa en la Figura 9, la expresion del reportero GUS se
restablecio en toda la hoja de la mutante c/b5-1 que estuvo en presencia de NF, similar a una

planta silvestre.

wt clb5-1

NF 5uM - - +

C ¥ oy Y
| o 7

» L

Figura 9. Patron de expresion del marcador de identidad abaxial pFIL:GUS en plantula silvestre de 8d y clb5-1 de 14
dias crecidas en medio GM, clb5-1 de 14 dias crecidas por 4d en medio GM y después, transferidas a medio GM
con 5uM de norflurazona. Barra negra indica 1Tmm.

Otra linea marcadora de identidad adaxial que se analizé fue gPHB:GUS, la cual es
expresada en el SAM, en el primordio vascular y en el lado adaxial de los cotiledones en
embriones silvestres (Figura 8a) (Gillmor et al., 2010). Cuando la plantula silvestre se
desarrolla, la expresion de gPHB:GUS se observa predominantemente en el tejido vascular
adaxial y en los dominios adaxiales de los cotiledones y hojas (Figura 10b-d). En el fondo
mutante c/b5-1 los embriones en estado de cotiledones doblados tienen un patréon de expresion
muy similar al embrion silvestre (Figura 10e). Mas tarde en el desarrollo, la expresion de GUS
también se observa en los haces vasculares de los cotiledones de plantulas, sin embargo en
las primeras hojas verdaderas de las plantulas de 10 y 14 dias, se detecté una baja expresion
de GUS, que se restringe a la parte central de las hojas, que corresponde con los haces
vasculares. Sin embargo, no se observé expresion en dominios adaxiales de la hoja (Figura
10g-h). De lo anterior, se puede concluir que en los embriones clb5-1 y en los cotiledones de
las plantulas clb5-1 la polaridad adaxial no parece estar afectada. Sin embargo, en las hojas
verdaderas la baja expresion del gen reportero, restringida sélo a tejido vascular, sugiere que la

polaridad adaxial de las hojas esta por lo menos comprometida.
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clb5-1

Figura 10. Patrén de expresion de gPHB:GUS en embriones en etapa de cotiledones doblados y plantulas silvestres
(wt) (a-d) y clb5-1 (e-h). (a) Expresion de gPHB:GUS en embridn silvestre en etapa bending cotyledons, (b) en
plantula silvestre de 7 dias, (c) en hojas silvestres de 7 dias vistas de lado y (b) vistas desde arriba (d). (e) Expresion
de gPHB:GUS en embriones clb5-1 en etapa bending coyledons, (f) en plantula clb5-1 de 10 dias y en hojas c/b5-1
de (g)10 dias y (h) 14 dias. Barra blanca indica 0.1mm y barra negra indica 1mm.

Los datos anteriores sugieren que la sefal clb5-1, causa una alteracién, directa o
indirecta, en la expresion de los genes que forman los dominos adaxiales y abaxiales. También,
existe la posibilidad de que la alteracion de la expresion genética de estos marcadores esté
relacionada con la falta de respuesta a la auxina, ya que los reguladores claves del eje adaxial-
abaxial estan influenciados por la auxina (Scarpella et al., 2010). Por ejemplo, algunos factores
de respuesta a auxina (ARF) se encargan de facilitar la accion del factor KAN durante la
determinacion abaxial (Figura 3) (Pekker et al., 2005). Todos estos aspectos podrian afectar a

la formacién de una hoja con un peciolo y lamina aplanada.

6.2.3. La transicién del crecimiento proliferativo al expansivo esta afectada en la hoja de
clb5-1

El desarrollo temprano de la hoja esta determinado por la proliferacion celular y la
subsecuente expansion de dichas células, que inicia desde la punta de la hoja y procede hacia
la base de la hoja (Andriankaja et al., 2012). Para conocer si la transicion del crecimiento
proliferativo al expansivo en la hoja de la mutante clb5-1 estaba afectada, se usé la linea
reportera CYCB1;1::D-box:GUS. Dicha linea es util para monitorear la actividad mitética en
meristemos (Eloy et al., 2011). En el trabajo de Andriankaja et al., (2012) se observé que
cuando la hoja recién emerge la tincion de GUS se observaba en toda la hoja, indicando la

zona proliferativa, en los siguientes tres dias de desarrollo la zona tefiida disminuyé

36



gradualmente desde la punta hasta la base y finalmente cuando la hoja se desarrolla

totalmente, la expresion del reportero fue imperceptible.

Con base en lo anterior, se procedié a analizar la expresion de CYCB1,1::D-box:GUS en
la plantula control y las mutantes pds3, spc?1-2 y clb5-1. Las plantulas se analizaron en el
mismo estado de desarrollo, es decir cuando el primer par de hojas verdaderas habian
emergido. En la plantula control de 6 dias y en la mutante pds3 de 8 dias, se observa que la
actividad de GUS esta localizada en la base de la hoja (Figura 11). Este patrén de expresion es
consistente con la disminucion de la zona de proliferacion (Andriankaja et al., 2012). Cabe
mencionar que en pds3 a simple vista se observé una expresion mas fuerte del reportero. En
contraste, en la mutante c/b5-1 y spc1-2 de 10 dias, cuando la hoja emerge, aparece una fuerte
expresion de GUS en casi toda la hoja. A los 14 dias, esta expresion se localizé desde la base
de la hoja hasta la punta del primer par de hojas verdaderas, es decir parece que no hubo
expansion celular ya que no se aprecia una disminucion en la zona de proliferacién como en la
planta control y pds3 (Figura 11). Por lo tanto esto apoya a que a lo largo de las hojas de clb5-1

y spc1-2 existen células en fase G2/M.

Se sabe que las cilcinas tipo B se expresan especificamente durante G2 y mitosis, y
estas ciclinas deben ser degradadas después de la mitosis (Donnelly et al., 1999), por lo que
este patron de expresion del reportero en clb5-1 sugiere que existe una continua division
celular a lo largo de toda la hoja. Con base en estos resultados se esperaria que existiera un
mayor numero de células en la hoja de c/b5-1, sin embargo, el corte transversal de las hojas de
clb5-1 habia mostrado que la hoja consiste en un cilindro interno de tejido vascular rodeado por
una sola capa de células epidérmicas, las cuales son mas largas que en plantulas silvestres y
pds3. Ademas las hojas de clb5-1 carecen de tejido del meséfilo (Figura de apoyo 4)
(Avendano-Vazquez et al.,, No publicado). Por lo anterior, la expresion de GUS en la hoja de
clb5-1 no es congruente con el numero de células en la hoja. Una posible explicacion es que
las ciclinas tipo B se estan expresando y se acumulan a lo largo de la hoja de c¢lb5-1, pero no
completan la mitosis o la completan mas lento. Eso podria explicar por qué existe un menor

numero de células en la mutante c/b5-1 aunque este marcador se exprese.
También, existe la posibilidad de que el patron de expresion observado se deba a que

no hay una transicion al crecimiento expansivo de las células de la hoja, por lo que las células

en division ocupan casi todo el volumen de la hoja de la mutante clb5-1. Debido a lo anterior las
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células en division se encuentran compactadas y sin expandirse lo que generaria la expresion

localizada de GUS a lo largo de la hoja radial.
Estos resultados apoyan que la afectacion en la division celular en la hoja de clb5-1 es

consecuencia de la alteracion en la expresion genética causada por la sefial c/b5-1 (Avendafio-

Vazquez et al., No publicado), lo que afectaria directa o indirectamente el ciclo celular.

clb5-1 spcl-2

10d 10d

14d 14d
Figura 11. Analisis comparativo de la expresion de CYCB1;1::D-box:GUS en las primeras hojas verdaderas de
plantas silvestres, pds3, clb5-1y spc1-2. d indica dias. La barra indica 0.5 mm.

6d 8d

6.3. La doble mutante ccd4 clb5-1 muestra mejora en el fenotipo de hoja y expresién

genética

Las enzimas CCDs son importantes en la produccién de apocarotenoides, y estos
ultimos pueden funcionar como sefales para el desarrollo de la planta (Rosati et al., 2009; Xie
et al., 2010). Por lo anterior, se puede hipotetizar que el fitoflueno, el {-caroteno o derivados de
estas moléculas que se acumulan en la mutante cl/b5-1, pudieran ser blancos, directos o
indirectos, de las enzimas CCDs. En particular nos interesaron las enzimas CCD7, CCD8 y la
CCD4, que es la menos caracterizada. Para analizar dicha posibilidad se decidié analizar el
fenotipo de plantas que carecian de alguna de estas enzimas en el fondo c/b5-1. Dado lo
anterior, se generaron las dobles mutantes ccd7/max3 clb5-1, ccd8/max4 clb5-1y ccd4 clb5-1y
el fenotipo de las hojas se analiz6. Como se observa en la Figura 12, la doble mutante ccd4

clb5-1 mostré una mejora evidente en la morfologia de sus hojas (La doble mutante ccd4 clb5-1
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se genotipific6 mediante PCR como se muestra en la figura suplementaria 2). A los 15 dias de
desarrollo estas plantas muestran una lamina plana, en lugar de las proyecciones tipo dedo
caracteristico de la mutante c/b5-1. Cabe mencionar que la mutante sencilla de ccd4 carece de
fenotipo en las hojas (Figura 12) por lo que resulté muy interesante que la ausencia de esta
CCD en clb5-1 mostrara un fenotipo. Por otro lado, debido a que la mutacién c/b5-1 esta en el
ecotipo Ler mientras que la mutante ccd4 en el fondo Col, existia la posibilidad de que la
mejoria de hoja se debiera a la heterosis o vigor hibrido. Es decir, que el fenotipo puediera
deberse a la contribucién de alelos provenientes de cualquiera de los dos ecotipos de una
manera que no esta relacionada con los genes CCD4 y ZDS. Para analizar dicha posibilidad
como control se utilizd una cruza entre una planta heterocigota para c/b5-1 y una planta
silvestre del ecotipo Col. La progenie albina de esta cruza resulté en plantulas con el fenotipo

de c/b5-1 (Dato no mostrado).

wt

ccd4 clb5-1 ccd7/max3 clb5-1

ccd4

Figura 12. Fenotipo de la doble mutante ccd4 clb5-1 comparado con la planta silvestre de 8 dias, la mutante ccd4 de
8 dias, la doble mutante ccd7/max3 clb5-1 de 15 dias, la doble mutante ccd8/max4 clb5-1 de 15 dias. La barra negra
indica 1Tmm.

Debido a la evidente mejoria en la morfologia de la hoja de la doble mutante ccd4 clb5-
1, se procedio a analizar si la expresién a nivel de proteina, también mejoraba en esta planta.
Por tal motivo se realizé un ensayo tipo western blot para detectar el nivel de expresién de la
enzima DXS de la via MEP. De forma sorprendente la doble mutante no sélo mejora en el
fenotipo de la hoja, sino que también recupera la expresién genética de DXS a niveles
semejantes al de una planta silvestre (Figura 13), Adicionalmente, no fueron detectados niveles

de expresion de DXS en los extractos de las dobles mutantes ccd7/max3 clb5-1 y ccd8/max4
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clb5-1, como sucede en clb5-1 (Figura 14). Por lo tanto, la mejora del fenotipo de clb5-1 se da
solamente en el fondo mutante ccd4 y no en los fondos ccd7 o ccd8. Este resultado sugiere
que la enzima CCD4, podria estar involucrada en el rompimiento (escisién y oxidacién) directo
o indirecto de los fitofluenos, {-carotenos o derivados de ellos acumulados en la mutante c/b5-
1.
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Figura 13. Western blot anti DXS de plantas Ler y ccd4 de 8 dias, las mutantes albinas cla, clb6, pds3, clb5-1 de 15
dias y las dobles mutantes ccd7/max3 clb5-1y ccd8/max4 clb5-1 de 15 dias. Como control de carga se muestra las
proteinas tefiidas con Ponceau. ( Western blot realizado por Maricela Ramos-Vega).

Adicionalmente, para facilitar la comparacion entre la morfologia de las primeras hojas
verdaderas de estas dobles mutantes, se realizé un analisis comparativo de c/b5-1 en contraste
con: (a) sus mutantes alélicas c/b5-2, clb5-3, spc1-2; (b) las mutantes sencillas ccd4, pds3; (c)
las dobles mutantes ccd4 clb5-1, ccd4 spc1-2, ccd4 pds3, ccd7/max3 clb5-1, ccd8/max4 clb5-1
y (d) una linea sobreexpresora de ZDS (Figura 14). Lo anterior se realiz6 cortando, a partir de
la base del peciolo, las primeras hojas verdaderas de dichas plantas. Una vez cortadas la hojas
se montaron en un portaobjetos donde se fotografiaron y mediante un software de manejos de
imagenes (iDraw) se obtuvieron sdélo los contornos, para facilitar la comparaciéon morfoldgica

entre ellas.

Por ejemplo, si se compara clb5-1 con la mutante alélica clb5-3, esta ultima muestra una
hoja con morfologia casi normal, sugiriendo que esta mutante pareciera no ser nula (Figura
14h). Este hecho ha sido comprobado a través de analisis de su mensajero y de su proteina
(Avendafo-Vazquez et al., No publicado). De forma semejante, la hoja de la mutante spc7-2, a
diferencia de c/b5-1, se caracteriza por tener una forma de rombo alargado, con un fenotipo
menos drastico (Figura 14m) (Dong et al., 2007). Con el propdsito de verificar este hecho se
realizé un analisis de proteinas por western blot anti ZDS en la mutante spc7-2. Con este

analisis se detecté una proteina de mayor peso molecular que podria corresponder a ZDS mas
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la insercion de T-DNA (Figura suplementaria 1). La proteina detectada en esta mutante pudiera
tener cierta actividad catalitica, lo que podria explicar por qué el fenotipo de spc7-2 no es tan
drastico como el de c/b5-1 (Figura 14f) o clb5-2 (Figura 149).

Col 8d Ler 8d 355 ZDS 8d ccd4 8d clb5-118d clb5-118d clb5-2 18d clb5-3 15d
(Col x Ler)

i i k m n | o

ccd4 clb5 15d pds311d ccd4 pds3 11d spcl-2 15d ccd4 spcl-2 15d ccd7/max3 clb5-1 ;cszS/mam clb5-1
15d

Figura 14. Esquema comparativo de la morfologia de la primera hoja de distintas plantas mutantes y silvestres. Las
hojas estan a escala.

También, en este analisis comparativo se puede observar que las hojas de Col, Ler, la
sobre-expresora de ZDS y ccd4 tienen un peciolo diferenciado y una lamina redonda (Figura
14a-d). En contraste, las plantulas c/b5-1 de la cruza control (Col x c/b5-1[Ler]) muestran una
hoja alargada sin diferencia entre peciolo y lamina, basicamente idéntica a la morfologia de la
hoja de clb5-1 (Figura 13f). Ademas, es evidente que la mutante pds3 tiene hojas verdaderas

mas parecidas a las hojas silvestres, pero con el borde ligeramente serrado (Figura 14j).

En este mismo analisis se observa que las dobles mutantes entre ccd4 pds3 y ccd4
spc1-2 (Figura 14k y 14n) parecen no tener diferencias en la morfologia de la hoja con respecto
a las mutantes sencillas pds3 y spc1-2 respectivamente (Figura 14j y 14m). La mejora en la
morfologia de la hoja se aprecia en la doble mutante ccd4 clb5-1, donde se puede observar
hojas tanto de tipo rombo alargado (Figura 14i), parecidas a las de spc7-2, y hojas con la
lamina mas redondeada. Esta supresion de fenotipo en las hojas de ccd4 clb5-1, no se observo

en las dobles mutantes ccd7/max3 clb5-1'y ccd8/max4 clb5-1 (Figura 12, 14l y 140).
Los resultados anteriores, proveen una evidencia importante sobre la generacién de la

sefal clb5-1, ya que ésta parece ser sintetizada a través de una via de escision de

carotenoides como en el caso de la sintesis del ABA y de las estrigolactonas (Walter et al.,
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2010, Xie et al., 2010). La falta de la enzima CCD4 restaura parcialmente el fenotipo de la hoja
en la mutante c/b5-1, ya que el 75% de las plantulas cd4 clb5-1 ya no muestran las

proyecciones tipo dedo (Figura 13 y 14i).

6.4. La doble mutante gun1 clb5-1 es embrion letal

Como se ha mencionado, los datos obtenidos apuntan a que un apocarotenoide
derivado, a través de CCD4, es responsable del fenotipo de la mutante c/b5-1. Esta sefal
modula la expresion de multiples genes codificados tanto en nucleo como en cloroplasto. Una
pregunta por responder es cdmo esta sefial generada en el cloroplasto es capaz de modular la
expresion de genes nucleares. Se sabe que el cloroplasto es capaz de sefalizar al nucleo su
estado de desarrollo a partir de la sefalizacion retrograda (Cottage & Gray, 2011). Existen
multiples vias de sefializacion retrograda y se han identificado algunos elementos importantes
en estas vias de sefializacién. Uno de dichos elementos es la proteina GUN1 una proteina

implicada en la via PGE.

Con el propésito reanalizar si GUN1 podria participar en la generacion de la expresion
genética aberrante en c/b5-1. Se habia investigado los niveles de transcripcion de GUNT en
dicha mutante y se observé una disminucion en la acumulacién de su transcrito en
comparacion con otras mutantes albinas y la planta silvestre. Estos datos sugerian que la
sefal generada en la mutante c/b5-1 podria utilizar elementos de la via PGE como GUN1. Por
lo anterior, la via PGE podria estar alterada y a su vez afectar el estado de la proteina GUN1,
activando una sefal al nucleo mediada por ella misma (Pogson et al., 2008). Dado lo anterior,
se plante6 que la falta de la proteina GUN1 en c/b5-1 eliminaria la sefial retrégrada, por lo tanto
la expresion de genes nucleares podria alterarse y provocar cambios fenotipos en una doble

mutante gunt clb5-1, por ejemplo algun cambio en la morfologia de la hoja.

Para analizar de una manera mas directa la posible participacion de GUN1 en la
transmisién de la sefial derivada de (-carotenos, se generaron las siguientes dobles mutantes:
gunt clbb5-1, gun1 spc1-2 y gun1 pds3, esta ultima como un posible control (Materiales y
meétodos). Primero, se aislaron las dobles mutantes homocigotas. Las silicuas de las plantas F2
adultas gunt -/~ clb5-1 +/- mostraron un fenotipo interesante. Después de la polinizacién de la
flor y que la silicua se empieza a desarrollar, semanas después se observaron embriones

verdes y embriones albinos, estos ultimos en una proporcién del 25%, los cuales indican la
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presencia de la mutacién clb5-1. Sin embargo, conforme la silicua maduraba los embriones
albinos que correspondian a la doble mutante gunt clb5-1 (qun1-/- clb5-1-/-) se volvieron cafés
y cuando finalmente la silicua se seco estas semillas se colapsaron y convirtieron en semillas
tipo pasa o “shrunken” (25% de las semillas de la silicua gun1 -/- clb5-1 +/-) (Figura 15). Este
fendmeno no ocurre en silicuas de plantas heterocigotas para c/b5-1, ni en silicuas de la
mutante gun1 (Dato no mostrado). Se cosecharon las semillas de plantas gun1-/- clb5-1 -/+y
posteriormente se separaron las semillas normales de las semillas tipo pasas. Se cultivaron
ambos tipos de semillas por separado y se corrobord que soélo germinaron las semillas
normales, mientras que las semillas tipo pasas que corresponden a la mutante gunt -/- clb5-1 -
/- fueron incapaces de germinar. De forma interesante, se observo que cuando las silicuas de
una planta adulta gun1 -/- clb5-1 -/+ se cubrian con aluminio (para evitar que la silicua recibiera
luz) algunas de las semillas (30%) provenientes de embriones albinos podian germinar (Figura
15h). También se observd que cuando los embriones albinos maduros (que se encontraban
presentes antes de la desecacion de la silicua) se transferian a un medio GM fueron capaces
de germinar. En los dos casos anteriores, embriones gunt clb5-1, cubiertos con aluminio y
transferidos, se obtuvo una germinacion del 30% que dio lugar a plantulas albinas severamente
detenidas en su desarrollo, ain mas que las plantas c/b5-1. Interesantemente, las dobles
mutantes gun1 spc1-2 y gun1 pds3 resultaron tener el mismo fenotipo que las gun1 clb5-1
(Figuras suplementarias 2 y 3). Estos datos indican que los genes de las desaturasas (PDS y
ZDS) de la via de biosintesis de carotenoides son indispensables junto con GUNT para el

desarrollo del embrion y de la semilla.

Si GUN1 fuese importante en la via de sefializacion retrograda, que causa los defectos
de expresidon genética en la mutante c/b5-1, se esperaba que en la doble mutante gun1 clb5-1
mostrara una supresion del fenotipo de c/b5-1. En cambio, la falta de GUN1 en c/b5-1 provocd
serios defectos en el desarrollo del embrion y la semilla. Con estos resultados, no se logré
obtener informacioén acerca de la relacién de GUN1 con los cambios de la expresién genética
nuclear, pero si se obtuvo informacién acerca de la importancia de dicha proteina, junto con
PDS y ZDS, en el desarrollo del embrion y la semilla. Indicando que dichos eventos son al

menos parcialmente independientes.
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Figura 15. Fenotipo de la doble mutante gun? clb5-1. a) Silicua inmadura de una planta adulta gun? -/- clb5-1 +/-,
segregando embriones albinos. b) silicua madura gun1 -/- clb5-1 +/-, segregando embriones albinos que se volvieron
cafés. c) silicua seca gunt -/- clb5-1 +/-, se observan las semillas tipo pasa o shrunken. d) semillas normales
provenientes de silicua gun1 -/- clb5-1 +/-. €) semillas tipo pasa o shrunken provenientes de silicuas gunt -/~ clb5-1
+/-. f) Sélo germinaron las plantas provenientes de semillas normales. g) Plantulas gun1 -/- clb5-1 -/- provenientes de
embriones de silicuas maduras gunf -/- clb5-1 +/- transferidos a medio de crecimiento. h) Plantulas gun1 -/~ clb5-1 -/-
provenientes de silicuas gunt -/- clb5-1 +/- cubiertas con aluminio. Barra negra o blanca indican 1mm.

7. DISCUSION

7.1. clb5-1 genera una sefal derivada de carotenoides capaz de regular la expresion

genética y el desarrollo de la hoja

En la actualidad, se han descrito mas de 700 diferentes carotenoides y su diversidad
estructural ha evolucionado probablemente en relacién a sus diversas funciones. Se sabe que
estos compuestos actuan como vitaminas y hormonas, como sustrato para la sintesis de
productos volatiles, y como pigmentos en flores y frutos (DellaPenna & Pogson, 2006, Cuttriss
& Pogson, 2006). Ademas, los carotenoides tienen funciones esenciales en la fotosintesis de
las plantas, como componentes del aparato fotosintético para la captacién de luz vy
fotoproteccién (Nelson & Ben-Shem, 2004). Cabe mencionar que ademas de las hormonas
como el ABA y las estrigolactonas, recientemente se han encontrado moléculas derivadas de

carotenoides que funcionan como sefalizadores y que afectan la expresion genética (Estavillo

44



et al.,, 2012, Ramel et al.,, 2012, Kachanovsky et al., 2012, Van Norman et al., 2011, Van
Norman et al., 2004). Por lo que, es posible que existan carotenoides aun no identificados con
funciones sefnalizadoras. Particularmente, la mutacién c/b5-1 afecta al gen que codifica para la
enzima ¢-caroteno desaturasa (ZDS). Aunque la enzima ZDS afecta el tercer paso de la via de
carotenoides el desarrollo morfolégico, especificamente el de la hoja, y su expresiéon genética
estan drasticamente afectados drasticamente en comparacion con otras mutantes de enzimas
rio arriba en la biosintesis de carotenoides (Avendano-Vazquez et al., No publicado). Se ha
propuesto que la acumulacion de algun intermediario (s), producido (s) entre las enzimas PDS
y ZDS (fitoflueno o {-carotenos o sus derivados), es responsable de las alteraciones en c/b5-1,
esta (s) molécula(s) es (son) capaz (capaces) de regular la expresiéon de genes y el desarrollo
de la hoja. En este trabajo, se demostré que el fenotipo de c/b5-1 no puede ser explicado por la
ausencia de las fitohormonas ABA o de las estrigolactonas, ya que la adicion de estas
fitohormonas no rescata o mejora el fenotipo de clb5-1 (Figura 7). Todo esto apoya la idea de

que el fenotipo se debe a la acumulacién de la sefial que se genera en la mutante c/b5-1.

7.2.La respuesta a auxina esta alterada en la hoja de c/b5-1

La auxina es una fitohormona que esta involucrada en la iniciacion y desarrollo de la
hoja, incluyendo el establecimiento de los ejes de este 6rgano (Vernoux et al., 2010, Pekker et
al., 2005). La iniciacion de los primordios foliares es especificada en los flancos del SAM y
corresponden a los sitios de actividad elevada de la auxina, los cuales resultan de la
convergencia de la polaridad de los transportadores PIN1 en la epidermis. Después el flujo de
la auxina converge para formar un maximo de auxina en la punta del primordio donde la auxina
se transporta a tejidos internos para que gradualmente induzca la formacién de la vena media
(Scarpella et al., 2010). Con la rapida expansion del primordio creciente, la concentracion de
auxina forma un ligero gradiente, el cual se traduce en la accion diferencial de grupos
especificos de los factores ARFs (ARF3/ETT y ARF4) permitiendo a KANADI obtener mayor
actividad en el dominio abaxial. Los gradientes de estos ARFs en el primordio ayudan a traducir
diferencialmente la presencia de auxina para mantener el destino abaxial y asi establecer el eje
adaxial-abaxial (Figura 3) (Pekker et al., 2005).

Mediante el analisis del reportero de DR5:GUS en el fondo clb5-1, se demostré que ni

en el primordio ni en las hojas de c/b5-1 existe un maximo de auxinas (Figura 8), como sucede

en las plantas silvestres (Petricka & Nelson, 2007, Bai & Demason, 2008). La falta de expresion
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de este reportero en los primordios y hojas de c/b5-1 se puede explicado por los bajos niveles
de auxina o bien por una baja capacidad de respuesta de esta mutante a la fitohormona. Sin
embargo, a adicion de NAA no indujo la expresion de dicho reportero en las hojas, pero si en la
raiz donde se observd una respuesta a auxinas (Figura 6). Lo anterior sugiere que la sefal
clb5-1 altera la percepcién o transduccion de la sefial de auxina en la hoja, lo que podria
afectar varios aspectos del desarrollo de este érgano como son el establecimiento del eje
adaxial-abaxial, el crecimiento de la lamina de la hoja (Pekker et al., 2005), la formacién del

patron vascular, la modulacién de la divisién y la expansion celular (Scarpella et al., 2010).

La baja o nula respuesta a auxina en la hoja de c/b5-1, podria ser la consecuencia de
que la sefial producida en esta mutante altera la expresion de genes requeridos para la
percepcion de esta hormona, para la transduccion de su sefal o catabolismo aumentado.
Dentro de los posibles blancos se encuentran la expresion de los receptores de auxina TIR1 o
AFBs asi como algunos activadores de la transcripcién como los factores ARF. Una baja
transcripcidén de éstos ultimos podrian provocar que no se active la transcripcion de genes que
contienen los elementos de respuesta a la auxina (AuxRes). Otros blancos posibles son los
genes AUX/IAA, que codifican para represores de los ARFs, aunque en este caso se requeriria
que su expresion estuviera incrementada y en consecuencia la transcripcion de los genes
inducibles por auxina como DRS5 estaria reprimida (Vernoux et al., 2010). Por lo tanto, resulta
de interés, un analisis futuro de los niveles de expresion de estos elementos claves para
comprender por qué la hoja de c/b5-1 no responde a las auxinas y como es que la sefal c/b5-1
pudiera estar afectando la expresion de receptores o efectores de la via de sehalizacion por

auxina.

Buscando en la literatura mutantes con caracteristicas similares a c/b5-1 se encontraron
algunas con fenotipos aberrantes de hoja y con una respuesta alterada a auxina en dicho
o6rgano. La mutante bps?, mencionada anteriormente, tiene hojas pequefas y radiales, sin
embargo, en contraste con cl/b5-1, las hojas de bps? si tienen un maximo de actividad de
auxinas en la punta, pero al agregar auxina exdégena, la respuesta a auxina no se incrementa
(Van Norma et al., 2011; Sieburth y Lee, 2010; Van Norman et al., 2004). Otras mutantes con
morfologia, vasculatura y division celular alterada debido a cambios en la respuesta a auxina
en la hoja son asymmetric leaf1 (as1) y asymmetric leaf2 (as2) (Zgurski et al., 2005). Ademas
de las mutantes, en plantas de tomate se ha reportado una estructura similar a la hoja radial de

clb5-1; esta estructura llamada “naked pin” se forma cuando se bloquea el transporte polar de
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auxina usando inhibidores del transporte de auxina. Los “naked pins” también son
caracteristicos de plantas con mutaciones en el transportador polar PIN1 (Braybrook &
Kuhlemeier, 2010, Reinhardt et al., 2000). Los ejemplos anteriores resaltan una vez mas la
importancia de la auxina en el desarrollo de la hoja, por lo que los defectos de la hoja en clb5-1

podrian ser explicados por la falta de respuesta a esta hormona.

Resulta interesante destacar que a pesar de que la hoja y el primordio foliar de c/b5-1
no mostraron aparente respuesta a auxina, en esta planta si se desarrollan apéndices radiales
tipo hojas, sugiriendo que en los flancos del SAM la auxina si es capaz de especificar la
iniciacion de la hoja. Por lo tanto, se puede especular que en el SAM la actividad de auxina
pareciera ser suficiente para la iniciacion de la hoja, pero en estadios posteriores cuando el
primordio se empieza a desarrollar, la respuesta a auxina se encuentra alterada como
consecuencia de la sefial c/b5-1. Para poder conocer los eventos moleculares se necesitara
hacer un andlisis mas detallados durante la iniciacion de la hoja, que permita responder si los
puntos de convergencia de actividad maxima de auxina en los flancos del SAM estan alterados.
Otro aspecto que llama la atencién es que en la estructura radial de clb5-1 hay presencia de
una vena media, que se observa mediante los marcadores vasculares REV:GUS (Avendafio-
Vazquez et al., No publicado) y gPHB:GUS (Figura 8f-h). Es aceptado que el flujo de auxina
converge en la punta del primordio foliar donde se internaliza a tejidos internos e induce la
formacién de la vena media (Scarpella et al., 2010). Por lo tanto resulta sorprendente que a
pesar de que en clb5-1 no existe un maximo de auxinas en la punta del primordio si se
diferencia la vena media (Petricka & Nelson, 2007, Zgurski et al., 2005). Una posible
explicacién de la presencia de la vena media podria deberse a que una minima acumulacién o
percepcion de auxina es suficiente para inducir la formacion de este haz vascular, pero
indetectable por el marcador DR5, aunque dicha posibilidad requerira de estudios mas

detallados para poder corroborarse.

7.3.Los dominios adaxiales y abaxiales no se establecen en cl/b5-1

Como se menciond, la concentracion de auxina es importante para el desarrollo de las
hojas y se sabe que ésta forma a su vez un gradiente de expresion de los factores
transcripcionales ARFs en el primordio de la hoja, que promueven a su vez la expresion
diferencial de otros factores transcripcionales. De esta manera factores como KAN tienen una

mayor actividad en el dominio abaxial (Figura 3) (Pekker et al., 2005). También existe evidencia
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que la auxina precede y podria controlar el establecimiento del eje adaxial regulando la
expresion de factores como FILAMENTOUS FLOWER y REVOLUTA (Heisler et al., 2005).
Nuestro analisis del patron de expresion de pFIL:GUS (Nelissen et al., 2003) mostré que la
polaridad de los cotiledones de c/b5-1 no esta afectada (Figura 7), en contraste, en las hojas la
polaridad esta fuertemente disminuida. Estos resultados son congruentes con la expresion del
gen gPHB:GUS que marca la identidad adaxial, ya que se mostré que la polaridad no esta
afectada en cotiledones, pero la polaridad si estda notablemente disminuida en las hojas
verdaderas de c/b5-1. El uso de dichas lineas marcadoras sugieren que no hay polaridad en la
hoja, por lo que creemos que este apéndice esta afectado en etapas muy tempranas y no hay
una actividad antagonista entre los dominios adaxial-abaxial, la cual es necesaria para la

formaciéon de una lamina aplanada.

Como se ha mostrado que la auxina precede y controla la expresion de los factores de
transcripcion REV y FIL (Heisler et al., 2005), la baja expresién de los marcadores REV:GUS y
PpFIL:GUS podria ser explicada por los defectos observados debidos a la baja o nula respuesta
a esta auxina. La auxina también podria afectar directamente la expresion de gPHB:GUS, pero
una demostracion de esta posibilidad requiere estudios futuros mas detallados. Por otro lado,
es claro que la baja expresion de REV:GUS, FIL:GUS y gPHB:GUS podria ser causada por

alteraciones de la expresion genética directas o indirectas causada por la senal c/b5-1.

7.4. La senal c/b5-1 podria modular el ciclo celular en la hoja

En el desarrollo de una hoja silvestre, después de la especificacion de los destinos
celulares adaxiales y abaxiales, y una vez que la forma basica de este 6rgano ha sido
establecida, la divisidn celular cesa y la hoja crece predominantemente por expansién celular
(Efroni et al., 2010, Diretto et al., 2007). Por lo anterior, se analizé la transiciéon del crecimiento
proliferativo al expansivo en la hoja en ¢/b5-1, usando la linea reportera CYCB1;1.::D-box:GUS.
A pesar de que hay pocas células en la hoja radial de clb5-1 (Figura de apoyo 4), existe un
fuerte patron de expresion del reportero a lo largo de esta estructura (Figura 11). Es decir, la
linea reportera sugiere una continua division celular, pero el numero de células en la hoja de
clb5-1 no es congruente con lo anterior. Esto puede ser explicado por la expresion y
acumulacion de las ciclinas B en las células de la hoja de clb5-1, estas ciclinas B no se
degradan o se degradan mas lento, por lo que la mitosis no se completa o se completa

lentamente.
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En contraste con la explicacion anterior, pudiera ser que el patréon de GUS observado a
lo largo de la hoja radial, se debiera a que no hay una expansion de las células y por el hecho
de que el volumen de la hoja de clb5-1 es menor al de una planta silvestre, por lo que las
células en divisidon estan “concentradas en la estructura radial. Por lo anterior, la expresién del

reportero se observa fuerte y localizada.

Algunas posibles causas de los defectos en la divisién celular en la hoja de clb5-1
incluyen: a) que la falta de respuesta a la auxina en la hoja cause defectos en la division y la
expansion celular, ya que se sabe que esta hormona regula estos procesos aunque no se
conoce el mecanismo a través del cual lo hace (Perrot-Rechenmann, 2010, Scarpella et al.,
2010). b) Otra posibilidad es que la sefial clb5-1 cause alteraciones en la expresion y/o
degradacion de ciclinas B, ya sea de manera directa o a través de afectar la expresion de
factores que regulen dicho proceso (Avendafo-Vazquez et al., No publicado). Por lo tanto, en
un futuro sera importante estudiar en mayor detalle algunos otros aspectos del ciclo celular en
la hoja de clb5-1. Ademas se requerira del uso de marcadores de expansion celular y realizar
un conteo del numero de células que se encuentran en mitosis a lo largo de la hoja radial de
clb5-1.

7.5. CCD4 podria estar participando en la sintesis de la seial derivada de carotenoides

en la mutante c/b5-1

La evidencia de la existencia de sefiales moviles derivadas de carotenoides, que
regulan varios aspectos de la fisiologia de las plantas es cada vez mas clara. El ABA, la
estrigolactona y el B-cyclocitral son ejemplos claros de carotenoides solubles en agua que son
capaces de regular la expresidn genética nuclear, la dominancia apical, la ramificacion, el
desarrollo de la raiz, la respuesta al estrés, etc (Ramel et al., 2012, Gomez-Roldan et al.,
2008). Se ha demostrado que los carotenoides sintetizados en las plantas pueden ser
catabolizados por las CCDs y otras enzimas para producir apocarotenoides (DellaPenna &
Pogson, 2006). Por ejemplo, las NCEDs escinden epoxi-xantofilas para producir xantoxianina el
precursor de ABA 'y la CCD7 y CCD8 estan relacionadas con la produccion de estrigolactona.
La CCD1 forma apocarotenoides de 13 carbonos que dan lugar a compuestos aromaticos y de
esencia. De la familia de las CCDs, la CCD4 es la enzima menos caracterizada, ya que su
actividad de escisién y funcidon es controversial (Rosati et al., 2009, Winterhalter & Rouseff,
2001).
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Se ha demostrado que la mutante clb5-1 acumula fitoflueno, ¢ -carotenos o sus
derivados producido entre las enzimas PDS y ZDS; y se ha propuesto que alguno de dichos
compuestos son capaces de regular la expresion genética y el desarrollo de la hoja
(Avendano-Vazquez et al., No publicado). Dada la importancia de las CCDs en la produccion
de hormonas como ABA vy estrigolactona y sefiales que afectan la expresion genética, se
plante6é la hipétesis de que el fitoflueno, el {-caroteno o sus derivados pudieran generar
apocarotenoides a través de las enzimas CCDs, como CCD7, CCDS8 o, la poco caracterizada,
CCD4. Si alguna de dichas enzimas estuviera involucrada en la sintesis de la sefal clb5-1, su
ausencia prevendria la generacion de esta sefal. El analisis fenotipico y de expresion genética
de las dobles mutantes en este trabajo demostré que en ausencia de CCD4 la mutante c/b5-1
tiene una complementacion parcial en la morfologia de la hoja y recupera la expresion de DXS
a nivel de proteina. Se sabe que CCD4 escinde sustratos en la posicion 9,10 y 9,10’ y se cree
que aceptan diferentes tipos de (apo)carotenocides como sustratos (Huang et al.,, 2009).
Nuestros datos apoyan fuertemente que CCD4 participa en la modificaciéon directa o indirecta
de los carotenos, acumulados en c/b5-1, los cuales son responsables de los efectos que se
observan en esta mutante. Este resultado apoya la idea de la existencia de un nuevo
apocarotenoide generado a través de CCD4 que funciona como sefal en clb5-1 y aporta
evidencia importante para la elucidacion de la via de sintesis de esta sefial. Por lo tanto
conocer los patrones expresién de ZDS y CCD4 sera importante para dar evidencias de los
posibles lugares y condiciones donde esta sefial se produce de manera natural en la planta y
cuales son sus implicaciones bioldgicas y fisioldgicas. Sin descartar la posibilidad de que esta
sefal podria s6lo producirse por la falta de ZDS, lo que generaria una sefal que normalmente

no existe en el desarrollo de las plantas.

Ahora, se esta obteniendo una doble mutante ccd? clb5-1, para conocer si CCD1
también podria participar en la generacion de la sefal c/b5-1. Como la adiciéon de ABA y
estrigolactona en la mutante c/b5-1 no recupera el fenotipo de hoja (Figura 5) podria sugerir
que la generacion de la sefal podria ser independiente de la via de sintesis del ABA y/o las
estrigolactonas, aunque no se descarta la participacion de alguna CCDs, como las NCDEs, en
la sintesis de la sefal debido a que son promiscuas y parcialmente redundantes (Auldridge et
al., 2006).
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7.6. GUN1 y los carotenoides son necesarios para el desarrollo de la semilla

Debido a que la sefal derivada de carotenos en clb5-1 es capaz de modular la
expresidon de genes nucleares y plastidicos, se analizdé si estd sefial podia ligarse a la
regulacion cloroplasto-nucleo mediada por la via de sefalizacion PGE (Cottage & Gray, 2011).
En este trabajo se analiz6 la participacion de algunos de los participantes de dicha via de
sefalizacion. Estudios iniciales, mostraron que los niveles de expresion del gen GUN1 estaban
disminuidos en la mutante c/b5-1, en comparacion con los de otras mutantes albinas y la planta
silvestre (Avendano-Vazquez et al., No publicado). La proteina GUN1 es un miembro de la
familia de las PPR que se ha demostrado que se requiere para la sefalizacién retrograda
cloroplasto nucleo, la cual es causada por la disrupcion de la expresién plastidica (Cottage &
Gray, 2011, Cottage et al., 2008). Para conocer si la sefial derivada de carotenoides se
relaciona o converge con la via PGE, se decidié analizar el fenotipo de la hoja en mutantes que
carecieran del factor GUN1. Sorprendentemente, las semillas de gunt clb5-1 parecen ser
intolerantes a la desecacién (o probablemente fotooxidacion) y por lo tanto letales. Esta
conclusion tiene base en que cuando se transfirieren las semillas gun1 clb5-1 antes de la etapa
de la desecacion, a medio de crecimiento el 30% de la poblacién de estas semillas fueron
capaces de germinar, dando lugar a plantulas albinas pequefias, con un fenotipo mas fuerte en
comparacion con la mutante c/b5-1 (Figura 13). La misma tasa de sobrevivencia se observo
cuando las semillas se desarrollaron sin la presencia de luz. Estos defectos del desarrollo de la
semilla, no son especificos de gun1 clb5-1, la semilla doble mutante gun1 pds3 igualmente es
letal pero recuperan viabilidad cuando se desarrollan en ausencia de luz o son transferidas a
medio antes de la desecacioén (Figuras suplementarias 2 y 3). Este resultado indica que el
desarrollo de las semillas silvestres requiere de la sintesis de carotenoides y GUN1. De esta
manera se ha descubierto un papel importante de los carotenoides en el desarrollo temprano

del embrién y de la semilla.

En este analisis encontramos que el fenotipo de la doble mutante gun? c/b5-1 es aun
mas pleiotropico que el de la mutante clb5-1, por lo que no se puede concluir si la sefal
generada en clb5-1, esta relacionada con la via de sefializacion retrograda PGE. Sin embargo,
estos datos claramente demostraron la convergencia entre la via de biosintesis de carotenoides
y la proteina GUN1. Sin embargo, las bases moleculares de esta relacion se desconocen, por
lo que sera de interés abordar este tema un futuro, ya que hasta donde sabemos nunca se ha

reportado un fenotipo letal para alguna mutante gun, o gun1 en otro fondo mutante.
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En una busqueda en la literatura, encontramos dos mutantes que tienen fenotipos
similares a gun1 clb5-1. La mutacion en EMB1211, la cual resulta en embriones albinos en la
silicua, que al madurar dan lugar a semillas tipo pasa. Estas semillas germinan y generan
plantulas pequenas y albinas. Estos defectos en el desarrollo son muy parecidos a los que
ocurren en guni clb5-1. EI gen EMB1211 codifica una proteina que podria participar en la
construccién y mantenimiento de las membranas tilacoideas de cloroplasto (Liang et al., 2010).
Por otro lado, la mutante Atppr2, que codifica para una proteina PPR con una funcién
desconocida, también resulta en embriones albinos que conforme maduran se vuelven semillas
tipo pasa que son inviables. La mutante alélica, de Afppr2, emb2750 tiene un fenotipo menos
severo y es capaz de germinar y da lugar a plantulas pequefas detenidas en su desarrollo con
cotiledones albinos deformes, parecidos a plantulas gunt clb5-1. Se sabe que A{PPR2 se
expresa en partes de la planta donde hay divisiones celulares y se cree que regula la division
celular. De manera interesante, se propuso que la alteracién de la funcionalidad normal del
plastido causada por la mutacion deAtppr2 pudiera generar una sefal retrograda que bloquea
la divisién celular (Lu et al., 2011). Las alteraciones en la funcién general de los plastidos de
emb1211y Atppr2 podrian contribuir a los defectos en la embriogénesis. En gunt clb5-1 o en
guni1 pds3, la alteracién de la funcionalidad de los plastidos podria generar defectos en la
embriogénesis como en dichas mutantes. Esta alteracion de la funcionalidad en los plastidos
podria estar aumentada por el estrés que podria estar generando la luz y la desecacion en los

embriones gun1 clb5-1y gun1 pds3.

El fenotipo de las dobles mutantes gunt clb5-1y gun1 pds3, pudiera ser consecuencia
de la suma de los defectos que causa cada una de las mutaciones de forma individual. Se sabe
que los carotenoides son necesarios para el ensamblaje de complejos fotosintéticos,
fotoproteccidn, sintesis de vitaminas y hormonas, por lo que mutaciones en la via de sintesis
afectan estos procesos (Pogson & Albrecht, 2011, Cazzonelli & Pogson, 2010). Por otro lado,
GUN1 se encarga de regular genes relacionados con las vias de percepcion de la calidad e
intensidad de luz; la biosintesis de la antocianina, para proteger a los cloroplastos; aspectos del
desarrollo de la planta, como la extension del hipocétilo y la expansién de los cotiledones. Todo
lo anterior en respuesta a estimulos del desarrollo y estreses ambientales (Cottage & Gray,
2011). La suma de todos los defectos podria provocar una severa alteracion de los plastidos en
las dobles mutantes. Como consecuencia, no se descarta una sefial retrograda que bloquee la
division celular u otros procesos del desarrollo, causando el fenotipo severo de las dobles

mutantes, tal y como se sugirié para Atppr2 (Lu et al., 2011). Otra posibilidad radica en la idea

52



que plantea que una funcion desconocida del plastido participa en el fenotipo embrién letal
causado por las mutaciones de proteinas plastidicas PPR (Bryant et al., 2011, Schmitz-
Linneweber & Small, 2008). Por lo tanto, se requieren estudios moleculares y genéticos mas

profundos para analizar estas posibilidades.

Resulta de interés mencionar que algunas de las plantulas gun1 clb5-1 a simple vista
acumulan grandes cantidades de antocianinas en las hojas (Figura 13 h). Se cree que los
plastidos proveen la informacién necesaria para regular la biosintesis de antocianina en las
plantulas de A. thaliana (Cottage & Gray, 2011, Cottage et al., 2008). Ademas, en las plantulas
guni, esta alterada la acumulacion y la expresion de los genes tempranos de la biosintesis de
antocianina. Las antocianinas han sido implicadas en la tolerancia a estrés como es el caso de
la sequia, ya que se cree que funcionan como osmoreguladores en las células vegetales
(Gould, 2004). Por lo que la intolerancia a la desecacion en la semilla gun1 clb5-1, que se
protegieron de la luz o desecacion, podria estar ligada a las afectaciones en la biosintesis y

acumulacion de antocianina.

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con base en los resultados generados en este trabajo, se puede proponer el siguente
modelo: en el cloroplasto, la falta de la enzima ZDS provoca la acumulacion de carotenos
lineales como fitoflueno, -caroteno o productos de oxidacion derivados de éstos. Alguno (s) de
dichos productos es (son) procesado (s), directa o indirectamente por CCD4, dando lugar a la
sefal c/b5-1, independiente de las hormonas como el ABA y la estrigolactona. Esta sefal es
capaz de modular a la par, la expresion genética de varios genes nucleares y cloroplasticos
(Avendano-Vazquez et al., No publicado), entre los que podrian encontrase genes reguladores
qgue bloqueen la respuesta a la auxina en la hoja. Por ejemplo, se podria estar afectando a los
factores de respuesta a auxina (ARF) o los genes que transducen la respuesta a auxina (TIR1,
AFBs). Como consecuencia de una respuesta alterada a la auxina, la expresion de algunos
genes reguladores como KAN (Pekker et al., 2005), FIL y REV (Vernoux et al., 2010, Heisler et
al., 2005) y, probablemente, PHB estaria alterada y esto traeria como consecuencia defectos
en la determinacion del eje adaxial-abaxial de la hoja (Barkoulas et al., 2007). Otra posibilidad,
seria que la senal clb5-1 afecte, de forma directa o indirecta, la expresion de los genes que
especifican los dominios de la hoja, independientemente a la respuesta a la auxina, asi como la

division y expansion celular (Figura 16).
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Desde el punto de vista evolutivo, es interesante que en plantas se requieren de cuatro
pasos enzimaticos para formar licopeno a partir de fitoeno, cuando en otros organismos se
requiere de una sola enzima. Las desaturasas (PDS y ZDS) solo estan presentes en las
cianobacterias, Chlorobaculum y organismos fotosintéticos eucariontes incluyendo las plantas
(Sandmann, 2009). Es posible pensar que las desaturasas de la via de biosintesis de
carotenoides hayan sido seleccionadas para poder generar sefiales capaces de modular el
desarrollo de estos organismos, coordinando la funcionalidad de los plastidos o la biosintesis

de los carotenos.

En un futuro, sera de suma importancia conocer el patron de expresién de ZDS y CCD4
para conocer si la sefal c/b5-1 es producida naturalmente en alguna etapa del desarrollo de
Arabidopsis. También, sera importante determinar de que manera la sefal c/b5-1 modula la
expresion geneética, tomando ventaja de las tecnologias de secuenciacion masiva, como es el
caso del RNA-seq. De esta manera se podran abordar preguntas como: ¢ por qué la hoja no
tiene respuesta a la auxina?. Por ultimo, ensayos de actividad enzimatica de CCD4 y la
determinacion de los perfiles de los carotenoides de ccd4 clb5-1, seran muy importantes para
determinar la biogénesis de la senal c/b5-1, lo que podria llevar al descubrimiento de una nueva

hormona vegetal.

DIVISIO[.],V 4—‘— Respuesta a Auxina en la hoja
expansion - ?
celular * N -
ARFs
/ / \
“..._| PHB KAN | .~
I REV FIL }
Determinacién Adaxial Determinacidn Abaxial

Hoja con lamina aplanada

Figura 16. Modelo propuesto de la generacion y accion de la sefial c/b5-1 en A. thaliana
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9. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Sp c I~?

SokDa - Yane anti-ZDS

Ponceau

Figura suplementaria 1. Western blot anti-ZDS de la mutante spc7-2 y wt. Se cargaron 10 yg de proteina. Se
muestra tincién con Ponceau como control de carga.

ccd4 x clb5-1 ccd4 x spcl-2 ccd4 x pds3

12 3 4 5 1 2 3 4 5 12 3 4 s Primers

650pb LB-SALK/
CCD4 RV
- -

Figura suplementaria 2. Genotipificacion de las dobles mutantes ccd4 clb5-1, ccd4 spc1-2 y ccd4 spci1-2. Se
genotipificaron plantas F2 que segregaron embriones albinos (indicativos la presencia de las mutaciones clb5-1,
spci1-2 y pds3). Las que no amplificaron el gen silvestre (usando los oligos CCD4-Fw/CCD4-Rv) pero que si
amplificaron la region de la insercion de T-DNA SALK (usando los oligos LB-SALK/CCD4-Rv) contienen la mutacion
ccd4 en estado homocigoto y estan indicadas con nimeros en rojo.

CCD4-Fw/
CCD4-Rv

gunl x clb5-1 gunl x spc1-2 gunl x pds3

'12345' '12345Primers

LB-SAIL/
850 GUN1RP
GUN-RP/
oo m ‘ GUN1-Rv

Figura suplementaria 3. Genotipificacion de las dobles mutantes gun? clb5-1, gun1 spc1-2 y gun1 spc1-2. Se
genotipificaron plantas F2 que segregaron embriones albinos (indicativos la presencia de las mutaciones clb5-1,
spc1-2 y pds3). Las que no amplificaron el gen silvestre (usando los oligos GUN1-RP/GUN1-Rv) pero que si
amplificaron la regién de la insercion de T-DNA SAIL (usando los oligos LB-SAIL/GUN1-Rv) contienen la mutacion

gunt en estado homocigoto, indicadas por numeros en rojo..
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Figura suplementaria 4. Fenotipo de la doble mutante gun1 spc1-2. a) Silicua inmadura de una planta adulta gunft -
/- spc1-2 +/-, segregando embriones albinos. b) silicua madura gun1 -/- spc1-2 +/-, segregando embriones albinos
que se volvieron cafés. c) silicua seca gunt1 -/- spc1-2 +/-, se observan las semillas tipo pasa o shrunken. d) semillas
normales provenientes de silicua gun1 -/- spc1-2 +/-. e) semillas tipo pasa o shrunken provenientes de silicuas gun1
-/- spc1-2 +/-. f) Sélo germinaron las plantas provenientes de semillas normales. g) Plantulas gunt -/~ spc1-2 -/-
provenientes de embriones de silicuas maduras gun1 -/- spc1-2 +/- transferidos a medio de crecimiento. h) Plantulas
gunt -/- spc1-2 -/- provenientes de silicuas gunf -/~ spc1-2 +/- cubiertas con aluminio. Barra negra o blanca indican
Tmm.
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Figura suplementaria 5. Fenotipo de la doble mutante gun? pds3. a) Silicua inmadura de una planta adulta gun1 -/-
pds3 +/-, segregando embriones albinos. b) silicua madura gunt -/- pds3 +/-, segregando embriones albinos que se
volvieron cafés. c) silicua seca gun1 -/- pds3 +/-, se observan las semillas tipo pasa o shrunken. d) semillas normales
provenientes de silicua gun1 -/- pds3 +/-. ) semillas tipo pasa o shrunken provenientes de silicuas gun1 -/- pds3 +/-.
f) Sélo germinaron las plantas provenientes de semillas normales. g) Plantulas gun1 -/- pds3 -/- provenientes de
embriones de silicuas maduras gunt -/~ pds3 +/- transferidos a medio de crecimiento. h) Plantulas gun1 -/- pds3 -/-
provenientes de silicuas gunt -/- pds3 +/- cubiertas con aluminio. Barra negra o blanca indican 1mm.

10. FIGURAS DE APOYO
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Figura de apoyo 1. Patron de expresion de la linea marcadora pFIL:GUS en a) planta silvestre de 7 dias y en b)
clb5-1 de 15 dias. Las flechas negras sefialan las primeras hojas verdaderas. Barra 1mm. Tomado de Avendafio-
Vazquez et al. No publicado.
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Figura de apoyo 2. Expresion de genes codificados en nucleo y cloroplasticos. a) Expresiéon de genes marcadores
implicados en la funcién del cloroplasto incluyendo: clpP1 (catalytic subunit of the ATP-dependent CIpP serine
protease), rpoA (subunit A of the plastid RNA polymerase PEP), rpoC (subunit C of the plastid RNA polymerase
PEP), rpl21 (plastid ribosomal protein), LHCB1.3 (chlorophyll binding protein), RBCS (Subunidad pequefia de la
RUBISCO), PC (Plastocianina), CHLH (La subunidad H de la Mg-chelatasa). b) Genes codificados en nucleo
involucrados en la via biosintética de los carotenoides incluyendo: DXS71 (1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate
synthase), HDR (2C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate reductoisomerase), PSY (Phytoene synthase), PDS (phytoene
desaturase, ZDS (zeta carotene desaturase), CRTISO (carotene isomerase). Tomado de Avendafo-Vazquez et al.
No Publicado.

clb5-1

pds3

Figura de apoyo 3. Tratamiento con fluridona. a) Morfologia de plantulas clb5-1 pds3 de 15 dias tratadas con
fluridona (+) o sin tratamiento (-). La planta silvestre sin fluridona y la tratada con fluridona tienen 8 dias. Tomado de
Avendafio-Vazquez et al. No publicado.
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Figura de apoyo 4. Micrografias de secciones transversales de la segunda hoja de plantulas de 21 dias a) silvestre,

b) clb6, c) pds3y d) c/b5-1. Barra indica 100 um. Tomada de Avendafio-Vazquez et al., No publicado.

11. APENDICE

Buffer CTAB 2X
Tris HCI pH 8
NaCl

EDTA

CTAB (bromuro de cetil-metil-amonio)

Agua destilada

Buffer de extraccion de proteinas
Hepes pH 7.5

EDTA

EGTA

DTT

Na3vO4

NaFI

B-glicerolfosfato
PMSF

Antipain

Aprotinin

Leupetin

Glicerol
Polivinilpolipirrolidona

Buffer de transferencia proteinas
Tris HCI pH 8.8

Glicina

Metanol

Agua destilada

100 mM
1.4 M
20 mM
2%

100 mM
5 mM
5 mM
10mM
10mM
10mM
50mM
TmM

5 pg/ml
5 pg/ml
5 pg/ml
10%
7.5%

6g
28.8¢
400 ml
cbp2L
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Gel concentrador para gel de poliacrilamida (2ml)

Mezcla de acrilamida 30% 0.33 ml
Tris/Glicina 1 M (pH 6.8) 0.25 ml
SDS 10% 0.02 ml
Persulfato de sodio 10% 0.02 ml
TEMED 0.001 ml

Agua destilada

PBS 10X

NaCl 80 g
KCl 2g
Na,HPO, 14.4 g

Aforar a 1 L con agua destilada
Ajustar pH a 7.4 con HCI, esterilizar

Ponceau’s
I?onceau’s 0.2%
Acido acético 1%

Agua destilada

Solucién de lavado para Western blot

Tween 20 0.1%
NaCl 0.5 mM
PBS 1X
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