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Resumen

Los cloroplastos llevan a cabo los procesos de obtencion de energia por mecanismos
quimiosmaticos en formas similares a las mitocondrias. Tienen una membrana estromal
altamente permeable y una membrana tilacoidal mucho menos permeable. En ambas
membranas estan incrustadas proteinas de transporte y componentes de la cadena de
transporte de electrones. Estudios diversos han permitido elucidar la importancia fisiologica
del calcio en las reacciones metabolicas y de sefializacién en plantas. En la presente tesis se
caracteriz6 un sistema de transporte de calcio en cloroplastos aislados de Spinacea oleracea
y Arabidopsis thaliana, mediante un ensayo que nos permite medir la entrada de este cation
divalente en forma indirecta, con ayuda de un indicador fluorescente. Los experimentos
descritos en la presente tesis fueron realizados para establecer las condiciones idoneas de
deteccion de un transportador de calcio cloroplastico. Los resultados demuestran la probable
presencia de una isoforma cloroplastica del uniportador de calcio mitocondrial (cMCU),
debido a la sensibilidad de esta actividad de transporte al inhibidor Rojo de Rutenio (RuR)

en ausencia de la proteina reguladora del canal AtMICUL.

Xi



1. Introduccion

1.1 Losiones calcio en la fisiologia vegetal

Los iones calcio (Ca®*) presentan multiples funciones en las plantas. Estos cumplen una
variedad de roles estructurales, desempefian importantes funciones bioquimicas y ayudan en
muchos procesos metabolicos al funcionar como contra cation de aniones organicos e
inorganicos (Marschner H., 1995). Ademas, los iones Ca?* son esenciales para la division
celular y el desarrollo de tejidos vegetales (Hepler P., 2005). Las perturbaciones en la
concentracion citoplasmica de Ca?" ([Ca?*]eyt) se vinculan a estimulos ambientales o de
desarrollo (White P., 1998, 2000). La mayoria de las funciones del Ca?* como componente
estructural de las macromoléculas estan relacionadas con su capacidad de coordinacion, a
través de la cual proporcionan conexiones intermoleculares estables, pero reversibles,
predominantemente en las paredes celulares y en la membrana plasmatica (EI Habbasha et
al., 2015). El Ca?" esta involucrado en muchas vias de sefializacion en las células vegetales
(Fig. 1) como las condiciones de homeostasis o de estrés contribuyendo al correcto
crecimiento, desarrollo de las plantas, la resistencia al estrés ambiental, la respuesta
hormonal, la interaccion con microorganismos patégenos y la fotosintesis. Por lo tanto, las
sefiales de calcio constituyen una red de sefializacion constante y compleja en las células
vegetales (Wang et al., 2019). El transporte de este ion divalente a través de los diversos

compartimentos en las plantas es un tema recientemente estudiado (Navazio et al., 2020).
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Fig. 1 Analisis de las vias de transporte y de sefializacion del calcio en plantas. Imagen de Batistic¢ et al.,

(2012).

1.2 El transporte de calcio a traves del xilema

El xilema esta formado por el conjunto de los vasos lefiosos, parénquima Xilematico y fibras
lefiosas. Los vasos son tubos largos de células muertas dispuestas en fila que discurren desde
la raiz hasta los nervios mas finos de las hojas. Sirven sobre todo para la conduccion pasiva
de aguay sales minerales hasta las hojas y para brindar soporte mecanico (Ramirez P., 2004).
La raiz se compone de muchos tipos de células diferentes. Se sugiere cominmente que las
capas de células externas de la raiz, la epidermis y la corteza, estan involucradas
principalmente en la adquisicion de agua y nutrientes minerales. El Ca?* se absorbe por las
raices de la solucion del suelo y se entrega al brote a través del xilema. Los iones Ca®* pueden
atravesar la raiz ya sea ingresando al citoplasma de las células unidas por plasmodesmos (el
simplasto) o a través de los espacios entre las células (el apoplasto) (White P., 2001).

La via simplastica (Fig. 2) consta del paso de agua con los minerales a través de las
membranas celulares, es decir, circulan por el interior de las células. La sefializacion

intracelular requiere que el [Ca?*]y: Se mantenga en niveles submicromolares en la célula en



reposo y que este catién aumente rapidamente en respuesta a sefiales de desarrollo o desafios
ambientales.

En la via apoplastica (Fig. 2) el agua y los minerales circulan por las paredes celulares y los
espacios intercelulares. El flujo de Ca?* hacia el xilema a través de la via apoplastica esta
influenciado notablemente por la transpiracion, lo que podria provocar tanto variaciones en
la cantidad de Ca?* suministrada al brote asi como en el desarrollo de trastornos por Ca?*.
Ademas, la via apoplastica es relativamente no selectiva entre cationes divalentes (White P.,
2001).

El movimiento de Ca®" a través de estas vias debe estar finamente equilibrado para permitir
que las células de la raiz emitan sefiales usando la [Ca?*] o1, y que de esta forma controlen la
tasa de suministro de Ca?* al xilema y eviten la acumulacion de cationes toxicos en el brote

(White P., 2000, 2001).
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Fig. 2. Vias de transporte de agua y minerales en plantas (via apoplastica y simplastica). Tomado de
Lépez Moratalla N. (2008) Biologia y Geologia 1° Bachillerato.

Cada via de transporte de Ca®* a través de la raiz confiere distintas ventajas y desventajas. La

via apoplastica permite que el Ca®* se administre al xilema sin afectar el uso de [Ca®"]cy: para
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la sefializacién intracelular (White P., 1998). La sefializacion intracelular requiere que el
[Ca**],t se mantenga a niveles submicromolares en la célula en reposo y que aumente
rapidamente en respuesta a sefiales de desarrollo o estrés ambiental.

Por otra parte, varias lineas de evidencia sugieren que tanto las vias apoplasticas como las
simplasticas contribuyen al suministro de Ca?* al xilema, dado que el Ca?* se entrega al
xilema en las regiones de la raiz donde la banda de Caspary esta completamente desarrollada
y el transporte de Ca?* apoplastico esta restringido (Clarkson D., 1984, 1993; White P.,
2001).

La banda de Caspary contiene las moléculas poliméricas (lignina y suberina), que dificulta
la difusion de agua y solutos a través del espacio de la pared celular, lo que obliga a los
solutos pasar a través de la membrana externa (membrana plasmatica) y el interior
(citoplasma) de las células endodérmicas que actlan como barrera selectiva. (Grebe M.,
2011).

Aunque los canales de Ca?* y las Ca?*-ATPasas estan presentes y son termodinamicamente
capaces de catalizar la entrada y salida de Ca?* a través de la membrana plasmatica de las
células endodérmicas de la raiz, se ha calculado que no hay suficiente Trifosfato de adenosina
(ATP) y las proteinas son insuficientes para catalizar los flujos de Ca?* observados
Unicamente a través del simplasto (White P., 1998, 2001).

Aungue se desconocen las contribuciones relativas de las vias apoplasticas y simplasticas a
la entrega de Ca?" al xilema, es probable que una separacion funcional de los flujos de Ca?*
apoplasticos (para la transferencia al brote) y los flujos de Ca?" simplasticos (para la
sefializacion celular) (Fig. 3) permita a la raiz satisfacer la demanda de Ca®* del brote sin

comprometer las sefiales intracelulares de [Ca?*] ¢t (White et al., 2003).
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Fig. 3: Transporte de Ca?* a través del xilema. La fluorescencia indica un aumento en la concentracion
de Ca?* citosolico en la vasculatura de la hoja no dafiada después de un corte en una hoja adyacente [Toyota
etal., 2018].

1.3 El calcio y sus funciones en la célula

El calcio es una parte critica de la pared celular que produce una fuerte rigidez estructural al
interaccionar con la matriz de polisacaridos de pectina. Esta reaccion genera el pectato de
calcio o pectinas, las cuales confieren estabilidad e integridad a todos los tejidos de la planta
(Salisbury et al., 1994; Willats et al., 2001). El Ca®* inhibe la accion de la poligaracturonasa,
porque los niveles altos de Ca?* en el apoplasma de las células generan mayor proporcion de
pectatos y asi mayor resistencia a la desintegracion de las paredes (Marschner H., 1986;

Romeis et al., 2001; Diaz et al 2007).

En las membranas, el Ca?* cumple un rol estabilizador gracias a los grupos fosfato y carboxilo
de los fosfolipidos y a proteinas de la superficie de la membrana. Deficiencias de este
elemento ocasionan alteraciones, principalmente en los cuerpos lipidicos (Salisbury et al.,
1994). Otras de sus funciones en la membrana son regular el flujo de solutos e inhibir el
escape de los mismos del citoplasma al apoplasto u organelos, asi como la de proteger bajo
condiciones de estrés (Marschner H., 1986; White P., 2000). Este elemento influye en el

crecimiento radical por su participacion en la division y extension de las células que



componen este sistema. Por lo tanto, una disminucion o ausencia de calcio en el suelo
conduce a una disminucion del crecimiento de las raices. Cuando el Ca?* -que esta unido a
las pectinas del apoplasto- se desprende por accion de las auxinas, los iones Ca?* quedan
libres y activan canales en la membrana que permiten la entrada de solutos y por consiguiente
la extension celular (Sanders et al., 2002).

El equilibrio idnico y la osmorregulacion también son controlados por el calcio. En las
vacuolas es donde se almacena la mayor proporcion de Ca?*, lo cual contribuye al balance
entre cationes y aniones organicos e inorganicos de la célula. Cuando se aumentan los niveles
de Ca?* en el citoplasma, muchos de estos aniones se precipitan en la vacuola en forma de
oxalatos de calcio permitiéndose asi mantener una osmorregulacion de la célula (Kordyum

E., 2003; Griffiths et al., 2002).

1.4 Transportadores de calcio en la célula vegetal

Los canales permeables al Ca®" se agrupan en cinco familias: canales controlados por
nucledtidos ciclicos (CNGC), canales similares a receptores de glutamato (GLR), canales de
dos poros (TPC), canales mecano sensibles (MCA), canales controlados por
hiperosmolalidad (OSCA) (Fig. 4) (Demidchik et al., 2018). La [Ca?]¢t constante se
mantiene mediante la regulacion orquestada de los siguientes procesos: 1) Un influjo pasivo
de Ca?* alo largo del gradiente electroquimico a través de los canales de cationes permeables
al Ca?* de la membrana plasmatica, el tonoplasto y otras endomembranas; 2) La eliminacion
de Ca?" en contra del gradiente electroquimico, mediante las ATPasas de Ca?' e
intercambiadores de Ca%/ H*; y 3) La amortiguacion de [Ca?"]er mediante compuestos
intracelulares, incluidos aniones organicos e inorganicos polivalentes libres -como fosfatos,

ATP, Adenosin difosfato (ADP), etc.-, cabezas anionicas de lipidos, proteinas de union a
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Ca?* (con dominios tipo calmodulina) y residuos carboxilo de biopolimeros y ligandos
similares (Demidchik et al., 2018).

Debido a una barrera de baja energia y la nula necesidad de formacion de enlaces covalentes,
el paso de los iones Ca?* a través de canales especificos es uno de los procesos fisiologicos
maés rapidos, que puede durar solo nanosegundos (Kuyucak et al., 2001). EI bombeo o el
intercambio de Ca®" contra el gradiente electroquimico es mucho mas lento (rango de
microsegundos). La amortiguacion del exceso de Ca?* es relativamente rapida, pero mas lenta
que la difusion por canales.

La actividad de las ATPasas de Ca?" y los intercambiadores de Ca?*/H* -conocidos
conjuntamente como sistemas de extrusion de Ca?'- estd regulada directamente por el
[Ca?*]eyt, aumentando con la elevacion de [Ca?*]c,: mediada por canales idnicos. El transporte
de Ca2* fuera del citosol, para restaurar el [Ca?*]cyt €n reposo esta mediado por bombas /
transportadores impulsados por energia que pertenecen a las ATPasas de tipo P, como la
ATPasa transportadora de cationes de calcio / metales pesados de tipo P1B (AtHMAL1), de
tipo P.A ATPasa transportadora de cationes de calcio (ECA) y ATPasa transportadora de
cationes de calcio de tipo P2B (ACA) (Garcia et al., 2020).

Otros transportadores de Ca®** se agrupan en la familia CaCA (protdn de tipo CAX:
intercambiador de cationes de calcio, cation de tipo CCX: intercambiador de cationes de
calcio, proton de tipo MHX: intercambiador de cationes de magnesio, intercambiador de
cationes de tipo NCL / EF-CAX, EF-CAX intercambiador de cationes de tipo PAM71)
(Pittman et al., 2016) y la familia CaCA: (transportador de cationes de manganeso / calcio

de tipo PAM71) (Navazio et al., 2020).
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Fig. 4. Transportadores de Ca?* en la célula vegetal. (Imagen tomada de Edel et al., 2017).

1.5 Las mitocondriasy los cloroplastos: estructura, funciones e interacciones

Las mitocondrias son organelos intracelulares presentes en practicamente todas las células
eucariotas. Estan encargados de suministrar una gran parte de esqueletos de carbono
necesarios para la actividad celular. Por ejemplo sintetizan ATP a expensas de la oxidacion
de piruvato, acidos grasos y aminoacidos por medio de la fosforilacion oxidativa. También
generan esqueletos de carbono de importancia fisiolégica como oxalacetato, el cual es un
precursor de importancia en el proceso de la gluconeogénesis (Alberts et. Al., 2002).

La mitocondria posee un sistema de doble membrana una externa y una interna, que separan
tres espacios bien definidos: el citosol, el espacio intermembranal y la matriz mitocondrial.
Las membranas mitocondriales se caracterizan por bajos niveles de ciertos lipidos como el
acido fosfatidico, las esfingomielinas y los glucolipidos caracteristicos de las membranas de
las ceélulas eucariotas (Lodish H., 2006). Por otro lado, las membranas internas

mitocondriales son ricas en el lipido cardiolipina y deben en gran medida a este lipido la



correcta funcion de los complejos respiratorios y de transporte (Frentzen et al., 1994). En
plantas superiores, asi como en otros eucariotas, las mitocondrias juegan un papel crucial al
proporcionar equivalentes de ATP. Ademas de este papel bien establecido, cumplen una
amplia gama de funciones en cooperacién con otros compartimentos subcelulares. Para
mantener sus funciones correctamente, el metabolismo de esqueletos de carbono acoplado al
transporte de electrones en estos organelos debe regularse de manera coordinada (Yoshida et
al., 2011).

Por otro lado, los cloroplastos de plantas son organulos grandes (de 5 a 10 um de largo) que,
como las mitocondrias, estan delimitados por una doble membrana Ilamada envoltura del
cloroplasto. Ademas de las membranas interna y externa, los cloroplastos tienen membranas
tilacoidales. Las membranas tilacoidales forman una red de discos aplanados llamados
tilacoides, que con frecuencia se disponen en pilas Ilamadas grana. Debido a esta estructura
de tres membranas, la organizacion interna de los cloroplastos es mas compleja que la de las
mitocondrias.

Mas importante adn, los cloroplastos son responsables de la conversién fotosintética de CO»
en carbohidratos. Ademas, los cloroplastos sintetizan aminoécidos, &cidos grasos y los
componentes lipidicos de sus propias membranas. La reduccién de nitrito (NO2") a amoniaco
(NHs), un paso esencial en la incorporacion de nitrégeno en compuestos organicos, también
ocurre en los cloroplastos. Los cloroplastos son solo uno de varios tipos de organulos
relacionados que desempefian una variedad de funciones en las células vegetales (Cooper G.,
2000).

Estudios que abordan las interacciones entre cloroplastos y mitocondrias, han atraido mucha

atencion de los investigadores (Fig. 5). Usando energia luminica, agua'y CO, los cloroplastos



producen carbohidratos en una serie de reacciones fotosintéticas que las mitocondrias usan

parte de estos esqueletos de carbono para generar ATP.

N\

Fig. 5. Las mitocondrias interaccionan con los cloroplastos en células de mesdéfilo de A. thaliana. Las hojas
de una planta ecotipo Col-0 (cepa silvestre columbia ecotipo) fueron sometidas a un procedimiento de remocion
de la epidermis y fueron tefiidas con el indicador mitocondrial JC-1 - colorante catidnico lipofilico que se
acumula en las mitocondrias dependiendo del valor de potencial de membrana mitocondrial- (4uM). Las
mitocondrias (flecha) se aprecian como corpusculos de elevada fluorescencia roja adyacentes a los cloroplastos

(estrella), observados como objetos fluorescentes circulares de mayor tamafio pero menor intensidad.

Incluso este metabolismo fundamental puede considerarse como una forma de interaccion
entre los cloroplastos y las mitocondrias. Algunos otros ejemplos de la interaccion
metabdlica, que incluyen transporte de equivalentes reductores de los cloroplastos a las
mitocondrias mediante mecanismos de transporte redox, suministro de esqueletos de carbono
(C) para la asimilacion de nitrogeno (N) en los cloroplastos y metabolismo del fotorrespirador
(Yoshida et al., 2011).

El metabolismo mitocondrial esta implicado en varios procesos asociados a la luz que
incluyen la fotosintesis, la fotorrespiracion, el metabolismo del nitrégeno, el transporte de
reductores y el mantenimiento del equilibrio redox (Araujo et al., 2014).

Por lo tanto, estudios previos han demostrado que las interacciones entre la fotosintesis y la

respiracion inducen cambios en las vias metabdlicas del carbono (Nunes-Nesi et al., 2007b)
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y que, en las hojas iluminadas, el metabolismo intracelular se modula dindmicamente en
funcién de cambios ambientales (Noguchi et al., 2008).

Histéricamente, la fotosintesis y la respiracion se han considerado como vias independientes,
sin embargo, las recientes investigaciones sugieren que la funcién tanto de los cloroplastos
como de las mitocondrias estan estrechamente coordinadas e interactGan a través de grupos
de metabolitos intracelulares -el metabolismo respiratorio interacta con las reacciones del
ciclo de Calvin-Benson de la fotosintesis, la fotorrespiracion y la asimilacion de nitratos-
(Aratjo et al., 2014).

Dentro de este tema de investigacion, se ha dirigido mucho interés a la contribucion del
sistema respiratorio mitocondrial a la fotosintesis. Se ha propuesto que la disfuncion del
sistema respiratorio mitocondrial afecta la eficiencia fotosintética y en ocasiones incluso la
produccion de biomasa. Esto sugiere que tanto las vias metabdlicas de las mitocondrias como
de los cloroplastos estan intimamente relacionados para la asimilacion dptima de C.

En el metabolismo fotorrespiratorio (Fig. 6) se produce el aminoécido glicina, el cual ingresa
a la mitocondria mediante un transportador de seis cruces transmembranales de la familia
SLC25a (Picault et al., 2004). Posteriormente este aminoacido es metabolizado por la enzima
glicina decarboxilasa (GDC), ocasionando que la glicina se descarboxile produciendo
amonio (NH4"), el cual activa a la enzima piruvato decarboxilasa (PDC)-cinasa la cual al
fosforilar a la PDC la inactiva (inactivacion reversible). De esta forma, la enzima PDC es
sumamente importante para el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA). Este ciclo se ve
inactivado por accion del metabolismo fotorrespiratorio, produciendo una reduccion del 95%
de su metabolismo (Yoshida et al., 2011). En este proceso se ven involucrados cloroplastos-

peroxisoma-mitocondria
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Fig. 6. Relaciones entre el metabolismo del carbono fotorrespiratorio y no fotorespiratorio en las
mitocondrias (Yoshida et al., 2011).

1.6 El complejo Uniportador de Calcio Mitocondrial (MCU)

En las mitocondrias de mamiferos, el complejo uniportador de calcio mitocondrial (MCU)
controla gran parte de la actividad de transporte de Ca?* medible a través de las membranas
internas (Wang et al., 2018). Tras su descubrimiento y caracterizacion inicial, asi como la
identificacién de sus componentes moleculares, incluida la unidad formadora de canales
MCU, junto con algunos de sus reguladores, incluidos MICU1 - Proteina para la captacion
de Ca?* (Hay 3 isoformas reportadas, MICU1, MICU2 y MICU3)- y EMRE -Proteina
transmembranal que ancla a MICU1 al MCU mediante una cola de poliaspartato-, el estudio
del transporte de Ca?* en mitocondrias de mamiferos se ha estudiado ampliamente
(Pallafacchina et al., 2018). Tres caracteristicas distintivas definen el transporte de calcio
mitocondrial de los mamiferos: 1) su cinética rapida, 2) la inhibicion con derivados de rutenio
y 3) su dependencia del potencial de membrana mitocondrial (AWY) (De Stefani et al., 2016).
Mas recientemente se han descrito las propiedades de MCU vy las subunidades MICU en la
planta modelo A. thaliana (At-MICU) sobre la fisiologia vegetal general (Wagner et al.,

2015). A pesar de que existe evidencia que indica la presencia de un MCU canonico en

12



mitocondrias y cloroplastos en diversas plantas, tanto su actividad como posible papel en la
fisiologia vegetal no han sido estudiados a profundidad -Fig. 7- (Wagner et al., 2015; Teardo
etal., 2017; Selles et al. 2018). Los pocos estudios sobre MCU y sus proteinas accesorias en
plantas se han llevado a cabo en A. thaliana. Lo anterior se debe a que A. thaliana presenta
un rapido tiempo de generacidon, gran cantidad de progenie y un genoma diploide
relativamente pequefio, el cual fue el primero en ser secuenciado en plantas (Philip et al.,
2013). Actualmente existen extensas bibliotecas de mutantes de insercion que han facilitado
la caracterizacién de muchos genes y sus productos (https://www.arabidopsis.org/). Estas
herramientas disponibles para Arabidopsis han contribuido a una mejor comprension de
multiples procesos basicos de las plantas, entre los cuales destacan la produccidn y respuesta

a hormonas, los ritmos circadianos y el desarrollo de las diversas estructuras vegetales entre

otros (Wang et al., 2018).

o
A 3
a
o
S o 5 O
3§ &
o 0f§ & F5
% | & L ¢f
WEZ | B8O § : :
L %o, Q.9 Wi %
Y L Z. 4 u [
44.%7;0’% S\ J° «\“""d "
"y, .
Crupy), 488 MCUP
AT1G57610 4
AT1G09575T H.sapiens MCU
0
n <
ads” PP &
o7 ¥ - Mammals
&,,\‘b“ — Chlorophytes
¢ Bryophytes
¢ S8 Z\'e%% %3’ Mrgngcgts
SS9 BIR ™ 0 .
SN &3 %’, o — Brassicas
°
0.3 ¥ 3 s ?.;‘ [5)
L o 3
<

Fig. 7: Arbol filogenético de homdlogos del complejo uniportador de calcio mitocondrial (MCU) en
diversas especies vegetales y algunos mamiferos. MCU se encuentra ampliamente distribuido en el reino
plantae (Imagen tomada de Teardo et al., 2017).
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En los experimentos, las plantas que presentaban deficiencia de At-MICU mostraron niveles
de Ca?* basales intramitocondriales elevados, junto con el manejo alterado del Ca?* de la
matriz tras la adicion de Ca?* intracelular inducida por ATP (esto en raices). Ademas,
presentaron modificaciones ultraestructurales en su red mitocondrial, donde los organulos
parecian menos electrodensos hacia el centro y "tubulares" hacia la periferia. Estos resultados
sugieren que la falta de MICU1 de hecho perturba el transporte de Ca?*, lo cual también se

ha detectado en mitocondrias de mamiferos (Wagner et al., 2015).

En A. thaliana no se han encontrado otros componentes accesorios de MCU, incluidos
EMRE, MCUb, MICU2 y MICU3. Sin embargo, la presencia de homélogos de MCURL1 de
mamiferos -cuya participacion como componentes de MCU ha sido debatida- puede
encontrarse en A. thaliana (Fig. 8) (Mallilankaraman et al., 2012; Gutiérrez-Aguilar M.,
2020). Otro grado de complejidad en el transporte de Ca?" dependiente de MCU en plantas
reside en el hecho de que A. thaliana tiene seis isoformas de MCU (AtMCU), de las cuales
dos se expresan en mitocondrias de los tubos polinicos (AtMCU1, AtMCU2) y una en raices
(AtMCUL). En el caso de AtMCUL, se ha demostrado que puede formar canales sensibles a
RuR (la sensibilidad al RuR es conferida mediante una interaccion potencial con el dominio
DIME -Dominio de interaccion en el anillo D de MCU que involucra las argininas 440
y 443- del complejo MCU) ademas de una interaccion funcional con AtMICUL1 tras la

constitucion del nacleo (Fig. 9) (Antony et al., 2016; Paillard et al., 2018).
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Fig. 8: Composicion proteica del complejo uniportador de calcio mitocondrial en mamiferosy A. thaliana.
Imagen tomada de Gutiérrez-Aguilar M., 2020.
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Fig. 9. Sitio de interaccién del Rojo de Rutenio (RuR). Imagen tomada de Paillard et al., (2018).

Las mitocondrias de las raices de las plantulas deficientes en AtMCUL también presentan

cambios leves pero significativos en el manejo del Ca?*, en lo que concierne al fenotipo
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presentan raices mas cortas (Carraretto et al., 2016). Especificamente, se reducen las tasas de
acumulacion y liberacion de Ca?*. Esto sugiere que AtMCUL tiene un papel significativo en
el manejo del Ca?* mitocondrial, pero otras isoformas de AtMCU pueden contrarrestar tales
deficiencias de transporte de calcio, debido por la delecidén de AtMCUL, este estudio encontro
mayores niveles de transcripcion de AtMCU4 en hojas de A. thaliana, lo que sugiere un
posible efecto compensatorio sobre la eliminacion de AtMCU1 (Carraretto et al., 2016). Sin
embargo, la sobreexpresién de AtMCUL dio como resultado un fenotipo similar en
comparacién con la deficiencia de AtMCUL en términos de longitud de raiz mas corta y
cambios en la morfologia mitocondrial (Carraretto et al., 2016). En conjunto, estos estudios
sugieren que los niveles de MCU en las plantas deben ajustarse con precision para garantizar

una sefializacion adecuada de iones Ca®* (Gutiérrez-Aguilar M., 2020).

A diferencia de los animales, las plantas son organismos sesiles, y por lo tanto no pueden
alejarse de las condiciones ambientales adversas tales como la deficiencia de nutrientes, la
sequia, la salinidad, el frio y aquellas causadas por el ataque de patdégenos y herbivoros. Por
esta razon resulta importante comprender los mecanismos celulares de susceptibilidad o
resistencia a condiciones adversas. En este sentido, las mitocondrias y los cloroplastos son
de vital importancia para la homeostasis celular y su papel en la respuesta a diversos tipos de
estrés ha sido reportada recientemente (Philip et al., 2013).

Por lo anterior, en el presente proyecto de investigacion se propone estudiar un probable

sistema de transporte de calcio en cloroplastos aislados.
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2. Hipotesis
Si el transporte de calcio intracelular en cloroplastos de Arabidopsis thaliana es dependiente
del uniportador de calcio mitocondrial, entonces la eliminacion genética de la subunidad

reguladora AtMICU1 debera alterar la cinética de transporte de este catidn divalente.

3. Objetivo

Objetivo general.

e Determinar la probable presencia de un uniportador de calcio mitocondrial en
cloroplastos.

Objetivos particulares.

e Adaptar un método para aislar cloroplastos de hojas intactas o protoplastos.
e Caracterizar el transporte de calcio en cloroplastos aislados.

e Determinar una probable inhibicion con rojo de rutenio.
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4. Metodologia y procedimiento experimental

Material vegetal

Con la finalidad de validar la técnica de extraccion de cloroplastos, se utilizaron hojas de
Spinacia oleracea (espinaca) como material vegetal inicial. Esta especie cuenta con una
probable isoforma del uniportador de calcio en cloroplastos utilizando la herramienta
bioinformatica BLAST (anexo fig. A). Las hojas de S. oleracea fueron adquiridas en la
Tienda UNAM localizada en Ciudad Universitaria. Adicionalmente se utilizaron plantas de
Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 (Columbia ecotipo) y la planta mutante MICU1-KO
(Cepa mutante carente de micu-1) del Arabidopsis Biological Resource Center. Las plantas

usadas para los aislamientos fueron de 2-3 semanas de crecimiento.

Materiales

1. Caja Petri

2. Tijeras.

3. Tubos de microcentrifuga

4. Tubos de centrifuga 50ml

5. Un agitador magnético

6. Tela Miracloth

7. Gasas

Equipos

8. Fluorémetro Spectrovis PlusVernier

9. Centrifuga para tubos de microcentrifuga

18



10.

11.

12.

13.

14.

Centrifuga para tubos Falcon

Microscopio Optico

Microscopio de fluorescencia

Balanza analitica

Biodrop

Preparacion del material vegetal

Se retiraron las hojas del ramo de espinaca. Se lavaron con abundante agua para retirar la

tierra de las hojas, después se realiz6 un segundo lavado con agua destilada y se dejaron secar

sobre un papel absorbente. Por ultimo las hojas se mantuvieron en refrigeracion hasta ser

utilizadas en un intervalo de tiempo no mayor a una semana.

La segunda especie vegetal utilizada en el estudio fue Arabidopsis thaliana del ecotipo Col-

0 (utilizada como control) y una mutante isogénica llamada MICU1-KO. Esta ultima cepa

carece del regulador del uniportador de calcio mitocondrial -MICU1- (Wagner et al., 2015).

Se germinaron semillas en cajas Petri con medio Murashige-Skoog (MS) y 2% de sacarosa.

En la segunda semana de crecimiento, las plantulas se trasplantaron en macetas con sustrato

Sunshine Mix #3, vermiculita y agrolita en proporcion 3:1:1 respectivamente -Fig. 10-

[Pedroza-Garcia et al., 2015].
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Fig. 10. Germinacion de semillas de las dos cepas de A. thaliana (Lépez C., 2020).

Caracterizacion genotipica entre cepas

Al igual que en el estudio de Wagner y colaboradores, al usar un juego de los primers LBb1.3,
MICU RP1y MICU LP2, la cepa Wild type (WT) da un amplicon de 1000bp. Por otro lado,
la cepa carente de micu-1 (gen que codifica para la proteina MICU1) presenta un amplicén
de 700bp al usar los primers LBb1.3 y MICU RP1 y no se detecté amplicon en la cepa WT
(Fig. 11) (Lopez C., 2020).

A) B)
pb WT MICU1-KO pb WT MICU1-KO
3000

2000
1500

Fig 11. Genotipificacion de las cepas silvestre (Col-0) y mutante carente de micu-1 (MICU1-KO).

Imagen tomada de Lépez, C. 2020 (tesis de licenciatura).

Tabla 1. Primers empleados en la genotipificacion y su secuencia (L6pez C., 2020).

Nombre Oligonucleotidos Secuencia
LBbl1.3 (TDNA pROK?2) ATTTTGCCGATTTCGGAAC
MICU RP1 TAGACAAGGAGTTGGCCACAG
MICU LP2 TTACATGCGTCAGCTGAGTTG

LBb1.3 (TDNA pROK2), MICU RP1, MICU LP2 son oligonucleétidos especificos de micu-1
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Los resultados sugieren la confirmacion del genotipo de las cepas. En la imagen A) (Fig. 11),
se observan las bandas que confirman la mutacion de MICU1-KO. EI DNA (Acido
desoxirribonucleico) extraido de la cepa (Wild type) WT sometido a una PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) con sondas especificas da un amplicon de 1000 pb (pares de bases),
mientras que la MICU1-KO uno menor (700 pb). En la imagen B) -Fig. 11- se confirma que
la cepa MICU1-KO es homocigota nula, ya que se observé el mismo amplicon de 700 pb

mientras que con el DNA de la cepa WT no se detecté un amplicén (Lopez C., 2020).

Aislamiento de cloroplastos de S. oleracea

Se cortaron las hojas de la espinaca en cuadritos de 2x2cm hasta tener un aproximado de 3-
4 gy se reservaron en un vidrio de reloj previamente enfriado. Las hojas de espinaca se
depositaron en el contenedor y se adicionaron 80ml de Buffer de aislamiento de

cloroplastos (AC) + 1mM (milimolar) EDTA (&cido etilendiaminotetraacético).
Nota: Las muestras se deben mantener en condiciones cercanas a 0°C.

A continuacion, se cerrd la camara y se homogenizé con tres pulsos de 10 segundos c./u.
Entre un pulso y otro se dejo reposar (colocar en hielo) 50 segundos/pulso. Después se filtrd
el homogenizado empleando dos gasas, el filtrado se recibié en un vaso de precipitados, y se

realiz6 un ultimo filtrado ahora usando tela Miracloth.

Se depositaron 40ml en cada uno de los dos tubos de centrifuga redondeados. Se centrifugd
a 3000 Fuerza g (g) por un minuto. Una vez terminado se desechd el sobrenadante de ambos
tubos, se resuspendio el sedimento con 20ml de Buffer AC sin EDTA. A continuacion, se

volvié a centrifugar con las mismas condiciones anteriores (repetir dos veces).
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Se elimind el sobrenadante de ambos tubos, después se resuspendio el sedimento con 0.5ml
de Buffer AC sin EDTA en un tubo, se procedi6 a concentrar la muestra vertiendo los 0.5ml
en el segundo tubo y se volvid a resuspender. Por ultimo, se determind la concentracion en

el Biodrop, ademas se realizo la observacion de los cloroplastos en el microscopio (Fig. 12).

80ml Buffer AC +

S . 1mM EDTA - Pulso de 10 segundos y un reposo de 50
y = segundos P 9
i > e » Er o o8
0. 3 Ty s 3
: | =l - J
Cortar las hojas en cuadros de 2x2cm
Repetir 3 veces '
» = N :
“ > . b 2
» - o - - < X
& \ -] 4= = - ) § @ @
Resuspender con Retirar S—— J
20mi de Buffer sobrenadante Centrifugar a Verter 40ml en | J l
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sobrenadante

Fig. 12. Procedimiento de aislamiento y cuantificacion de cloroplastos de S. oleracea. Buffer AC: Buffer
Aislamiento de cloroplastos (Procedimiento adaptado de Mills et al., 1980).

Aislamiento de cloroplastos de A. thaliana

Se recolectaron aproximadamente 0.5g de hojas de A. thaliana (Col-0 y MICU1-KO), se
realiz6 un lavado a las hojas con agua destilada y posteriormente se dejaron secar en papel
absorbente. Después de este paso se mantiene todo el material que se usara en cadena de frio,

se repitié el mismo procedimiento para cada una de las cepas.

Una vez secas las hojas, se colocaron en un mortero el cual previamente ha sido enfriado, se

vertio 10ml de Buffer AC + ImM EDTA y se procedi6 a triturar.

22



Utilizando un embudo y dos trozos de tela miracloth se filtr6 el triturado (repetir dos veces),
el filtrado se recibid en un vaso de precipitados, se coloco en cuatro tubos Eppendorf 1.5ml

del filtrado.

A continuacidn, se centrifugaron los tubos por un minuto a 3000g, una vez terminado el
tiempo se elimin6 el sobrenadante de todos los tubos Eppendorf y se resuspendio el
sedimento de cada tubo con 1ml de Buffer AC sin EDTA, luego se centrifugé a 3000g por
un minuto (repetir dos veces). Despues se elimind el sobrenadante de los cuatro tubos
Eppendorf, para concentrar la muestra se resuspendio el sedimento de un tubo con 0.5ml de
Buffer AC, una vez resuspendido se vierten esos mismos 0.5ml al segundo tubo y se repitid
el procedimiento con los tubos restantes. Finalmente, se procedi6 a determinar la
concentracion en el Biodrop, ademas se realizo la observacion de los cloroplastos en el

microscopio (Fig. 13).
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Fig. 13. Procedimiento de aislamiento y cuantificacion de cloroplastos de A. thaliana. Buffer AC: Buffer

Aislamiento de cloroplastos (Mills et al., 1980)
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Ensayo de medicién del transporte de calcio intracelular por fluorometria
El transporte de calcio se determind por un método ampliamente utilizado en mitocondrias
aisladas o células de mamiferos permeabilizadas (Gutiérrez-Aguilar et al., 2014). Para ello se
utilizo el indicador fluorescente Calcium Green 5N el cual absorbe luz a 500nm (nanometros) y
emite con un maximo de 530nm (Fig. 14). Al ser un indicador impermeable con una constante
de afinidad reportada de 4.3uM (Rajdev et al.,1993). La unién con los iones Ca?* no es
considerada fuerte y por ende, cuando el calcio es transportado a un compartimento subcelular,
el indicador permanece en el exterior de los organelos y la fluorescencia disminuye. Lo anterior
constituye un método relativamente sencillo y seguro para medir cambios en las concentraciones

de calcio asociadas al transporte de este cation divalente.
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Fig. 14: Espectro de fluorescencia de Calcium green-5N. Imagen modificada de la hoja del reactivo

obtenido de ThermoFisher Scientific.

Los ensayos se realizaron en un tiempo de 2000s. En una celda de plastico se afiadio en el
siguiente orden c.b.p (cuanto baste para). 1000ul (microlitros) de Buffer CRC - capacidad de
retencion de calcio- (pH=8), 0.02 mg de los cloroplastos, 2uM de Calcium Green(fluoréforo).
Por ultimo, se afiadié 2 uM de RuR en caso de realizar la evaluacion del efecto inhibidor de

transporte de calcio.
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Se tomd la lectura basal por 200s, después se afiadié 25.M Ca?*. Se tomaron lecturas hasta llegar

a los 2000s y se guardaron los resultados obtenidos para su posterior analisis estadistico (Fig.

15).

C.b.p. 1000yl de Buffer CRC (pH=8) ‘ pr
0.02mg de cloroplastos

. 2uM de Calcium Green » ‘ 010-] s An
. 2 uM de RuR (Sclo en caso de L |y
m realizar la inhibicion del 2 ’ i

transportador de calcio.)

B w N

Fluorescencia de
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1\ Toma de lectura basal
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Cloroplastos
Calcium Green
Rojo de Rutenio (RuR)

Afadir 25uM de CaCl;
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Fig. 15: Ensayo de transporte de iones calcio mediante un método fluorométrico desarrollado en el
laboratorio. 1) Se inicié calibrando el fluorémetro y adicionando la solucién reguladora de pH, reactivos y
cloroplastos. Se detectan cambios en la fluorescencia a 530nm y se utilizan las pendientes que son

proporcionales a la velocidad de transporte de calcio.

5. Resultados

Para poder evaluar la calidad de las preparaciones de cloroplastos, estos se observaron en un
microscopio de fluorescencia. En estas observaciones se determina tanto la morfologia de los
organelos como la fluorescencia de la clorofila, cuya intensidad nos indica si han sido

sometidos a estrés mecanico excesivo o no (Fig. 16). Las observaciones consistentemente
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muestran una morfologia ovalada en los organelos. Ademas, se detectaron altos niveles de

fluorescencia, indicativo de preparaciones susceptibles de ser usadas para los experimentos.

Fig. 16. Cloroplastos aislados de S. oleracea y A. thaliana. Aislamiento de cloroplastos de Spinacia oleracea
A, B y Arabidopsis thaliana C, D. Cloroplastos irradiados con luz blanca (A y C) y en el campo de

autofluorescencia de la clorofila al ser excitada a 400nm (B y D). Micrografias representativas.

En las imagenes A y B que corresponden a los cloroplastos de S. oleracea no se observa
ninguna interferencia por parte del medio o algin otro contaminante. Los cloroplastos
presentan una respuesta aceptable a la fluorescencia. Por lo tanto, la espinaca adquirida en la
Tienda UNAM es un buen modelo. De igual manera para las imagenes C y D que
corresponden a cloroplastos de A. thaliana no se observa presencia de contaminantes, se
aprecia la forma ovalada de los cloroplastos y buena respuesta a la fluorescencia. La Unica
diferencia perceptible es la cantidad de organelos. Esto debido a diferencias en la cantidad

de muestra tomada de los dos modelos.

Posteriormente se llevaron a cabo experimentos de transporte de iones Ca®* en las dos
especies de interés. Los cloroplastos de S. oleracea fueron incubados con el indicador

fluorescente y al adicionar un bolo de calcio equivalente a 25, M, se observo un incremento
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abrupto en la fluorescencia seguido de una disminucion paulatina de la fluorescencia

asociada al transporte de calcio al interior de los organelos (Grafica 1).
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Grafica 1. Ensayo de dindmica de Ca?* en cloroplastos de A. thaliana Col-0 (cepa Wild

type) y MICU1-KO (cepa carente de la proteina MICUL). La flecha denota la adicion del bolo

de calcio. n=5. Promedio de los datos obtenidos en los cuatro experimentos realizados de cada uno de las cepas

con presencia de inhibidor y en ausencia de 2 uM de Rojo de Rutenio (RuR).

Posteriormente se cuantificaron las velocidades absolutas de las cepas (Col-0 y MICU1-KO).
Esto se realizdé midiendo la pendiente de los graficos la cual es proporcional a la velocidad
de entrada de Ca?" en los cloroplastos en intervalos de tiempo similares (Tabla 2). Los

resultados sugieren que las velocidades de transporte son similares. Por lo anterior se decidio

evaluar estos datos usando dos tipos de analisis estadisticos.
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Tabla 2. Velocidades absolutas de transporte de iones calcio obtenidas en los cinco

experimentos realizados. Las unidades estan dadas en unidades relativas de fluorescencia

sobre segundo.

# Experimento A. thaliana Col-0 A. thaliana MICU1- KO
Valor abs. Pendientes Valor abs. Pendientes
sin RuR con RuR sin RuR con RuR

1 0.000006631 0.00000452 0.00001184 0.000008938

2 0.00001478 0.0000159 0.00001886 0.000008167

3 0.00001987 0.000005192 0.000008864 0.000005324

4 0.0001406 0.00002941 0.00001735 0.000006919

5 0.00003348 0.00001454 0.00003187 0.00001587
PROM 4.30722E-05 1.39124E-05 1.77568E-05 9.0436E-06

SE 2.47694E-05 4.52097E-06 3.96646E-06 1.81285E-06

A. thaliana Col-0 (Cepa Wild type), A.thaliana MICU1-KO (Cepa mutante carente de la proteina MICU1),

Rojo de Rutenio (RuR).

Se llevaron a cabo pruebas t de student para evaluar probables diferencias entre dos grupos

a comparar. Inicialmente se compararon las velocidades de transporte de iones calcio entre

las mismas cepas (Col-0 o MICU1-KO) sin RuR versus las que fueron incubadas con RuR.

De igual forma, se compararon cepas distintas en ausencia y presencia de RuR. Se observo

que solo hay un caso en el que se observa una diferencia significativa. Por lo tanto, el efecto

inhibitorio del RuR pudo ser detectado en la cepa MICU1-KO (Tabla 3).

Tabla 3. Significancia estadistica entre las variables. El signo * denota P < 0.05

Prueba t student
Variable 1 Variable 2 Estadisticot | Valor criticodet |Valor p
Col-0 Col-0 + RuR 1.39 2.77 0.23
MICU1-KO | MICU1-KO + RuR 3.54 2.77 0.02*
Col-0 MICU1-KO 1.02 2.77 0.36
Col-0 + RuR | MICU1-KO + RuR 1.00 2.77 0.37

Col-0 (Cepa Wild type), MICU1-KO (Cepa mutante carente de la proteina MICU1), Rojo de Rutenio (RuR).

28




Para poder determinar si existe un efecto genético adicional al farmacoldgico sobre un
posible cMCU. Se llevé a cabo un analisis de varianza entre todas las condiciones (Tabla 4).
En este analisis observamos que no hay diferencias significativas asociadas a la eliminacion
de MICUL. Por lo tanto, la eliminacion genética de esta proteina no parece alterar el
transporte de Ca?*. Usando esta prueba también se pudo determinar que el RuR no tuvo un
efecto significativo en el posible transportador de calcio, con excepcion de la cepa MICU1-

KO.

Tabla 4: Anélisis de varianza.

ANALISIS DE VARIANZA
Valor F 1.41
Valor critico para F 3.23
Probabilidad 0.27
o 0.05

A continuacion, se decidid evaluar las velocidades de transporte de Ca?* (Grafica 2) de ambos
tipos de cepas (Col-0 y MICU1-KO), como también del efecto inhibitorio del RuR.
Observamos que comparando Col-0 vs MICU1-KO no muestran una diferencia significativa
en la velocidad de transporte de Ca?*. Comparando Col-0 vs Col-0+RuR se observé que no
hay un efecto inhibitorio debido a que no hay diferencia significativa en la velocidad de
transporte del ion, pero ain hay la posibilidad de que empleando una concentracion mas alta
se puede observar un efecto inhibitorio. En la comparativa de MICU1-KO vs MICU1-
KO+RuR se observd que, si hay diferencia significativa, por lo tanto se esta presentando un
efecto inhibitorio por parte de RuR. Finalmente se llevé a cabo una comparativa entre la cepa

Col-0 vs MICU1-KO ambos en presencia de RuR y se observé que, no hay una diferencia
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significativa en la velocidad de transporte de Ca?*, por lo tanto, no podemos saber si el RUR

tiene un mayor efecto en alguna cepa.

Grafica 2. Comparacion de las velocidades de transporte de Ca?* entre las cepas Col-0

y MICU1-KO en presencia y ausencia de RuR.

1.8
1.6
1.4

m Col-0
Col-0+RuR
MICU1-KO
1.2 MICU1-KO+RUR

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0
Representacion grafica de los datos presentados en la tabla 3. N=5. *p<0.05 versus MICU-KO. Col-0 (Cepa

Velocidad de transporte relativa
(UA)

Wild type), MICU1-KO (Cepa mutante carente de la proteina MICU1), Rojo de Rutenio (RuR).

6. Discusion de Resultados

Wagner y colegas han reportado previamente que las plantas carentes de MICU1 presentan
anormalidades en el transporte de calcio y en la ultraestructura mitocondrial (Wagner et al.,
2015). En su estudio también se constatd la colocalizaciéon casi total de MICUL con
marcadores mitocondriales. Sin embargo, también se pudieron observar minimas sefiales de

fluorescencia asociadas a una proteina de fusion MICU1-GFP en cloroplastos (Fig. 17).
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Fig. 17. Colocalizacién de la subunidad MICUL. La proteina de fusién MICU-GFP - proteina fluorescente
sensora de Ca?*- colocaliza casi totalmente con el marcador mitocondrial Mitotracker. Sin embargo, también
es posible detectar una minima sefial verde fluorescente en cloroplastos (flechas). Imagen modificada de
Wagner et al., 2015.

En el presente trabajo se constatd que los cloroplastos de Spinacia oleracea y Arabidopsis
thaliana presentan caracteristicas a nivel microscopico similares, lo cual nos permitié
determinar que el método de aislamiento es el adecuado. La morfologia nos muestra que los
cloroplastos no sufrieron algun tipo de estrés (mecéanico, térmico o estrés por pH) durante el
procedimiento. Ademés, la muestra obtenida no presenta contaminantes que pudieran
interferir en los resultados. En las iméagenes 11.B y 11.D se detectd una autofluorescencia
aceptable, con lo cual se asume que los cloroplastos de ambas muestras se encuentran en
Optimo estado para ser utilizados en los experimentos. Esta Gltima metodologia se emplea
para medir el estado fisioldgico de las plantas o para evaluar la salud/vigor de estas en los
laboratorios, empleando dispositivos portatiles. También es Util para evaluar la respuesta de

las plantas a los cambios en el medio ambiente (Donaldson L., 2020).
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La Grafica 1 detalla los cinco experimentos realizados en dos tipos de A. thaliana (Col-0 y
MICU1-KO). Se observa que los graficos presentan una pendiente negativa. Esto indica que
el Ca?" estd entrando a los cloroplastos, debido a que la pendiente de los gréficos es

proporcional a la velocidad de entrada de calcio.

Por lo anterior, a pesar de que podemos decir que, si hay un transportador de calcio en las
paredes de los cloroplastos, el transporte de este ion es lento en comparacidn con otras
especies. Especificamente, se ha visto que en masculo esquelético de ratones (Fig. 18), la

entrada de calcio a las mitocondrias es considerablemente mas rapido y depende de AY

(Vecellio Reane et al., 2016; Paillard et al., 2018).

[Ca™"]. (M)

N
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0
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Fig. 18. Dinamica de calcio de las cepas WT (Wild type) y MICU1-KO HEK (linea celular HEK293 con
mutacion carente de MICU1) con diferentes construcciones MICU1 (tipo de isoforma de la subunidad
reguladora MICU), con o sin Rojo de rutenio (RuR) (Imagen tomada Paillard et al., 2018).

En mamiferos, el AY oscila entre los -180 y -200mV (Nicholls et al., 2013). En estas
condiciones, la ecuacion de Nernst predice que al afiadir iones calcio estos se distribuiran a
razon de 1 ion afuera de la mitocondria por cada 1 x 10° iones en la matriz mitocondrial.
Considerando los estudios en plantas de Moore y Booner los valores de AY en mitocondrias
aisladas rondan cerca de los -135mV. En estas condiciones, la distribucion de iones calcio

descrita por la ecuacion de Nernst seria de 1 ion afuera de la mitocondria por cada 1 x 10*
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iones en la matriz mitocondrial. Estos dos érdenes de magnitud en la distribucion de iones
calcio bien podria explicar las diferencias observadas en el transporte mitocondrial de
mamiferos versus plantas (Moore et al.,1982). En el caso de cloroplastos, no encontramos
reportes sobre el potencial de membranay las fuerzas que impulsan la entrada de iones calcio

a estos organelos.

En la Tabla 3 se determind que solo en la cepa MICU1-KO si presentd el efecto inhibitorio
y en los demas casos los valores de las pendientes no presentan diferencias estadisticamente
significativas. Esto nos puede indicar que, si hay la presencia de cMCU, ademas que la
concentracion de inhibidor utilizada esta por debajo de la concentracion minima para actuar
sobre el transportador de calcio cMCU. En este sentido, la sensibilidad a RuR varia
considerablemente entre especies, un ejemplo de esta diferencia de sensibilidad a inhibidores
en MCU lo reportaron Bertolini y colegas empleando como modelo Trypanosoma cruzi en
los cuales midieron el efecto dosis-respuesta en dos mutantes TcMICU1-KO y TcMICU2-
KO (Fig. 19), empleando como inhibidor Ru360. -en la literatura se encuentra que MCU
tiene inhibidores especificos, RUR, Ru360 (Complejo de amonio de rutenio dinuclear) y
Gadolinio- donde notaron que el MCU de las mitocondrias que no tenian las subunidades
MICUL o MICU2 son mas sensibles a los inhibidores (Bertolini et al., 2020; Teardo et al.,

2019).

33



a i
8 Ru360 (M) 30 S ERE, RU360 (WM) Cp
. 50 FCECP \ I
. = 20 S 20
g R 3 3
+: ) B — =2 - -go
1 bl 00 T -0.01
% 10 ~— & 10] 206 o 10{ -0028
S - N E 3 3P
= o TR 01 TeMICU1-KO = 0s  TeMICU2-KO
% 160 300 500 % 00 300 500 0% 00 300 500
Time (sec) Time (sec) Time (sec)

Fig. 19. Inhibicion de la captacion de Ca ?* mitocondrial por compuestos a base de rutenio (Bertonolini et
al., 2020).
En resumen, en la cepa Col-0 existe la posibilidad de que si se lleve a cabo el efecto

inhibitorio mediado por RuR, pero requeriria de una mayor concentracion del inhibidor.

Los resultados sugieren que la ausencia de MICU1 no ocasiona cambios significativos en el
transporte de calcio basal en cloroplastos aislados (Grafica 2). Esto podria indicar que
MICUL es una subunidad accesoria de MCU exclusiva de mitocondrias. Sin embargo, en
ausencia de la proteina MICUL, el transporte de calcio medido fue inhibido por el ligando
RuR. Considerando estos resultados, se puede proponer un modelo en donde MICU1
funciona como un regulador en cloroplastos de A. thaliana y en su ausencia, el inhibidor RuR
tiene acceso al poro o boquete de cMCU en donde se lleva a cabo el transporte de iones
calcio. En contraposicion, la presencia de MICUL constituye probablemente un tapén o
proteccion a los efectos de RUR sobre cMCU ya que en presencia de MICU1, los efectos del

inhibidor del transporte de calcio no son significativos (Fig. 20).
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Fig. 20. Diagrama representativo del cMCU (Uniportador de calcio mitocondrial localizado en cloroplastos)
con las subunidades de MICU (Proteina para la captacion de Ca2*). Cuando la subunidad MICU1 esta presente
en cMCU(A) va a interferir en el efecto inhibitorio, debido a que impide la union del rojo de rutenio con los
residuos de Asp y Glu de la secuencia del dominio DIME (Dominio de interaccion en el anillo D de MCU), es
por ello que cuando la subunidad MICU1 (B) esta ausente los inhibidores pueden unirse con mayor facilidad al

sitio DIME y por ello muestran una mayor sensibilidad a rojo de rutenio (RuR).

Al comparar Col-0 + RuR con MICU1-KO + RuR (Grafica 2) se observa un posible efecto
inhibitorio el cual aparentemente es mayor en MICU1-KO, aunque este no resulta ser
significativo, por lo tanto tal vez aumentando la concentracion de RuR podamos diferenciar
mejor el efecto del inhibidor. En caso de presentarse esta diferencia, o que podria estar
ocurriendo es que al no tener el transportador la subunidad accesoria MICU1, el inhibidor no
tiene que competir con la subunidad permitiéndole ser mas afin por el transportador
resultando en una entrada de calcio mas lenta en la cepa MICU1-KO tratada con RuR. De
hecho, Paillard y colegas recientemente demostraron que células de mamiferos carentes de
MICUL presentan una elevada sensibilidad a inhibicién de MCU usando RuRed/RuR360,
esto debido a una posible competencia por el sitio DID (Dominio de Interaccion-DIME) entre

la subunidad MICU1 y RuR (Paillard et al., 2018).

35



Considerando los resultados presentados en este trabajo y aquellos reportados por Wagner y
colegas en 2015, es muy probable que MICUL sea una proteina presente en mitocondrias y
cloroplastos. A estas proteinas con localizacion multiple se les conoce como ecoformas
(Yogev et al., 2011). Existe la posibilidad, ya que los cloroplastos se encuentran en constante
contacto con las mitocondrias (Fig. 17) y es comun que ambos organelos “compartan”
algunas proteinas como por ejemplo translocadores de la familia SLC25a (Picault et al.,

2004).

Otro factor que podria estar interfiriendo en el transporte de Ca?" es la fotosintesis, debido a
que puede estar siendo activada por la adicion de este ion, ya que el Ca?* actlia como cofactor
en el Complejo Generador de Oxigeno (OEC) o Complejo Divisor de Agua que forma parte
del fotosistema Il (Fig. 21), el cual tiene la funcion de descomponer de las moléculas de agua
(Wang et al.,2019). Por otro lado, PsbQ, PsbP y PsbO son proteinas que forman parte de
OEC, de los cuales PsbQ y PsbP requieren Cl~y Ca?* como cofactores esenciales (Wang et
al., 2019). Ademas, el Ca?" puede influir en las propiedades del mecanismo de
fotoproteccion, transferencia de electrones fotosintéticos, incluso en el ciclo de Calvin-
Benson -interacciona con las proteinas FBPase/SBPase- (Wang et al., 2019; Hochmal et al.,

2015).
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Fig. 21. Dindmica del calcio y los mecanismos regulados en cloroplastos de A. thaliana (Imagen tomada

Hochmal et al.,2015).
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En otras palabras, la fotosintesis podria ser un factor adicional causante de alteraciones del
transporte de iones Ca?*, ya que los fotosistemas estan trabajando para la generacion de ATP,
y por lo tanto el flujo de H™ a los estromas (quimiosmosis) podria estar interfiriendo el

transporte del cation.

Con base a los resultados presentados en la presente tesis mas los disponibles en la literatura,
es posible proponer que la presencia de un transportador de calcio en cloroplastos es muy
probable y que resulta I6gico que los cloroplastos lo requieran para su correcto
funcionamiento. Por ello la importancia del estudio del transporte de calcio también radica
en la transduccién de sefiales. En este sentido, los cloroplastos son capaces de detectar las
condiciones ambientales como las sequias (Teardo et al., 2019). Por ejemplo, Teardo y
colegas demostraron como las modificaciones a MCU les permiten a las plantas adquirir
resistencia al estrés. En su estudio mas reciente (2019), ellos emplearon dos cepas cMCU-
KO (cmcu-1y cmcu-2) las cuales tienen una mayor resistencia a la falta de agua durante 18
dias y les permitié una mejor recuperacion en comparacion con dos cepas silvestres usando
dos ecotipos distintos (Teardo et al., 2019). En ese sentido, los resultados sugieren que la
presencia de un complejo MCU completo en cloroplastos podria contribuir a la homeostasis

celular al regular el flujo de iones calcio a estos organelos.
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7. Conclusiones.

Se logré establecer una metodologia para aislar los cloroplastos.

Se pudo detectar una actividad de transporte de calcio en cloroplastos aislados.
El transporte es sensible a RuR en ausencia de MICU1.

MICUL1 es un bloqueador de los efectos de RuR.

La ausencia de MICUl no modifica la velocidad de transporte de calcio en

cloroplastos pero si en protoplastos.
Los cloroplastos de A. thaliana probablemente expresan un MCU.

Los cloroplastos de A. thaliana probablemente expresan otros transportadores de

iones calcio.

8. Perspectivas.

Determinar los efectos de diversos reguladores fisiologicos (e.g. ATP) en la cinética

de transporte.

Medir los efectos sobre el transporte de calcio en cloroplastos aislados de plantas

sometidas a estrés térmico.

Detectar MICU1 y MCU por Western Blot en cloroplastos.
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ANEXO

Fig. A. El alineamiento muestra una comparativa entre el uniportador de calcio reportado
en cloroplastos de A. thaliana (sp|F41111.1]MCU6_ARATH) y probables proteinas en
Spinacea oleracea. El alineamiento sugiere que la proteina XP_021847437.1 esun

uniportador de calcio en S. oleracea.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

sp|F4I111.1|MCU6 ARATH = MCU de cloroplasto de arabidopsis

XP_021847437.1

proteina similar en Spinacea oleracea (espinaca)

Xp 021847839.1 MAFKKTLVQRLENLSRFSTPSISRNTAAKPPSEPPEPSRLKRNMQRRPLYQAATTPPSSS 60
XP_021847838.1 MAFKKTLVQRLENLSRESTPSISRNTAAKPPSEPPEPSRLKRNMOQRRPLYQAATTPPSSS 60
sp|F4I111.1|MCU6 ARATH -- --MW-- --SMGLIRR------TAMSNAI 16
XP 021847437.1  —=———————o MW= —=——————————m—m—m = RSYFQRT--—--- LTLAATH 16
.. .ox . .
XP_021847839.1 GALRLFPPAGEM--LKEMNNAKDRIRLSGLIALPQQSPPKSAAREEEPPAGLSVKEVRKL 118
XP 021847838.1 GALRLFPPAGEM--LKEMNNAKDRIRLSGLIALPQQSPPKSAAREEEPPAGLSVKEVRKL 118
spTF4Illl.1\MCU67ARATH A== e—e—e=e= SQ-RTWLGHGGLRSC--VTVKTPSEDEEEKKKEITIAEAKKL 58
XP_021847437.1 RSRHFLPPPSRFPMFPAFST-ASADEHGED----- HTVMATARGGRENEAGISLGEVKKL 70
. . * ... * . koK
XP_021847839.1 LRASQAELIRSKL-SEVDRDWVTYNEFLGLIEDS-CGGNKEQAFSFAKTLDDSGSVIVLG 176
XP7021847838.1 LRASQAELIRSKL-SEVDRDWVTYNEFLGLIEDS-CGGNKEQAFSFAKTLDDSGSVIVLG 176
sp|F4I111.1|MCU6_ARATH MRLVNVEDMKKKLVGVADRDVVSYSTLLEASQGMGIARSPDEAHVFARVLDDAGVVLIFR 118
XP 021847437.1 MRLVNVEALKNKL-GEQGKEVIGYSELLKTCESMGVVRSVDEAAAFAKVLDDAGVVLLFR 129
I S A S Lo R HR LonrR Rk Rk
XP7021847839.1 NAVCLRPHQ--—--— VAQAIQTLVTPPAITDPNDPRRQELELMEDQKVEIDTKAEALVRRE 231
XP_021847838.1 NAVCLRPHQEIKTLVAQAIQTLVTPPAITDPNDPRRQELELMEDQKVEIDTKAEALVRRE 236
sp|F4I111.1|MCU6_ARATH DKVYLHPDKVVDLIR----—-— RAMPLDONPEEDQIKEEFNKLRIMKEEIDVLAHRQVRKI 172
XP_021847437.1 DKVYLHPDKVVELVR-----— SSVPLALTPEDDPRRAELQRLQERKEEIDRQAHRQVRLI 183
. % k:k_: * . :~k : *:: . * Kk k ok ~k_ *
XP_021847839.1 LWAGLGYMVVQTAAFMRLTFWELSWDVMEPICFYVTSAYFMLGYTFFLRTAKEPSFEGEF 291
Xp 021847838.1 LWAGLGYMVVQTAAFMRLTFWELSWDVMEPICEFYVTSAYFMLGYTFFLRTAKEPSFEGEFE 296
sp|F4I111.1|MCU6_ARATH LWCGLATSMVQIGLFFRLTFWEFSWDVMEPITFFATATGIIVGYAYFLMTSRDPTYQDEM 232
XP_021847437.1 LWSGLGVAVMQVGLFFRLTFWEFSWDVMEPIAFFTTATGLVIGYGYFMITSKDPTYQDLM 243
**.**. ::* . *:******:******** *:.*:: :::** :*: *:::*:::..:
XPp_021847839.1 QSREFNAKQTRLMKTHDFDVKRYNELRKAFDPHYSSSSSL--DRSLMFRFDHHKI-——--— D 344
XP_021847838.1 QSREFNAKQTRLMKTHDFDVKRYNELRKAFDPHYSSSSSL--DRSLMFRFDHHKI-——-— D 349
sp|F4I111.1|MCU6_ARATH KRLFLSROQRKLLKSHKFDCERFKELERLFKMTSSCHAAASIRNRVGLELDLEDALQSRRD 292
XP_021847437.1 KTLFLSRQRKLFKKYQFDVDRFKELKGRCKNLLDEKQ——-INN---—-— LVLKDT------ 289
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