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Resumen

El descubrimiento de la via 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), ha conducido
a 1eplantear la biosintesis de isoprenoides en bacterias, algas y plantas. Ahora se sabe
que en la célula vegetal hay dos rutas para la biosintesis de isoprenoides: la via
mevalonato en el citoplasma y la via MEP en plastios, a través de la cual se sintetizan
hormonas, vitaminas, pigmentos fotosintéticos, etc. En esta nueva ruta, el paso inicial
es la conversién de piruvato y gliceraldehido 3-fosfato en el compuesto 1-desoxi-D-
xilulosa 5-fosfato, reaccién catalizada por la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
sintasa (DXS).

Debido al papel central de la via MEP en la vida de las plantas, es importante
estudiar la regulacién de la expresion de sus genes para un mejor entendimiento de
su biosintesis. En nuestro grupo se aislé la mutante albina de Arabidopsis, llamada
clal-1. La mutaciéon en el gen CLAI provocé alteraciones en el contenido de
isoprenoides plastidicos, asi como en el desarrollo de los cloroplastos y etioplastos. La
gran similitud entre las protefnas CLA1 y DXS, sugiri6 que CLA1 podria tener una
funcién importante en la via MEP.

En este trabajo se reporta que el gen CLAI codifica la enzima DXS1. Esta
actividad se demostr6 a través de la complementacion del fenotipo de la mutante
clal-1, con el compuesto 1-desoxi-D-xilulosa, asi como por ensayos enzimaticos
realizados con la proteina recombinante CLA1. Estudios de expresién transitoria
hechos en protoplastos demostraron que la DXS1 (CLA1) es importada a cloroplastos,
hecho congruente con la localizacién de la via MEP en estos organelos. El patrén de
expresion espacial y temporal del gen DXSI (CLAI) fue analizado a nivel de RNAm y
proteina, asi como mediante ensayos histoquimicos usando una fusién con la regién
regulatoria (CLAI::GUS). Los resultados mostraron que DXSI es expresado en la
mayoria de los tejidos de la planta y durante todo su ciclo de vida, aunque los niveles
maximos de expresién fueron detectados en tejidos jovenes. Estos datos sugieren una
regulacién tejido-especifico y por desarrollo. Para identificar regiones 5 importantes
en la expresién espacial y temporal del gen DXSI, se generaron deleciones
progresivas de la region regulatoria. Aqui se reportan las fusiones generadas y la
obtencién de plantas transgénicas de Arabidopsis. Pata explorar la participacién de la
DXS1 en la biosintesis de isoprenoides plastidicos, los niveles de esta enzima fueron
incrementados o disminuidos en plantas transgénicas de Arabidopsis. En
comparacién con plantas silvesties, las lineas transgénicas sobieexpresoras
incrtementaron el contenido de productos finales, tales como clorofilas, tocoferoles,
carotenoides, acido abscisico y giberelinas. En contraste, plantas con niveles
reducidos de DXS1 tuvieron cantidades menores de estos productos.
Fenotipicamente, las plantas transgénicas tuvieron ligeras alteraciones en el
crecimiento y germinacién. Los cambios en los niveles de la enzima DXS1
correlacionaron con el contenido de los isoprenoides plastidicos analizados, este
hecho demostié que dicha enzima cataliza uno de los pasos limitantes en la
produccién de IPP plastidico, y pot lo tanto de isoprenoides en plantas.



La secuenciacion completa del genoma de A thaliana, ha revelado la presencia
de una secuencia con gran similitud a DXS1 (CLAI). Esto sugiere que en Arabidopsis,
la enzima DXS podria ser codificada por mds de un gen, como se ha demostrado en
otros otganismos.
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Abstract

The identification of 2C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway has
led to a complete reappraisal of isoprenoid biosynthesis in many organisms. It is now
clear that plant cells contain two pathways for biosynthesis of isoprenoids: the
cytoplasmic mevalonate pathway and the MEP pathway, which leads for the
biosynthesis of plastidic isopzenoids. In the MEP pathway the initial step is the
formation of 1-deoxy-D-xylulose 53-phosphate (DXP) by condensation of piruvate and
glyceraldehyde 3-phosphate catalyzed by I-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
(DXS). Due to the role of MEP pathway for plants life, it is important to analyze the
regulation of their genes, for a better understanding of its biosynthesis. In our group,
an Arabidopsis mutant designated as clal-1 was previously reported. clal-1 mutant
shows an early arrest of chloroplast development and it lacks chlorophyll and
~ carotenoid pigments. The CLA1 gene exhibits sequence similarity to genes encoding
for the DXS. This suggested that CLAI gene could encode a DXS.

The aim of this thesis was to study the role of the CLAI gene in the MEP
pathway of higher plants. We demonstrated that CLAI gene encodes an active DXS.
The enzymatic activity was demonstrated by an in vivo complementation, in which
the addition of 1-deoxy-D-xylulose rescues the albino phenotype of the clal-I mutant.
Also in vitro, it was shown that a recombinant CLA1 protein is able to transform
labeled piruvate and glyceraldehyde-3P to DXP. To determine the localization of
DXS1 (CLA1) in the plant cell, a transiently assay was used where an expressed green
fluorescent protein fused with the DXS1 transit peptide was transformed into tabacco
protoplasts. This fusion protein was localized within the chloroplasts, which
demonstrates that DXSI1 is localized in plastids.

We analyzed the expression pattern of CLAI gene at mRNA and protein levels
as well as by histochemical analyses of GUS (gene driven from the CLA1 promoter in
transgenic plants). Accordingly with the transcript and protein expression data,
histochemical analysis demonstrated that CLAI is widely expressed throughout the
Arabidopsis plant but higher expression levels are found in the young tissues,
suggesting a tissue-specific and developmental regulation. To identify cis-acting
elements involved in the CIAl gene regulation, several 5" fragments were used to
- generate translational fusions with the GUS reporter gene. These fusions were used to
generate transgenic plants. In order to explore the role of DXS within the plastidic
isoprenoid biosynthesis, the DXS enzyme levels were incireased or decreased in
transgenic Arabidopsis plants. Compared with wild-type plants, transgenic lines
overexpressing DXS had increased levels of several isoprenoids final products, such
as chlorophylls, tocopherols, carotenoids, abcisic acid and gibberellins. Moreovesz,
plants with suppressed levels of DXS had decreased amounts of all of theses
products. Phenotypically, the transgenic plants had slight alterations in growth and
germination rates. Alterations in DXS levels lead to changes of various isoprenoid
end products demonstrating that this enzyme catalyzes one of the rate-limiting steps
in the production of plastidic IPP and, therefore, of isoprenoids in higher plants.
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A search of the A thaliana genome database using the CLAI gene as query,
revealed the presence of one additional sequence that had strong homology with
CLAL. This sugests that in Arabidopsis the DXS could be encoded by more than one
gene. '
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INTRODUCCION

ASPECTOS GENERALES DE LOS ISOPRENOIDES (TERPENOIDES)

El nombre terpenoide o terpeno surge cuando los primeros miembzos de Ia
familia fueron aislados del turpentino (terpentin, en alemén). El turpentino es una
mezcla de compuestos orgénicos (en su mayoria terpenoides) producido por algunas
especies de pinos como Pistacia terebinthus. En 1914 se descubrié que el turpentino, asi
como otros aceites esenciales de plantas podfan ser disectados en moléculas de cinco
carbonos, cuya estructura estd basada en un esqueleto isopentano (Figura #1). Estos
mondmeros por su similitud con la estructura del gas isopreno fueron llamados
unidades isopreno (Figura #1). Por esta razén los terpenoides son comunmente
llamados isoprenoides, aunque cabe destacar que el isopreno per se no es precursor
biol6gico de los terpenoides.

Isopentano Isopreno

Figura #1. Estructura del isopentano e isopreno. Estas estructuras representan la unidad
basica de los isoprencides. Los numeros indican la posicién de los carbonos.

Estudios posteriores sobte la estructura de los terpenoides condujeron a
Wallach y Ruzicka a formular la "regla del isopreno”, la cual establece que todos los
terpenoides son formados estructuralmente por fusiones repetitivas de unidades
isopreno (Ruzicka, 1953). Con el establecimiento de la "tegla del isopreno”, los
isoprenoides fueron clasificados en base al nimero de unidades isopreno piesentes
en su estructura (Tabla #1). Cabe sefialar que algunos isoprenoides no cumplen con la
“regla del isopreno". Por ejemplo, existen esteroles (triterpenos) con 27, 28 o 29
carbonos en su estructura. Algunas giberelinas (diterpenos) son formadas por 19
carbonos. La modificacién en el nimero de carbonos es debido a que el esqueleto
original de la unidad isopreno puede presentar rearreglos.

Los isoprenoides estan presentes en todos los organismos. Estos compuestos
constituyen uno de los grupos mas grande de productos naturales, agrupando
actualmente alrededor de 30,000 compuestos diferentes en estructura y funcién
(Sacchettini y Poulter, 1997; McGarvey y Croteau, 1995). De todos los organismos, las
plantas producen la mayor diversidad de isoprenoides (aproximadamente 25,000).



Muchos de estos compuestos, ademds de ser centrales para su crecimiento y
desarrollo, tienen un valor importante por sus aplicaciones biotecnoldgicas
(Barkovich y Liao, 2001). En la tabla#l se muestran ejemplos de las funciones y
aplicaciones biotecnolégicos de los isoprenoides.

Tabla#1. Clasificacion, funciones y aplicaciones biotecnolégicas de los isoprenoides.
ISOPRENOIDES

HEMITERPENOS (C,)

El isopreno es un gas emitido por algunas especies de 4rboles. Se ha
propuesto que el isopreno protege a los tilacoides del dafio provocado por
condiciones de altas temperaturas (Logan y cols., 2000).

MONOTERPENOS (C,,) _

La mayorfa de los monoterpenos son producidos por plantas con aromas
(Mahmoud y Croteau, 2002). Estos compuestos estan involucrados en la atraccién de
polinizadores (ej. linalool), alelopatia y en defensa de las plantas (¢j. Limoneno,
pineno y mirceno) y en la interaccién planta-planta (Mahmoud y Croteau, 2002). En
la industria los monoterpenos son usados como saborizantes y fragancias (ej.
limoneno, mentol, geraniol y citionelol). El farnesol, el geraniol y el limoneno son
considerados como posibles agentes contra el cancer (Crowell, 1999).
SESQUITERPENOS (C,;)

El capsidiol es una fitoalexina (solo algunas fitoalexinas son de origen
isoprénico) sintetizada por algunas plantas en respuesta al ataque de patogénos
(Whitehead y cols., 1989). El Acido abscisico (ABA) es una hormona producida en
todos los organismos fotosintéticos y en algunas especies de hongos patégenos de
plantas. En plantas superiores, el ABA estd involucrado en el desarrollo y
maduracién de la semilla, asi como en la respuesta al estrés ambiental (Cutler y
Krochko, 1999). La Aitemisinina (producido por la planta Artemisia annua) ha sido
considerada en la medicina por tener actividad antimalérica (Frederich y cols., 2002).
DITERPENOS (C,y)

El Fitol es componente estructural de las clorofilas y los tocoferoles. Estas
moléculas son constituyentes esenciales del aparato fotosintético en todos los
organismos fototr6ficos (Bramley y cols., 2000). Las giberelinas (GAs) son hormonas
producidas por plantas y algunas especies de hongos y bacterias. En plantas, las GAs
juegan un papel importante en la germinacién de la semilla, en la elongacién del tallo
y en el desarrollo de la flor (Yamaguchi y Kamiya, 2000; Yamaguchi y Kamiya, 2001).
Las GAs tienen una aplicacién en la agricultura, ya que el crecimiento de algunos
cultivos es manipulado mediante inhibidores de la biosintesis de giberelinas, o a
través de GAs que promueven el crecimiento. La manipulacién genética de las GAs
ha sido un punto importante para modificar el crecimiento de plantas de importancia
agronémica (Eriksson y cols., 2000). El casbeno (producido por la planta Ricinus
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communis) tiene actividad antibacteriana y antiflingica (Barkovich y Liao, 2001). El
paclitaxol o taxol (obtenido de 4rboles del genero Taxus) es utilizado como una de las
principales drogas contra el cancer (Blagosklonny y Fojo, 1999). El o_tocoferol
(vitamina E) es importante en la alimentacién humana ya que previene al tejido del
dafio provocado por radicales libres, involucrados en varias enfermedades
degenerativas. Dada su importancia, se estdn desarrollando estrategias para
aumentar el contenido de vitamina E en plantas (Shintani y DellaPenna 1998;
Hirschberg, 1999).

TRITERPENOS (C,,)

Los brasinoesteroides son hormonas involucrados en procesos fisiolégicos y
de desarrollo de las plantas (Bishop y Koncz, 2002). Los esteroles acttian como
estabilizadores de la membrana celular en la mayoria de los organismos eucariotes,
ademds son precursores para hormonas esteroides y 4cidos biliares en vertebrados
(Edwards y Ericsson, 1999). Los hopanoides acttian como estabilizadoras de la
membrana celular en la mayoria de las bacterias (Jiitgens y col,, 1992)
TETRATERPENOS (C,)

Los tetraterpenos mejor conocidos son los carotenoides (Huschberg, 2001).
Los carotenoides son sintetizados por plantas y algas, asi como algunas especies de
bacterias y hongos. En plantas, su funcién es actuar en la captacién de luz y en la
prevencién del dafio fotooxidativo de los cloroplastos (ej. xantofilas). También estos
compuestos estdn implicados en la atraccién de polinizadores. En la industria los
carotenoides son utilizados como colorantes para alimentos y como cosméticos. Los
carotenoides son importantes para la salud humana. El B-caroteno (pro-vitamina A)
es crucial para la visién. Dada su importancia, los niveles de este compuesto han sido
inctementados por ingeneria genética en semillas de arroz y canola, y en frutos de
jitomate (Ye y cols., 2000; Shewmaker y cols., 1999; Rohmer y cols., 2000). También el
B-caroteno y el Licopeno estan asociados con la prevencién de varias enfermedades
degenerativas, incluyendo el céncer (Giovannucci, 1999). La expresién del gen crtl
(involucrado en la biosintesis de carotenoides de la bacteria Erwinia uredovora) en
plantas conduce a la tolerancia del herbicida norflurazon (Misawa y cols., 1994).
POLITERPENOS (C,,,.)

La plastoquinona y la ubiquinona funcionan como acarreadores para el
transporte de electrones en la fotosintesis y respiracién respectivamente (McGarvey y
Croteau, 1995). Los dolicoles participan como acarreadores de azicares en la
glicosilacién de proteinas en organismos eucariotes (Chojnacki y cols., 2001). Los
undecaprenoles funcionan como acarreadores de lipidos en la sintesis de la pared
celular en bacterias (Chojnacki y cols., 2001). El hule (obtenido de la planta Hevea
brasiliensis) es un polimero utilizado en la industria para la elaboracién de més de
40,000 productos diferentes (Mooibroek y Cornish, 2000)




BIOSINTESIS DE LOS ISOPRENOIDES

Todos los isoprenoides hasta ahora conocidos, comparten en su biosintesis
dos moléculas de cinco carbonos (Figura #2), el isopentenil difosfato (IPP) y su
isomezro el dimetilalil difosfato (DMAPP). El nimero de unidades isopreno, diferentes
tipos de reacciones enzimdticas (ej. ciclizaciones, oxidaciones reducciones,
isomerizaciones e hidroxilaciones) y rearreglos del esqueleto carbonado, son
responsables de la gran diversidad de estructuras que presentan los isoprenoides. El
uso de técnicas bioquimicas, moleculares y genémicas han permitido establecer
claramente que el IPP, el DMAPP y la diversidad de isoprenocides son formados a
través de dos vias metabdlicas completamente diferentes: la via del mevalonato (Mev)
y la recientemente identificada via del 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP).

LA VIA DEL MEVALONATO
Descubrimiento de la via del mevalonato

El papel central de los isoprenoides, asi como su diversidad estructural
fueron razones importantes para iniciar las primeras investigaciones sobie la
biosintesis de estos compuestos. El afio de 1956 marca el descubrimiento de la via del
mevalonato, cuando se identificé el 4cido mevalénico (o mevalonato) y al mismo
tiempo se demostré que este compuesto es incorporado en la biosintesis de colesterol
y ergosterol en células de higado de rata y levaduras respectivamente. Estos
resultados sugirieron que las unidades isopreno son formadas a partir del acido
mevalénico (Folkers y Wolf, 1956; Wolf y cols., 1956, Tavormina y cols., 1956a;
Tavormina, y Gibbs, 1956b). Estudios subsecuentes sobre la biosintesis de esteroles y
triterpenos en células animales, levaduras y plantas permitieron elucidar las
moléculas intermediarias en la formacién de IPP y DMAPP (Bloch, 1992; Bach, 1995).
Este nuevo esquema ahora es conocido como la via del mevalonato (Figura #3).

o—p——F—o = o=p—F
0 0 o] 0
Isopentenil difosfato Dimetilalil difosfato

Figura #2. Estructura del isopentenil difofosfato (IPP) y el dimetilalil difosfato (DMAPP).
Intermediarios comunes en la biosintesis de isoprenoides. Las flechas indican que el IPP y
el DAMPP pueden interconvertirse.



Incongruencias de la via del mevalonato

Desde su descubrimiento la via mevalonato fue aceptado universalmente
como la via de biosintesis de todos los isoprenoides en los diferentes organismos. Sin
embargo, el papel del mevalonato como precursor de todos los isoprenoides fue
cuestionado, ya que varios resultados obtenidos de experimentos hechos con células
vegetales no podfan ser explicados con las bases de la via del mevalonato. Las
primetas incongruencias reportadas fueron obsexvadas en protoplastos de maiz,
zanahotia y tomate, donde se encontré que el [“Cl-mevalonato era incorporado
pobremente en 1sopren01des plastidicos como [-caroteno, fitol y plastoquinona-9. En
contraste, el [ C] MEV era incorporado eficientemente en esteroles, los cuales son
formados en el citoplasma (Goodwin, 1958a; Goodwin, 1958b; Braithwaite y
Goodwin, 1960a; Braithwaite y Goodwin, 1960b). Estudios posteriores hechos con
varias especies de plantas, mostraron que el antibiético mevinolina (inhibidor
especifico de la HMG reductasa, enzima que forma el mevalonato) inhibia
“eficientemente la biosintesis de fitoesteroles, pero no afectaba la formacién de las
clorofilas y carotenoides (Bach y Lichtenthaler, 1982). Otros experimentos también
mostraron que los compuestos [14C]—MEV, [14C]—MEV fosfato y [14C]-MEV difosfato,
no fueron incorporados en la biosintesis de isoprenoides plastidicos, cuando estos
fueron aplicados ex6genamente en prepaciones de plastidos. También se observé que
en los plastiddos no hay actividad de la enzima HMG reductasa (Kreuz y Kleining,
1984). Los resultados antes mencionados sugirieron que los precursores marcados,
asi como la mevinolina no podian penetiar en los pléstidos. Aunque, también se
especulé que los plastidos podrian utilizar una via independiente de mevalonato
para la biosintesis de isopentenil difosfato y de sus isoprenoides. Actualmente todos
los resultados incongruentes, son facilmente explicados a través de la nueva ruta
pata la biosintesis de isoprencides, la via del 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) La
via MEP fué descubierta por primera vez en bacterias (y Flesch y Rohmer, 1988;
Rohmer y cols., 1993) y posteriormente se encontr6 que estd ampliamente distribuida
entre eucariotes fototr6ficos.

Intermediarios, enzimas y genes en la via del mevalonato

En esta via el precursor inical es el compuesto Acetil Coenzima A. A partir
de este compuesto, una serie de siete reacciones enzimadticas forman el IPP y DMAPP
(Figura #3), los cuales son precursores para la biosintesis de sesquiterpenos,
triterpenos y politerpenos. Los genes involucrados en esta ruta han sido identificados
‘en el genoma de arqueobacterias, levaduras, animales y plantas (Lange v cols., 2000).
La mayoria de estos genes forman familias mutigénicas. En la via del mevalonato se
ha determinado que la conversién de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA a mevalonato,
catalizada por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa es un paso limitante
(Goldstein y Brown, 1990; Schaller y cols., 1995). En el caso de plantas, los genes de la
via estan presentes en el genoma nuclear y las enzimas son localizadas en el
citoplasma.

A continuacion se enlistan las enzimas involucradas en la via v su funcién
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Figura #3 Via mevalonato. Las enzimas involucradas en esta via son: AACT, acetoacetil-
CoA tiolasa; HMGS, 3-hidroxi-3-metilgiutaril-CoA sintasa; HMGR, 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA reductasa; MC, mevalonato cinasa; PMC, 5-fosfomevalonato cinasa; DPMC, 5-
difosfomevalonato descarboxilasa; IPPI, isopentenil difosfato isomerasa.



(informacion tomada de Lange y cols., 2000).

- Acetoacetil-CoenzimaA tiolasa (AACT)

Fsta enzima cataliza la condensacién de dos moléculas de acetil-CoA para
producir el intermediario acetoacetil-CoA. LA AACT pertenece a una familia de
enzimas que metabolizan acil-Coenzima A.

- 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa (HMGS)

La HMGS cataliza la condensacién de acetoacetil-CoA con acetil-CoA para
generar el intermediario 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA. La HMGS pettenece a una
familia de enzimas que condensan acetil-CoA. En plantas, se ha observado que la
expresién del gen HMGS es regulada por desarrollo y en 1espuesta al ataque por
patégenos.

- 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR)

Esta enzima lleva a cabo la reduccién de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA para
producir mevalonato, en una reaccién dependiente de NADPH. En animales y
plantas, la HMGR cataliza el paso limitante en la biosintesis de colesterol y fitoesterol
respectivamente (Goldstein y Brown, 1990; Schaller y cols., 1995). En plantas, se ha
reportado que la HMGR es regulada por desarrollo y por factores externos como la
luz a nivel postraduccional.

- Mevalonato cinasa (MC)

La MC fosforila el mevalonato para producir el compuesto 5-
fosfomevalonato. Esta enzima pertenece a la familia llamada GHMP, en la cual se
incluyen las enzimas galactocinasa, homoserina cinasa, mevalonato y
fosfomevalonato cinasa.

- 5-fosfomevalonato cinasa (PMC)

La PMC realiza una segunda fosforilacién al mevalonato para generar el
intermediario 5-difosfomevalonato. A diferencia de las enzimas anteriozres, la PMC
estd pobremente conservada en el genoma de varios organismos. '

- 5-difosfomevalonato descarboxilasa (DPMC)

Esta enzima convierte el 5-difosfomevalonato a isopentenil difosfato. La
DPMC también esta poco conservada en diferentes organismos.

- Isopentenil difosfato isomerasa (IPPI)

La IPPI cataliza la transformacién reversible de isopentenil difosfato a
dimetilalil difosfato. En el genoma de varias plantas existen dos genes IPPI, este
hecho ha sugerido que una de ellas es localizada en el citoplasma y la otra es
importada a plastidos, donde podria participar en la sintesis de isoprenoides
plastidicos (Cunningham y Grantt, 2000).

LA VIA DEL 2C-METIL-D-ERITRITOL 4-FOSFATO (MEP)
Descubrimiento de la via MEP en eubacterias

Los primeros datos importantes que permitieron el descubrimiento de la via
MEP en bacterias fueron obtenidos de las investigaciones realizadas sobre la



biosintesis de triterpenos de la serie hopanoide (Flesch y Rohmer, 1988; Rohmer y
cols., 1993). Los hopanoides son producidos pot la mayoria de las bacterias. Las
similitudes estructurales entre los hopanoides y esteroles sugieren funciones
similares, es decit, como estabilizadores de la membrana. La abundancia de los
hopanoides en las eubacterias (més de 30 mg/g de bacteria), la facilidad para
aislarlos y su alta estabilidad quimica fueron factores importantes para realizar los
primeros experimentos de marcaje y localizar mediante resonancia magnética
nuclear los 4tomos marcados en los hopanoides
Los triterpenos de la serie bacteriohopanoide (Css) son caracterizados por una
cadena polihidroxilada (C;) unida al esqueleto triterpénico (C,). Para determinar el
origen de los hopanoides, Flesch y Rohmer (1988) realizaron los primeros
experimentos de marcaje usando ['Cl-acetato como fuente tinica de carbono en
cultivos de Methylobacterium organophilium, Rhodopseudomonas palustris y
Rhodopseudomonas acidophila. Los resultados mostraron clatamente que la cadena C;
proviene de un derivado de la D-pentosa, formado por la via no oxidativa de las
pentosas fosfato. Sorprendentemente se encontté que el patrén de marcaje de la parte
triterpénica, era totalmente diferente al esperado por la incorporacién directa del
‘acetato a través de la via mevalonato (Figura #4). Posteriormente se realizaron
experimentos de marcaje utilizando [13C]-acetato en cultivos de E. coli (bacteria que
no produce hopanoides) para analizar el origen de la ubiquinona (Rohmer y cols.,
1993). Los resultados también mostraron un patrén de marcaje diferente al esperado,
siendo éste similar al encontrado en las unidades isopreno de los hopanoides. Estos
resultados fueron interpretados en el marco de la via mevalonato, suponiendo una
compartamentalizacién del metabolismo del acetato y la presencia de dos pozas de
acetato diferentes e interconvertibles entre si. Aunque también se especulaba la
existencia de una ruta completamente diferente para la biosintesis de isoprenoides
bacterianos.

Origen de los atomos de carbono de las unidades isopreno

Las evidencias experimentales acumuladas apoyaban la existencia de una ruta
independiente de mevalonato para la biosintesis de isoprenoides en eubacterias. Por
esta razén las investigaciones se enfocaron a dilucidar la nueva ruta, que ahora ha
sido llamada via del 2C-metil-D-eritritol 4-difosfato (MEP).

Los primeros datos que permitieron conocer el origen de los carbonos de las
unidades isopreno (IPP) en bacterias, fueron obtenidos con la 1ncorporac16n de [ C]—
glucosa en la biosintesis de hopanoides de Z. mobilis (Rohmer y cols., 1993). Esta
bacteria utiliza esencialmente glucosa como fuente de carbono, la cual es
metabolizada a través de la via Entner-Doudoroff. Isotopos de glucosa marcados en
los carbonos C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 o C-6 fueron agregados a cultivos de Z. mobilis.
Los resultados mostraron que los carbonos C-3 y C-5 de la unidad isopreno (IPP)
tuvieron un doble origen: el carbono C-3 del IPP proviene de los carbonos C-2 o C-5
de la glucosa, mientras que el carbono C-5 del IPP deriva de los carbonos C-3 o C-6
de la glucosa. Los carbonos C-1, C-2 y C-4 del IPP provienen de los carbonos C-6, C-5



y C-4 de la glucosa respectivamente. Paralelamente experimentos de marcaje hechos
en cultivos de Methylobacterium fujisaense (utiliza glucosa via Entner-Doudoroff),
mostraron que el patrén de marcaje en la unidad isopreno era similar al observado
en Z. mobilis. Estos 1esultados llevaron a proponer una hipé6tesis para

CH-COOH

Figura #4. Patrén de marcaje en el bacteriohopanoide obtenido de la incorporacién de [1-
3C] acetato. A, esperado de la via mevalonato y B, observado. * , indica los carbonos
marcados.

explicar la formacién del IPP, en la cual se propuso al piruvato como precursor de
una subunidad de C,, mientras que a un derivado de triosa fosfato como precursor
de una subunidad de C,.

El origen de los dtomos de carbono también fué analizado en bacterias que
metabolizan glucosa via glucélisis (Rhomer y cols., 1993). La incorporacién de [1-°C]
o [6-"’C]-glucosa en la biosintesis de ubiquinona y hopanoides de E.coli y
Alicyclobacillus acidoterrestris respectivamente, mostré que tnicamente los carbonos
C-1 y C-5 del IPP eran marcados (Figura #5). Cabe mencionar que si la via
mevalonato estuviera presente en estas bacterias, la incorporacion de [1-°C] o [6-°C]-
glucosa en la biosintesis de isoprenoides daria como resultado el marcado de los
carbonos C-2, C-4 y C-5 de las unidades isopreno (Figura #5).

La hipétesis propuesta también implicaba un rearreglo de las subunidades C,
y C; para formar una molécula de 5 carbonos, el IPP. Si un derivado de la triosa
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Figura #5 Incorporacion de glucosa en isopentenil difosfato (unidad isopreno). El
metabolismo de la [1-"*Cl-glucosa via Entner-Doudoroff incorpora carbonos marcados en la
posicion 1 y 5 del IPP. Metabolismo de la [1-"*Cl-glucosa a través de glucdlisis: A) los
carbonos 1 y 5 son marcados via MEP, B) los carbonos 2, 4 y 5 son marcados via
mevalonato

fosfato es precursor para los carbonos C-1, C-2 y C-4 de IPP, entonces el rearreglo
deberia permitir la insercién de la subunidad de C, derivada de piruvato (que
corresponderd a los carbonos C-3 y C-5 del IPP) entre los carbonos C-1y C-2 de la
subunidad C; (que corresponderé a los carbonos C-2 y C-4 del IPP). El rearreglo
propuesto fue analizado por la incorporacién de [4,5-°C]-glucosa en hopanoides y
ubiquinona de M. fujisawaense asi como por la incorporacién de [1-°C] y [6-°C]-
glucosa en ubiquinona de E. coli y en hopanoides de A. acidoterrestris. Los resultados
mostraron que solamente los carbonos C-2 y C-4 de las unidades isopreno fueron
marcados. La constante de acoplamiento (°C/"C) observada entre los carbonos
correspondientes al C-2 y C-4 del IPP, indicaron que los carbonos C-4 y C-5 (incluye
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C-6) de la glucosa son simultdneamente introducidos en las unidades isoprénicas
(Rhomer y cols., 1993; Horbach y cols., 1993).

Los datos obtenidos con estos experimentos llevaron a establecer que los
atomos de carbono C-3 y C-5 de la unidad isoprénica (IPP) provienen del piruvato,
mientras que los catbonos C-1, C-2 y C-4 provienen de un derivado del metabolismo
de triosa fosfato. Ademéas este descubrimiento indicaba que la biosintesis de
isoprenoides en bacterias era a través de una via completamente diferente a la via del
mevalonato.

Gliceraldehido 3-fosfato y piruvato como precursores iniciales en la via 2C-metil-
D-eritzitol 4-fosfato

Aunque ya se tenfa evidencia de la participacién del piruvato como precursor
de la subunidad de C,, la incorporacién de [3-"°C]-piruvato en la biosintesis de
hopanoides y ubiquinona de la bacteria Methylobacterium fujisawaense revel6 que
unicamente el carbono C-5 del IPP fue marcado. Esto permitié establecer el papel
directo del piruvato como precursor en la biosintesis del IPP (Rohmer y cols., 1993).

Para conocer la identidad del precursor de la subunidad C,, se realizaron
experimentos con mutantes de E. coli deficientes en enzimas del metabolismo de
triosa fosfato: glicerol cinasa, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, triosa fosfato
jsomerasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglicerato cinasa y enolasa
(Rohmer y cols., 1996). Las bacterias mutantes fueron crecidas en un medio minimo,
que contenia glicerol y piruvato como fuente de carbono. Se hicieron dos tipos de
experimentos de marcaje con cada una de las mutantes: uno con [2-°C]-glicerol y
piruvato no marcado y otro con [2-°C] o [3-"C]-piruvato y glicerol no marcado. Los
patrones de marcaje fueron observados en la cadena prenil de la ubiquinona Q8. Los
resultados mostraron que el [*Cl-pituvato era incorporado por todas las mutantes en
la subunidad C,, correspondiente a los carbonos C-3 y C-5 de la unidad isopreno
(esto confirmé nuevamente que la subunidad C, proviene de la descarboxilacién del
pituvato), mientras que ninguna de las mutantes incorpor6 *C derivados del [°C]-
glicerol en las posiciones C-3 y C-5 de la unidad isopteno. La incotporacién de *C
del [PC}-piruvato en la subunidad C, (correspondiente a los catbonos C-1, C-2 y C-4
de la unidad isopreno) sélo ocurrié en mutantes deficientes en las enzimas glicerol
cinasa, glicerol fosfato deshidrogenasa y triosa fosfato isomerasa. Por otro lado, la
incorporacién de C del [PCJ-glicerol en la C; sélo se observé en las bacterias
deficientes en las enzimas enolasa, fosfoglicerato isomerasa y gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa. Estos resultados apuntaron a que el gliceraldehido 3-fosfato era el
tinico precursor de los carbonos C-1, C-2 y C-4 de la unidad isopreno, excluyendo
algin otro compuesto de C; derivado del metabolismo de triosa fosfato como
precursor.

Descubrimiento de 1a via del 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato en algas y plantas

Los progresos en la dilucidacién de la via MEP en eubacterias dieron la pauta
para iniciar en algas y plantas, una serie de experimentos de marcaje similazes a los
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realizados en bacterias. Estudios sobre la biosintesis de isoprenoides en el alga verde
Scenedesmus obliquus, permitieron obtener evidencias concretas que demostraron el
funcionamiento de la via MEP en células vegetales (Schwender, 1996). Cultivos de S.
obliguus fueron crecidos heterotréficamente en presencia de [1-°C]-glucosa, como
fuente tnica de catbono. Una vez més, el patrén de marcaje en los isoprenoides [3-
caroteno, luteina, fitol y plastoquinona-9, mostté que la incorporacién de la glucosa
en los isoprenoides plastidicos no era a través de la via mevalonato. Inesperadamente
los fitoesteroles mostraron el mismo patrén de marcaje que los isoprenoides
plastidicos (Schwendex, 1996). Posteriormente, este hecho se explic6 por la ausencia
de la via mevalonato en S. obliquus.

En plantas superiores, los estudios de marcaje se hicieron en cultivos de
células de cebada, zanahoria y lenteja, los cuales fueron crecidos heterotréficamente
en presencia de [1-*C]-glucosa. Los resultados mostraron que las unidades isopreno
del B-caroteno, luteina, fitol v plastoquinona-9 eran marcadas de acuerdo a la via
MEP. En constraste, los esteroles (sitoesterol, estigmaesterol y campesterol) eran
marcados segin la via mevalonato (Lichtenthaler y cols., 1997). Estos datos revelaron
que las plantas poseen dos via diferentes para la biosintesis de sus isoprenoides
(Figura #7).

Origen de los 4tomos de carbono de las unidades isopreno

Para confirmar el origen de los dtomos de carbono en las unidades isopreno
de algas y plantas, inicialmente se realizaron experimentos de matcaje en cultivos del
alga S. obliquus. Los resultados de experimentos con [1-’CJ-acetato mostraron que las
unidades isopreno eran marcadas dnicamente en los carbonos C-4 de las unidades
isopreno. En experimentos con [1-°C] y [6-°C]-glucosa s6lo se observé matca en los
carbonos C-1 y C-5. La incorporacién de [4,5-"C]-glucosa dié como resultado la
incorporacién de **C en los catbonos C-2, C-3 y C-4 del IPP. Los patrones de marcaje
encontrados en S. obliguus también se observaron en las algas verdes Chlorella fusca y
Chlamydomonas reinhardtii (Schwender y cols., 1997; Disch y cols., 1998).

Al igual que en eubacterias, la sefial de los “C analizada por resonancia
magnética nuclear mostré que dos subunidades son formadas a partir de glucosa e
incorporadas en las unidades isoprénicas: una subunidad de C, produce los carbonos
C-3 y C-5 de las unidades isoprénicas, mientras que otra subunidad de C, produce los
carbonos C-1, C-2 y C-4 de las unidades isoprénicas. También se demostré que la
subunidad C, es insertada entre dos carbonos de la subunidad C; correspondientes a
los carbonos C-2 y C-4 de la unidad isopz:énica.

Gliceraldehido 3-fosfato y piruvato como precursores iniciales en la via 2C-metil-
D-eritritol 4-fosfato

Los experimentos hechos con S. obliguus mostraron el mismo patrén de
marcaje en las unidades isoprénicas observado en eubacterias, esto indic6é que los
carbonos C-3 y C-5 de la unidad isop1énica (IPP) provienen del piruvato, mientras
que los carbonos C-1, C-2 y C-4 provienen de un derivado de triosa fosfato, producto
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del metabolismo de la glucosa via glucélisis. Estos datos sugirieron que también en
células vegetales el piruvato y gliceraldehido son los precursores de la via del 2C-
metil-D-eritritol 4-fosfato (Lichtenthaler y col,, 1997).

Intetmediarios, enzimas y genes en la via del 2C-metil-d-ezitritol 4-fosfato

Como ya se ha mencionado los precursores iniciales en esta via son el
piruvato y gliceraldehido 3-fosfato. Actualmente sélo se han identificado los primeros
5 pasos enzimaticos que conducen a la formacién de IPP y DMAPP (Eisenreich y col.,
2001). Los genes involucrados en esta via estan presentes en los genomas de
eubacterias, algas y plantas (Lange y col., 2000). Se ha reportado que en algunas
especies de bacterias y plantas, existen dos genes codificantes para la primera enzima
requerida en la ruta, la DXS (Hahn y cols., 2001; Cane y col., 2001; Walter y cols., 2000;
Walter y cols., 2002). Los genes subsecuentes han sido reportados como tinicos en
genomas completamente secuenciados.

En plantas, los genes descritos para la via MEP estan contenidos en el
genoma nuclear. Las proteinas codificadas por dichos genes tienen en su amino
terminal caractetisticas de peptido sefial a plastido, lo que sugiere que estas enzimas
son importadas a plastidos. A través de esta via se sintetizan isoprenoides tales como:
fitol (componente estructural de las clorofilas y tocoferoles), carotenoides, isopreno,
4cido abscisico, Ent-kaureno (precursor para la biosintesis de giberelinas),
monotet penos, efc.

Hasta el momento ha sido dificil determinar los pasos limitantes para la
biosintesis de IPP por la via MEP, debido a que atin se desconocen los pasos finales
de la via. No obstante, la modulacién de los niveles de las enzimas DXS y DXR de
bacterias, han permitido concluir que la DXS es una enzima limitante en esta via
(Kuzuyama y col., 2000).

A continuacion se mencionan algunas caracteristicas de las enzimas
involucradas en la via MEP (Figura #6).

- 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS)

Los estudios realizados por Rohmer y cols., (1993; 1996) establecieron que el
piruvato y el gliceraldeheido 3-fosfato son los precursores inciales en la via MEP. A
partir de estos datos, se planted un mecanismo hipotético para la biosintesis de IPP
(Arigoni, 1997). En este modelo se propuso que la condensacién de D-gliceraldehido
3-fosfato y "acetaldehido activado” derivado de piruvato, darfa como 1esultado la
formacién del compuesto 1-desoxi-D-xilulosa 5 fosfato (IDXP). Una de las primeras
evidencias en favor de esta hipétesis, fue la incorporacién eficiente del compuesto “H-
1-desoxi-D-xilulosa ([*H]-DX) en la patte isoprénica de la ubiquinona de E. coli, asi
como en diterpenos de Ginkgo biloba y Salvia miltiorrhiza (citado en Arigoni, 1997 ).
Posterjormente, la incorporacién de DX marcado también fue demostrada en la
biosintesis de carotenos vy fitol en Catharanthus roseus (Arigoni y cols.,1997), de mentol
en Mentha x pipetita (Sagner y cols., 1998), de ubiquinona en E. coli (Putra y cols.,1998),
de isopreno en Populus nigra, Chelidonium majus y Salix viminalis y de fitol en Lemna
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gibba, Cyanidium caldarium, S. obliguus y Chlamydimonas reinhardtii (Schwender y cols,,
1997). Previo a los experimentos realizados por Arigoni y cols. (1997), ya se habia
demostrado que el compuesto 1-desoxi-D-xilulosa es utlizado como precursor para la
biosintesis de las vitaminas tiamina (B,) y piridoxal (By) en E. coli (David y cols, 1981;
Hill y cols., 1989). Ademds, Yokoto y Sasajima (1986), reportaron que los compuestos
1-desoxixilulosa o 1-desoxixilulosa 5-fosfato podian ser sintetizados in vitro a partix
de piruvato y gliceraldehido 3-fosfato, en una reaccién dependiente de tiamina
difosfato (TPP) llevada a cabo por la enzima piruvato deshidrogensa de E. coli y
Bacillus subtilis. Sin embargo, esta reaccién no fue especifica ya que se produjeron 1-
desoxicetosas con esqueletos de C;, C 6 G5

Todo indicaban que el compuesto I-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato era un
intermediario en la via MEP y que éste era formado a partir de piruvato y
gliceraldehido 3-fosfato por una enzima tipo transcetolasa dependiente de tiamina
difosfato (TPP). Para indentificar la enzima especifica capaz de realizar dicha
reaccién, se hicieron busquedas en las bases de datos con el propésito de encontrar
secuencias homoélogas a la subunidad El de la piruvato deshidrogensa y
transcetolasas de E. coli (ambas enzimas requieren TPP para su actividad). Los
resultados revelaron un marco de lectura abierto (ORF) de funcién desconocida en el
genoma de E. coli, localizado justo a un lado del gen ispA que codifica para la enzima
farnesil difosfato, requerida en la biosintesis de isoprenoides. La presencia de este
OREF junto al gen ispA en un mismo operén, sugirié que ambas proteinas estaban
involuciadas en la biosintesis de isoprenoides. El marco de lectura abierto (ahora
llamado gen DXS) fue expresado en E. coli por dos grupos diferentes (Sprenger 1997;
Lois y cols., 1998). La proteina recombiante catalizé la formacién de 1-desoxi-D-
xilulosa 5-fosfato a partir de piruvato y gliceraldehido 3-fosfato, en una reaccién
dependiente de tiamina difosfato (Tabla #2).

Actualmente se han caracterizado genes para la DXS en Mentha piperita
(Lange y cols., 1988), Capsicum annuum (Bouvier y cols., 1998), Arabidopsis thaliana
(Mandel y cols., 1996; Estévez y cols., 2000; Araki y cols., 2000), Lycopersicon
esculentum (Lois y cols , 2000), Streptomyces sp. (Kuzuyama y cols., 2000), Synechococcus
leopoliensis (Miller y cols., 1999) y Bacillus subtilis (Harker y cols., 1999). Streptomyces
coelicolor (Cane vy cols., 2001) y Rhodobacter capsulatus (Hahn y cols., 2001). En todos
estos casos las proteinas recombinantes requieren tiamina difosfato y cationes
divalentes como Mg* o Mn* para su actividad (Tabla #2). Se ha reportado que las
enzimas DXS de Streptomyces sp, S. coelicolor y R. capsulatus forman homodimeros.
Esto ha sugerido que las otras DX sintasas podrian funcionar como homodimeros
(Kuzuyama y cols., 2000; Cane y cols., 2001; Hahn y cols., 2001). El anélisis
comparativo de las secuencia de DX sintasas, ha revelado que la Histidina ubicado en
la posicién 49 (H-49) estd altamente conservada La mutacién de la H-49 en la DXS de
E. coli resulta letal para la bacteria. Estos datos sugieren que la H-49 es esencial para
la actividad de estas enzimas.
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Figura #6. Via del 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). Las enzimas de la via son: DXS, 1-
desoxi-D-xilulosa S5-fosfato sintasa; DXR, 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa;
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proteinas GepE y LytB probablemente estan involucradas en la via. La linea discontinua
indica pasos no identificados.
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- 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR)

Para formar isopentenil difosfato a partir de 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato, se
propuso que el DXP deberia sufrir un rearreglo intramolecular para formar el
intermediario 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) por un proceso de reduccién. Esta
especulacién condujo a Takahashi y cols (1998) a identificar mutantes de E. coli con
requerimientos de 2C-metileritritol (ME) para crecer. Las mutantes identificadas
fueron deficientes en el gen yaeM. El gen silvestre yaeM (ahora llamado DXR o ispC)
fue expresado en E. coli. Con la proteina recombinante se demostré que la formacién
de 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato a partir tnicamente del compuesto DXP, es una
reaccién dependiente de NADPH (Tabla #2).

Otras enzimas recombinantes DXR han sido aisladas de Synechocystis (Proteau
y cols., 1999), A thaliana (Schwender y cols., 1999), M. piperita (Lange y cols., 1999),
Plasmodium falciparum (Jomaa y col., 1999), Synechococcus leopoliensis (Miller y cols.,
2000) v Zymomonas mobilis (Grolle y cols., 2000) Todas ellas requieren para su
actividad los iones divalentes Mn*, Co** 0 Mg* y utilizan como cofactor el NADPH
(Tabla #2). La actividad de la DXR es inhibida por el antibiético fosmidomicina
(Kuzuyama y cols., 1998; Jomaa y cols., 2000). Mutagenesis sitio diriga de la proteina
recombinante DXR de E. coli, 1evel6 que el aminoacido glutamico en la posicién 23
estd involucrado en la catdlisis y que las histidinas 153, 209 y 257 puedieran estar
involucradas con la unién del sustrato DXP (Kuzuyama y cols, 2000). En P. falciparum
la DXR esta localizada en el apicoplasto (Jomaa y cols, 2000).

- 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintasa (CMES)

Rohdich y cols., (1999) reportaron que extractos proteicos de E. coli
convertian el compuesto 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol (MEP) en un nuevo
producto, a través de una reaccién dependiente de citidina trifosfato (CTP). Estos
resultados condujeron a una busqueda en la base de datos de enzimas que utilizaran
CTP. Los resultados mostraron al gen ygbP de E. coli cuya funcién era desconocida,
como posible candidato. Ademas, genes homélogos a ygbP se encontraron solamente
en eubacterias y plantas, organismos que contienen los genes DXS y DXR Esto
sugirié la posible participacién del gen ygbP en la via MEP. Para confirmar esta
hipétesis, el gen ygbP (ahora llamado ispD) fue sobreexpresado en E. coli (Rohdich y
cols., 1999). La protefna recombiante convirtié el compuesto MEP y CIP en 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol (Figura #6). También se demostié que el compuesto
4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol era incorporado eficientemente en la biosintesis de
carotenoides de Capsicum annun (Rohdich y cols., 1999). La mutacion en el gen ispD
de una cepa de E coli, modificada para utilizar parte de la via mevalonato, mostt6
que esta es letal para la eubacteria. La bacteria recombinante pudo ser rescatada por
aplicacién exégena de mevalonato. Esto confirmé que esta enzima es requerida para
la biosintesis de IPP (Kuzuyama y cols , 2000). La protefna recombinante ispD de A.
thaliana cataliza la misma reaccién que ispD de E. coli (Rohdich y cols., 2000). En
ambos casos, la proteina requiere cationes divalentes preferentemente Mg y CTP
para su actividad (Tabla #2).
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Tabla 2. Caracteristicas de las enzimas descritas de la via MEP

Enzima/
organismo Cofactor  Cation KDa Subunidades

1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa

Escherichia coli PP Mg2* 65

Arabidopsis thaliana TPP Mg?2* 70

Bacillus subtilis TPP Mg+

Capsicum annuum TPP Mg2+ 70

Lycopersicorn esculentum TPP Mg?2+

Mentha piperita TPP Mg?+ 71

Streptomyces sp TPP Mg2+ 70 homodimero
Streptomyces coelicolor TPP Mg+ 71 homodimero
Synechococcus leopoliensis TPP Mg2* 69

Synechocystis sp TPP Mg?2+

Rhodobacter capsulatus TPP Mg+ 68  homodimero

1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa

Escherichia coli NADPH  Mn2+, Mg?* 42  homotetramero
Arabidopsis thaliana NADPH Mn2+, Mgt 46

Mentha piperita NADPH Mn2+, Mg2+ 43

Plasmodium falciparum NADPH Mn2+, Mg2+

Synechocystis sp NADPH Mn2+, Mg2+

Synechococcus leopoliensis NADPH Mn2+, Mg2+ 44

Zymomonas mobilis NADPH  Mn2+, Mg2* 39  homodimero

2C-metil-D-eritritol 4-fosfato sintasa

Escherichia coli CTP Mn2*, Mgzt 25  homodimero
Arabidopsis thaliana CTP Mn2+, Mg2+

2C-metil-D-eritritol 4-fosfato cinasa

Escherichia coli ATP Mg?* 30
Lycapersicom esculentum ATP Mg2+
Mentha piperita ATP Mg2+

2C-metileritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa

Escherichia coli _ Mn2t, Mg?* 16
Plasmodium falciparum Mn2+, Mg+ 22

La informacién puesta en esta fabla, ha sido obtenida de la caracterizacion de proteinas
recombinantes. TPP, Tiamina difosfato; NADPH, Dinucledtido de nicotinamida adenina
fosfato; CTP, Citidil trifosfato; ATP, Adenosin trifosfato; Mg?*, Magnesio; Mn?, manganeso.
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- 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol cinasa (CMEC)

Anédlisis genémicos mostraron que genes homdlogos a DXS, ispC e ispD solo
eran encontrados en eubacterias y plantas, pero no en organismos que utilizan la via
mevalonato. Esto sugi1i6é que otros genes involucrados en la via MEP podtian tener el
mismo patrén de distribucién que los genes descritos en la via MEP. El resultado de
la comparacién de varios genomas, mostré al gene ychB (ahora llamado ispE) de
funcién desconocida, como posible miembro de la via MEP. El andlisis de la secuencia
de ispE mostr6 sitios putativos de unién para ATP.

El gen ispE de E. coli fue sobreexpresado (Liittgen y cols., 2000). La protema
recombinante ispE catalizé la fosforilacién (dependiente de ATP) del compuesto 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol para producir el intermediario 4~difosfocitidil-2C-
metil-D-eritritol 2-fosfato (Figura #6). La enzima recombinante ispk de tomate
cataliza la misma reaccién (Rohdich, F. y cols., 2000). La enzima recombinante CMEC
tanto de E. coli como tomate requieren de Mg”" para su actividad.

- 2C-metil-D-eritritol 2 4-ciclodifosfato sintasa (MECS)

Usando la misma estrategia para encontrar el gen ychB, se identificé el gen
ygbB (Herz y cols., 2000). Genes homdlogos a ygbB (ahora llamado ispF) mostraron el
mismo patrén de distribucién que los genes DXS, ispC, ispD e ispE. El gen ispF de E.
coli fue sobreexpresado y la proteina recombinante cataliz6 la formacién de 2C-metil-
D-eritritol 2,4-ciclodifosfato a partir de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 2-fosfato
(Figura #6). La proteina recombinante ispF de Plasmodium falciparum catalizé la
misma reaccién (Rohdich y cols., 2001). En ambos casos las enzimas MECS requieren
Mg* o Mn*" para su actividad (Tabla #2). Se observé que el compuesto 2C-metil-D-
eritritol 2 4-ciclodifosfato marcado es incorporado en la biosintesis de carotenoides en
cromoplastos de C. annum, estos datos también confirman su funcién como un
_intermediario en la via MEP para la biosintesis de isoprenoides (Herz y cols., 2000). Se
ha reportado que el compuesto 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato se acumula en
algunas bacterias bajo condiciones de estrés oxidativo (Fellermeier y cols., 2001).

Proteinas e intermediarios probables en la via MEP

Nuevos analisis genémicos mostraron que los genes IyfB y gcpE tienen una
distribucién semejante que los genes establecidos como participantes en la via MEP.
Estos datos han sugerido que ambos genes también podrian estar involucrados en la
via MEP. Con el propésito de analizar esta posibilidad se han 1ealizado los siguientes
estudios.

- El gen IytB

Los primeros datos mostraron que la mutacién en el gen lytB de Synechocystis
sp es letal para la cianobacteria (Cunningham y cols., 2000). A su vez, se demostr6
que el crecimiento de la cianobacteria mutante fue restaurado con la aplicacién
exégena de andlogos de IPP y DMAPP. La sobreexpresién del gen [ytB de
Synechocystis, asi como el gen [yfB de la planta Adonis aestivalis aumentan la
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produccién de carotenoides en bacterias de E. coli modificadas para producir
carotenocides (Cunningham y cols., 2000). Estos datos han sugerido que el producto
del gen IytB pordria estar involuctado en la biosintesis de isoprenoides, formados a
través de la via MEP.

- Fl gen gcpE

Inicialmente el gen gcpE (ispG) fue mutado en una cepa de E. coli modificada
genéticamente para utilizar mevalonato (Altincicek y cols., 2001; Campos y cols.,
2001). Esta mutacién da como resultado una condicién letal para la bacteria. El
crecimiento de estas bacterias fue restaurado con la aplicacién exdgena de
mevalonato al medio de crecimiento o cuando la cepa fue complementada con el gen
gepE silvestre, Estos datos sugieron que el gen ispG es necesario para producir IPP.
Estudios subsecuentes, han mostrado que la cepa de E. coli deficiente en el gen ispH
acumula grandes cantidades del compuesto l-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-
difosfato (HMB-PP). En contraste, la cepa de E. coli mutada en el gen gcpE acumula
menores cantidades de HMB-PP. También se ha demostrado que E. coli que
sobreexpresa simultdneamente los genes xylB (D-xilulosa cinasa), ispC, ispD, ispE,
ispF e ispG incotporan el compuesto [C]-desoxi-D-xilulosa en un nuevo
intermediario, el 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato (**C-HMB-PP). Fl ®C-
HMB-PP no se forma cuando el gen ispG no es sobreexpresado (Hecht y cols., 2001).
Recientemente, se ha demostrado que el intermediario 2C-metil-D-eritritol
ciclodifosfato es convertido en el compuesto HMB-PP en bacterias de E. coli que
sobreexpresan el gen ispG (Wolff y cols , 2002). Estos datos han sugerido que el HMB-
PP es un intermediario en la via MEP y que la proteina ispG realiza la formacién del
intermediatio.

En el genoma de A. thaliana se ha identificado un gen homélogo a ispG. Este
gen es capaz de complementar la mutante de E coli deficiente en ispG. Ademés, la
proteina ispG es importada a los pléstidos. Hecho congruente con la localizacién de
la via MEP en plantas (Querol y col., 2002).

- D-xilulosa cinasa (XC)

Estudios realizados en E. coli mostraron que el compuesto 1-desoxi-D-xilulosa
(DX) es incorporado eficientemente en la biosintesis de ubiquinona. Posteriormente
se demostré que el producto del gen xyIB de E. coli catalizé la fosforilacién del
compuesto 1-desoxi-D-xilulosa (Wungsintaweekul y cols., 2001). Recientemente se
demostré que la incorporacién de “C-1-desoxi-D-xilulosa en E. coli que sobreexpresa
el gen xyIB genera el producto ¥C-1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (Hecht y cols., 2001).
Estos datos han sugerido que la XC es importante para generar DXP a partir de DX
endoégeno o exégeno.

BIOSINTESIS DE ISOPRENOQIDES EN PLANTAS
Localizacién de la via MEP en los plastidos

19



Varias evidencias han apoyado la localizacién de la via MEP en los plastidos
(Figura #7). Experimentos de marcaje han mostrado que las clorofilas, los
carotenoides, los tocoferoles, la plastoquinona-9 y el isopreno son formados a través
de la via MEP, mientras que los fitoesteroles son sintetizados mediante la via
mevalonato. La biosintesis de las vitaminas piridoxal y tiamina en plantas también
apoyan esta idea. El compuesto 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato es precursor pata la
biosintesis de las vitaminas antes mencionadas, proceso que tiene lugar en los
plastidos (Julliard y Douce., 1991). Otra evidencia esta basada en la teoria
endosimbi6tica. La cianobacteria Synechocystis utiliza tinicamente la via MEP para la
biosintesis de sus isoprenoides (Disch, 1998). Las cianobacterias se han postulado
como los antecesores de los pléstidos endosimbi6ticos, entonces muy probablemente
los plastidos conservaron la via MEP durante el prooceso de endosimbiosis.

Datos nuevos que apoyan la localizacién de la via MEP en los plastidos, han
sido obtenidos con el analisis de las proteinas descritas para la via MEP. Las
protefnas tienen en su amino terminal caracteristicas de péptidos sefial a plastido.
Fsto ha sugerido que las protefnas son transportadas a los plastidos donde realizan
su funcién. Hasta el momento se ha demostrado expetimentalmente que la enzima
DXS de tomate (Lois y cols., 2000) y de Atrabisopsis (datos de esta tesis) son
importadas a plastidos.

Comunicacién entre las vias mevalonato y MEP

Varios datos experimentales han sugerido que existe intercambio de algtn
intermediario(s) entre ambas vias (Figura #7). Experimentos de marcaje hechos con
[“*C]-glucosa o [PC]-mevalonato en embriones de Ginkgo biloba, mostraron que entre
el 98 v 99 % de los ginkgolidos (diterpenos) fueron formados a través de la via MEP,
mientras que entre 1 y 2 % de los ginkgolidos fueron marcados de acuerdo a la via
del mevalonato (citado en Arigoni y cols., 1997). Datos similares se obtuvieron en la
biosintesis de fitol en cultivos celulares de Heteroscyphus planus (Nabeta y cols,, 1995).
Estos datos sugirieron que existe comunicacién entre ambas vias Mev y MEP. Otros
experimentos han sugerido el intercambio de la via MEP hacia la via mevalonato.
Cultivos celulares de Catharanthus roseus fueron incubados con [1-°C]-1- DX y
[2,3,4,5-°C,]-1-DX. En este caso, la mayoria del compuesto [*C]-DX fue incorporado
en la biosintesis de fitol y carotenoides y aliededor de un 6% del [PC]-DX fue
incorporado en la biosintesis de fitoesterol, el cual se sintetiza a través de la via
mevalonato (Arigoni y cols., 1997).

Recientemente se ha demostrado que la via MEP es la ruta principal para la
biosintesis de ent-kaureno (precursor para la biosintesis de giberelinas) en
Arabidopsis. Pero también se demostré que hay una parcial contribucién de la via
del mevalonato para la biosintesis del enf-kaureno (Kasahara y cols., 2002).
Paralelamente se observé que el compuesto [2-"*C]-DX fue incorporado en la
biosintesis de campesterol (fitoesterol), esto ha indicado que hay una menor
contribucién de la via MEP hacia la ruta del mevalonato (Kasahara y cols., 2002).
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Biosintesis de isoprenoides en plantas
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Figura #7. Representacion esquematica de la biosintesis de IPP e isoprenoides en plantas.
Las flechas ubicadas en el plastide indican la probable comunicacién entre las vias
mevalonato y MEP. ? denota pasos no definidos en ia via MEP. GA-3P, gliceraldehido 3-
fosfato; B, tiamina; Bs piridoxol; IPP, isopentenil difosfato; DMAPP, dimetitalil difosfato.
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Aunque se ha demostrado que existe comunicacién entre ambas vias, alin se
desconoce la naturaleza de el o los intermediario(s). Se propone que IPP podria sex
una molécula compartida. Esto debido a que el IPP es un precursor comtn en ambas
vias.

DISTRIBUCION DE LAS VIAS MEVALONATO Y 2C-METIL-D-ERITRITOL 4-
FOSFATO EN LA NATURALEZA

En la tabla #3 se muestra la distribucién de los genes involucrados en la
biosintesis de isoprenoides en 35 genomas secuenciados {Informacién tomada de
Lange y cols., 2000). _
- ARQUEOBACTERIAS. En los seis genomas secuenciados de arqueobacterias se han
encontrado genes de la via mevalonato, pero no de la via MEP (Tabla #3). Ademés,
experimentos de marcaje realizados en Caldariella acidophilus y Halobacterium
cutirubrum, han permitido demostrar que estos organimos utilizan la via mevalonato
para la biosintesis de sus isoprenoides.
- EUBACTERIAS. En el genoma de varias eubacterias de vida libre, Gnicamente se
han encontrado genes de la via MEP (Tabla #3). También varios estudios sobre la
biosintesis de isoprenoides han establecido que la mayotia de las eubacteiras utilizan
exclusivamente la via MEP. La o-protobacteria Myxococcus fulvus y la eubacteria
fototr6fica Chloroflexus aurantiacus son las excepciones, ya que éstas usan la via
mevalonato para la biosintesis de sus isoprenoides.
- EUBACTERIAS PARASITAS. En el genoma de Rickettsia prowazekii, Mycoplasma
genitalium y Borrelia burgdorferi no se han encontrado genes de la via MEP (Tabla #3).
Aunque también R. prowazekii y M. genitalium carecen de genes de la via mevalonato
(Tabla #3) Se ha observado que R. prowazekii no sintetiza IPP, pero tiene enzimas
para condensar IPP. Posiblemente este precursor es tomado de la célula hospedera
para la biosintesis de quinonas requeridas en la respiracion. En el genoma de B.
burgdorferi se han encontrado genes de la via mevalonato, pero su funcién no ha sido
determinada.
- LEVADURAS Y HONGOS. En el genoma de las levaduras Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe solo estdn presentes los genes de la via mevalonato (Tabla
#3). Estudios de marcaje realizados en levaduras y hongos han confirmado que la
biosintesis de sus isoprenoides es realizada exclusivamente a fravés de la via
mevalonato.
- ANIMALES. En el genoma de Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster y Homo
sapiens solo existen genes para enzimas de la via mevalonato (Tabla #3).
- EUCARIOTES FOTOSINTETICOS. Se ha observado que clorofitas como
Scenedesmus obliquus, Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella fusca usan exclusivamente
la via MEP para la biosintesis de sus isoprenoides. En contraste, la rodofita Cyanidium
caldarum y la heterocontofita Ochromonas danica utilizan la via mevalonato y la via
MEP. Euglena gracilis es una excepcién entre los eucariotes fotosintéticos, ya que al
parecer usa la via mevalonato para la biosintesis de todos sus isoprenoides.
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Tabla #3. Distribucion de los genes involucrados en la biosintesis de IPP e isoprenoides en
organismos secuenciados (informacién tomada de Lange y cols., 2000},

VIA MEVALONATO VIA MEP

ORGANISMO AACT HMGS HMGR MC PMC PMDC DXS DXR CMES CMEC MECS
Arqueobacterias

Aeropyrum pernix + + + + - - - - - - -
Archaeoglobus fulgidus + + + + = - - - - - -
Methanobact. Thermoautotr+ + + + - - - - - - -
Methanococcus jannashii  + + + + = - - .. - - -
Pyrococcus abyssi + + + + = - - - - - -
Pyrococcus horikoshii + + + + - - - - + - -
E&m@ﬁgﬁaﬁﬁs - - - - - - + + + + +
Baciflus subtifis + + - - - - + + + + +
Campylobacter jejuni - - - - - - + + + + -
Chiamydia muridarum - - - - - - + + + + +
Chiamydia trachomatis - - - - = - + + + + +
Chiamydophila pneumoniae « - - - = - + + + + +
Deincoccus radiodurans + - - - - - + + + + +
Escherichia coli + - - - - - + + + 4 +
Haemophilus influenzae + - - - = - + + + - +
Helicobacter pylori + - - - = - + + + + +
Mycobacterium feprae + - - - - - + o+ + + +
Mycobacterium tuberculosis + - - - - - + + + + +
Neisseria meningitidis - - - - - - + + + + +
Synechocystis - - - - - - + + + + +
Treponema pallidum - - - - = - + + + + +
Xvlella fastidiosa + - - - - - + + + + ¥
Eubacterias parasitas

Borrelia burgdorferi + + + + o+ + - - - - -
Mycoplasma genitalium - - - - - - - - - - -
Rickeftsia prowazeckii + - - - - - - - - - -
Levaduras

Saccharomyces cerevisiae + + + + + + - - - - -
Schizosacch. pombe + + + + o+ + - - - - -
Animales

Caenorhabditis elegans + + + - - - - - - - -
Drosophila melanogaster 4+ + + + O+ + - - - - -
Homo sapiens K + + + + o+ + - - - - -
Plantas

Arabidopsis thaliana + + + + + + + + + +
Glycine max K- + + + + - + + o+ + + +
Lycopersicon esculentum K+ + + - - + + + + + +
Oryza sativa K + + + - - + + + + + *
Zea mays K + + + + - - + 4+ + + +

EL signo + indica que un gen es detectado en el genoma. El - representa la ausencia de un
gen. { genomas parcialmente secuenciados.
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En el genoma de la plantas superiores Arabidopsis thaliana, Lycopersicon
esculentum (tomate), Glycine max (soya), Oryza sativa (arroz) y Zea mays (maiz) estan
presentes genes tanto de la via MEP como de la via mevalonato.

En resumen, estudios bioquimicos, moleculares y genémicos han permitido
conocer la distribucién de las vias mevalonato y MEP en los diferentes girupos
taxonémicos: las arqueobacterias, algunas bacterias, levaduras, hongos, algunos
protozoarios y animales usan la via mevalonato. La gran mayoria de las eubacterias,
algas verdes y Plasmodium falciparum utilizan la via MEP. Streptomycetes, algunas
algas, musgos y hepéticas, diatomeas y plantas superiores utilizan ambas vias.
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ANTECEDENTES

La mutante clal-1

La caracterizacién de organismos mutantes, es una herramienta poderosa para
identificar genes que desempefian funciones importantes en procesos biolégicos
complejos, como lo es la biosintesis de isoprenoides. A partir de una coleccién de
plantas mutantes de Arabidopsis generada por la insercién del T-DNA de
Agrobacterium tumefaciens, se aislé la mutante albina denominada clal-1 (Mandel y
cols., 1996) (Figura #8A). La caracterizacién incial de clal-1, mostté que la mutacién
provoca alteraciones en la morfologia de los cloroplastos. En estas plantas los
cloroplastos se caracterizan por la ausencia de membranas tilacoideas y la formacién
de espacios en forma de vesiculas (Figura #8B). También, se observé que la
produccién de clorofilas y carotenoides esta fuertemente disminuida (Figura #8C).

El gen CLA1

La caracterizacién molecular y genética de la mutante albina clal-1 mostt6 que
el T-DNA interrumpi6 la secuencia codificante de un gen adn no descrito, el cual fue
denominado CLAI (Mandel y cols., 1996). A su vez, anélisis tipo Southern sugirieron
que el gen CLAI era Gnico en el genoma de A. thaliana. Mientras que andlisis tipo
northern mostraron que la acumulacién del transcrito CLAI es regulada
positivamente por la luz.

La secuencia de aminoacidos deducida del gen CLAI fue compatada en la
base de datos. Inicialmente se encontré que la proteina CLA1 tenia homologia con
enzimas transcetolasas. La comparacién entre CLAl y una secuencia consenso
obtenida del alineamiento de varias transcetolasas mostté un 23% de identidad.
Ademads, se observ6 que la protefina CLA1 conserva secuencias caracteristicas de las
transcetolasas, tales como el sitio de unién a tiamina difosfato (TPP) y el motivo
transcetolasa. También se encontr6é que el amino terminal de la proteina CLA1 tiene
caracteristicas de un péptido de transporte a pléstidos. Esto sugitié que el producto
del gen CLAI podria ser importado a los pléstidos.

Analisis posteriores revelaron que la proteina CLA1l presentaba mayor
homologia con un nuevo tipo de transcetolasa, la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
sintasa (DXS). La DXS de E. coli, fue la ptrimera enzima reportada para la
recientemente identificada via-MEP (Sprenger y cols.,, 1997; Lois y cols., 1998). El
alineamiento entre la proteina CLA1 y la DXS de E coli most16 un 63% de identidad.
Ademds, se observé que en ambas proteinas el sitio de unién a TPP y el motivo
transcetolasa estaban conservados (Figura #9).

Las caracteristicas fenotipicas de la mutante clal-1, asi como la alta similitud
entre la enzima DXS y el producto del gen CLAI, sugirieron que este Gltimo podtia
codificar la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa de A. thaliana.
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A silvestre clat-1

B silvestre clat-1

C
Chia Chib Chl total Carotenoides
Silvestre 818.0 324.0 11420 133.0
clat-1 1.1 0.7 1.7 35
CLA1/clat 520.0 193.0 713.0 118.0

Figura #8. Fenotipo de la mutante claf-1. A, plantas de 8 dias de edad crecidas en medio de
germinacion (MG). B, cloroplastos de células del meséfilo. C, contenido de clorofilas y
carotencides totales en plantas silvestres, mutante cla7-7 y heteréciga CLAT/la1. Los
pigmentos fueron extraidos de plantas de 15 dias de edad, crecidas en MG. La
concentracion de pigmentos estd expresada como ug de pigmento por gramo de tejido
fresco.
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* :.:*: :**: :******: ********:: ‘*:: **:::" . &k ::*:
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Figura # 9. Alineamiento entre la proteina codificada por el gen CLAT (AICLA1) y la 1-desoxi-
D-xilulosa 5-fosfato sintasa de E. coli (EcDXS) En ambas secuencias se indica el sitio de
~unién a tiamina difosfato y el motivo transcetolasa, asi como la secuencia consenso obtenida

del alineamiento de 22 transcetolasas (Schenk y cols., 1998). La secuencia subrayada indica
el posible péptido de transporte a cloroplasto de la proteina CLA1. TPP, tiamin difosfato
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Estudios sob1e la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa

Aunque la enzima DXS ha sido caracterizada en algunas especies de bacterias
y plantas, atin se desconocen aspectos relacionados con su expresion y regulacién. A
continuacién se mencionan los avances que se han logrado al respecto:

» DXS de Bacillus subtilis

El gen DXS de B. subtilis (BsDXS) fué expresado en una cepa de E. coli
genéticamente modificada para producir licopeno. Para evaluar el efecto de la
sobreexpresién de la DXS en la biosintesis de isprenoides, se analizé la actividad de
DXS, asi como el contenido de licopeno y ubiquinona-8 (Hatker y Bramley, 1999). En
comparacién con las bacterias control, las bacterias que sobreexpresan el gen BsDXS
aumentaron 2 veces la actividad de DXS. Este incremento en la actividad se reflejé en
un aumento de 2y 1.5 veces en los niveles de licopeno y ubiquinona respectivamente

* DXS de Synechocystis sp

La expresion del gen DXS de Synechocystis sp 6803 en una cepa de E. coli
productora de licopeno, provocé un incremento de 1.8 veces en la actividad de DXS,
as{ como un aumento de 1.5 veces en los niveles de licopeno y ubiquinona (Harker y
Bramley, 1999).

» DXS de Synechococcus leopoliensis

El gen DXS de S. leopoliensis SAUG 1402-1 (cianobacteria unicelular) fué
expresado en E. coli. El efecto de dicha sobreexpresion fué evaluado a través de la
produccion de dimetilalil difosfato (DMAPP) (Miller y cols., 2000). En comparacién
con bacterias silvestres, las bacterias recombinantes aumentaron entre 5 y 8 veces su
contenido de DMAPP. Estos resultados sugirieron que la DXS es una enzima
limitante en la biosintesis de isoprenoides, al menos en bacterias (Miller y cols , 1999).
Paralelamente se compar6 el efecto de la sobreexpresién de la enzima 1-desoxi-D-
xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR) de S. leopoliensis. Los resultados mostraron
que la sobreexpresién de la DXR no elevaba los niveles de DMAPP. Estos datos
permitieron concluir que al menos en bacterias la DXR no es una enzima limitante en
la via MEP (Miller v cols., 1999).

* DXS de Streptomyces sp

Las enzimas DXS y DXR de Streptomyces sp CL190 fueron expresadas
paralelamente en E. coli (Kuzuyama y cols., 2000). El efecto de la sobreexpresién de
DXS y DXR fué analizado a través de la produccién de ubiquinona. Los resultados
mostraron que la sobreexpresién de la DXS conduce a un incremento en los niveles
de ubiquinona. Este incremento no se observé en la sobreexpresion de la DXR. Estos
datos también sugirieron que la enzima DXS funciona como una enzima limitante en
la via MEP. Esta idea fué apoyada cuando se determinaron pardmetros cinéticos de
ambas enzimas, tales como la eficiencia catalitica (k.,/K,) La k,./K. de DXS se
estimé en 2.8 X10 * M x s, mientras que la k,,/K, de DXR fué estimada en
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2,2 X10'M™ x s™. Asi, este valor para la DXS fue menor que para la DXR por un factor
de 8. Esta diferencia apoy6 que la DXS es una enzima limitante en la via MEP, al
menos en E. coli.

* DXS de Rhodobacter capsulatus

R. capsulatus es una bacteria purpirea no sulfurosa que puede crecer en un
ambiente aerébico o utilizar su maquinaria fotosintética para crecer anaerébicamente.
En el genoma de R capsulatus existen dos genes DXS (DXS-A y DXS5-B ), los cuales
codifican DX sintasas funcionales (Hahn y cols., 2001). El gen DDXS-A esté localizado
en el operdn fotosintético, mientras que el gen DXS-B estd localizado en otra parte del
genoma. Entre las proteinas DXS-A y DXS-B existe un 64.3% de identidad. Hahn y
cols., (2001), también reportaron el alineamiento multiple entre DXS5-A y 10 enzimas
DXS descritas en otras especies. Los resultados mostraron que en todos los casos el
sitio de unién a TPP y el motivo transcetolasa estan conservados. A diferencia de las
transcetolasas tipicas, las DXS presentan cuatro aminodcidos diferentes al inicio del
motivo transcetolosa. Las transcetolasas tienen la secuencia THDS, la cual es
reemplazada por la secuencia DRAG en las DXS. Estos datos han llevado a proponer
que las DXS pueden ser identificadas por la secuencia DRAG. Sin embargo, una
excepcién encontrada hasta el momento es la proteina putativa DXS de Plasmodium
falciparum, la cual tiene los aminoacidos GRSG en lugar de la secuencia DRAG.
Ademds, esta proteina carece del residuo Histidina (THDS) conservado en todas las
transcetolasas tipicas .

¢ DXS de Sireptomyces coelicolor

Streptomyces es una bacteria filamentosa gram positiva que utiliza la via MEP
en los primeros estadios de su crecimiento. Esta es reemplazada por la via
mevalonato durante estadios de fermentacién. La biisquedad de secuencias similares
a genes de la via MEP en el genoma de S. coelicolor, mostt6 la presencia de dos genes
para DXS (DXSI y DXS2). Ambos genes codifican DX sintasas funcionales. La
identidad entre ellas es 80 % (Cane y col., 2001).

* DXS de Lycopersicon esculentum

En tomate fué islado e identificado un gen con similitud para DXS. Para
demostrar su funcién bioquimica, el gen LeDXS fué expresado en una mutante de E.
coli deficiente en DXS. Los ensayos de complementacién mostraron que el gen LeDXS
codifica una DXS funcional (Lois y cols. 2000),

El pat1én de expresion del gen LeDXS fué analizado a través de ensayos tipo
northern blot. La acumulacién del transcrito DXS fué detectada en hojas, tallo,
inflorescencias, frutos y raices. En el caso particular del fruto, los niveles del
transcrito de DXS incrementaron considerablemente durante su maduracién. Estos
datos mostraron que la acumulacién del transcrito DXS en el tomate es regulada por
sefiales G6rgano-especificas y de desarrollo. Cabe sefialar que el incremento en los
niveles de mensajero DXS correlacionaron con la transicién de fruto verde a fruto
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anaranjado, lo cual sugirié que la induccién de DXS esta asociada con la activacién de
la biosintesis de carotenoides. Estos resultados apoyan la funcién limitante de la DXS
en la biosintesis de carotenoides durante el desarrollo del fruto (Lois y cols. 2000). En
comparacién, se ha demostrado que los niveles de mensajero y proteina de la DXR de
tomate, se mantuvieron constantes durante la transicién de fruto verde a fruto
anaranjado (Rodriguez-Concepcién y cols., 2001). Estos resultados sugieren que la
acumulacién masiva de carotenoides no parece requerir niveles elevados de
expresién de la DXR, datos que apoyan un papel no limintante de esta enzima
durante la biosintesis de isoprenoides plastidicos.

» DXS de Zea mays, Triticum aestivum, Oryza sativa y Medicago truncatula

La infeccién de raices de maiz (Zea mays), cebada (Iriticum aestivum) y arroz
(Oryza sativa) con el hongo Glomus intraradices (simbiosis micorrizal), provoca un
incremento en los niveles de los transcritos DXS (Walter y cols., 2000). Esta induccion,
correlaciona temporal y espacialmente con la acumulacién de dos clases de
apocarotenoides. En el caso particular de maiz, las raices no infectadas acumulan un
transcrito de 2.8 kb. Pero cuando las raices son infectadas con el hongo, se induce la
acumulacién de un nuevo transcrito de 2.9 kb. Esto sugiere la presencia de dos genes
para la DXS y que sus mensajeros estan regulados diferencialmente. Los datos
obtenidos de este trabajo, también sugieren que la expresién de genes de la via MEP,
tales como DXS pueden ser inducidos por hongos simbiontes. Recientemente se
reporté que alfalfa (Medicago truncatula) tiene dos genes DXS, los cuales codifican
proteinas DXS funcionales. Estas proteinas muestian 70 % de identidad y un peso
molecular de alrededor de 70 kDa (Walter y cols., 2002)
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OBJETIVO GENERAL

- Estudiar la participacién del gen CLA1 en la biosintesis de isoprenoides plastidicos
en Arabidopsis thaliana.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar la funcién bioquimica de la proteina codificada por el gen CLAL.

- Analizar el patrén de expresién espacial y temporal del gene CLAI en A. thaliana.

- Modular los niveles de la proteina codificada por el gen CLAI en plantas
transgéncias de Arabidopsis y analizar su efecto en la biosintesis de isoprenoides
plastidicos.
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METODOLOGIA ADICIONAL

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Plantas de Nicotiana tabacum (ecotipo W38) y Arabidopsis thaliana (ecotipo
columbia) fueton crecidas en el sustrato Metro-Mix 200 (Grace Sierra, Milpitas, CA).
Las plantas fueron mantenidas en condiciones controladas (24°C, 16 horas de luz y 8
horas de oscuridad).

Expresion transitoria en protoplastos
- Construccién de la fusion PTPCLA-GFP.

Un fragmento de 210 pb de la 1egién 5' del cDNA CLA1 fue amplificado por
PCR, utilizando los oligos PTC-BamH (GCGGATCCAATGGCTICTICIGC) y PIC-
Nco (TTGTCTGGTGGTTGAGGTIACCGCG). Estos contienen los sitios de restriccién
BamHI y Ncol respectivamente. El fragmento amplificado fue insertado entre la
secuencia codificante de la proteina verde fluorescente (GFP) y el promotor CaMV
35S, en el plasmido pHBT/sGFP-TYG-nos (Chiu W. y cols., 1996). La construccién
generada fue llamada pHBT/PTPCLA-GFP

- Obtencién y transformacion de protoplastos.

Los protoplastos fueron aislados de hojas de tabaco. Hojas de 5 6 6 semanas de
edad fueron cortadas en pedazos de aproximadamente 0.5 cm’. Estos se incubaron en
una solucién de digestién (2.5% de celulasa R-10, 0.5% de macerosima R-10, 400 mM
de manitol, 0.1% de BSA y 10 mM de MES) durante 3 6 4 horas en condiciones de
oscuridad y una temperatura de 24°C. Posteriormente los protoplastos fueron
filtrados a través de una malla con poros de 140 y, y lavados dos veces con 20 ml de
 una solucién de lavado (500 mM de manitol, 154 mM de NaCl, 125 mM de CaCl,, 5
mM de KCl, 5 mM de glucosa y 1.5 mM de MES). Los protoplastos fueron
resuspendidos en la solucién de incubacién (400 mM de manitol, 15 mM de MgCl, v 5
mM de MES) y finalmente cuantificados en un hematocitémetro.

Aproximadamente 5 X 10° protoplastos fueron incubados con 30 ng del
plasmido de interés, 50 ng de DNA de esperma de salmén y un volumen de la

solucién de transformacién (400 mM de manitol, 100 mM de Ca(NO,),, 40% de
polietilenglicol #4000) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente la
‘solucién de transformacién fue retirada mediante diluciones hechas con la solucién
de lavado. Los protoplastos fueron colectados por centrifugacion, resuspendidos en 3
ml de medio de cultivo para protoplastos (400 mM de manitol, 1X de sales de
Murashige and Skoog, 400 mM de glucosa, vitaminas Bs, pH 5.8) e incubados en

oscuridad durante 24 horas antes de ser analizados.

- Localizacién de la proteina verde fluorescente. La sefial de la GFP fue observada a
través de un microscopio Zeiss Axioskop equipado con el condensador de epi-
fluorescencia IIl. Como fuente de luz se utilizé un bulbo de mercurio de alta presién
HBO 50W. Al microscopio se le adicioné un filtro de interferencia para bloquear la

32



autofluorescencia de la clorofila. Las fotografias fueron tomadas con pelicula de color
asa 400.

Determinacién de ABA en semillas

La cuantificacién de ABA fué hecha con semillas que nunca fueron expuestas a
condiciones de frio. 10 mg de semillas fueron utizados para obtener los extractos, con
éstos se hizo una dilucién al 50%. El protocolo de extraccién y cuantificacién de ABA
fué realizado como se 1eporta en Estévez y cols,, 2001.

Analisis de secuencias
Los alineamientos de secuencias fueron hechos con el programa CLUSTALW

(http:/ /www.ebi.ac.uk/clustalw /). La basqueda de genes homélogos de la via MEP
en el genoma de A. thaliana fué realizada en la base de datos MIPS-A. thaliana
genome proyect (http://www.mipsbiochem mpgde/proj/thal/) y TAIR
(http:/ /www arabidopsis.ozg).
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Analysis of the Expression of CLA1, a Gene That
Encodes the 1-Deoxyxylulose 5-Phosphate

Synthase of the 2-C-Methyl-D-Erythrltol-él-Phosphate
Pathway in Arabidopsis’

Juan M. Estévez, Araceli Cantero, Cynthia Romero, Hiroshi Kawaide, Luis F. Jiménez,
Tomohisa Kuzuyama, Haruo Seto, Yuji Kamiya, and Patricia Eeén*

Departamento de Biologia Molecular de Plantas, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma
de México, Avenida Universidad 2001 Chamilpa, Apdo Postal 510-3 Cuernavaca Morelos 62271, México
(ME, AC, CR, PL); Frontier Research Program, Institute of Physical and Chemical Research (RIKEN),
Hirosawa 2-1, Wako-shi, Saitama, 351-0198, Japan (H K, Y K ); Laboratorio de Microscopia Electrénica,
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The discovery of the 2-C-methyl-p-erythtitol-4-phosphate pathway for the biosynthesis of isoprenoids raises the important
question of the nature and regulation of the enzymes invelved in this pathway. CLA1, a gene previously isolated from
Auabidopsis, encodes the first enzyme of the 2-C-methyl-pD-etythritol-4-phosphate pathway, 1-deoxy-p-xylulose-5-phosphate
synthase. We demonstrate this enzyme activity by complementation of the clzI-I mutant phenotype and by direct enzymatic
assays. Based on mRNA and protein expression patterns this enzvme is expressed mainly in developing photosynthetic and
non-photosynthetic tissues. The B-glucuronidase expression pattern driven from the CLAT gene regulatory region supports
the northern and protein data while also showing that this gene has some level of expression in most tissues of the plant
A mutation in the CLAI gene intetferes with the noimal development of chloroplasts and etioplasts, but does not seem to
affect amyloplast structure, Microscopic analysis also shows a pleiotropic effect of the CIAT gene mutation in mesophyll

tissue formation.

In higher plants isoprenoids are derived from iso-
pentenyl diphosphate (IPT) and synthesized in at
least two different compartments, the cytoplasm and
the chloroplast For a long time it was assumed that
IPP was synthesized exclusively by the mevalonate
pathway in all organisms (Spurgeon and Porter,
1981; Goldstein and Brown, 1990) However, inde-
pendent studies have demonstiated that in eubacte-
ria, green algae, and plants, IPP is also synthesized
by a non-mevalonate pathway designated as the 2-C-
methyl-p-erythritol-4-P (MEP) pathway (for review,
see Rohmer, 1998, 1999; Lichtenthaler, 1999). Thus in
plants cytosolic IPP is synthesized by the mevalonate
pathway and plastidic IPP is synthesized by the MEP
pathway (Lichtenthaler, 1999). In the MEP pathway
IPP is synthesized from pyruvate and glyceraldehyde-
3-P via novel intermediates (Rohmer et al, 1993;
Eisenreich et al, 1996; Schwender et al., 1996; Licht-
enthaler et al, 1997). Labeling and nuclear magnetic
resonance studies showed that 1-deoxyxylulose 5-P
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(DXP) is the first intermediate in this pathway (Roh-
mer et al., 1996; Arigoni et al, 1997) Genes encoding
for the fixst enzyme in this pathway, DXP synthase,
were isolated from several organisms and the enzy-
matic activity of their encoded proteins has been coz-
roborated {Sprenger et al, 1997; Bouviet et al, 1998;
Lange et al, 1998; Lois et al, 1998; Lichtenthalez,
1999) In addition to its role in [PP synthesis the DXP
synthase in plants, as in Escherichia coli, seems also to
be required for the synthesis of thiamin and pyrid-
oxol (Julliard and Douce, 1991; Hill et al,, 1996). The
next gene involved in the MEP pathway has been
isolated from E. coli, peppermint, and Arabidopsis
(Takahashi et al, 1998; Lange and Croteau, 1999;
Schwender et al, 1999). It encodes an enzyme that
converts DXP to MEP (Takahashi et al., 1998). Finally
a third intermediate product has been 1ecently pos-
tulated, as 4-(cytidine- 5'-diphospho)-2-C-methyl-n-
erythritol This product is synthesized from MEP by
an enzyme encoded by the ygbP gene from E coli
(Rohdich et al , 1999). Independently of this study we
have proved that the latter intermediate is essential
for the formation of IPP (Kuzuyama et al,, 2000a)
The production of specific chioxoplastlc isopre-
noids such as carotenoids and phytol has now been
demonstiated to depend on the MEP pathway
(Eisenreich et al, 1996; Arigoni et al, 1997; Kndss et
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al, 1997; Lichtenthaler et al, 1997; Zeidler et al,

1997). Thus the analysis of the regulation of the en-

zymes in the MEP pathway is important in under-

standing the biosynthesis and possible manipulation
of such terpenoids in plants. The isolation of albino
plant mutants in Arabidopsis resulted in the identi-
fication of a gene required for the synthesis of both
chlorophyll and carotenoids, named CLAI (Mandel
et al, 1996). In the clgl-1 mutant plastid development
is itnpaired at an eaxly stage resulting in almost no
thylakoid membrane proliferation; the plastids re-
semble an early proplastid stage. CLAT is a single
gene in the Arabidopsis genome and its disruption
affects the expression of both nuclear- and chloroplast-
encoded photosynthetic genes (Mandel et al., 1996).
The CLA1 protein sequence has extensive identity
with other reported DXP synthases.

In this report we demonstrate that the C1A1 gene
encodes a functional DXP synthase. To understand
the regulation of this gene, wrﬁlgetfoxmed a detailed
analysis of the CLA1 gene mRNA expression and
protein patterns. We show that the CLAI gene tran-
scripts and protein preferentially accumulate in young
developing tissues. The microscopic analysis of dif-

Figure 1. In vivo complementation of the albino phenotype in the
cfal-1 seedlings by DX. A, Phenotypic analysis of 10-d-old seedlings
of wild type grown on GM medium (left); cla?-7 grown on GM
medium supplemented with 0.02% {w/v} of DX (center); and cla7-1
grown on GM medium (right}. The arrow indicates the first pair of
leaves on the DX supplemented mutant plant, where a green phe-
notype is clearly visible. An upper view is shown for a wild-type
plant grown on GM medium (B), a 15-d-old cia?-1 seedling grown
on GM medium supplemented with 0.02% tw/v) DX {C) in which the
two pairs of true leaves can be seen, and a 15-d-old clal-7 seedling

%

grown cn GM medium (D). s i
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Table 1. Pigment quantification

Pigments were extracted from 15-d-old piants grown in GM or GM
supplemented during 10 d with 0.02% DX.

Sample Chia Cht b Chl Totat Cargtenoids
mg pigment g~ fresh wt
Wild type 590 242 832 130
cfal-1 DX 170 108 278 61
clat-1 1 19 30 10

ferent plastids in the clal-1 mutant demonstrates that

the disruption of the CLAI gene affects the morphol--
ogy of chloroplasts and etioplasts and alters the final

stages of cellular morphogenesis in mesophyll tissue

formation.

RESULTS

The Albino Phenotype of the clal-1 Plant Can Be
Rescued by the Addition of 1-Deoxy-n-Xylulose (DX)

The extensive amino acid similarity of the CLA1
gene to the published DXP synthases (Sprenger et al,,
1997; Bouvier et al., 1998; Lange et al., 1998; Lois et al.,
1998; Lichtenthaler, 1999) suggested that the CLA1
gene could encode a DXP synthase. To test whether
the CLA1 protein functions as a DXP synthase we
took advantage of the albino phenotype in the clg1-1
mutant. Synthetic DX, a non-phosphorylated version
of the product of the DXP synthase, was supple-
mented on the growth medium of clal-1 plants. This
product was used to ensure penetration into the
plant cells, as it was demonstrated to be efficiently
incorporated into plastidic isoprenoids (Arigoni et
al., 1997; Zeidler et al,, 1997). As the clz1-1 mutation
is lethal on soil, seed stocks are maintained as het-
erozygotes. Upon selfing, one-quarter of the progen
amzzliino o::onpmediulrlm,.g Aftt;re-qgemﬁnation, Is)u(c):'{(; af:
bino homozygous mutant plants were selected and
transferred to plates containing 0.02% (w/v) DX. The
development of these plants was assessed by visual
inspection and their pigment content was quantified.

As shown in Figure 1, the first true leaves of the
tlal-1 plants grown in germination media (GM) me-
dia developed the albino phenotype characteristic of
this mutant (Fig. 1, A, right side and D). In contrast,
clal-1 plants grown on the same media supple-
mented with DX turned green (Fig. 1, A [middle
plant] and C). For comparison, a Wassilewskija {WS)
wild-type plant grown in GM media is shown in the
left side of Figure 1, A and B. This green phenotype
correlates with a substantial increase in chiorophyll
and carotenoid content of the cial-1 plants supple-
mented with DX compared with the ones grown in
GM media (Table I). Greening observed in the leaves
of the ¢lal-1 plants supplemented with DX is specific
for this mutant, as other unrelated albino plants such
as albl-1 and alb2—1 (van der Veen and Blankenstijn
de Vries, 1973; Relichova, 1976) remain albino (data
not shown). The clal-1 cotyledons have the capacity
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to respond to DX, but only upon direct exposure to
this chemical during seed imbibition We noticed
however that DX at the concentration used in these
experiments {0.02%) has a toxic effect in the early
stages of development, as we detected yellowish
seedlings in clal-1 and wild-type plants when this
compound was present during germination (data not
shown).

The biochemical function of the recombinant CLA1
protein was also examined in vitro The GST-CLAL
fusion protein expressed in E. coli was used to test for
DXP synthase activity. The product obtained after in-
cubation of pyruvate and glyceraldehyde-3-P with the
CLA1 protein was treated with alkaline phosphatase
and its identity was analyzed by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS) as the trimethylsilylated
derivative. As shown in Table II the product obtained
from this reaction were determined to be DX and are
in agreement with the previously reported for pep-
permint DXP synthase (Lange et al, 1998).

Tissue- and Organ-Specific Expression of the CI Al
Gene in Arabidopsis

Although considerable information has been accu-
mulated recently on the MEP pathway in plants, the
expression pattern and regulation of the enzymes
participating in this pathway are presently unknown
We decided to study the CLA1 gene expression pat-
tern at the mRNA and protein levels. The RNA-blot
hybridization data presented in Figure 2A demon-
strate that the CLAI mRNA is detected in all tissues
examined, including non-photosynthetic tissues such
as roots CLAI gene transcripts are especially abun-
dant in seedlings (Fig. 2A, lanes 1 and 7) and in
flower buds compared with the other organs ana-
lyzed (Fig. 2A, lane 5).

To obtain more insight into the participation of this
gene in Arabidopsis development we investigated ifs
expression pattern using a B-glucuronidase (GUS)
reporter gene construct A 14-kb upstream region
from the CLAI gene initiation codon was used to
generate a translational fusion with the GUS reporter
gene uidA . Eight independent transgenic plants from
the T, generation were analyzed for GUS expression
Although some variation in the intensity of staining

CLAT Gené Encodes Arabidopsis 1-Deoxyxylulose 5-P Synthase

was observed among the lines carrying this con-
stiuct, all of them showed the same GUS staining
pattern. According to the pattern observed the CLAI
gene is expressed very early in germinating seeds. As
shown in Figure 3A, GUS activity was detected in the
protruding root (with the exception of the root cap)
48 h after water imbibition . In 3-d-old seedlings (Fig.
3B), GUS is detected primarily in the hypocotyl and
in the emerging cotyledons with faint staining in the
root. In 5-d-old seedlings, GUS activity is detected in
most of the plant, the cotyledons, the hypocotyl, and
the root (Fig. 3C) In older seedlings, GUS staining is
especially strong in the expanding leaves, including
vasculai tissue and tiichomes (Fig. 3D), but a faint
staining in the hypocotyl and root is also present. A
transverse section of the inflorescence showed GUS
activity in most of the cells: in the epidermis, includ-
ing the frichomes, and in the cortex, vascular tissue,
and pith (Fig. 3F). In the silique, GUS staining is
observed in the locules and in the funiculus, but there
is no expression detected in immature seeds (Fig. 3E)
In the flower, GUS staining is intense in the sepals
and the stamens (Fig. 3G), whereas in the petals, GUS
activity is faint. Within carpels, staining is mostly
restricted to the upper part of the stigma and in the
stigmatic papillae (Fig. 3, G and H).

Based on these two analyses we can conclude that
the CLAI gene is widely expressed throughout the
Arabidopsis plant and that higher expression levels
are found in the young tissues of the plant.

Characterization of the CLA1 Protein

To characterize the CLIAI gene product we per-
formed western-blot analysis using polyclonal anti-
bodies raised against a fusion protein between an
E. coll glutathione S-transferase (GST) and most of
the CLA1 protein We detected a 70-kD protein in
total extracts of 15-d-old wild-type seedlings (Fig 2B,
lane 2} that is not detected in extracts from clal-1
plants (Fig. 2B, lane 1), The accumulation pattern of
the CLAT protein was analyzed in total protein ex-
tracts from different Arabidopsis tissues. As shown
in Figure 2B, the CLA1 protein is detected in most
plant tissues except in 24-h-water-imbibed seeds (Fig.

Table 1. Identification of DX obtained by incubation of pyruvatesglyceraldehyde-3-P with CLAT

protein
Sample HPLC (0 MS my/z {refative intensity}
min %
Product” 86 733 307 (21). 218 (100), 204 (27}, 147 (91}, 73 {57)
DX 8.5 730 307 (143, 218 (100}, 204 (31} 147 (85}, 73 {(73)

* The data presented in this row correspond 1o those values obtained after the samples were treated
with alkaline phosphatase in both crude enzyme extracts and an affinity-purified enzyme protein The
values are compared with those published for peppermint (Lange et al . 1998}
the authentic DX molecule Molecular ion peaks of trimethylsilyt ether products (calculated as m/z 350}

were not observed.

P DX corresponds to
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Figure 2. Analysis of CLAT gene transeript and protein accumulation
in Arabidopsis plants. A, RNA-blot analysis of the CLA? transcript.
Five micrograms of total RNA was purified from 15-d-old wild-type
seedlings {lane 1), cfa?-T plants (lane 2), and different tissues of
wild-type plants including mature leaves {lane 3), cauline leaves
{lane 4}, buds (lane 5}, rocts (lane 6), and 5-d-old seedlings (lane 7).
The probes used were CLA7 and RBCS, as well as rRNA as an
RNA-loading control as indicated in the left side of the panel. B,
CLA protein accurnuiation in different tissues. Western-blot apaly-
ses were performed using total protein extracts obtained from 15-d-
old clal-1 seedlings (lane 1), 15-d-old wild-type seedlings (lane 2),
young rosette leaves {lane 3), mature rosette leaves {lane 4}, roots
{lane 5), 24-h-imbibed seeds (lane 6}, flowers (lane 7), and immature
sifiques {Jane 8). Fifteen micrograms of total protein extracts was
loaded in each lane except for roots and seeds, where 30 and 45 ug
was used, respectively. C, CLAT protein developmental expression.
Waestern-blot analysis shows CLA1 pretein accumulation in 15-d-old
clal-1 seedlings (lane 1}, 5-d-old (lane 2), 8-d-old (lane 3), 15-d-old
{lane 4), 20-d-old (fane 5), and 25-d-old {lane 6} wild-type seedlings.
in each lane, 15 ug of total protein was Joaded.

2B, lane 6). CLA1 is particularly abundant in young
leaves, in buds, and in immature siliques, but barely
detectable in roots. These results contrast with the
northern and transgenic plant analyses in which the
- CLA1 gene is expressed at similar levels in both roots
and mature leaves (Fig. 2A, lanes 3 and 6). The CLA1
protein accumulates most predominately in the
young tissues of the plant (Fig. 2B, lanes 3 versus 4).
When we compared the levels of CLA1 protein in
extracts from seedlings of different ages we found
that this protein increases as organs mature, reaching
a maximum in 15-d-old plantlets as shown in Figure
2C, lane 4. After this stage the amount of CLA1
protein decreases in relation to the age of the plant
(Fig. 2C).
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Organelle and Tissue Morphology in the clal-1 Plant

Our initial analysis demonstrated that the CLA1
protein in Arabidopsis is required for normal chlo-
roplast differentiation (Mandel et al, 1996). Based on
the CLA1 function and its mRNA and protein expres-
sion patterns we decided to re-analyze the structure
of other glastid types in clgl-1 plants. Using trans-
mission electron microscopy the morphology of etio-
plasts from the cotyledons of dark-adapted clal-1
seedlings was analyzed. As clal-1 seed stocks are
heterozygous, seeds were initially germinated on
Murashige and Skoog basal salt mixture media with
light for 6 d and the albino homozygous mutant
plants were transferred and kept in the dark durin;
an additionat 8 d. The same treatment was followeg
with wild-type plants to be used as controls. As
shown in Figure 4B, the ultrastructure of the dark-
adapted efioplasts in clal-1 plant is altered in com-~
parison with wild-type plastids (Fig. 4A). The prola-
mellar body in these organelles is absent and vesicies

] é,?f»&a 3

Figure 3. Histochemical analyses of GUS activity in Arabidopsis
piants expressing the GUS gene under the control of the CLAT gene
promoter. A, Water-imbibed (48-h) germinating seeds; B, 3-d-old seed-
lings; C, 5-d-old seedlings; D, 15-d-old seedlings; E, immature seeds and
siliques from Arabidopsis; F, transverse section of the inflorescence; G,
fully developed Arabidopsis flower; and H, individual stigma and an-
thers from a fully developed Arabidopsis flower.
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are present which seem to be associated with internal
membranes. We also investigated the amyloplast
structure in 10-d-old roots of the clal-1 plant. It is
interesting that as shown in Figure 4D, the moiphol-
ogy of this organelle does not seem to be altered
compared with wild-type plants Normal starch
granules, characteristic of this plastid type, can be
detected in the plastids of both wild-type and mutant
plants.

A well-known event during leaf differentiation in
dicot plants is the coordination with chloroplast de-
velopment (Chory, 1992) Mutants have been isolated
that partially uncouple such coordination, demon-
strating that these processes can be separable (Mo-
chizuki et al., 1996). We therefore asked if mutations
in CLAI have an effect on leaf cellular morphology.
As shown in Figure 4F, the transverse leaf section of
the clal-1 plant shows an anomalous development of
the mesophyll tissue compared with similar sectors
fiom a wild-type plant (Fig. 4E). The proportion of
air space compared with the mesophyll tissue is
larger in the clal-1 mutant than in the wild-type
plant Also for the c/al-1 mutant, the cells of the
mesophyll tissue 1emain round and small; few pali-
sade cells are present. This phenotype is unlikely to
be the result of carbon or vitamin (thiamin or pyrid-
oxol) deficiency as these are supplemented in the

Plant Physiol. Vol 124, 2000
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Figure 4. Microscopic analysis of the plastids
and mesophyll tissue of the ¢fa?-7 mutant,
Transmission electron microscopic examination
of plastids of wild-type (A and () and clat-f
(B and D) seedlings. Etioplasts were analyzed
from cotyledons of seedlings that were dark-
adapted for 4 d of wild type (A) and homozy-
gous (B) ¢clal-1 mutants Amyloplasts were ana-
lyzed from 10-d-old root seedlings of wild type
{C)and cfal-7 (D) mutant Transverse sections of
the 10-d-old first leaf from plants of wild type
(E), clal-1 (F), and ¢fal-1 (G) mutant supple-
mented with 0 02% (wiv) DX

medium The morphological abnotmalities are re-
versible as soon as the plastid proceeds through its
differentiation pathway. When c/al-1 plants are
grown on Murashige and Skoog basal salt mixture
media supplemented with DX they show a seminor-
mal morphology of the mesophyll tissue including
the presence of palisade cells (Fig 4G)

DISCUSSION

In this report we demonstrate that the CLA1 gene
encodes the previously repotted DXP synthase
(Sprenger et al , 1997; Bouvier et al , 1998; Disch et al ,
1998; Lange et al., 1998; Lois et al, 1998; Lichtentha-
let, 1999). Eairly wotk by Arigioni and coworkers
(1997) showed that DX is an effective compound for
phytol and carotenoid production in culture cells of
Catharantus roseus. We also observed that DX has a
striking capacity to restore pigment biosynthesis in
the clal-1 albino mutant. DX was efficiently absorbed
by the root and transported into the leaves. It is still
an open question whether DX is phosphotylated be-
fore it is converted to MEP.

The existence of two biosynthetic pathways for IPP
production raises questions about the participation of
each pathway in the synthesis of specific isoprenoid
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compounds and inter-pathway communication.
Some exchange between the cytoplasmic and chloro-
plastic IPP pools has been suggested (Bach and Lich-
tenthaler, 1982; Arigoni et al., 1997; Nabeta et al,
1997). It is interesting that despite the albino pheno-
type of clal-1 plants, low chlorophyll and carotenoid
levels are detectable in this mutant (Table I} As this
seems to be a null mutation, our interpretation is that
cytosolic IPP probably moves into the plastids, re-
sulting in limited pigment levels. However, this sup-
ply of cytosolic IPP is far too small to fulfill normal
pigment biosynthesis requirements. Whether the
supply of cytosolic IPP could be sufficient for the
biosynthesis of other chlotoplastic isoprencids under
specific physiological o1 developmental conditions
needs to be defined.

This wotk is the fixst detailed characterization of
DXP synthase expression patteins in plants The
CLA1I gene is widely expressed in photosynthetic and
non-photosynthetic tissues and its expression is
clearly modulated thioughout plant development.
The maximum mRNA levels of CLA1 correlate with
the maturation stage of the leaves when there are
massive requirements for chlorophylls and caxote-
noids. In non-photosynthetic tissues the CLAl ex-
pression pattern supports the participation of the
MEP pathway in the production of a variety of iso-
prenoids. It is interesting to note that even though
substantial CLAI mRNA levels were detected in roots
by northern analysis and GUS staining of transgenic
plants, the CLA1 protein levels in roots extracts were
barely detectable. A potential post-tianscriptional reg-
ulation mechanism for the CLAI transciipt might be
operating in roofs.

We demonstrated previously that CLA1 is required
for proper chloroplast development (Mandel et al,
1996). The data presented here further substantiate
the requirement for CLAI to ensure development of
etioplasts, but CL Al does not seem to be required for
amyloplast differentiation It is apparent that expres-
sion of the CLAI1 gene is not required for starch
accumulation because the size and number of starch
granules in the amyloplasts is similar in clal-1 and
wild-type plants. We have observed that the meso-
phyll tissue of clal-1 is altered in comparison with
wild-type plants. Similar phenotypes have been re-
ported in other mutants that affect chloroplast devel-
opment at an early stage such as Dcl-m and GHOST
in tomato, Dag in Antirrhinum (Scolnik et al., 1987;
Chatterjee et al,, 1996; Keddie et al , 1996), and PAC
and ATD in Arabidopsis (Reiter et al., 1994; van der
Graaff, 1997). The common denominator in all is that
the plastids are arrested early in development. One
possibility is that early arrest interferes with produe-
tion of a chloroplast signal to the cytoplasm and
nucleus that directly influences the last stages of
mesophyll differentiation (Susek and Chory, 1992;
Le6n et al., 1998).
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MATERIJIALS AND METHODS
Plant Material and Growth Conditions

Arabidopsis ecotypes Columbia or WS seeds were
grown in Metromix 200 {Grace Sierra, Milpitas, CA) in
controlled growth chambers at 24°C using a 16-h light/8-h
dark photoperiod with cool-white illumination (20 uE m™?
s 1) for 3 to 4 weeks Plants under sterile conditions were
grown in Murashige and Skoog basal salt mixture supple-
mented with Gamborg’s vitamins, 0.5% (w/v) MES [2-(N-
motpholino)ethanesulfonic acid], 1% (w/v) Suc (GM me-
dia), and 0.7% (w/v) of phytoagar in the case of solid
medium Determination of total carotenoids and chloro-
phylis was conducted following the protocol reported by
Lichtenthaler and Wellburn (1983)

In Vivo Complementation of the clal-1
Albino Phenotype

The recessive albino clal-1 mutant is lethal on soil {(Man-
del et al, 1996), thus seed stocks are maintained as het-
erozygotes. The clal-I heterozygous plants were germi-
nated in GM media for 6 4. Homozygous albino clnl-1
plants were transferred to GM medium or GM supple-
mented with 0 02% (w/v) DX As a control, WS wild-type
plants were incubated in the same type of media,

Molecular Biology Techniques

Total RNA was isolated from different plant tissues us-
ing the procedure of Logemann et al (1987) with minor
madifications. For northern blots, RNA was fractionated by
electrophoresis in 1 2% (w/v) agarose gels and transferred
onto Hybond N* nylon membranes {(Amersham Corpora~
tion, Arlington Heights, IL). Hybridizations and washes
were done at high stringency conditions according to stan-
dard procedures using **P-radiolabeled probes (Church
and Gilbert, 1984)

‘Production of the GST-CLA1 Fusion Protein and

Antibody Preparation

To generate a fusion protein containing the CLAI gene, a
2-Kb Sspl-EcoRI fragment of the CLAT ¢DNA was cloned
downstream of the GST from the pGEX1 vector (Amer-
sham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK} This frag-
ment contains most of the CLAI1 coding region with the
exception of 197 bp of the putative chloroplast transit pep-
tide. The generated plasmid, pGEX-CLAI, codes for the G5~
CLA1 fusion protein without the putative chloroplast transit
peptide The integrity of the chimeric gene was verified by
direct sequencing. The isopropylthio-g-p-galactoside-
induced GST-CLA1 fusion protein was produced in Esche-
richia coli and purified by affinity chromatography using Glu-
tathione Sepharose 4B resin (Amersham Pharmacia Biotech)
according to the protocol published (Ausubel et al , 1989). For
polyclonal antibody generation, purified GSI-CLA1 pro-
tein (10 wpg in 20 ul of phosphate-buffered saline) and
complete Freund’s adjuvant was injected intiaperitoneal as
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1:9 emulsion in a BALB/c mice (Hatlow and Lane, 1988).
Three additional injections (10 ug each), were adminis-
trated every 8 d starting 14 d after the initial injection The
ascites was collected 8 d later and titer was determined In
addition to recognizing the 70-kD CLAl protein, this as-
cites fluid recognizes one abundant protein that is also
present in the clal-1 mutant plant

Functional Assay of CLA1 Protein

DXP synthase activity was measured using 50 ug of the
putified GST-CLA1 fusion protein The reaction was done
according to Kuzuyama et al (2000b), in 100 mm Tris
[tristhydroxymethyl)aminomethane-HCL (pH 80), 1 mu
MgCl,, 2 mm dithiothreitol, 0075 my thiamine diphos-
phate, 20 mM glyceraldehyde-3-P, and 10 mMm pyruvate at
37°C for 1 h and terminated by heating Denatured proteins
were removed by centrifugation at 15,000 rpm for 10 min
The supernatant was treated with 1 unit of bactertal alka-
line phosphatase at 50°C for 1 h The reaction mixture was
treated with activated charcoal power and filtered The
filtrate was subject to HPLC-connected Shodex SUGAR
" KS-801 column (8 X 300 mm, SHOWA DENKO, Tokyo)
heated at 80°C. The flow rate of water was 1 mL min™"' DX
was detected at 8 6 min of refractive index detector. For
compatrison, authentic DX was detected at 85 min under
the same condition consistent with that previously re-
ported by Lange, et al. (1998)

To determine the product generated by the G5I-CLA1
fusion protein, eluates after HPLC separation were collected,
dried, and then derivatized with N,O bis{trimethylsilyl)
acetamide:tiimethylchlorosilane:N-trimethylsilyimidazole
(2:32, v/v) in pytidine at 80°C for 20 min. GC-MS analysis
was performed by using Finnigan MAT GCQ ion-trap
GC-MS system (Thermoquest, San Jose, CA) equipped with
a 30-m X 025-mm diameter fused silica capillary column
coated with 0 25-um film thickness of DB-5MS (J&W Sci-
entific, Folson, CA). The oven temperature was pro-
grammed from 90°C (2-min hold) at 20°C min™* to 150°C,
at 10°C min™" to 250°C, and then at 30°C min ™" to 300°C
with a constant velocity at 40 cm min™" He

Waestern-Blot Analysis

Protein samples were quantified with Bradford reagent
{Bio-Rad, Hercules, CA) Samples were separated by
PAGE To verify equal protein loading a parallel gel was
run and stained with Coomassie Brilliant Bfue R-250 The
proteins were fransferred onto nitrocellulose (Fybond C,
Amersham Pharmacia Biotech) by electroblotting for 1 h at
200 mA in 25 mm Tris, 0.2 M Gly, and 20% (w/v) methanol
Immunodetection was done using a 1:1,000 dilution of the
GST-CLA1 fusion protein polyclonal antibody. An anti-
mouse immunoglobulin horseradish peroxidase-conjugate
was used as a secondary antibody {Amersham Pharmacia
Biotech), and detection was done with an enhanced chemi-
luminescence detection kit (Amersham Pharmacia Biotech)

Plant Physiol. Vol 124, 2000

CLAT Gene Encodes Arabidopsis 1-Deoxyxylulose 5-P Synthase

Plasmid Construction

A CLAI-GUS translational fusion was constructed using
a 14-kb fragment of the CLAT 5'-regulatory region {con-
tained in the ESSA I FCA contig fragment no. 4, accession
ne. Z97339). Initially, a fragment of approximately 9 kb
capable of complementing the cal-I mutant phenotype
(Mandel et al, 1996) was subcloned into the pBluescript
vector and subjected to Exonuclease III/Mung Bean dele-
tions. One of such deletions, containing approximately 1.4
kb upstream of the ATG codon from the CLAT gene was
PCR-amplified and used for expression analysis. The primers
used for the PCR were: ATG-Nco (FGCAGAAGAAGCCAT-
GGGAGGTAC®) that includes the CLA1 ATG codon, and
BS-Hind ¢ GGCCAAGCTTACGCCAAGCGCGCAAT® Yrom
the flanking vector sequence, plus a Hindill site at its end. The
PCR fragment generated was first cloned as a translational
fusion into a vector derived from pBluescript II KS{—) plas-
mids (Stratagene, La Jolla, CA) containing the uidA (GUS)
gene followed by the nopaline synthase 3’ terminator from
the pBinl19 plasmid (Bevan, 1984), termed pBlueGUS. The
entire fragment (CLAT promoter:GUS and nopaline synthase-
3") was subcloned into the binary vector pBinl9 (Bevan, 1984)
generating the pBin/1458-G plasmid that was used for frans-
formation into Arabidopsis

Plant Transformation and Histochemical Analysis

Transgenic lines (Columbia) were constructed using
Agrobacterium tumefacicns-mediated transformation by the
vacuum infiltration method (Bechtold et al, 1993). Trans-
genic plants were identified by their capacity to develop
roots and maintain green leaves in the presence of 50 ug
mL "' of kanamycin. They were then transferred to soil to
get the transgenic seed and the following generations. GUS
histochemical analysis was catried out according to a pro-
tocol previously described (Jefferson, 1987) The tissue was
incubated at 37°C overnight (12 h} Destaining was accom-
plished by 30 min incubations with 3:1 (v/v) acetone:
methanol selution. Whole tissues or sections were ob-
served under bright-field microscopy (Iype 104, Nikon,
Tokyo)

Microscopy Techniques

For transmission electron microscopy, tissues were fixed
with 6% (w/v) glutaraldehyde in phosphate-buffered sa-
line (pH 7 2) for 10 h and post-fixed in 1% {(w/v) osmium
tetroxide in the same buffer for several hours After dehy-
dration in a graded series of ethanol and propylene oxide,
samples were embedded in Epoxy resin For electron mi-
croscopy, 60-nm thin sections were obtained and mounted
on formvar-coated copper grids (Electron Microscopy Sci-
ence, Fort Washington, PA). For contrast, 3% {(w/v) uranyl
acetate and 0.3% (w /v) lead citiate were used. Grids wete
observed with a transmission electron microscope (EM-10,
Carl Zeiss, Jena, Getmany) operating at 80 kV. For light
microscopy, samples were treated as described above and
(0 B-pm semi-thin sections were obtained The sections were
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stained with 1% (w/v) toluidine blue and observed in
bright field with a light microscope {(Standard, Carl Zeiss).
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The initial step of the plastidic 2C-methyl-p-erythritol
4-phosphate (MEP) pathway that produces isopentenyl
diphosphate is catalyzed by I-deoxy-p-xylulose-5-phos-
phate synthase. To investigate whether or not 1-deoxy-
p-xylulose-5-phosphate synthase catalyzes a limiting
step in the MEP pathway in plants, we produced trans.
genic Arabidopsis plants that over- or underexpress this
enzyme. Compared with non-transgenic wild-type
plants, the transgenic plants accumulate different levels
of various isoprenoids such as chlorophylls, toco-
pherols, carotenoids, abscisic acid, and gibberellins.
Phenotypically, the transgenic plants had slight alter-
ations in growth and germination rates. Because the
levels of several plastidic isoprenoids correlate with
changes in 1-deoxy-p-xylulose-5-phosphate synthase lev.
els, we conciude that this enzyme catalyzes one of the
rate-limiting steps of the MEP biosynthetic pathway.
Furthermore, since the product of the MEP pathway is
isopentenyl diphosphate, our results suggest that in
plastids the pool of isopentenyl diphosphate is limiting
to isprencid production.

Isoprencids are a group of biclogically active molecules that
number in the tens of thousands Members of this diverse
group of natural products are found in all oxganisms. In higher
plants, isoprenoids pasticipate in a wide variety of biological
functions such as photosynthesis, respiration, growth, cell cycle
control, plant defense, and adaptation to environmental condi-
tions. Specific examples include photosynthetic pigments (chlo-
rophylls and carofenoids), hormones (abscisic acid (ABA),* gib-
berelling (GA), ¢ytokinins, and brassinosteroids), a side chain
of the electron transporter (plastiquinone), structural compo-
nents of memhbianes (phytosterols). and antimicrobial agents
(phytoalexins). Beyond these plant-specific functions, many
plant isoprenoids have been shown to have industrial and
medieal importance. The plant-produced isoprencids p-care-
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tene {provitamin A} and a-tecopherol (vitamin E) are both basic
nutrients required for the maintenance of human health (1-4),
Another plant-produced isoprenoid, Taxol, is used as a chemo-
therapeutic agent in the treatment of cancer (5). Moreover,
drugs that block isoprenoid production in Plasmodium falcip-
arum are being evaluated as anti-malarial agents (6). Indus-
trial uses of isoprenocids include products such as colorants,
fragrances, and flavorings (7} A detailed understanding of
isoprenoid biosynthetic pathways and their regulation is essen-
tial to fully exploit these and future uses of isoprenoids

Isoprenocids are derived by consecutive condensations of five-
cathon precursors, isopentenyl diphosphate (IPP) and its iso-
mer dimethylallyl diphosphate (DMAPP) From these common
precursors, the biosynthetic pathways of the various isopre-
noids diverge The work of several groups has demonstrated
that in plants two distinct pathways synthesize IPP (Fig. 1).
The acetate/mevalonate (MVA) pathway (8, 9}, which is shared
with animals and fungi (19}, occurs in the cytoplasm where
sesquiterpenes (C,) and triterpenes (Cyy) such as sterols are
produced (Fig. 1). The more recently identified MEP pathway
(named for the first committed molecule in the pathway, 2C-
methyl-p-erythritol 4-phosphate) occurs in plastids and is also
found in protozoa, most bacteria, and algae (6, 11-16). This
plastidic pathway produces IPP that is used for the biosynthe-
sis of isoprene, monoterpenes (Cy,), diterpenes (C,y), carote-
noids, plastiquinones, and phytol conjugates such as chloro-
phylls and tocopherols (16-18) Although thereis evidence that
some limited exchange occurs in plants between the cytoplas-
mic and plastidic pools of IPP, each pathway appears to pro-
duce unique isoprencids (15, 19)

Whereas all of the genes involved in the MVA pathway have
been identified, only the first genes of the plant MEP pathway
have been published (Fig 1). The first step in the MEP path-
way involves a transketolasetype condensation reaction of
pyruvate and glyceraldehyde 3-phosphate to yield 1-deoxy-p-
xylulose-5-phosphate (DXP) This reaction is catalyzed by DXP
synthase {(BXS) Genes encoding DXS have been cloned and
characterized in Escherichia coli (20, 21), Mentha X piperita
(22), Capsicum annuum (23), Synechococeus leopoliensis (24),
Lycopersicon esculentum (25), Streptomyces (26), and Arabidop-
sis thaliana (27, 28). In plants, the DXP produced by this
reaction is utilized in plastidic IPP biosynthesis as well as in
the production of thiamin and pyridoxol (29, 30). The subse-
quent: steps of the MEP pathway have been shown to be specific
for IPP production, and the genes coding for the next four steps
have been identified in both bacteria and plants (Fig 1). The
first step specific for IPP production is the {ransformation of
DXP to MEP by the enzyme DXP reductoisomerase (DXR) (6,
31-34) MEP is subsequently converted into 2C-methyl-n-
erythritol 2,4-cyclodiphosphate by the consecutive activities of
three independent enzymes as shown in Fig 1 (35-39) The
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final steps leading to IPP remain unknown.

Identifying the different enzymes involved in the synthesis of
IPP is only part of the work necessary to characterize such a
complex biosynthetic pathway Another fundamental aspect is
the identification of the limiting steps in the pathway Large
changes in the level of a non-limiting enzyme can be made with
little or no effect on the quantity of the final product; therefore,
one of the most fruitful strategies for altering isoprenoid con-
tent will be those that focus en the 1ate limiting enzymes (40).
In the case of the MEP pathway, recent studies in bacteria (24,
26, 34) and tomato (25) suggest that DXS is a rate-limiting
enzyme

In this article we report on the effects of altering DXS levels,
the first gene in plastidic isoprenoid synthesis in plants Our
previous work demonstrated that, in A thaliana, DXS is en-
coded by the CLAIT gene (28) In order to explore the participa-
tion of DXS in plastidic isoprencid synthesis in plants, the
enzyme levels were increased or decreased in Arabidopsis
plants Analysis of several transgenic lines showed that plants
overexpressing DXS had increased levels of isoprenoids such as
chlorophylls, tocopherols, carotenoids, ABA, and GA Moreover,

plants with suppressed levels of DXS had decreased amounts of

all of these products. The fact that alterations in DXS levels
lead o changes of various isoprencid end products demon-
strates that DXS is one of the limiting steps in the production
of plastidic IPP and, therefore, of isoprencids in higher plants.
Each group of plastidic isoprenoids has a distinct biosynthetic
pathway that could be manipulated; however, our findings
indicate that the output of these pathways could be restricted
by the amount of IPP that is produced in the plastids

EXPERIMENIAL PROCEDURES

Plant Material and Groweh Conditions—a4. thaliana plants were
grown on Metro-Mix 200 soil (Grace Sierra, Milpitas, CA) in a controlled
growth chamber (24 °C, 16:8 h light:dark photoperiod)  Seeds under
sterile conditions were surface-sterilized and plated on germination
medium (GM) containing 1X Murashige and Skoog basal salt mixture
supplemented with B5 vitamins, 005% MES, 1% sucrose, and 0 8%
phytoagar As clal-I seed stocks are heterozygous, seeds were initially
germinated on GM, and the albino homozygous mutant plants were
selected for all of the subsequent analyses To select heterozygous
plants, seeds were gexminated on kanamycin GM media Plate-grown,
15-day-old plants were used for the Northern blots Western blots. and
isoprenoid quantifications

The analysis of seed dormancy was performed using seeds that were

never exposed to cold treatment Germination time was taken at the

emergence of the root

Arabidopsis Transformation—CLAI ¢DNA consisting of either the
ATG to the stop codon in a sense or 650 base pairs of the 3 region of the
c¢DNA for the antisense orientation was inserted into the binary vector
pBin19 (41) containing the neomycin phosphotransferase I gene as a
selectable marker (Fig 24) For both constructs the CLAI ¢DNA is
under the control of the cauliflower mosaic virus 35658 promoter. The
constructs were introduced into Arabidopsis via an Agrobocterium tu-
mefuciens-mediated root explant transformation (42). Transgenic
plants were identified by their ability to develop leaves in the presence
of B0 pg w1l ! kanamycin They were then transferred to soil to obtain
seeds for the subsequent generations Homozygous plants were identi-
fied by a 100% segregation of kanamycin-resistant plants in the
progeny

Northern Blot Analysis—Total RNA was isolated from frozen tissue
essentially as described (43} The RNA was fractionated by electro-
phoresis on 1 2% agarose gels and transferred onto Hybond N* nylon
membrane (Amersham Pharmacia Biotech), Hybridizations and washes
were carried out at high stringency according to standard procedures
using *?P-radiclabeled probes (44)

Western Blot Analysis—Total protein samples were obtained by
snap-freezing the plants in liquid nitrogen and grinding them in the
presence of SDS sample buffer (0.125 M Tris-Cl, pH 6.8, 20% viv glye-
erol, 4% wi SDS, 2% vfv 2-mercaptoethanol) Protein samples were
quantified with Bradford reagent (Bio-Rad) and then separated by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis ‘To verify equal protein load-
ing, a paraltel gel was run and stained with Coomassie Brilliant Blue
R-250 The proteins were transferred onto nitrocellulose (Hybond C,
Amersham Pharmacia Biotech) by electroblotting for 1 h at 200 mA in
25 my Tris, 0.2 M glycine. and 20% (w/v) methanol Immunodetection
was performed using a 1:1,000 dilution of the polyclonal antibody raised
against a GST-CLAL fusion protein (28) An angi-mouse immunoglob-
ulin horseradish peroxidase conjugate was used as a secondary anti-
body (Amersham Pharmacia Biotech), and detection was carried out
with an enhanced chemiluminescence detection kit (Amersham Phar-
macia Biotech) Bands were quantified uvsing NIH Image software
{Wayne Rashand, National Institutes of Health, Bethesda)

Determination of Chlorophyll and Cuarotenoid Content—Determina-
tion of total carctencids and chlorophylls was conducted as described
elsewhere (45) Extracts were obtained in 100% acetone from 100 mg of
fresh tissue from 15-day-old Arabidopsis seedlings. Spectrophotometric
quantification was carried out in a Beckman DUR650 spectrophotometer.

Determination of Tocopherol Content—Extracts were obtained from
500 mg of 15-day-old plants, frozen in lquid N,, and homogenized To
the pulverized material a mixture of chloroform/methanol (1:1 viv} was
added, and the solution was {ransferred into two 4-ml centrifuge flasks.
followed by vortexing for 15 min at 4 °C. The homogenate was centri-
fuged. and the supernatant was transferred to a 25-ml measuring flask
The pellet was re-extracted with 2 ml of the chloroform/methanol mix-
ture and dried completely in a rotary evaporator at 60 °C. To remove
residual water, 2 ml of ethanol were added and then evaporated com-
pletely. The sample was resuspended in 1 ml of heptane filtered, and
loaded onto a Lichrosorb Si 60 coluron (5 pem 250 X 4 mm; Merek) with
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Fis. 2. CLAL oonsttucts and thelrphenotypes.A,dmgmmof the
constructs used in plant transformation. The senze construct contains
2.2 kilobase pairs of the CLAT ¢DNA including the complete coding
region from the ATG to the stop codon. The antisense constzuct contains
0.65 kilobase pairs of the 3’ end of the CLAT ¢DNA. LB, left T-DNA
border; RB, right T-DNA boxder; cauliflower mosnie virus (CaMV) 358
promoter; NOS polyadenylation signal from nopaline synthase; NPT
I, neomycin phophotransferase I1. B, reprezentative phenotypes ob-

" tained in the antisense (1-3) and sense transgenic plants (4}, .

2 mobile phase of heptane and dioxane (97:3) and a flow of 1 ml/min.
The injected vohime was 10 pl at room temperature. Peaks were de-
tected using a fluorescent detector with emission at 330 nm and exci-
tation at 255 nm.

Determination of ABA Content—To quantify the ABA content of the
transgenic and wild-type plants, 10 mg of fresh 15-day-old tissue were
homogenized in 1 m) of ABA extraction buffer (10 myM HCl, 1% polyvi-
nilpoly-pyrolidene in methanol) and incubated overnight at 4 °C with
constant shaking. The supernatant was collected and neutralized with
15 wl of 1 M NaOH as described (46). ABA was guantified with a
Phytodetek-ABA-kit (Agdia Inc., Elkhart, IN) using the protocol pro-
vided but with the addifion of TBS and 0.1% gelatin to all of the
samples.

Determination of GA4 Expression—Total ENA was isolated using the

of Logemamn et al (48). The cDNAs were synthesized from 5
pg of total RNA by an oligo(dT)-primed reverse transeription using
M-MLV reverse transcriptase (Life Technologies, Ine.). An aliquot of the
first strand ¢cDNA (30%) was used as template in a standard 50 sl of
PCR (with 0.25 my AN'TPs and 100 ng for each primer). Each PCR was
checked to ensure that it was in the linear range by removal of a small
sample (5 ul) of the PCR at 18, 21, 24, and 30 cyeles during the PCR
program (1 min each at 94, 565, and 72 °C). The primers used and the
corresponding are as follows: 5-CGATTTCCGTAAACTTT-
GGC-3 and 5 -ATCCATTGGATAGGATGTG(G-3 were used to amplify
2 398base panr fragment of GA4 ¢DNA; and 6-TCCCAGAATCGCTAA-
GATTGCC-3' and 5'-CCTTTCCCTTAAGCTCTG-3' were used to am-
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plify a 478base pair fragment of APTI ¢cDNA PCR products were
separated by electrophoresia, blotted, and hybridized using standard
technigques (FP1ACTPlabeled hybridization probes). RT-PCR products
were quantified using NIH Image software (Wayne Rasband, National
Institutea of Health, Betheada).
RESULTS

Production of Transgenic Arabidopsis--DXS catalyzes the
first step of the MEP pathway and has been propesed tobe a
limiting step for the production of IPP in bacteria and plants

(2426, 34). In earlier work we identified the CLAI gene as

eoding for the functional Arabidopsis version of DXS (28). To
test the role of DXS in regulating the levels of plastidic isopre-
noids in plants, constructs containing the CLAI open reading
frame (27) under the control of the caulifiower mosaic virus
{CaMV) 35S promoter were constructed in either a sense or an
entisense orientation with a duplicated enhancer region at the
5’ end (Fig. 24). Thesge constructs were inserted into pBinl9, a
T-DNA derived vector, and introduced into Arabidopsis via an
A tumefaciens-mediated root explant transformation (42).
Transgenic T, lines were selected on kanamycin-containing
medium. Sense plants showed a green phenotype, similar to
wild-{ype plants, whereas antisense plants exhibited a range of
phenotypes from albino to pale-green and fully green (Fig 2B).
Such phenotypes are in agreement with the previously re-
ported essential role of the CLAI gene in Arabidopsis plants
(27). Since albino and pale-green T, plants do not survive long
enough to produce seeds, only seeds from the green kanamycin-
resistant T, transgenic plants could be rescued and grown to
generate subsequent generations, Thus, we know that owr an-
tisense selection scheme is linited to moderate DXS suppres-
sion Jevels that permit viable plants. These T; plants were then
self-propagated to obtain a homozygous transgenic T, popula-
tion for each independently transformed line. Several of the T,
lines were analyzed for DXS levels {(data not shown), and a few
of those lines with the greatest differences in DXS5 levels were
selected for further evaiuation.

Molecuiar Characterization of the Transgenic Lines—In or-
der to compare mRNA and protein steady-state levels for the
Arabidopsis DXS (CLA1 gene), 15-day-old seedlings from sense
(82, 8-17, 8-14, and S-7), antisense (A-6 and A-18), wild-type
plants, as well as homozygous clal-1 and heterczygous CLAIL/
cdal mutants (27) were analyzed by Northern and Western
blots. As shown in Fig. 34, the sense plants of the $-2,8-14, and
517 lines had increased expression levels of the DXS mRNA
compared with wild-type plants. Some of the sense plants such
as the S-7 line contained very low levels of the DXS mRNA
compared with wild-type plants This may be athributable to
gene silencing, a phenomenon coromonly cbserved in trans
genic plants (47). The Northern blot analysis also showed that
the antisense plapts of the A-6 and A-18 lines have reduced
accurnilation of the DXS transcript compared with wild-type
plants, as do the CLAI/clal heterozygous plants (Fig. 34).
Consistent with our data reported previously (28), no DXS
mRNA expression was detectable in the cle I-1 mutant. Notable
in the Northern blot is the slightly smaller size of the mRNA
bands in the overexpressing lines (8-2, 8-14, and S-17). Thisis
likely due to the smaller 3" and 5"-untranslated regions of the
sense constructs, which cause the mRNA of the sense con-
structs to be slightly smailer than wild-type mBNA (Fig. 34).

Western blot analysis was then performed to check for the
accumulation of the DXS protein in all of the selected plants
(Fig. 3B). Transgenic plants expressing high levels of the DXS
mRNA such as 8.2, 5-17, and 8-14 also accumulated high levels
of the DX protein corpared with wild-type levels. In contrast,
the lines expressing low levels of the DXS mRNA (S-7, A-6,
A-18, and CLAI1/clal) accumulated low levels of the DXS pro-
tei ared with the wild- levels. As published previ-
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iz 3 Expression of DXS in transgenic and wild-type plants.
A, RNA gel blot analysis. 5 ug of total RNA was loaded in each lane
isolated from 15-day-old seedling from DXS mutant, (clal-1), heterozy-
gous {CLAI/elal), wild type (WI), overexpressing {82, S17, and 814),
and suppressed (57, A6, and A18) plants. The blot was hybridized with
CLAI and 18 8 yRNA probes. B, Western blot analysis. 15 ug of total
protein isolated from 15-day-old seedlings of each plant were loaded per
iane and analyzed by SDS-polyactylamide gel electraphoresis. The blot
was probed with a DXS.specific antibody. C, the intensity of the bands
from the Western blot was determined quantitatively by densitometric
analysis, Columns represent means as a percentage of wild-type levels
of three individual experiments Bars represent standard deviation

ously for the c¢lal-1 mutant (28), no DXS protein could be
detected either. The densitometric quantification of the DXS
protein level (Fig. 3C) showed that by a comparison to wild-
type plants, lineg $-2, S-17, and $-14 are overexpressing the
DXS protein ranging from 132 to 172% On the other hand,
lines S5-7, A-6, A-18, and CLA/e¢lal contain between 38 and
77% of wild-type DXS protein levels. and clal-7 mutants show
no detectable DXS protein

Effects of Altered Expression of DXS on Plastidic Isoprenoid
Content—Many isoprenoids are formed in plastids via the IPP
produced by the MEP pathway In order to determine the
impact of altered DXS levels on isoprencid content, the quan-
tities of plastidic isoprenoids such as chlorophylls, tecopherols,
carotenoids, ABA, and GA were measured in the selected trans.
genic lines and compared with the levels found in wild-type
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Fic 4. Total chiorophyll and a-tocopherol content in trans-
genic and wild-type plants, A, total chlorophyll content; B, e-tocoph-
erol content extracted from 15-day-old seedling Each column vepre-
sents the mean of three independent experimentls expressed as a
percentage relative to wild-type levels, which are marked as 100%
Standard deviation is shown by bars (sometimes smaller that the scale)

plants These isoprenoids were chosen, in part, because they
are formed from three pathways that diverge from the common
plastidic IPP precursor (15, 19)

Total Chiorophyll and Tocopherol Content—Chlorophylls
and tocopherols are two commen plant isoprenoids that are
formed, via IPP, from phytol Chlorophyll consists of two moi-
eties Chorophyllide, which is not an isoprencid, is formed from
the precurser molecule 5-aminolevulinate. The other moiety is
the isoprenoid, phytol. As shown in Fig 44, in the DXS-over.
expressing plants (S-2, 8-14 and S-17) the total chlorophyll
content increased with chlorophyll levels ranging from 134 to
142% of the wild-type levels (p < 0.05) In plants with sup-
pressed levels of DXS (8-7, A-6, A-18, and Clal/clal), it was
observed that the total chlorophyll content decreased between
65 and 84% of wild-type levels (p < 0 003). Additionally, in the
elel-I mutant plants, the total chlorophyll levels were only 4%
of the wild-type levels, which agreed with the previously pub-
lished {27) measurements for this mutant.

Phytol is also a precursor for the synthesis of tocopherols,
and it is directed into the tocopherol-synthesizing pathway by
condensation with homogentisic acid derived from the shiki-
mate pathway (48) It is well established that several methy-
lations and a cyclization step of the quinol intermediate lead to
a~tocopherol, the major form of vitamin E (48) Plants with
altered levels of DXS have changes in their a-tocopherol con-
tent (Fig. 4B). Similar to what we found with chlorophyll con.



Plastidic Isoprenoid Biosynthesis in Plants

>

2004

160

0o

Retative concentration (%)

w

E
8 "

300

180

Relative concentration {4}
n
8

Fiz, 5. Carotencids and abscisie acid content in tyransgenic
and wild-type plants. A, total carotenoid content; B, ABA content
from 15-day-old seedling. In both cases columns represent means as a
percentage relative to wild-type levels (100%). Bars represent standard
deviation of three independent replicates (sometimes smallex that the
scale)

tent, the transgenic plants with higher levels of the DXS
protein {S-2, S-14, and 8-17) have from 154 to 215% of the
wild-type levels of a-tocopherol (p < 0.01), whereas plants with
reduced levels of DXS (8-7 and CLAI /¢lal) have 43 and 78% of
wild-type levels, respectively (p < 0 01) In this case the clal-1
mutant also produces very low levels of a-tocopherol at only 7%
of the wild-type levels Thus, modulations of DXS levels cause
changes in the quantity of these two phytol-derived com-
pounds, chlorophyll and a-tocopherol.

Carotenoids and Abscisic Acid Content—Carotenoids are
formed in plastids via phytoene, a C, precursor molecule (49)
Experimental evidence has clearly demonstrated that carote-
noids are one of the major products derived from the MEP
pathway (15) Thus, we were interested in quantifying these
compounds in our transgenic plants. As Arabidopsis plants do
not contain chromoplast-accumulating tissues, our analysis
was lmited to the quantification of the carotencids present in
photosynthetic tissues We found that altered levels of DXS
also result in changes in the levels of total carotenocid content in
the transgenic plants. Plants that are overexpressing DXS,
such as 8.2, §-14, and S-17, show increases in {otal carotenoids
from between 112 and 131% relative to the wild-type levels
(p < 0 02) (Fig 5A). Plants with suppressed levels of DXS (8.7,
A6, A-18, and CL Al/clal) contain less total carotenoids,
between 75 and 87% of wild-type levels (p < 0.05) As reported

(27), the c¢lal 1 mutant plants produced extremely low levels of
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carotenoids, with only 3% of wild-type levels.

It has been shown that a major part of ABA biosynthesis is
carried out in the plastids from a C,, carotenocid precursor (50)
Thus, the level of DXS enzymatic activity might affect the
levels of this hormone In order to explore if ABA levels are
dependent on changes in the levels of DXS, the endogenous
ABA levels were measured in our transgenic plants. We ob-
served that varying the quantity of DXS also affects ABA levels
(Fig. 58). The lines with more DXS, such as 8-2, $-14, and 8-17,
accumulated substantially higher ABA levels (295-397%) com-
pared with wild-type (p < 0.0002}. On the other hand, in those
transgenic plants with reduced DXS levels (S-7, A-6, A-18, and
CLA1/lclal), the relative ABA content is reduced with 44—53%
(p < 001) of the wild-type levels (Fig. 5B) In the clal-I null
mutant, there is a further reduction in the amount of ABA to
38% compared with wild-type plants

These resulis demonstrate that a second pathway that
branches from IPP is similarly affected by differences in DXS
levels, The levels of carotenocids are increased or reduced in
concext with the level of DXS. Additionally, altered DXS levels
likewise affect the synthesis of the hormone ABA It is of
patticular interest that the changes in ABA were greater than
those observed for total carotenoids As shown in Fig. 5, the
increase in total carotenoids is more restricted than for ABA It
is known that the carotenoid biosynthetic pathway is highly
regulated, thus it is possible that additional limiting reaction
steps for specific carotenoids exist. For example lutein, which
plays a central role in the photosynthetic apparatus, is derived
from a-carotene, whereas zeaxanthin, the direct precursor of
ABA, is derived from fS-carotene (49). It is possible that only
specific carotenoid inlermediates such as xanthoxin, a direct
precursor of ABA, are more affected than others As we have
quantified total carotenocid content, an increase or decrease of a
particular carotenoid might not be reflected in the total carot-
enoid levels in photosynthetic tissueg. A similar sitnation has
been reported with the reduction of phytone synthase using
antigense RNA in tomato plants. where a drastic reduction
(97%) of carotenoid accumulation was found in fruits without a
noticeable effect in leaf tissue (51). Also there is the case of DXS
overgxpression in bacteria where a differential accumulation of
carotenoid and ubiquinone-8 was chserved (52). On the other
hand, the capacity of various tissues to make and/or degiade
carotencids may differ substantially. It would be of particular
interest to explore the impact of an increase of DXS activity on
the biosynthesis of carotenoids in chromoplast-containing tis-
sues in plants such as tomato, where DXS has been suggested
to be a limiling enzyme (25)

Gibberellins—GA constitute a large family of diterpenes that
act as plant hormones and are involved in many developmental
processes It is known that these compounds are formed by
converting geranylgeranyl diphosphate to ent-kaurene and
that these initial steps are carried out in plastids (53) Even
though important advances have been made in the understand-
ing of the GA biosynthetic pathway, the ozigin of these com-
pounds is still uncertain Although it is likely that GA are
derived from the MEP pathway, until now this has not been
conclusively proven {54) We decided to explore the effect of
altered DXS expression on GA levels Due to the wide range of
active and inactive GA and the inherent difficalty in accurately
measuring them, we used the level of the GA4 gene as an
indirect marker for the level of GA (55) It has been shown that
transcription of the GA4 gene is controlled by a negative feed-
back mechanism regulated by the amount of active GA; there-
fore, the relative level of the GA4 gene has an inverse relation-
ship to the amount of active GA present in the plant (55).
RT-PCR experiments using specific primers for GA4 and APT'T
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Fia 6. Expression of GA4 in transgenic and wild-type plants.
A, representative gel from a RT-PCR expression analysis of the GA4
and APT (constitutive expressing control) transcripts in (clai-I}. het-
erozygous (CLAI/¢elal), wild-type (W7, and overexpressing (52, S17,
and S514) and under-expressing (87, A6, A18) plants. B, densitometric
quantification of the GA4 transcript levels cotrected by the APTI tran-
script, Each column represents the GA4/APTI ratio expressed as a
percentage relative to the wild-type levels, Burs represent standard
deviation of two independent experiments (sometimes smaller that the
scale}

(a constitutively expressed control) showed that alteration of
DXS levels caused changes in GA4 transcript accumulation
(Fig. 8A). As shown in Fig 6B, for those transgenic plants
accumulating higher DXS (8-2, S-14, and 8-17), there was less
GA4 transcript detected, ranging from 81 to 98% of wild-type
levels On the other hand, the tzansgenic plants with lower
levels of DXS (5.7, A-6, A-18, and CLA1/clal), showed between
118 and 144% of the GA4 transcript level compared with wild.
type plants. The ¢lel-I null mutant also accumulated higher
levels of GA4 transcript (124%) compared with wild-type
plants. Because of the method used to quantify GA levels, the
changes observed are not directly comparable to the changes in
the other isoprenocids quantified in this work But the general
pattern found for the other isoprenoids yemains true for GA.
Raising the amount of DX8 results in higher GA levels and
lowering the amount of DXS lowered GA levels,

Phenotypes of Transgenic Plants—To determine if the ob-
served changes in isoprenoid levels affect plant morphology,
plants with wild-type, overexpressed, and suppressed levels of
DXS were grown and their phenotypes compared No apprecia-
ble difference in the general plant morphology was observed
between our transgenic plants and the wild-type control, except
for their size In order to explore this phenotype more closely,
the size of the transgenic plants was estimated in two devel-
opmental stages by the hypocotyl elongation at the seedling
stage, 8 days old, and later, adult plants were measured for bolt
length. We observed that at 8 days old (Fig. 7A), the wild-type
plants had hypoeotyl lengths averaging 3 8 em, meanwhile the
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Fic. 1. Phenotype analysis, A, length of the hypocotyl of 8-day-old
seedlings The horizontel line represents the average size of wild-type
plants. Columns represent the average size of 20 plants for each mu-
tant, control, and transgenic line. B, bolt size of 26-day-old plants.
Plants grown in soil were measured for the length of their bolt 26 days
after imbibition, The horizontal line represents the size of the wild-type
plants, and the columns are the mean of 15-20 plants for each line. The
standard deviations in A and B are shown by bars C, seed dormancy
Seeds from wild-type (open squares), ove-expressing 8-17 (close die-
monds), and suppressed S-7 {open circles) plants were germinated with-
out cold treatment Germination was scored when the radicle tip had
fully emerged from the seed coat These data represent the average of
three independent experiments evaluating 100 seeds each; the bars
represent the standard deviation

DXS-overexpressing plant lines (S-2, $-14, and S-17) had
shorter hypocotyls (2.4 to 2.6 em, p < 0.0001), and the DXS
suppressed plants (8.7, A6, A-18, and Clal/clal) had longer
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hypocotyls (4.3 to 4.6 cm, p < 0.0001) As expected, the albino
clal-1 mutant plants were the smallest of all the plants meas-
ured with an average of 2.1 cm (Fig. 7A)

The effect of various DXS levels was also determined for the
length of the bolt in 26-day-old plants grown in seil As shown
in Fig 78 the observed paitern was similar to the hypocotyl
measurements in that the DXS-overexpressing plants were
shorter (1 2-3 2 cm, p < 0.0002) than wild-type plants (4 9 cm),
and plants with suppressed levels of DXS were taller (6 0 to 79
cm, p < 0008) than wild-type plants. However, these unex-
pected differential growth phenotypes of the transgenic plants
are a transient condition because at 30 days post-germination
all of the plant lines reached approximately the same size (data
not shown).

Since ABA levels had the biggest relative change of all iso-
prenoids that were measured (Fig. 5B), we decided to fuxther
substantiate its biological effect in our transgenic plants It is
well known that ABA plays an important role in mediating
responses to environmental stresses as well as in other devel-
opmental processes such as the establishment of seed doz-
mancy {(56) When grown under controlled conditions, none of
our underexpressing tzansgenic plants showed apparent phe-
notypes related to ABA deficiency such as a wilty phenotype
(57). Similarly, none of the plants with higher ABA levels
showed symptoms that have been related to high ABA content
in tomato plants such as overguttation (58). However, we ob-
served that seeds from our transgenic plants germinated at
slightly different rates than wild type plants; thus we tested for
changes in seed dormancy. Fig. 7C shows the germination rates
for non-cold-treated seeds from wild type, a DXS-overexpress.
ing line (8-17) containing almost 4 times more ABA than wild
type, and a DXS-suppressed line (S-7) with about one half of
wild-type ABA levels. The results for these plant lines are
representative of the other transgenic lines At 2 days after
imbibition, 79% of the DXS-suppressed plants have germinated
compared with 10% for the DXS-overexpressing plants and
23% for the wild-type plants. At 5 days, 100% of the DXS-
suppressed and wild-type plants have germinated, but only
46% of the DXS-overexpressing plants have germinated In
fact, throughout the 7 days that germination 1ates were fol-
lowed, the DXS-overexpressing plants never reached 100% ger-
mination. Exposure to cold {reatment pricr to germination of
8-17 and S-7 seeds substantially reduce such differences, sug-
gesting that the effect observed is caused by the endogenous
ABA levels in the seeds of those plants (data not shown). These
results support the observation that changes in the endogenous
ABA content of our transgenic plants correspond at least par.
tially to an increment of a biclogically active hormone that is
reflected in one of the known physiological roles of ABA

DISCUSSION

Because isoprenoids are such ubigunitous and essential com-
pounds, there have been intensive efforts to understand the
pathways that lead to their production. All isoprencids are
derived from the precursor molecules IPP and DMAPP, which
are produced in plants by either the eytoplasmic MVA or plas-
tidic MEP pathways (19, 59). There has been substantial pro-
gress in the identification of the biosynthetic steps of the MEP
pathway in the past few years However, knowing the reaction
steps involved in the MEP pathway is only the first step to fully
understanding it Fundamental aspects that need to be ad-

dressed are the regulatory and control points of the pathway If

DXS is a limiting enzyme of the MEP pathway, then altering
its level will affect the guantity of IPP Analogously, if the
amount of plastidic IPP is Hmiting in the production of isopre-
noids, alterations in the IPP level will have an effect on overall
isoprenoid levels. One way to define experimentally the rate-
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limiting steps of a biosynthetic pathway is by using reverse
genetics to make changes in specific sites of the pathway and
then monitoring the corresponding changes in the end products
(60). The experiments described in this article were designed to
determine whether the first enzyme in the MEP pathway, DXS,
is a limiting part of the production of plastidic IPP. Addition-
ally, if DXS is limiting, we wanted to evaluate the effects of
altering its level on seed germination, plant growth, and iso-
prencid abundance

The general finding for three divergent isoprencid pathways
is that by raising the level of DXS, the levels of isoprenoids are
raised, and when the level of DXS is lowered, so are the levels
of iseprencids Because the changes in DXS levels lead to
changes in isoprenocid abundance, we propose that DXS is one
of the limiting enzymes in the MEP pathway It is likely that
other co-limiting enzymes for each specific isoprenoid are pres-
ent in the plant MEP pathway or further downstream, as we
did not observe a lincar relationship between changes in DXS
and its end products. Additional limiting enzymes would also
explain the differences observed in the relative increases
ameng the isoprenoids menitored in this work This is the case
for chlorophyll and carotenoid content where increases in their
levels are more restricted than others. To identify other limit-
ing enzymes of the MEP pathway will require further analyses
when the complete enzymatic steps are known and the relative
effects of changing the levels of other MEP pathway enzymes
have been evaluated. Recently, the MEP pathway has been
intensively studied in bacteria where it was found that DXS
also ig as a limiting enzyme, and DXR is not (26, 34, 52) This
conclusion is also supported by recent work on tomato fruit
tipening. Lois et ol {(25) found that DXS was limiting for
carotenoid production over the previously identified limiting
step of carotenoid biogynthesis (PSY1). They reasoned that
DXS was limiting the amount of IPP available for carotenoid
synthesis because even when there were increases in PSY1
transcript levels, there were no increases in carotenoids with-
out increases in DXS The accumulated evidence indicates that
DXS is one of the limiting steps in the MEP pathway of plants
as well as in bacteria :

In this work we analyzed isoprencids that are synthesized at
very low levels such as hormones, and isoprencids that are
required in laige quantities such as chlorophylls and carote-
noids. In both cases a moderate change in the DXS level pro-
duced differences in the levels of the final isoprencid products
Despite the fact that the biosynthetic pathway of GA has been
intensively studied, there is no direet evidence that these hor-
mones are actually synthesized via the MEP pathway. Oux
data suggest that GA biosynthesis depends, at least in part, on
the IPP that comes from the MEP pathway However, based on
the expression of the GA4 gene, the clal-1 mutant seems to
contain active GA, which suggests that an additional source of
IPP exists. Whether this IPP is the result of the import of
cytosolic IPP (15} oy if it comes from other sources remains to be
established Other groups have also looked at increasing or
decreasing the levels of the hormones ABA (58, 61) and GA
(62-64) by modulating the levels of enzymes in their individual
post-IPP biosynthetic pathways These studies have obtained
relatively large changes in hormone levels with phenotypes
complementing the proposed functions of these hormones,
which demonstrate additional key regulatory steps in these
biosynthetic pathways.

Much research has been devoted to increasing the levels of
the isoprencids a-carotene, 8-carotene (3, 65, 66), and a-tocoph-
erol (2) due, in part, to the importance of these molecules ag
precursors to vitaming needed by mammals. When total carot-
enoid content was increased (65, 66), there were concomitant
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decreases in other isoprencids. The results of these studies also
support that the amount of IPP is limiting for isoprencid pro-
duction. In contrast, when only the relative quantity of isopre-
noid end products was changed such as c-carotene to B-caro-
tene (3) or y-tocopherol to a-tocopherol (2), there were no other
effects noted By changing the amount of DXS and thus IPP
levels, we are reporting the first instance in plants where a
general increase or deerease in multiple plastidic isoprenoids
was obgerved Because moderate alterations in DXS levels
(38—172%) lead to changes in all of the isoprencids tested, it is
apparent that the IPP from the MEP pathway is also limiting

for the production of plastidic isoprencids The limiting role of

IPP availability in isoprencid production implies that to in-
crease an individual isoprenocid without decreasing other iso-
prenocids requires a concurrent increase in IPP production

Even though the levels of the different isoprenoids increase
or decrease according to the level of DXS, the various isopre-
noids do not change equally showing the complexity of the
isoprenocid biosynthetic pathways that diverge from plastidic
IPP. These results, together with the studies mentioned above
wherein amounts of individual isoprenoids could be modulated
through manipulation of genes in their post-IPP biosynthetic
pathways, demonstrate that each of these postIPP biosyn-
thetic pathways has its own set of limiting and regulatory
steps.

Aside from the measured changes in isoprenoid content, the
DXS-overexpressing and -suppressed transgenic plants had
close to normal phenotypes when grown in germination me-
dium or in soil under optimal conditions. Significant differ-
ences were cbserved in the growth rates of the 8- and 26-day-
old transgenic plants but not in the final plant size. These
differences are not likely to be due solely to the observed
changes in GA levels because changes of this hormone result in
either dwarf or giant phenotypes (67). A possible explanation
for the growth rate effects in the transgenic lines is that the
plastidic IPP pathway receives its substrates directly from the
Calvin cycle; therefore, changing the amount of IPF produced
in these plants might have a direct effect on photosynthetic
earbon availability to other pathways in the cell Therefore, we
hypothesized that the differences in growth rates are likely due
to a pleiotropic effect of changes in carbon metabolism and
hormone levels. On the other hand, the differences in germi-

nation rates can likely be directly correlated to the effects of

either raised or Iowered ABA levels ABA plays a major role in
setting and maintaining dormancy in seeds (56) The DXS-
suppressed plants with less ABA content germinated 1apidly
whereas the DXS-overexpressing plants had poor germination
rates. These results are very similar to those obtained for ABA
mutants of the post-IPP biosynthetic pathway (58, 61) In ad-
dition to the germination rates, transgenic plants containing
4-fold more ABA do not display any other phenatypes when
grown under normal conditfons In contrast to what was re-
ported in tomato, we could not observe overguttation or chlo-
rosis in the leaves of these plants, when grown under normal
conditions {(58). It is possible that the levels of ABA in the
transgenic lines are not sufficient to generate these phenotypes
in Arabidopsis or that a specific growth condition could be
required to display these phenotypes We believe that a more
detailed analysis of these plants could provide additional infor-

mation about ABA regulation and fenetion in plants For ex- .

arnple, the proposed regulation between biosynthesis and ca-
tabolism of ABA seems insufficient to prevent the ABA
increments observed in the overexpressing plants. These re-
sults are similaxr to what was found with the ectopic expression
of the tomato $-cis-epoxycarotencid dioxygenase enzyme, in-
volved in the ABA biosynthetic pathway (58) Altering DXS

Plastidic Isoprenoid Biosynthesis in Plants

levels, and hence IPP, manifested itself phenotypically in
changes in growth rates, but not the final plant size, as well as
having an effect on germination rates,

Varying the quantity of DXS may alzo lead to differences in
the amounts of thiamin and pyridexel because the product of
DXS, DXP, is a precursor to these molecules as well as IPP
However, it is unlikely that either thiamin or pyridoxol defi-
ciency gives rise to the observed phenotypes of these transgenic
plants because the measurements of isoprenoid content and
seedling size were performed in the presence of media contain-
ing vitamin supplements. As suggested in the initial studies of
the elal-I mutant (27, 28), alterations in the gquantity of vita-
mins cannot account for the phenotypes that were observed in
the transgenic plants

Finally, since many isoprenoids are useful in medieal, nutri-
tional, or industrial applications and our ability to manipulate
successfully metabolic pathways in plants continues to im-
prove, isoprenoids are becoming a prime target for the produc-
tion of commercially viable transgenic plants. By having iso-
lated and characterized DXS (27. 28), the first gene in the MEP
pathway of plants, we wanted to know if DXS was one of the
limiting enzymes of the MEP pathway as it is in bacteria (24,
26, 34) We tested this idea by manipulating DXS levels in
{ransgenic plants We observed changes in the levels of a wide
variety of isoprenoids, and these increases or decreases in
isoprenoid levels followed the levels of DXS. From these results
we conclude that DXS catalyzes one of the limiting steps of the
MEP pathway. Alse, since changes in DXS levels exert their
effect on isoprenoid levels through changing the levels of IPP, it
would appear that plastidic isoprencid production is limited by
the availability of IPP Although other studies have shown
increases or decreases in gingle isoprenocids (2, 3, 58, 61-64) or
increases in one isoprencid with decreases in others (65, 66),
this is the first report that shows changes in several plastidic
isoprenoid levels by altering the levels of the first enzyme in
the MEP pathway, DXS
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RESULTADOS ADICIONALES

En esta seccién se describen resultados adicionales que se obtuvieron durante
los estudios doctorales. Los resultados forman parte de proyectos de investigacion
relacionados con la caracterizacién de la via MEP en A. thaliana.

Caracterizacién del gen CLA1 de A. thaliana
- La protefna DXSI1 es importada a pléstidos

Mandel y cols., (1996) reportaron que el amino terminal de la proteina CLA1
(DXS1) de Arabidopsis tenfa caracteristicas de péptido de transporte a pléstidos
(PTPCLA). Para confirmar la funcién del PTPCLA in vivo, 70 aminoécidos del amino
terminal de la DXS fueron fusionados a la proteina verde fluorescente (GFP). La
construccién generada pHBT/PTPCLA-GFP, asi como las construcciones control
pTHI10 (conteniendo el PTP de la subunidad pequefia de Ja Rubisco fusionado a la
GFP) vy pHBT/sGFP-TYG (tnicamente contiene la GFP) fueron expresadas
transitoriamente en protoplastos de tabaco. Los andlisis en protoplastos
transformados con la construccién pHBT /PTPCLA-GFP mostraron que la protefna
verde fluorescente se localizé en los cloroplastos (Figura #10A). En protoplastos
transformados con pTH10 la sefial de la GFP también fué ubicada en los cloroplastos
(Figura #10B), mientras que en los protoplastos que expresan la construccién
pHBT/sGFP-TYG, la GFP fue localizada homogéneamente en el citoplasma (Figura
#10C). Estos datos confirman que la DXS1 de Arabidopsis es importada a plastidos,
hecho congruente con la ubicacién de la via MEP en plantas.

Caracterizacién de la region regulatoria CLA1

Uno de los objetivos de este proyecto de investigacion, es identificar 1regiones
5" importantes para la expresién espacial y temporal del gen CLAI. Para llevar a cabo
este objetivo, se decidié emplear la siguiente estrategia: Realizar deleciones
progresivas de la regién regulatotia CLAT (RRCLA1). A su vez, generar fusiones
traduccionales con el gen reportero GUS (RRCLAL:GUS), para luego ser probadas en
plantas transgénicas de Arabidopsis.

En esta tesis se reporta la construccién de las fusiones y la obtencién de
plantas transgénicas. Los andlisis histoquimicos de las lineas transgénicas generadas
forman parte de la tesis de licenciatura de la estudiante Cynthia Romero Guido
(2002).

- Construccién de fusiones traduccionales

Inicialmente, un fragmento de aproximadamente 2 kb de la regién regulatoria
del gen CLAI (incluido en la clona genomica L-19), fué incubado con las enzimas
Exonucleasa III y Mung Bean para generar deleciones en el sentido 5" a 3'. Para un
primer andlisis se consideré probar fragmentos de 759 pb, 488 bp 330 pb y 170 pb
(contando a partir del codén ATG). Los tres primeros fragmentos fueron amplificados
por PCR usando los oligos ATG-Nco (GCAGAAGAAGCCATGGGAGGTAC) y BS-
Hind (GGCCAAGCTTACGCCAAGCGCGCAAT), los cuales adicionan los sitios de
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A
pHBT/PTPCLA-GFP

B

pHBT/sGFP-TYG

Figura #10. Localizacioén de la proteina verde fluorescente (GFP) en protoplastos de tabaco.
A, protoplasto transformado con la construccion pHBT/PTPCLA-GFP, la GFP esta localizada
en los cloroplastos. B, protoplastc que expresa pTH10, la GFP se observa en los
cloroplastos. C, protoplasto transformado con pHBT/sGFP-TYG, la GFP esta localizada en el
citoplasma. Los protoplastos fueron observados en campo claro y la sefial de la GFP fue
detectada con epiflucrescencia. 35S, promotor consfitutive del virus del mosaico de la
coliflor; CLA, péptido de sefial de CLA1 (DXS1); RBC, péptido de transporte a plastidos de la
Rubisco; NOS, sitio de poliadenilacion del gen de la nopalina sintasa.

restriccién Ncof y HindIl respectivamente. El fragmento de 170 pb también fué
amplificado por PCR wusando los oligos ATG-Nco y  P-100
(CGGAAGCITCACACACTTCACTTIGTAG), este dltiimo contiene el sitio de
restriccion HindIll. Los productos de PCR fueron digeridos y subclonados
traduccionalmente a la secuencia codificante del gen uid A (GUS) en los sitios HindIII
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y Ncol del vector pBlue/355-GUS. Los pldsmidos generados fueron nombrados
pBlue/759-GUS, pBlue/488-GUS, pBlue/330-GUS y pBlue/170-GUS. A partir de las
construcciones anteriores se obtuvieron las diferentes fusiones RRCLAI::GUS
mediante digestién con HindIll y Eco RI, las cuales fueron clonadas en el vector
binario pBin 19 (Bevan, 1984), en los sitios HindIIl y Ncol. Las construcciones
resultants fueron llamados pBin/759-GUS, pBin/488-GUS, pBin/330-GUS y
pBin/170-GUS (Figura # 11)

- Generacién de plantas transgénicas

Las fusiones RRCLA1:GUS fueron introducidas a plantas silvestres de
Arabidopsis, (ecotipo Columbia), a través de la transformacién mediada por
Agrabacterium tumefaciens, utilizando el método de infiltracién por vacio (Bechtold y
cols., 1993). Las plantas transgénicas (T,) fueron identificadas por su capacidad para
desaxrollar raices y mantener hojas verdes en presencia de 50pg/ml kanamicina.

Posteriormente, las plantas I, (considerando a cada planta como linea
independiente) fueron transferidas a tierra para obtener las siguientes generaciones.
Al menos 5 lineas independientes de cada construccion fueron seleccionadas para los
anélisis histoquimicos. Aunque en este trabajo no se muestran los analisis
histoquimicos, cabe mencionar que los resultados sugieren que en la secuencia
comprendida entre 488 y 759 pb de la region regulatoria CLA1 existen elementos de
accién en cis importantes para la expresion espacial y temporal del gen CLAI

Manipulacién de los niveles de la enzima DXS1
- Contenido de 4cido abcisico en semillas transgénicas

La modulacién de los niveles de la enzima DXS1 en plantas de Arabidopsis,
conduce a cambios en el contenido de isoprenoides formados a través de la via MEP,
por ejemplo e] acido abscisico (Estévez y cols., 2001). Para explorar tal efecto en otras
estructuras de la planta, se consider6 la semilla, ya que ésta acumula ABA durante su
desarrollo y maduracién (Koorneef y Karssen, 1994).
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pBin/759-G

pBin/488-G

ATC

pBin/330-G

pBin/170-G

Figura #11. Representacion esquématica de las construcciones RRCLA1::GUS. Las fusiones
incluyen 759 pb (pBin/759-G), 488 pb (pBin/488-G), 330 pb (pBin/330-G) y 170 pb (pBin/170-
G) respectivamente de la regién regulatoria del gen CLAT (RRCLA1). ATG, codén del inicio
de la traduccion; GUS, gene uidA; NOS, sitio de poliadenilacion de la nopalino sintasa.

por ejemplo el 4cido abscisico (Estévez y cols., 2001). Para explorar tal efecto en otras
estructuras de la planta, se consider6 la semilla, ya que ésta acumula ABA durante su
desarrollo y maduracién (Koorneef y Karssen, 1994).

La cuantificaciéon de ABA se realiz6 utilizando semillas de plantas con niveles
elevados de DXSI (5-2, S-17 y 5-14), semillas de lineas con niveles reducidos de DXS1
(S-7, A-6 y A-18) v semillas silvestres. Estas semillas fueron recien cosechadas y nunca
expuestas a tratamientos de frio. Los resultados mostraron que los niveles alterados
de DXS1, también conducéen a cambios en el contenido de ABA en semillas
transgénicas. En comparacién con semillas silvestres, las semillas S-2, 5-17 y S-14
incrementaron su contenido de ABA, entre 1700 y 2500% (Figura #12). En contraste,
las semillas S-7, A-6 y A-18 acumularon cantidades menores de ABA que las semillas
silvestres (Figura #12). El efecto observedo como resultado de la acumulcién de ABA
en las semillas transgénicas, fue cambios en la tasa de germinacién (Estévez y cols,
2001).
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Contenido relativo (%)

Silvestre §-2 $-17 S-14 S-7 A-6 A-18

Lineas transgénicas

Figura #12. Contenido de &cido abscisico (ABA) en semillas transgénicas y silvestres. El
ABA fué exiraido de semillas silvestres, de lineas que sobreexpresan DXS1 (8-2, S-17 y S-
14) y de lineas con niveles reducidos de DXS (S-7, A-6 y A-18). Las semillas nunca fueron
tratadas con frio. Cada columna representa el promedio de dos mediciones expresado en
porcentaje, considerando que la cantidad de ABA en semilias silvestres es 100 %.

Anilisis de la via MEP en el genoma de A. thaliana
- Secuencias homologas al gen CLAI

Mandel y cols., (1996) sugirieron a través del andlisis Southern, que el gen
CLA1 (DXS1) era tnico en el genoma nuclear de Arabidopsis. Sin embargo, esta idea
cambié con la secuenciacién completa de este genoma (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000). La comparacién del gen CLAI en el genoma de Arabidopsis reveld la
presencia de dos secuencias adicionales con similitud a DXSI.

En este trabajo los genes identificados son llamados DXS2 y DXS3 (Figura
#13). El alineamiento a nivel de aminodcidos entre DXS1 Y DXS2 mostté 83% de
identidad, mientras que entre DXS! y DXS3 existe 56% de identidad. El anélisis
compatativo, también mostré que los genes putativos DXS52 y DXS3 se encuentran en
los cromosomas 3 vy 5 respectivamente (Tabla #4).
Ya que la secuencia DXS1 contiene el sitio de unién al cofactor TPP y el motivo
transcetolasa, se analiz6 si en DX52 y DXS3 estan conservadas estas secuencias. Los
resultados mostraron que hacia al amino terminal de ambas proteinas existe una
secuencia con caracteristicas del sitio de unién al cofactor (Figura #13). Ademas,
tanto la DX52 como la DXS3 contienen hacia el carboxilo terminal una secuencia con
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homologia al motivo transcetolasa (Figura #13).

Tabla #4. Caracteristicas de las enzimas de la via MEP de A. thaliana

Gen Enzima Cromosoma aa KDa PTP
CLAT DXS1 4 717 76.8 68 aa
DXs2 DXS2K” 3 628 65.3 46 aa
- DXS3 DXS3A 5 700 76.6 68 aa
ispC DXR 5 477 51.9 86 aa
ispD CMES 2 278 31.0 61 aa
ispE CMEC 2 383 42.0 41 aa
ispF MECS 1 161 17.2 52 aa
ispG GepEAR” 5 741 82.2 38 aa
LytB LytBA” 4 452 51.3 38 aa
xyiB XC 2 442 48.3 B

Los datos mostrados en esta tabla fueron tomados de la base de MIPS

(http://www.mips.biocchem.mpg.de/proj/thal/). DXS, 1-desoxy-D-xilulosa 5-fosfato sintasa;
DXR, 1-desoxy-D-xilulosa 4-fosfato reductoisomerasa; CMES, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-

eritritol sintasa; CMEC, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol cinasa; MECS, 2C-metil-D-eritritol
2,4-ciclodifosfato sintasa; XC, D-xilulosa cinasa. § proteinas de funcién desconocida; aa,
numero de amino acidos; KDa, peso melecular; PTP, péptido de transporte a plastidos; el
signo — indica que atn no se ha detectado un peptido sefial a pléstidos.

Estos datos sugieten que ambas protefnas podrian ser miembios de la familia de las
transcetolasas y unir el cofactor TPP. Se ha propuesto que las enzimas DX sintasas
contienen en el motivo transcetolasa la secuencia DRAG, que reemplaza la secuencia
THDS presente en las transcetolasas tipicas. Al igual que la DXS1, la DXS2 conserva
la secuencia DRAG. En cambio la DXS3 contiene la secuencia TSAG, aunque esta
secuencia carece de una histidina sumamente conservada (THDS) en las
transcetolasas tipicas (Figura #13). Otro aspecto importante es que en el N-terminal
de la DXS2 y DXS3 existe una secuencia con caracteristicas de péptido de transporte a
pléstidos, lo que indica que estas proteinas podiian ser importadas a los plastidos.
Los datos mencionados en esta seccién sugieren que la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-
fosfato sintasa de Arabidopsis podria ser codificada por més de un gen.
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AtDXS1 MASSAFREPSYT ITK&LSTDSCKSTSL§§§R§LVTDLPS PCLKPNNNSHSNR - -RAKVC 58

ALDXS2 MALSVEAFPSYINRNP- - SLKYLKPSSMESTR === === —————=—~ YSEV--REATTF 39
AtDXS3 MGSASIGYQFGISARFYGNFNLSSDITVSSLPCKLDVSIKSLFSAPSSTHKEYSNRARVC 50
* . . . - . ** a + L
AtDXS1 ASLAEKGEYYSNRPPIPLLDTINYPIHMKNL SVRELKQL SDEL RSDVIFNVS-KIGCELG 117
ALDXS2 S - -EKGEYYSNRPPIPLLDI INHPMHMKNL STKEL KVI SDELRSDVIFNVS-KIGGHLG 95
ALDXS3 g-LpngngDEKFETPILDSIEIPLQLKNLSVKELKLLADEIRTELHSVLWKKIQKSMN 119
I : i *'A’ ‘k;l- *; *--.*tt* ER 5 *-l‘* *..- B L T
ALDXS1 SSLGVVELIVALHYIFNIPODKILWDVGHQSYPHK IL IGRRGKMP I MROTNGL SGFIXRG 177
ALDXS2 SNLGVVEL TVALHYIFNIPHDKIIWDVGHQSYPHK I1 YGRRGKMK I TRQINGL SGYIKRR 155
ALDXS3 PSFAAIEL1IALHYVFRAPVDNILWDAVEQT YAHKVL IRRWSATPS-RONSGISGVISEL 178
:***:****:* :'k *:tt**l *..* '\i"ﬂ’:** * A . L3 t:'k'k K

sitio @e union a IPP

AtDX51 ESEHDCFGIGHSSI'TISAGLGMAVGRDL KGRNNNVVAVIGDGAMIAGOAYEAMNNAGYLID 237
AtDXS2 ESEHDSFGIGHSSI'TLSAGLGMAVGRDLKGMNNSVVSVIGDGAMIAGQAYEAMNNAGYLH 215
ALDXS3 ESEYDSFGTGHGCNSISAGLGLAVARDMKGKRDRVVAVIDNVTI IAGQAYEAMSNAGYLD 238
*‘k*:‘k *hxkxh ::*****;** **:‘k* A LA A ::********* * oA
AtDXS1 SDMIVILNDNKQVSI PIAILDGPSPPVGAL SSAL SRIQSNPALRELREVAKGMIKQIGGP 297
ALDXS2 SNMIVILNDNKQVSL PIANLDGPTQPVGAL SCAL SRLOBN- - - - —=——-mmmmm e i 255
AtDXS3 SNMIVILNDSR-HSL HPNMEBGSKASISAL SSIMSKIQSSKVFRKFRELAKAMIKRIGKG 297
EFELEEEE L RS ' e e : :
ALDXS1 MHQL AAKVDEYARGMISGIGSSL FEELGLYYIGPVIGHNIDDIVAILKEVKSIRITGPVE 357
ALDXS2 0 —mmmmmm—e-e- CGMIRETSSTLFEELGFEYVOPVDGHNIDDIVSILETLIKSIKIIGPVE 303
AtDXS3 MYEWAAKVDEYARGMVGPTGS TLFEELGL YYIGPVDGHNIEDLVCVLREVSSLDSMGEVL 357
DN R R KRANAE g gk kkkkkkkdk L kxw gk kg kkkx
AtDXS1 IHVV IEKGRGYPYAERADDRKYHGVVEFDPAIGROQFKI'INKIQSYTTYFAEALVAEAEVDK 417
AtDXS82 IHVV IEKGRGYPYAERADDKYH-VLKFDPEIGRQFKNISKIQSYISCFVEALTAEAEADK 362
AtDXS3 ) VHVITEGNR~~-----——-=—=———-~ DAETVENIMVKDR~-RTYSDCFVEALVMEAEKDR 398
4 hok g ek Lk P . * * oae ‘_.':*: oKk k. kokek e
AtDXS1 DVVAIHAAMGGGIGLNL FORRFPIRCFDVGIAEQHAVIFAAGI ACEGLKPFCALIYSSEM) 477
ALDXS2 DIVAIHAAMGGGTMINLFESRFPIRCFDVGIAEQHAVIFAAGLACEGLKPFCIIYSSFMQ 422
ALDXS3 DIVVVHAGHMEMDPSLL TFQERF PDRFFNVGMAEQHAVIFSAGLSSGGLKPFCITIPSATLY 458
*:*.:**.* * *: w ke *:**:****ﬁ***:t**: ok ek ok ok W ‘lr:*:*

Motivo transc¢etolasa

ALDXS1 RAYDQVVHDVDLOKL PYRFAMDRAGLVGADGP THCGAFDVIFMACL PNMIVMAPSDEADL 537

ALDXS2 RAYDQVVHDVDLOKL PVRF ATDRAGI MGADGPTHCGAFDY IFMACL PRMIVMAPSDEAEL 482

ALDXS3 RAYDQVVHDVDRORKAVRFVI I SAGLVGSDGPVQCGAFDIAFMSSLPNKIAMAPADEDEL 518
FERFAIKEKKERE Ky *hw : TAE K KHK :*****::**: Fkkh A KKK KK Lk

ALDXS1 FNMVAIAVAIDDRPSCFRY PRGNGIGVAL PEGNKGVPIEIGKGRILKEGERVALLGYGSA 597

ALDXS2 FNMVAIAARIDDRPSCFRYERGNGIGVSL PEGNKGVPLOIGRGRIIRDGERVAL LGYGSA 542

ALDXS3 VNMVAIAAYVIDRPVCEFRF PRGS IVNMNYL VE - IGLPTETGRGRVIVEGQDVALLGYGAM 577
**l’***‘ : w AN ***._ * T H ‘*:*::**:**:* :*: ***‘A"k**:

ALDXS1 VGSCLGAAVMI EERGL NVIVADARFCKPLDRAL IRSLAKSHEVL T IVEEGSIGGFGSHVV 657

ALDXS2 VQRCIEAASMI SERGLKIIVADARFCKPLDVALIRSLAKSHEVL I IVEEGSIGGFGSHVV 602

ALDXS3 VONCLHANSI LSKLGLNVIVADARFCK PLDIKLVRDLCQNHKFLI IVEEGCVGGFGSHVA 637
LS I cK oy KA ke kAk KRR K *ekow . k. kR E K AW g EEk ok kd ok

AtDXS1 QFLALDGLLDGKL KWRPMVL PDRYIDHGAPADQL AEAGLMPSHIAATALNL IGAPREALF 717

AtDXS2 QFLALDGLLDGKLEVY ==~ RIWIINGSIS-—-=-—-—=wrrmmsmmm o mmmmmm e 628

AtDXS3 QFIALDGQLDGNIKWRPIVEPDGYIEEASPREQIAIAGIIGHHIAAIALSLLGRIREAII 697

EERE L T L + ¥

Figura #13. Alineamiento entre 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXS1) y dos DXS putativas de
A. thaliana. Letras en negritas denotan el sitio de unidn a tiamina difosfato (TPP) y el motivo
transcetolasa.
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- Los genes subsecuentes a DXS son secuencias tnicas

Los genes descritos para la via MEP fueron comparados en el genoma de A
thaliana. Los resultados de tales andlisis mostraron que los genes ispC, ispD, ispE, ispF,
ispG, lytB y xyIB, son secuencias tinicas en Arabidopsis, las cuales estan ubicadas en
diferentes cromosomas (Tabla #4). También se encontré que las protefnas conservan
hacia el amino terminal caracteristicas de péptido sefial a pléastido, ésto sugiere que
las proteinas podrian ser transportadas a los plédstidos

Excepto por el gen xyIB (D-xilulosa sintasa), la presencia de los genes de la via
MEP como secuencias tinicas en el genoma de Arabidopsis, indica que estos genes
son esenciales para la sobrevivencia de la planta. La mutacién en estos genes deber{a
generar un fenotipo letal, como el observado en la mutante clal-1.
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DISCUSION

La reciente identificacién de la via 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) para la
formacién de isopentenil disfosfato y dimetilalil difosfato, ha llevado a replantear la
biosintesis de isopienoides en muchos organismos. Los resultados de estudios
bioquimicos, moleculares y genémicos han permito conocer que las plantas
supetiores, varias especies de algas, bacterias, algunas cepas de Streptomyces y
Plasmodiun falciparum utilizan la via MEP para la biosintesis de sus isoprenoides.
Muchos de estos isoprenoides desempefian funciones importantes en procesos
biolégicos, tales como la fotosintesis, desarrollo, respiracién, etc. Asi entonces, la via
MEP resulta ser esencial para la vida de los organismos que la contienen.

Aunque se han logrado importantes avances en la dilucidacién de la via MEP,
atn se desconocen varios aspectos sobre la naturaleza y regulacién de las enzimas
involucradas en la ruta. La informacién generada en esta tesis doctoral, ha
contribuido de manera importante al conocimiento de la via MEP en plantas. Los
resultados publicados en el primer articulo, representan el primer reporte sobre la
catacterizacién de una mutante afectada en la biosintesis de IPP plastidico. En este
articulo también se public6 por primera vez, el andlisis del patién de expresion
espacial y temporal de un gen involucrado en la via MEP. El segundo articulo,
reporta por primera vez la modulacién de los niveles de la enzima DXS en plantas.
Dicho efecto conduce a cambios en el contenido de varios isoprenoides plastidicos.
Esto llevé a establecer que la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa es la primera
enzima limitante en la produccién de IPP plastidico y a su vez de isoprenoides en
plantas.

¢ El gen CLA1 codifica la enzima DXS1 de A. thaliana

La alta homologia entre la proteina CLAl y la DXS de E. coli y las
caracteristicas fenotipicas de la mutante clal-1, sugirieron que el gen CLAI podria
condificar la DXS de Arabidopsis. Mediante dos estrategias diferentes se ha
demostrado que el gen CLAI condifica para la DXS de A thaliana (Estévez y cols,,
2000). Una de ellas ha sido a través de ensayos enziméticos con la proteina
recombinante CLA1 La caracterizacién bioquimica de la DXS de Arabidopsis
(Estévez y cols., 2000), asi como de otras especies de plantas y bacterias (Eisenteich y
cols., 2001), ha mostrado que estas enzimas requieren del cofactor TPP y metales
divalentes Mg®* o Mn’ para su actividad. La ausencia de alguno de ellos impide que
se forme el compuesto DXP (Sprenger y cols., 1997; Kuzuyama y cols , 2000). Ademés
este tipo de proteina tiene un peso molecular de alrededor de 70 KDa (Tabla #2) y
muy piobablemente forman homodimeros, como se observé en las DX sintasas de
Streptomyces sp (Kuzuyama y cols, 2000), S. coelicolor (Cane y cols, 2001) y R.
capsulatus (Hahn y cols., 2001). La presencia de aminoécidos conservados en las DXS
de diferentes oxganismos, sugiere que éstos podrian ser importantes para su
actividad enzimaética Por ejemplo, la alteraciéon de los aminodcidos histidina y
aspattato ubicados en las posiciones #49 y #627 de la DXS de E. coli y A thaliana
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respectivamente, afecta la actividad de la enzima (Querol y cols., 2001; Araki y cols.,
2000).

Otras estrategia usada para demostrar la funcién de CLAIl, fue la
complementacién in vive de la muntate ¢lg-1-1 con el compuesto 1-desoxi-D-xilulosa
(DX). Experimentos realizados en bacterias y plantas mostraron que al aplicar
exégenamente DX, éste es incorporado en la biosintesis de isopienoides formados a
través de la via MEP (Arigioni y cols, 1997, Eisenreich y cols,. 1998; Lichtenthaler,
1999). En este trabajo, también se ha mostrado que el DX es incorporado en la
biosintesis de clorofilas y carotenoides (Estévez y cols,, 2000). Estos resultados han
llevado a cuestionar si el DX es fosforilado antes de ser incorporado en la via MEP.
Recientemente se report6 que la proteina recombinante D-xilulosacinasa (XC), la cual
es condificada por el gen xy/B de E. coli, fosforila eficientemente el compuesto 1-
desoxi-D-xilulosa, en una reaccién dependiente de ATP (Wungsintaweekul y cols.,
2001). Ademads, la sobreexpresién de la enzima XC en E. coli, convirtié eficientemente
el compuesto [*C]-1-desoxi-D-xilulosa en [PCJ-1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (Hecht y
cols., 2001). Estos datos indican que la XC es capaz de transformar DX exégeno en
DXP, v a su vez éste es incorporado en la biosintesis de isoprenoides. En A. thaliana
existe un gen homélogo a xy!B en el cromosoma 2. Este hecho sugirié que durante la
complementacién de la mutante clal-1 con el compuesto DX pudo ser fosforilado por
la XC putativa para generar DXP, el cual es capaza de ser incorporado en la
biosintesis de clorofilas y carotenoides. Aunque la XC puede generar el intermediario
DXP a partir de DX en bacterias y muy probablemente en plantas, los ensayos
enziméticos con las protefnas recombinantes DX sintasas, indican que el DXP es
principalmente formado a partir del piruvato y GA3P.

Las caracteristicas del amino terminal de la proteina DXS1 de A. thaliana,
sugirieron que ésta podria ser transportada a los plastidos. A través de ensayos de
expresion transitoria realizados con la fusién PTPCLA-GFP, en este trabajo se
demostré que la region NH, terminal de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
sintasa de Arabidopsis es capaz de permitir transporte de la proteina a estos
organelos. Ensayos similares, también demostraron que la DXS de tomate es
importada a plastidos (Lois y cols., 2000). Al igual que las DX sintasas, la secuencia
NH, terminal de las enzimas subsecuentes en la via MEP, predice la existencia de
péptidos sefial a plastidos en dicha region. Estos datos sugieren que las proteinas de
la via son codificadas en el nticleo y transportadas a plastidos, corroborando la
ubicacién de la via MEP en plantas.

¢ Exptesion espacial y tempozral del gen CLAT

Los anélisis por northern, western e histoquimicos mostraron que el gen CLA1
es expresado en la mayoria de los tejidos de Arabidopsis, asi como durante diferentes
etapas del ciclo de vida de la planta (Estévez y cols., 2000). El patrén de expresion
especial y temporal mostrado para el gen CLAI, apoya la participacion de la via MEP
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en la produccién de diversos isoprenoides. Esta idea también fue apoyada por los
anélisis de transcrito DXS en la planta de tomate (Lois y cols., 2000).

Los analisis moleculares también mostraron que la acumulacién del transcrito
y de proteina DXS1 es mayor en estadios tempranos del desarrollo v en tejidos
jovenes de A. thaliana (Estévez y cols., 2000). Los niveles elevados de expresién de
DXS1 correlacionan con el incremento en la biosintesis de isoprenoides, tales como
pigmentos fotosintéticos, hormonas, vitaminas, etc. En otras plantas también se ha
observado que la acumulacién del transcrito DXS correlaciona con la produccién
masiva de isoprenoides. En Menta piperita, las hojas contienen glandulas secretoras
especializadas para la produccién de monoterpenos. En este caso los niveles de
RNAm DXS incrementan durante los primeros estadios del desarrollo de la hoja,
precediendo el pico méximo de la biosintesis de monoterpenos (Lange y cols, 1998).
En Capsicum annuum los niveles del mensajero de DXS incrementan durante la
diferenciacién de los cloroplastos a cromoplastos en el fruto de chile, proceso que
involucra la biosintesis masiva de carotenoides (Bouvier y cols., 1998). En tomate,
durante la maduracién del fruto, el incremento en los niveles de transcrito DXS
correlaciona con la transicién de un fruto verde a un fruto anaranjado, sugiriendo que
la induccidn estd asociada con la activacién de la biosintesis de carotenoides (Lois y
cols., 2000). Todos estos datos muestran que la expresién del gen DXS de plantas es
regulado por desarrollo y de manera tejido especifica.
En plantas, la via MEP produce IPP para la biosintesis de diversos isoprenoides
plastidicos, los cuales desempefian funciones especificas en diferentes procesos
biol6gicos. Este hecho hace suponer que la via MEP es regulada por diversos factores.
Los andlisis de expresién del primer gen involucrado en la via apoyan esta idea. La
acumulacién del transcrito DXS, ademds de ser regulada por el desarrollo de la
planta y de manera tejido especifica (Estévez y cols., 2000; Lois y cols., 2000), también
es regulada por factores como la luz (Mandel y cols, 1996), altas conceniraciones de
azlcares (Analilia Arroyo, comunicacién personal) y por el establecimiento de
micorrizas (Walter y cols., 2000).

¢ La DXS1 es una enzima limitante en la via MEP.

Las investigaciones bioquimicas y moleculares han sido importantes en la
dilucidacién de diferentes vias metabdlicas complejas que operan en las células
vegetales, tal es el caso de la biosintesis de isoprenoides. Una parte importante en la
caracterizacién de la via del mevalonato y la via MEP, ha sido la identificacién de los
diferentes pasos enziméticos que conducen a la formacién del IPP. Al respecto, todas
las reacciones cataliticas de la via del Mevalonato han sido identificadas. Fn contraste,
solo se conocen los primeros cinco pasos de la via MEP. Otro aspecto fundamental es
la identificacién de los pasos limitantes en la biosintesis de IPP. En la via del
mevalonato se ha establecido que la conversion de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA a
mevalonato, catalizada por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa
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(HMGR) es un paso limitante (Schaller y cols., 1995). Hasta el momento ha sido dificil
identificar los pasos limitantes de la via MEP, debido a que atin se desconocen los
pasos cataliticos finales de la via y porque solamente se ha estudiado con mayor
detalle la expresién de las enzimas DXS y DXR. Sin embargo, los resultados de este
trabajo han permitido concluir que la DXS1 es limitante en la produccién de IPP
plastidico y a su vez en la biosintesis de isoprenoides en plantas (Estévez y cols,,
2001).

Para definir experimentalmente enzimas limitantes en la biosintesis de
isoprenoides tanto de bacterias como de plantas, se han llevado a cabo dos
estrategias. Una de ellas es el andlisis de pardmetros cinéticos, tales como la eficiencia
catalitica (K,,,/K,). Bajo estas bases se ha propuesto que la enzima DXS y no la DXR
es una enzima limitante en la via MEP de bacterias (Kuzuyama y cols., 2000). Otra
maneta, ha sido modulando los niveles de una proteina de la via, y a su vez
analizando los cambios en el contenido de los productos finales. Furbunk y Taylor
(1995) propusieron un modelo para explicar el comportamiento grafico de una
enzima limintante, de una enzima co-limitante y una no limintante en una via
metabdlica (Figura #14). Este modelo explica que pequefios cambios en los niveles de
una enzima limitante tiene un efecto importante en el contenido de los productos
finales de una via, mostrando una relacién lineal entre los niveles de protefna y de
productos finales. Pero cuando la relacién no es lineal entre la cantidad de proteina y
de porductos finales, se describe el comportamiento de una enzima co-limitante. En
contraste, grandes cambios en los niveles de una enzima no limitante, no conduce a
cambios significativos en el contenido de productos finales. Utilizando la segunda
estrategia, se ha establecido que la HMGR es una enzima limitante en la via del
mevalonato de plantas. De igual manera se ha propuesto que la DXS y no la DXR es
una enzima limitante en la via MEP de bacterias (Miller y cols., 1999; Miller y cols,,
2000).

Para determinar si la DXS1 es una enzima limitante en la biosintesis de
isoprenoides plastidicos. Los niveles de esta enzima fueron elevados o disminuidos
en plantas transgénicas de Arabidopsis (Estevez y cols., 2001). En comparacién con
plantas silvestres, las plantas transgénicas cuyos niveles de DXS1 son elevados (5-2, S-
17 y S-14) producen mayores cantidades de isoprenoides plastidicos tales como
clorofilas, carotenoides, tocoferoles, 4cido absicico y giberelinas. En constraste, las
plantas transgénicas con niveles reducidos de DXS (clal-1, CLAl/clal, 5-7, A-6 y A-18)
producen cantidades menores de los isoprenocides analizados. En base al modelo
propuesto por Furbunk y Taylor (1995), la DXS1 presenta el comportamiento de una
enzima limitante, porque los cambios en los niveles de la proteina tuvieron un efecto
significante en el contenido de productos finales de la via MEP. Aunque cabe sefialar
que los resultados también sugieren la presencia de otras enzimas co-limitantes en la
biosintesis especifica de cada isoprenoide, ya que no se observé una relacién lineal
entre los niveles de la proteina DXS1 y los productos finales. Al respecto, se reportéd
que la fitoeno sintasa (PSYl) es una enzima limitante en la produccién de
carotenoides (Bramley y cols., 1992; Fraser y cols., 1994).
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Figura #14. Representacién grafica del comportamiento de una enzima limitante, co-limitante
y no limitante. En este modelo, el 100% representa contenido de proteina plantas silvetres.
Las fineas transgénicas son colocadas en base al contenido de proteina DXS1 detectada.

En la biosintesis de vitamina E, la y-tocoferol metiltransferasa (y-TMT)
funciona como una enzima limitante (Shintani y DellaPena, 1998). Aunque hay
evidencias de otras enzimas limitantes en la produccién de isoprenoides plastidicos,
los resultados generados en este trabajo demuestran que la DXS, es la primera enzima
limitante en la produccién de IPP y a su vez en la biosintesis de isoprenoides
plastidicos. Otros reportes que han sugerido el papel limitante de la DXS, son los -
andlisis de expresién de los genes DXS y DXR de tomate (Lois y cols., 2000;
Rodriguez-Concepcién y cols., 2001) vy la sobreexpresion de la enzima DXR en M.
piperita (Mahmound y Croteau, 2001).
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Varjas evidencias apoyoraron la participacién del IPP plastidico en la
formacién del compuesto ent-kaureno, precursor para la biosintesis de giberelinas
(Sponsel, 2001). Sin embargo, no se habia demostrado la conversién de un
intermediario de la via MEP en la biosintesis de ent-kaureno y giberelinas La
manipulacién de la proteina DXS1 mostré indirectamente que las giberelinas son
formadas principalmente de intermediarios derivados de la via MEP (Estévez y cols,,
2001). Esta idea es ahora apoyada con los experimentos de marcaje realizados por
Kasahata y cols. (2002). Ellos han demostrado que la aplicaciéon exégena del
compuesto [2-°C]-DX a la mutante clal-1, es incorporado en el intermediario eni-
kaureno y giberelinas mostrando que la via MEP es la ruta principal para la
biosintesis de estos compuestos.

Desde los primeros estudios sobre la biosintesis de isoprenoides, surgieron
evidencias que indicaban la comunicacién entre las vias mevalonato y MEP (Arigoni
y cols. 1997). La cuantificacién de isoprenoides plastidicos en la mutante clal-1 sugirié
el paso de un intermediario de la via del mevalonato hacia el plastido, para explicat la
presencia de pequefias cantidades de clorofilas, carotenoides, ABA, tocoferoles y
giberelinas (Estévez y col., 2001), Recientes experimentos de marcaje han mostrado
que el compuesto [2-°C]-DX fue incorporado en pequefias cantidades en la biosintesis
de campesterol. Por el contrario, la aplicacién de [2-°CJ]-mevalonato se incorporé
pobremente en la biosintesis de ent-kaureno (Kasahara y cols., 2002). Con estos
resultados se demuestra la comunicacién entre las vias para la biosintesis de
isoprenoides en plantas. Ahora, los trabajos estan enfocados a descubrir el o los
intermediarios involucrados en esta comunicacion, asi como caracterizar los genes
involucrados en el transporte del intermediario.

¢ Genes de la via MEP en el genoma de A. thaliana

La secuenciacién completa del genoma de A thaliana, revel6 la presencia de
dos genes homoélogos a CLAI, localizados en diferentes cromosomas. La homologia
entre la DXS2 putativa y DXS1 es de 83 % de identidad, mientras que la DXS3
putativa y DXSI mantienen un 54 % de identidad. En la secuencia de la DXS2 y DXS3
putativas se conservan el sitio de unién a TPP y el motivo transcetolasa (Figura #13).
Esto sugiere que dichas proteinas podrian ser miembros de la superfamilia de las
transcetolasas. Hann y cols. (2000) reportaron que las DX sintasas de bacterias y
plantas conservan la secuencia DRAG en el inicio del motivo transcetolasa, a
diferencia de las trancetolasas tipicas que conservan la secuencia THDS, en la cual la
histidina es invariable. La gran homologia entre la DXS2 putativa y DXS1, asi como la
presencia de la secuencia DRAG en el motivo transcetolasa, sugieren que la DXS2 es
una enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa La homologia menor entre la DXS3
putativa y DXS1 y la ausencia de la secuencia DRAG, sugieren que la DXS3 es_una
transcetolasa tipica codificada en el genoma nuclear y transportada a los pléstidos.
Los datos antes mencionados sugieren que en A thalianan la enzima 1-desoxi-D-
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xilulosa 5-fosfato sintasa estd codificada por otrios dos genes, al igual que en R.
capsulatus (Hann y cols., 2000), S. coelicolor (Cane y cols,, 2001) y Zea mays (Walter y
cols., 2000).

Las caracteristicas fenotipicas de la mutante cla1-1 indican que la DXS] tiene

una funcién esencial en la biosintesis de isoprenoides plastidicos. Si la DXS2 funciona
como una DX sintasa, ésta no es capaz de contender con los requerimientos de IPP
para la biosintesis de isoprenocides en la mutante clal-1. Esto hace suponer que la
DXS2 es requerida en un estadfo particular del desarrollo, en algun tejido especifico
de la planta o probablemente la expresién del gen DXS2 sea inducida bajo ciertas
condiciones de crecimiento, como se observé en maiz donde la acumulacién de un
transcrito DXS de 29 kb es inducido solamente cuando se establece la micorriza
(Waltex y cols., 2000).
La secuencia completa del genoma de Arabidopsis, también revelé que los genes ispC,
ispD, ispE y ispF asi como los putativos GepE, LytB y xy!B son genes tinicos (Tabla #3).
La mutacién en el gen ispC, e ispD provoca un fenotipo albino (Levin y col,, 2001).
Esto indica que los genes involucrados en la via MEP son esenciales para la vida de
las plantas.
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CONCLUSIONES
* El gen CLA1

- El gen CLAI es esencial para la biosintesis de isoprenoides plastidicos. Ademas, la
deficiencia de este gen afecta el desarrollo de los cloroplastos y etioplastos, asi como
la formacién del meséfilo.

- El gen CLAI codifica la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS1).
- La proteina DXS1 es importada a los plastidos donde realiza su funcién.

- La enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa de A. thaliana podria ser codificada
pot més de un gen.

* Expresion del gene CLA1

- El gen CLA1 es expresado en la mayoria de los tejidos, asf como durante el ciclo de
vida de la planta.

- Los requerimientos del CLAI son mayores en estadios tempranos del desarrollo y en
tejidos jévenes de la planta.

- La expresion del gen CLAI es regulada por el desarrollo de la planta, asf como por
factores externos, pot ejemplo la luz.

¢ La proteina DXS1 en plantas transgénicas

- La DXS1 cataliza el primer paso limitante en la via del 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato
de plantas.

- La modulacién de los niveles de la proteina DXS1 provoca cambios en la produccién
de isoprenoides plastidicos (clorofilas, tocoferoles, carotenoides, 4cido absicico y

giberelinas).

- Los cambios en el contenido de DXS1 también se reflejan en la tasa de germinacién y
ctecimiento de las plantas transgénicas.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo de tesis doctoral ha sido parte de un proyecto de investigacién
sobre la biosintesis de isoprenoides plastidicos. Los resultados obtenidos
contribuyeron a la caraterizacion de la enzima 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa,
asf como al entendimiento de la via MEP en plantas. También la informacién
generada en este trabajo da pauta para continuar investigando los siguientes puntos:

» CARACTERIZACION DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS CON NIVELES
ALTERADOS DE LA ENZIMA DXS1

- Cuantificacién de giberilinas. La acumulacién del transcrito GA4 en las plantas
transgénicas DXS1, sugirié que estas producen cantidades variables de giberelinas.
Para confirmar estos datos, es importante cuantificar el contenido de GAs, asi como
analizar que tipo de giberelinas modificazon su contenido. Estos analisis podrian
hacerse a través de cromatografia de gases, acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS).

- Cuantificacién de piridoxal y tiamina. El compuesto 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
(DXP), ademas de ser precursor para la biosintesis de isoprenoides plastidicos lo es
también para la biosintesis de piridoxal (vitamina By) y tiamina (vitamina B,). Para
evaluar el efecto de la modulacién de los niveles de proteina DXS1, se propone
cuantificar el contenido de estas vitaminas en las plantas transgénicas DXSI.

~ Cuantificacion de fitoesteroles. Se ha demostrado que el compuesto DX tiene una
pequefia contribucién en la biosintesis de fitoesteroles. Para evaluar el efecto de la
sobreepresién de DXS1 sobre la via del mevalonato se propone analizar el contenido
de campesterol en las plantas sobreexpresoras de DXS1.

- Expresion de los genes subsecuentes a DXS1. Con el prop6sito de explorar el efecto
de la modulacién de la proteina DXSI1 sobre la expresién de los genes de la via MEP,
se propone analizar la acumulacién del mensajero de los genes subsecuentes a DXS1
en las plantas transgénicas DXS1.

~ Determinacién de la capacidad fotosintética. Se ha observado que la capacidad
fotosintética correlaciona con los niveles de clorofilas. En este frabajo se generaron
plantas transgénicas con diferentes cantidades de clorofilas, por lo tanto serfa
interesante medir su capacidad fotosintética. Esto permitira conocer si las plantas
transgénicas DXS1 alteran su fotosintesis.

~ Evaluacién de la tolerancia a sequfa. Se ha reportado que el dcido absicico esta
involucrado en la tolerancia a sequfa. Las plantas transgénicas DXS1 acumulan
diferentes cantidades de ABA, por lo tanto es interesante evaluar la tolerancia a
sequia en estas plantas.
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- Determinacion de enzimas limitantes en la biosintesis de isoprenoides
plastidicos. En este trabajo se ha demostrado que DXS1 es una enzima limitante en la
via MEP. Para determinar si otras enzimas son limitantes, se propone modular los
niveles de expresion de los genes subsecuentes a CLAI en plantas transgénicas. En las
lineas transgénicas que se generen cuantificar el contenido de isoprenoides
plastidicos para hacer un anélisis comparativo.

- Sobreexpresién de DXS1 en plantas de interés alimenticio. Los carotenoides y
vitamina E son importantes en la alimentacién humana. En este trabajo se ha
demostrado que la sobreexpresién de DXS1 conduce a un incremento en estos
compuestos. Ahora se propone la sobreexpresion tejido espefico (usando promotores
semilla, fruto especificos ) del gen DXSI en plantas de interes comercial, para elevar
el contenido de carotenoides y vitamina E en frutos o semillas.

» CARACTERIZACION DE LOS GENES PUTATIVOS DXS2 Y DXS3

- Expresion de los genes DXS2 y DXS3. Uno de los aspectos importantes es saber si
estos genes se franscriben. A este respecto, se propone analizar la acumulacién de
mensajero de ambos genes en diferentes tejidos de la planta, asi como en diferentes
estadios del desarrollo de la misma.

~ Actividad bioquimica. Para demostrar si estas enzimas putativas tienen actividad
de DX sintasa, se propone generat las proteinas recombinantes DXS2 y DXS3 para
analizar si estas tienen la capacidad de convertir el piruvato y GA-3P en DXP.
También se propone realizar la complementacién de la mutante de E. coli, deficiente
en el gen DXS con los genes en cuestion.

- Patrén de expresién especial y temporal. Los andlisis de mensajero mostrarian el
patrén de expresién. Sin embargo, andlisis histoquimicos permitirdn analizar el
patrén con mayor detalle. Al respecto se considera generar las fusiones entre los
promotores DXS2 y DXS3 vy el gen reportero GUS. Las construcciones generadas
setfan analizadas en plantas transgénicas de Arabidopsis.

- Mutantes. Aunque el gen CLAI (DXS1) tiene un papel esencial en la via MEP, se

considera importante analizar el efecto que provoca la mutacién de los genes DXS2 y
DXS3.
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