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RESUMEN

Los isoprenoides son compuestos presentes en todos los organismos. Constituyen
uno de los grupos mas grandes de productos naturales. A pesar de ser tan diferentes en
estructura y funcion, todos los isoprenoides comparten un componente estructural de 5
carbonos, el isopentenil difosfato (IPP) o su isomero el dimetilalil difosfato (DMAPP) los
cuales constituyen los bloques o unidades basicas de los diferentes isoprenoides. En
plantas, la biosintesis de IPP o DMAPP se lleva a cabo a través de dos vias diferentes: la
via mevaldnica (MVA) en el citoplasma y la recientemente identificada via 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfato (MEP) en plastidos. Estas vias desempefian un papel central en la vida de
las plantas ya que a través de ellas se sintetiza una gran variedad de isoprenoides
requeridos en diferentes procesos bioldgicos como: la fotosintesis, el desarrollo, transporte
de electrones asi como de proteinas y azucares, crecimiento, respuesta a patdogenos, entre

otros.

En la via MEP, el primer paso es la formacion del compuesto 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
catalizado por la enzima (DXS). En el laboratorio, estudios iniciales del patron de expresion
espacial y temporal de CLA/DXS1 permitieron concluir que esta proteina se expresa de
manera diferencial a lo largo de todo el ciclo de desarrollo, asi como en la mayoria de los
tejidos. Ademas, los requerimientos de la enzima DXS son mayores en estadios tempranos
del desarrollo y en tejidos jovenes de la planta. Por otro lado, analisis comparativos de
expresion de los genes de la via MEP bajo diferentes condiciones de crecimiento indican
que la acumulacion de los niveles del transcrito de estos genes esta modulada por multiples

sefiales en A. thaliana, tales como la luz, el ritmo circadiano y/o por azucares.

Hoy en dia se sabe que los genes dxs son parte de una familia multigénica pequena en
plantas, tanto mono como dicotiledéneas. En nuestro grupo, se decidié ampliar los estudios

para el caso de la DXS en Zea mays (maiz), debido a que esta planta es uno de los cultivos



agricolas mas importantes del mundo y en consecuencia, esta planta es de gran interés
para su eventual manipulacion genética. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo consistio
en determinar la localizacién subcelular de los productos génicos de tres genes con
homologia a DXS, identificados en Zea mays. Para realizar esto, se realizaron fusiones
traduccionales de los supuestos péptidos de transito para cada DXS con la proteina verde
fluorescente (GFP), y posteriormente las construcciones generadas se expresaron en
protoplastos de A. thaliana y Zea mays . Los resultados utilizando el microscopio confocal
concluyeron que las proteinas DXS1 y DXS3 de Zea mays poseen un péptido de transito de
importe a plastidos (PTP) y ademas éstas presentan una localizacién suborganelar. Por otro
lado, DXS2 no es importado a cloroplastos, el extremo 5 utilizado en este estudio no

permite observar una localizacién de ésta DXS en los cloroplastos.



CONTENIDO

ABREVIATURAS
1. INTRODUCCION
1.1.  Isoprenoides
Hemiterpenos (Cs
Monoterpenos (C1o).
Sesquiterpenos (C1s)
.Diterp enos (Cy).
Triterpenos (Cs)
Tetraterpenos (Cy)
Politerpenos (C4o+n)
1.1.8 Los isoprenoides poseen gran interés biotecnoldgico
1.2 Biosintesis de isoprenoides
1.3. Distribucién de las vias MVA y MEP en la naturaleza.
1.3.1.Via del Mevalonato (MVA)
1.4. Descubrimiento de una via alternativa de biosintesis de
isoprenoides: la via MEP
1.4.1.Los pasos biosintéticos de la via MEP
1.5 Biosintesis de isoprenoides en plantas
1.6 El importe de proteinas al cloroplasto
1.7 Origen de los plastidos
1.8 El importe a los plastidos
1.9. El péptido de transito
1.10.Compartamentalizacion del metabolismo vegetal
1.10.1. La proteina verde fluorescente (GFP): una
metodologia y aplicacion para estudiar la
compartamentalizacion celular en plantas
2. ANTECEDENTES
2.1 DXS es codificada por una familia génica en plantas
2.1.1. La via MEP en plantas esta sujeta a multiples
regulaciones
2.2. Antecedentes directos

R G N L I QI G |
NOoO AR WN -~

3. JUSTIFICACION
4. HIPOTESIS
5.0BJETIVO GENERAL
5.1 Objetivos particulares
6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Material biolégico
6.2. Obtencion de acidos nucleicos
6.2.1 Extraccion de DNA gendmico de maiz
6.2.2 Extraccién de ADN plasmidico por el método
de lisis alcalina (Miniprep)
6.2.3 Extraccién de DNA por gradiente de Cloruro
de Cesio, CsCl (Maxiprep)
6.2.4 Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa
6.2.5 Electroforesis en gel de agarosa
6.3 Procedimiento para células electrocompetentes

6.4 Amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccion

en cadena de la polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction)
6.5. Alineamiento de secuencias
6.6. Diseno de oligonucledtidos

29
34
36

38
40

43
44
44
44
45
45
45
45

46

46
48
49
48

48
50
50



6.7 Clonaciéon de DNA
6.7.1 Clonacion del extremo N-terminal de los genes
dxs de maiz en el vector de entrada
pENTR/D-TOPO
6.7.2 Subclonacion del extremo N-terminal de los genes
dxs de maiz en el vector de expresion
(pEarly Gate-103)
6.7.3 Transformacion de protoplastos (sistema de
expresion transitoria)
6.7.4. Aislamiento y transformacion de protoplastos del
mesofilo de hoja de A. thaliana
6.7.5 Aislamiento y transformacion de protoplastos del
mesofilo de hoja de maiz (Zea mays)
6.7.6 Microscopia Confocal
7. RESULTADOS
7.1 Alineamiento de las secuencias de DXS de maiz
(analisis in silico)
7.2 Clonacion del extremo N-terminal de las DXS de Zea mays
7.3 Localizacién subcelular de las fusiones en protoplastos
de A. thaliana y Zea mays.
7.4 Construccion CaS-YFP
8. DISCUSION
8.1 La planta de maiz (Zea mays) posee una familia génica que
codifica para la enzima DXS perteneciente a la via MEP
8.2 La fusién traduccional pEGZmDXS2-GFP no es importada
hacia el cloroplasto
8.3 Los genes dxsl y dxs3 tienen una localizacion
suborganelar dentro del cloroplasto. Posiblemente debido
a que presentan un péptido de transito con sefial bipartita.
9. CONCLUSIONES
10. PERSPECTIVAS
11. APENDICE DE SOLUCIONES
12. REFERENCIAS

51

51

55

55

57

58
60
61

61
63

67
73
75

75

76

79
82
83
85
88



1.IN TRODUCCION

1.1.Isoprenoides

Los isoprenoides (o terpenos) forman uno de los grupos mas grandes de productos
naturales presentes en todos los organismos. Quimicamente los terpenos son
hidrocarburos (Unicamente contienen en su estructura carbono e hidrégeno),
clasificados como lipidos por su solubilidad en solventes no polares. De los mas de
40,000 compuestos hasta ahora identificados, aproximadamente 25,000 se sintetizan
en plantas (Buckingham, 2004), participando en diversos procesos biologicos tales
como: division celular, desarrollo, crecimiento, adaptacién a diversos tipos de estrés,

fotosintesis etc. (Croteau et al., 2000).

Los isoprenoides son compuestos muy variados en estructura y funcién. Sin embargo,
todos comparten una molécula comun de 5 carbonos, el isopentenil difosfato (IPP) o su
isomero el dimetilalil difosfato (DMAPP) (McGarvey y Croteau, 1995), la estructura de

estas moléculas puede observarse en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura del isopentenil difosfato (IPP) y el dimetilalil difosfato (DMAPP). Las flechas

indican la interconversion entre IPP a DMAPP.

Debido al numero tan importante de isoprenoides conocidos, estos compuestos se han
clasificado, de acuerdo al nimero de unidades isoprénicas que los forman, en base a la
llamada “regla del isopreno”, la cual establece que todos los isoprenoides se forman
estructuralmente por fusiones repetitivas de unidades de isopreno (Ruzicka, 1953).
Ademas, los isoprenoides sufren diversas modificaciones como ciclizaciones,
oxidaciones e hidroxilaciones a través de diferentes reacciones enzimaticas con las

cuales dan lugar a una gran diversidad de compuestos (Croteau et al., 2000; Sacchettini

y Poulter, 1997) :



1.1.1. Hemiterpenos (Cs).

Contienen una sola unidad isoprénica con 5 carbonos. El isoprenoide mas sencillo es el
isopreno (Figura 2). Este es un compuesto volatil producido en microorganismos y
plantas, se considera el Unico hemiterpeno, aunque algunos investigadores también
consideran como hemiterpenos a sus derivados como el prenol y el acido isovalérico
que contienen oxigeno. Este gas se emite por algunas especies de arboles. La funcion
mas aceptada de este compuesto es proteger a los tilacoides del dafio provocado por

altas temperaturas (Logan et al., 2000)

1.1.2. Monoterpenos (C1j).

Formados por dos unidades isoprénicas (C1oH1s). En este grupo se encuentran aceites
esenciales que dan el aroma y sabor caracteristico a muchas plantas (Mahmoud y
Croteau, 2002). Algunos monoterpenos estan involucrados en la atraccion de
polinizadores (linalol) y en la defensa de las plantas (limoneno, pineno y mirceno)
(Mahmoud y Croteau, 2002). En la industria estos isoprenoides se usan como
compuestos saborizantes y fragancias (limoneno, mentol, geraniol y citronelol).
Mientras que en medicina se utilizan el farnesol, geraniol y limoneno como agentes

anticancerigenos (Crowell, 1999).

1.1.3. Sesquiterpenos (Cjs).

Compuestos formados por tres unidades isoprénicas (C1sH,4). Dentro de este grupo se
encuentra el capsidiol (fitoalexina de origen isoprénico) que participa en respuesta al
ataque por patégenos (Whitehead et al., 1989). En medicina, se ha considerado a la
artemisina, otro sesquiterpeno, como un agente antimalarico (Frederich et al., 2002).
Dentro de este grupo también se encuentran varios aceites de plantas con funciones de
defensa y atrayentes para insectos (Whitehead et al., 1989). Uno de los sesquiterpenos
mas conocidos es el farnesol que ademas de ser un pesticida natural y funcionar como
una ferormona de insectos, se usa industrialmente como fijador en perfumes vy
saborizante de cigarros. También pertenece a este grupo el Acido Abscisico (ABA) que
es una hormona producida por todos los organismos fotosintéticos y que ésta
involucrado en el desarrollo y maduracién de la semilla, asi como en la respuesta al
estrés ambiental (Cutler y Krochko, 1999). A pesar de que esta hormona se considera

estructuralmente un sesquiterpeno, su precursor (C4s), la Xantoxina, no se sintetiza



directamente por tres unidades isopreno sino que se produce por un corte asimétrico de

un carotenoide (C40) (Croteau et al., 2000).

1.1.4. Diterpenos (Cy).

Constituidos por cuatro unidades isoprénicas (CxHsz). Entre los diterpenos se
encuentra el ent-kaureno que es precursor de las hormonas giberelinas (GAs). En
plantas, éstas hormonas participan en una variedad de funciones entre las cuales
destacan el desarrollo de la semilla, la germinacion, la elongacion del tallo y el
desarrollo floral (Yamaguchi y Kamiya, 2000; Yamaguchi y Kamiya, 2001). En
agricultura, las giberelinas se usan para la manipulaciéon del crecimiento de algunos
cultivos (Eriksson et al., 2000). Otro diterpeno importante es el fitol ya que es un
componente estructural de las moléculas de clorofila y de los tocoferoles o provitamina
E que son moléculas esenciales del sistema fotosintético (Suzuki et al., 1997). Dos
ejemplos de importancia médica de este grupo de isoprenoides es el casbeno con una
actividad antibacteriana y antifingica, y el a-tocoferol (vitamina E) por su capacidad de
prevenir al tejido del dafio oxidativo (Shintani y DellaPenna 1998; Hirschberg, 1999).

1.1.5. Triterpenos (Cs).

Formados por 6 unidades isoprénicas para dar la formula molecular de (C3oHas). Dentro
de este grupo se encuentran los brasinosteroides que son hormonas involucradas en
procesos fisioldgicos y de desarrollo de las plantas (Bishop y Koncz, 2002). Otro tipo de
triterpenos son los esteroles que actian como estabilizadores y componentes
estructurales de la membrana celular en la mayoria de los eucariotes, los hopanoides
son los estabilizadores de membranas en la mayoria de las bacterias (Jirgens et
al.,1992). Un representante de los triterpenos es el escualeno, que al ser procesado a
lanosterol, es el precursor estructural de todos los esteroides (Clayton y Bloch, 1955),
incluyendo al colesterol y las hormonas esteroideas (estrégenos y andrégenos) que

controlan la diferenciacién sexual en humanos.
1.1.6. Tetraterpenos (Cuo).
Con ocho unidades isoprénicas que forman compuestos de 40 carbonos. Los

carotenoides son los compuestos mejor conocidos de este grupo de isoprenoides

(Hirschberg, 2001). En plantas, su funcién es captar la luz y proteger del dafio



fotoxidativo a los cloroplastos. Ademas, proporcionan color a los pétalos y frutos y
estan implicados en la atraccion de polinizadores. Los tetraterpenos también tienen
funciones importantes en el area médica; por ejemplo, el B-caroteno (precursor de la
vitamina A) es crucial para la vision, para prevenir el envejecimiento y ciertos tipos de

cancer (Giovannucci, 1999).

1.1.7. Politerpenos (C4o+n).

Consisten de largas cadenas formadas por multiples (en ocasiones miles) unidades
isoprénicas. En este grupo se encuentran compuestos como la plastoquinona y
ubiquinona que funcionan como acarreadores de electrones en la fotosintesis y la
respiracion, respectivamente (McGarvey y Croteau, 1995) . Los dolicoles son
donadores de oligosacaridos en la glicosilacién de proteinas y los undecaprenoles
participan como acarreadores de lipidos (Chojnacki et al., 2001). En la industria el
politerpeno mas utilizado es el hule, obtenido de la planta Hevea brasiliensis
(Mooibroek y Cornish, 2000).

1.1.8. Los isoprenoides poseen gran interés biotecnoldgico.

Una consecuencia de la enorme diversidad de los compuestos isoprénicos es la gran
variedad de funciones biolégicas que desempefian en los seres vivos. Su versatilidad
los convirtié en excelentes candidatos para su uso biotecnoldgico. Muchos compuestos
de origen isoprenoide poseen actualmente un importante valor comercial, pues tienen
aplicaciones industriales y biotecnolégicas (algunos casos se mencionaron
anteriormente en la descripcion de los distintos grupos isoprenoides), ya que se utilizan
como: resinas, solventes, colorantes, saborizantes, fragancias, polimeros, fibras,
pegamentos, ceras, farmacos, antioxidantes, vitaminas, agroquimicos, entre muchos
otros. (McGarvey y Croteau, 1995; Hirschberg, 2001; Frederich et al., 2002).

Ante los requerimientos y necesidades actuales por este tipo de compuestos, la
problematica se centra en que muchos isoprenoides se encuentran de forma natural
en bajas cantidades, por lo que su explotacién se vuelve limitada. Y también debido a
la naturaleza compleja de estos compuestos, su sintesis quimica es compleja. Todo
esto implica por légica mayores costos. Una posibilidad para su produccién masiva,

se encuentra en la ingenieria genética como una herramienta poderosa para dirigir la



produccion biotecnoldgica hacia productos isoprenoides. (Rodriguez-Concepcion y
Boronat, 2001; Barkovich y Liao, 2001).
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Figura 2. Estructura quimica de isoprenoides. Se muestra la estructura de los precursores
universales (isopentenil pirofosfato) y ejemplos representativos de cada uno de los subgrupos de
compuestos isoprenoides constituidos por diferentes nimeros de carbonos. Tomado de Ledn y
Guevara., (2007).

En todo el mundo los farmacos del tipo de isoprenoides produjeron por concepto de
ventas alrededor de $12 billones de dodlares en el afio 2002 (Raskin et al., 2002).
Diversos sesquiterpenos se les hallé una aplicacion como agentes anticancerigenos y
antiparasiticos. Por ejemplo, la artemisina, un sesquiterpeno extraido del ajenjo
(Artimisia annua), esta es una de las pocas drogas antimalaricas eficaces que se
conocen a las cuales no se ha generado resistencia. Desafortunadamente su costo
actual es de aproximadamente cien veces mas que otras drogas comunmente
utilizadas como la sulfadoxina o cloroquina (Erkel y Anke., 1994; Tan et al., 1999). Una

alternativa a los métodos tradicionales de extraccion de estos compuestos bioactivos



de su fuente natural, es la introduccion de los genes de la ruta biosintética de interés
en un organismo hospedero nativo, hacia un organismo heterélogo bacteriano
modificado genéticamente como lo serian las bacterias Eschericlia coli o

Sacharomices cerevisiae (Khosla y Keasling, 2003) (Figura 3).
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Figura 3. Transplante de una ruta biosintética de un hospedero natural (planta), a uno
microbiano. Los genes de la via de interés en el hospedero nativo, son importados de manera
heteréloga dentro del hospedero microbiano. El crecimiento en una fuente barata de carbono
(azucares) por parte del procarionte, esto permitiria la producciéon de pequefias moléculas de
interés farmacéutico o precursores, mediante fermentacién. Modificado de Chang y Keasle
(2006).

Otros posibles métodos para la produccion de isoprenoides es mediante la ingenieria
genética y los cultivos de tejidos vegetales. Esta técnica posibilita la propagacion de
clonas transformadas y tiene ventajas tales como el manipular las condiciones del
crecimiento celular, la regulacion y extraccion de los productos metabdlicos. Un
resumen de este método y sus posibles aplicaciones se abordan en (Vanisree et al.,
2004). En contraste a la produccién de terpenoides en cultivos, otras alternativas son
la obtencion de plantas transgéncas para la produccion y sintesis de terpenos (Aharoni
et al., 2003).



1.2. Biosintesis de isoprenoides

Por mucho tiempo se creyo que la sintesis de IPP y DMAPP se llevaba a cabo a través
de una ruta, conocida como la via Mevalénica (MVA). Sin embargo, investigaciones
bioguimicas, moleculares y genéticas demostraron recientemente que el IPP y DMAPP
se sintetizan también a través de una via totalmente diferente a la via MVA, a la que se
conoce como via del 2C-metil-D-eritritol 4—fosfato (MEP) (Eisenreich et al., 2004;
Rohmer, 1999). Es notable destacar que estas dos rutas metabdlicas son
independientes a pesar de que sintetizan los mismos precursores, esto es un ejemplo
de evolucion convergente, ya que no parece existir relacion evolutiva alguna entre las
enzimas que participan en cada una de estas vias. Las dos rutas son exitosas para la
sintesis de isoprenoides y al parecer se seleccionaron independientemente durante la
evolucion. La distribucion filogenética de los genes y las enzimas de ambas rutas,
postulan que el origen de la via MVA proviene del grupo procariote ancestral
relacionado con las arqueobacterias, que mas tarde al parecer dieron lugar a las
células eucariotes. La via MEP por su parte parece tener un origen en organismos del
tipo de las eubacterias, algunas de las cuales dieron su origen a los plastidos. (Lange et
al., 2000). Sin embargo, la filogenia individual de los genes que conforman ambas rutas
no puede ser explicada con un simple modelo de transmisién vertical. Se tienen
evidencias de que los genes involucrados en la sintesis del IPP y del DMAPP, también
estuvieron sujetos al proceso de transferencia horizontal (Boucher y Doolittle, 2000).
Esto explica porqué en la sintesis de isoprenoides de algunos procariotes, estan
implicados genes de ambas vias, o porqué se considera que las actuales enzimas de la
via MEP en plantas fueron adquiridas posteriormente al origen de los plastidos (Lange
et al., 2000).

1.3. Distribucion de las vias MVA y MEP en la naturaleza.

La via denominada (MVA) opera en el citoplasma de practicamente todos los
eucariotes, y la denominada (MEP) esta presente en la mayoria de las bacterias
(eubacterias) y en organismos fotosintéticos como algas y plantas superiores
(Lichtenthaler, 1999). La via MEP también opera en algunos protozoarios que
contienen organelos derivados de plastidos del género apicoplexa, como: Plasmodium,
Toxoplasma y Leishmania, que son agentes causales de enfermedades importantes en
humanos (Eisenreich et al., 2001). Los organismos se dividen conforme a la via que

usan para sintetizar IPP en tres grupos: 1) los que utilizan uUnicamente la via



mevalonato (arqueobacterias, algunos protozoarios, Euglenophytas, hongos, levaduras
y animales); 2) los que solo presentan la via MEP (la mayoria de las eubacterias y
Chlorophytas) y 3) aquellos organismos que usan tanto la via del Mevalonato como la
via MEP (Rhodophytas, algas y plantas superiores) para la biosintesis de sus
isoprenoides (Lange et al., 2000; Lichtenthaler, 2000; Eisenreich et al., 2001).

Crganismao MWL MEP
Eubacterias + 0 +
Argueobacterias +
Protozoarios +
Algas +
Plantas superiores
Claroplasto
Citoplasma
Hongos

Animales

'
+

+ + +
,

Figura 4. Ruta de biosintesis en diferentes organismos. MVA: via mevaldnica, MEP: via del 2-C-
metil-D-eritritol-4-fosfato. (+) indica presencia de la via y (-) indica ausencia. Aunque la mayoria
de las eubacterias contienen la via MEP, se han reportado algunas que contienen la via MVA.
También en el caso de las algas existen algunos grupos que parecen contener una solo una de

las vias. Tomado de Ledn y Guevara, (2007).

1.3.1. Via del Mevalonato (MVA)

En 1958 Bloch y Lynen establecieron por primera vez la presencia de la via mevaldnica
en los animales y las levaduras (Lynen et al., 1958; Chaykinet et al., 1958). A partir de
entonces se han realizado estudios muy detallados de varios aspectos de esta via por
lo que actualmente se conocen los diferentes pasos para su biosintesis.

Los genes involucrados en esta ruta biosintética se han identificado en el genoma de
arqueobacterias, levaduras, animales y plantas (Lange et al., 2000). La mayoria de

estos genes forman familias multigénicas.

En la via mevaldnica (Figura 5), el precursor inicial es el acetil coenzima A (acetil CoA),
el cual se convierte a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMGCoA) por la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA sintasa (HMGS). Posteriormente, el compuesto 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA (HMGCoA) es reducido a mevalonato por la enzima, 3-hidroxi-3-



metilglutaril-CoA reductasa (HMGR), siendo éste un paso limitante por lo que a esta
ruta se le denominado “via del mevalonato” (Glodstein y Brown, 1990).
Consecutivamente el mevalonato se fosforila a 5-fosfomevalonato por la enzima
mevalonato cinasa (MVK). Una segunda fosforilacion ocurre en el compuesto 5-
fosfomevalonato para formar 5-difosfomevalonato por la enzima 5-fosfomevalonato
cinasa (PMK), a partir de este ultimo compuesto la enzima 5-difosfomevalonato
descarboxilasa (PMD) forma IPP (Bach et al., 1999; Schulte et al., 2000). Finalmente, la
enzima isopentenil difosfato isomerasa (IPPI) cataliza la transformacion reversible de

isopentenil difosfato a dimetilalil difosfato (Cunningham y Grantt, 2000).

1.4. Descubrimiento de una via alternativa de biosintesis de isoprenoides: la
via MEP

Trabajos pioneros de la sintesis de los isoprenoides llevaron a concluir que la via MVA
era responsable de la biosintesis de los isoprenoides en todos los organismos vivos
(Eisenreich et al., 2004; Rohmer, 1999). Sin embargo, estudios posteriores sobre la
sintesis de algunos isoprenoides especificos produjeron resultados contradictorios que
sugerian la existencia de una ruta de biosintesis diferente a la MVA. Entre dichos
resultados destacan los de las sintesis de hoponoides (derivados triterpenoides que
modulan la fluidez y permeabilidad de la membrana plasmatica) y ubiquinonas en
bacterias, en los que basados en la incorporacion de acetato radioactivo (13C), se
demostraba que el acetato no parecia ser el precursor de dichos compuestos (Flesch y
Rohmer, 1988; Rohmer et al., 1993). Por otra parte, estudios sobre la biosintesis de
los isoprepnoides en el alga verde Scenedesmus obliquus, permitieron obtener
evidencias concretas que demostraron el funcionamiento de la via MEP en células
vegetales (Schwender, 1996), 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—13C]-Iglucosa. Los resultados
mostraron que las unidades isopreno del B-caroteno, luteina, fitol, y plastoquinona-9 se
marcaron de acuerdo a la via MEP. En contraste, los esteroles (sitoesterol,
estigmaesterol y campesterol) se marcaron segun la via mevalonato (Lichtenthaler,
1997).

Resultados como los descritos arriba, complementados con el uso de inhibidores
especificos de la via MVA, motivaron que a principios de los 90's grupos de

investigacion de manera simultanea reinvestigaran cuidadosamente la biosintesis de



isoprenoides en plantas y en eubacterias. Los experimentos de varios grupos, como
los realizados por Rohmer y cols., (1993; 1996) establecieron que el piruvato y el
gliceraldehido 3-fosfato son los prescursores iniciales de la via MEP y culminaron con
el descubrimiento de una via nueva para la sintesis de isoprenoides. A esta se le ha
denominado MEP, en base al primer intermediario comprometido de la via, el 2-Cmetil-
eritrotitol 4-fosfato (MEP), este paso se postula como el primer intermediario
comprometido de la via ya que el DXP en bacterias también se utiliza como precursor
en la sintesis de las vitaminas B6 y B1. Sin embargo, estudios recientes en plantas
sugieren que estas vitaminas son sintetizadas a través de una ruta biosintética no
relacionada (Tambasco et al., 2005). Tambien se le conoce con los nombres de via no
mevalénica y DOXP. Estos hallazgos se han apoyado en plantas con la
caracterizacion genética y molecular de una mutante albina a través de la cual se

identificd la primera enzima de esta via (Mandel et al., 1996; Estévez et al., 2000).

La identificacion de las enzimas y genes para cada uno de los pasos de la via MEP,
asi como la descripcion de sus mecanismos de reaccion, se obtuvieron en un lapso de
aproximadamente diez afios gracias al uso de estrategias multidisciplinarias que
incluyeron genética, biologia molecular y genémica comparativa. Esto representa un
récord en la caracterizacion de cualquier via de biosintesis conocida hasta ahora. Asi,
se identificaron para la ruta MEP ocho genes y sus correspondientes enzimas como
las responsables de la sintesis de IPP y DMAPP a partir de los precursores
gliceraldehido 3-fosfato y piruvato (Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002). Los
genes correspondientes para cada una de las enzimas de la via MEP se han aislado

en diferentes especies vegetales y en bacterias (Lange et al., 2001).

1.4.1. Los pasos biosintéticos de la via MEP

En esta ruta, los precursores iniciales son el piruvato y el gliceraldehido-3-fosfato
(G3P) (Rohmer et al.,, 1996). (Figura 5). El primer compuesto intermediario que se
forma es la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP). La enzima que cataliza la formacién
de DXP es un miembro de la superfamilia de las transcetolasas (enzimas que
requieren tiamina pirofosfato (TPP) y Mg?*) llamada 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
sintasa (DXS). Genes que codifican para la enzima DXS se han aislado en bacterias
(Sprenger et al., 1997) y en plantas como Mentha x piperita (Lange et al., 1998),
Capsicum annum (Bouvier et al., 1998), Solanum lycopersicum (Lois et al., 2000) y

Arabidopsis thaliana. En esta ultima DXS se codifica por el gen CLA1/DXS1 (Mandel et



al., 1996; Estévez et al., 2000). En Escherichia coli (David et al., 1981; Hill et al., 1989)
y en plantas (Arigoni et al., 1997), el compuesto DXP también es precursor para la
sintesis de las vitaminas tiamina (B1) y piridoxol (B6). Posteriormente, el DXP es
convertido a 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) que es el primer compuesto
comprometido con la via, de ahi que se le haya denominado via MEP. Esta conversion
se cataliza por la enzima llamada 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa
(DXR) (Kuzuyama et al., 1998). Genes que codifican para DXR se han clonado en E.
coli (Takahashi et al., 1998), M. piperita (Lange et al., 1999, A. thaliana (Schwender
et al.,, 1999) , entre otros. Posteriormente el MEP se transforma en 4-difosfocitidil-2-C-
metil-D-eritritol por la enzima 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintasa (MCT) (Rondich
et al., 1999; Rondich et al., 2000). En el siguiente paso la enzima 4-difosfocitidil-2-C-
metil-D-eritritol cinasa (MCK) fosforila al compuesto 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol
para formar 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato (Llttgen et al., 2000). En
seguida la enzima 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintasa (MDS) cataliza la
formacion de 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato a partir de 4-difosfocitidil-2-C-metil-
D-eritritol-2-fosfato (Herz et al.,, 2000). En el afio 2000 Wolf y colaboradores
demostraron que el gen HDS en E. coli cataliza la formacién del compuesto 2-C-metil-
D-eritritol-2,4-ciclodifosfato en 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato (HMB-PP)
(Wolf et al., 2002).

En Arabidopsis, se encontré un gen homélogo a HDS capaz de complementar la
mutante de E. coli deficiente en HDS. Ademas, se demostré que la proteina se importa
a plastidos (Querol et al., 2002). Estos datos sugirieron la participacion de HDS de
Arabidopsis en la via MEP. Finalmente, el gen ispH identificado en la cianobacteria
Synechocystis sp. (Cunningham et al., 2000), la planta Adonis aestivalis (Cunningham
et al., 2000) y E. coli (Adam et al., 2002). Este gen codifica para la enzima 1-hidroxi-2-
metil-2-(E)-butenil 4-difosfato reductasa (HDR) la cual convierte al compuesto 1-
hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato en una mezcla de IPP y DMAPP en proporcion
5:1, respectivamente. Finalmente, también la enzima IDI (isopentenil/dimetilalil
disfosfato isomerasa), cataliza la interconversion de IPP a DMAPP. La actividad de
esta enzima no es esencial para la via puesto que un nivel bajo de biosintesis de
isoprenoides mediante la via MEP puede ocurrir sin la presencia de esta enzima; sin

embargo, ésta se requiere para una funcion completa de la ruta (Page et al., 2003).
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Figura 5. Rutas de biosintesis de isoprenoides. Se muestran los intermediarios y las enzimas
que catalizan cada paso. A) Via mevalonica (MVA): CoA (coenzima A), HMG-CoA (hidroxi
metilglutaril CoA), MVA (acido mevalénico), MVA 5-P (mevalonato 5 fosfato), MVA 5-PP
(mevalonato 5 difosfato), IPP (isopentenil pirofosfato), DMAPP (dimetilalil pirofosfato), AACT
(aceto acetil CoA tiolasa), HMGS (HMG-CoA sintasa), HMGR (HMG-CoA reductasa), MVK
(mevalonato cinasa), PMK (fosfo mevalonato cinasa), PMD (fosfo mevalonato descarboxilasa),
IDI (isopentenil pirofosfato isomerasa). B) Via MEP: GA3P (gliceraldehido 3 fosfato), DXP
(deoxi-D-xilulosa 5-fosfato ), MEP (2-C-metil-eritritol 4-fosfato), CDP-ME (4-difosfocitidil-2-C-
metil-D-eritritol), CDP-MEP (CDP-ME 2-fosfato), ME-cPP (metil eritritol-2,4-ciclodifosfato),
HMBPP (hidroxi metil butenil difosfato), DXS (DXP sintasa), DXR (DXP reductoisomerasa),
CMS (CDP-ME sintasa), CMK (CDP-ME cinasa), MCS (ME-cPP sintasa), HDS (HMBPP
sintasa), HDR (HMBPP reductasa), IDI (isopentenil pirofosfato isomerasa). Modificado de
Arigoni (1997).

1.5. Biosintesis de isoprenoides en plantas

Para la sintesis de IPP y DMAPP las plantas utilizan tanto la via del mevalonato
(McGarvey y Croteau, 1995) como la via MEP (Rodriiguez-Concepcién y Boronat,
2002) (Figura 6). En las células vegetales estas vias se encuentran diferencialmente
compartamentalizadas: es decir, en el citoplasma se localiza la via mevaldnica, a
través de la cual se sintetizan fitoesteroles, sesquiterpenos, las hormonas
brasinosteroides, citocininas y fitoalexinas de origen isoprénico; mientras que en los
plastidos se desarrolla la biosintesis por la via MEP. Isoprenoides como hormonas
giberelinas y acido abscisico, asi como pigmentos como los carotenos y las clorofilas,
acarreadores de electrones como el fitol o los a-tocoferoles y muchos otros
compuestos (Lichtenthaler et al., 1997; Lichtenthaler., 1998). Por otra parte, los
isoprenoides mitocondriales se sintetizan a partir del IPP derivado de la via MVA, que
es importado desde el citosol (Lichtenthaler, 1999).

En las plantas, los genes para ambas vias se encuentran codificados en el genoma
nuclear, pero para el caso de las enzimas pertenecientes a la via MEP, estas codifican
para un péptido de transito necesario para su importe al plastido (Lichtenthaler 2000;
Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002).

La compartamentalizacién de las vias hizo suponer que éstas operaban de manera
independiente; sin embargo, experimentos de marcaje utilizando el compuesto 1-
desoxi-D-xilulosa marcado, mostraron que aunque el mayor porcentaje de la marca era

incorporado en la biosintesis de pigmentos, fitol y carotenos (provenientes de la via



MEP), un 6% del compuesto marcado se incorporé en la sintesis de fitoesteroles
provenientes de la via mevalonato. Estos datos demostraron que algun intermediario de
la via MEP se transporta hacia el citoplasma y es usado para la sintesis de
isoprenoides citosolicos (Arigoni et al., 1997). También otras investigaciones usando
precursores especificos de la via mevalonato y MEP marcados, demostraron que
ambas vias pueden contribuir para la biosintesis de ent- kaureno (precursor de
giberelinas) y campesterol (esterol citosoélico). Siendo mayoritaria la contribucion de la
via MEP en la sintesis de giberelinas, mientras que la sintesis de campesterol fue
predominantemente la via mevalonato (Kasahara et al., 2002). Bick y Lange publicaron
datos que sugieren que las membranas de los plastidos tienen un sistema
unidireccional de vesiculas para exportar al IPP de manera eficiente hacia el citoplasma
vegetal. Este fendmeno se debe al transportador descrito prenyl difosfato, que genera
una fuerza motriz de protones estimulado por la imposicién tanto de los componentes
de campo eléctrico (Ay), asi como los de la concentracion de gradientes (ApH). Dentro
de la célula de las plantas preferencialmente ocurre el intercambio del cloroplasto al
citoplasma (Laule et al., 2003); sin embargo, el intercambio es escaso y este evento no
permite restaurar la falta de alguna de las vias cuando alguna de estas se encuentra
arrestada. La via MEP probablemente representa una de las rutas metabdlicas mas

conservadas en la evolucion.
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Figura 6. Compartamentalizacion de la biosintesis de isoprenoides en plantas. Visualizacion
resumida de ambas vias biosintéticas. (Izquierda) Via del Mevalonato (MVA). HMGR, 3-hidroxi-3-
metilglutaril- CoA reductasa; IDI, isopentenil difosfato isomerasa. (Derecha) Via MEP. DXS, 1-
desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa; DXR 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa; HDS, 1-
hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato cintasa; IDI, isopentenil difosfato isomerasa.Tomado de
Roberts, (2007).

1.6. El importe de proteinas al cloroplasto.

Una planta tipica contiene miles de secuencias polipeptidicas diferentes; para que la
célula realice sus funciones apropiadamente, requiere dirigir sus proteinas a los
diferentes compartimentos metabdlicos, al espacio citoplasmico o a sus sistemas
membranales.

(Figura 7).
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Figura 7. Esquema general de una célula vegetal. Se muestran los distintos compartimentos

que la conforman.



1.7. Origen de los plastidos

Existen evidencias contundentes de que los cloroplastos de las plantas se originaron
mediante un evento de endosimbiosis a través del cual una cianobacteria fotosintética
ancestral fue engullida por una célula heterotréfica hospedera la cual ya poseia
previamente una mitocondria (Cavalier-Smith, 2000; Rujan., et al 2002). Este proceso
de endosimbiosis provocd una transferencia masiva de informacidon genética del
endosimbionte al nucleo del hospedero, es decir, a pesar de que los plastidos actuales
aun retienen un genoma funcional enddgeno, la transferencia de material genético del
organelo al nucleo significd que (>90%) de los genes requeridos para la biogénesis del
organelo se codificaran ahora en el nucleo. Un prerrequisito para el importe exitoso de
estas moléculas al organelo fue el desarrollo y el establecimiento de una maquinaria
de importe, necesario para la transferencia de polipéptidos sintetizados en el
citoplasma y localizados en el cloroplasto. Debido a que los cloroplastos son los
organelos mas recientemente adquiridos en la célula eucarionte, diversos sistemas
post-traduccionales para dirigir proteinas dentro de organelos probablemente ya
existian en la célula hospedera, por ejemplo, aquellos pertenecientes a mitocondria
(Pfanner y Geissier, 2001), peroxisomas (Kunau, 2001) y/o membrana plasmatica
(Neuhaus y Rogers, 1998). Sin embargo, el surgimiento del sistema de importe de
proteinas del cloroplasto tuvo que desarrollar caracteristicas Unicas que aseguraran
especificidad de importe a dicho organelo, ya que la correcta clasificacion de proteinas

dentro de una célula eucarionte es esencial para su funcionalidad.

Los cloroplastos son organelos altamente estructurados formados por tres sistemas
membranosos no contiguos: las membranas interna y externa que cubren al organelo
y el sistema membranal tilacoide. Esto da lugar a tres compartimentos suborganelares
solubles: el espacio entre las membranas interna y externa, el estroma, que es el
medio interno de los plastidos vy el lumen del tilacoide. En los cuales se realizan
diferentes funciones metabdlicas relacionadas con la fotosintesis; cada uno de estos
compartimentos requiere del importe de diferente proteinas, mediante sistemas de
transporte intra-organelar especificos (Mori y Cline, 2001; Eichacker y Henry, 2001;
Schinemann, 2007; Inaba y Schnell. 2008).



1.8. El importe de proteinas a los plastidos

El proteoma del cloroplasto contiene aproximadamente de 3500 a 4000 polipéptidos.
En el genoma cloroplastico hay aproximadamente 200 genes (Duby et al., 2001). A
pesar de que el cloroplasto contiene un genoma propio, la mayoria de sus proteinas se
codifican en el nucleo, se traducen en el citoplasma y se importan a los diferentes
compartimentos cloroplasticos. Hasta ahora, al menos 4 sistemas de importe al

cloroplasto se han descubierto para este fin (Figura 8).

CHLOROPLAST
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Figura 8. Panorama general de la biosintesis de proteinas cloroplasticas y su importe al
cloroplasto. Al menos 4 distintas vias de importe de proteinas a los plastidos se han descrito: la
via OM (por sus siglas en inglés, outer envelope membrane pathway) de importe de proteinas
a la membrana externa del cloroplasto, la via del reticulo endoplasmico (ER)-CP (via de
importe de glicoproteinas al estroma mediante la via de secrecion, la via TP (via de importe de
proteinas que carecen de un péptido de transito removible dirigidos al estroma y a la
membrana interna y la vias TOC-TIC (las vias que requieren de un péptido de transito
removible para dirigir las proteinas al estroma, al espacio intermembranal o a la membrana
interna y sirve como paso inicial para el importe de proteinas con destino a tilacoide). El
tamafio de las flechas aproximan la proporcion de proteinas codificadas en el nicleo que se
estima utilizan cada via. Abreviaturas: nDNA, DNA nuclear; pDNA, DNA plastidico. Tomado de:
Inaba y Shnell., (2008).



La via mayor de importe es conocida como la via TOC-TIC (en inglés, translocon at
the outer envelope membrane of chloroplasts-translocon at the inner envelope
membrane of chloroplasts) (Figura 9). Las proteinas que se importan al cloroplasto se
sintetizan como un precursor de peso molecular mayor, el cual contiene en su amino-
terminal una secuencia requerida para su importe al organelo y que se conoce como
péptido de transito. Sin importar el destino final de las proteinas en el cloroplasto todas
ellas se internalizan a través de la envoltura cloroplastica que comprende las
membranas externa e interna. Las reacciones de importe se inician, por lo tanto, con el
reconocimiento del precursor proteico mediante receptores situados en la membrana
externa los cuales constituyen un complejo proteico de alto peso molecular al cual se
le ha denominado como TOC (Young et al., 1999). Durante este reconocimiento, el
precursor se asocia con la membrana externa del cloroplasto a través del péptido de
transito. Este reconocimiento requiere de GTP (en inglés, Guanosine triphosphate). El
proceso involucra una union especifica con una proteina receptora y el precursor
proteico. Existen evidencias experimentales en cuanto a la naturaleza del aparato de
importe TOC; se sabe que éste esta constituido por un complejo de por lo menos 7
proteinas de membrana externa que incluyen a dos proteinas que unen GTP (34 Y 86
kD), un canal (75 kD) y por lo menos dos diferentes chaperonas tal como Hsp70
(Keegstra y Cline, 2000).

El complejo TOC se asocia directamente con el complejo de importe de la membrana
interna (TIC) para formar un pasaje ininterrumpido para transportar a las preproteinas
del citoplasma al estroma. Este paso requiere de ATP y GTP (Jackson-Constan et al.,
2001). Del complejo TIC se conoce menos y, hasta el momento, ha sido un reto la
identificacion de componentes, porque a diferencia de TOC el ensamblaje del
complejo TIC parece ser mas dinamico. Después de la translocacion el péptido de
transito es removido a través de proteasas especificas estromales.

Un dato interesante es que los componentes del transporte de la envoltura externa del
cloroplasto que se han caracterizado, no presentan semejanzas con el transporte
mitocondrial, a pesar de que ambos organelos requieren de la introduccién de
proteinas por dos sistemas membranales, y que se sabe que el proceso de importe es
semejante. Esto sugiere que ambas maquinarias evolucionaron independientemente
(Shell, 1995).
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Figura 9. Componentes conocidos que constituyen al complejo TOC. El complejo consiste en
dos GTPasas receptoras, Toc 34 y Toc 159, y el canal proteico de translocacion, Toc75. Un
complejo guia que consiste en las proteinas 14-3-3 y Hsp70, asi como el complejo Hsp90-
Toc64-Toc12 se propone que ayudan para dirigir la preproteina a través del complejo TOC.
Hsp70 situada en el espacio intermembranal, se propone que se une a las preproteinas a
medida que emergen de este complejo para ayudar en la translocacion y para prevenir el
plegamiento de la preproteina. Tomado de: Inaba y Shnell, (2008).

Una gran cantidad de proteinas deben relocalizarse en otros espacios del plastido,
como son la membrana o el lumen del tilacoide, por ejemplo. Este proceso requiere de
dos pasos de importe, inicialmente los péptidos deben ser transportados al estroma y
posteriormente el intermediario proteico se internaliza en la membrana del tilacoide,
donde sufre un segundo procesamiento por una peptidasa especifica del tilacoide. Por
tanto, este tipo de proteinas tienen dos sefiales consecutivas. La primera es el péptido
de transito de envoltura de la membrana externa con las caracteristicas que se
describieron en el parrafo anterior, y la segunda, es un péptido de transferencia
tilacoidea (péptido de transito con sefial bipartita). Existe una clara homologia entre la
magquinaria proteica de importe para las membranas tilacoideas y la usada o utilizadas
por células procariontes durante la secrecion de proteinas (Smeekens et al., 1990).

Actualmente se conocen cuatro distintas vias para el transporte de proteinas del
tilacoide codificadas en el nucleo (Figura 10). Tanto la via denominada cpSec la cual
tiene homologia con el sistema de secrecién de E. coli (Mitra et al., 2006; Robinson y
Collinson, 2006) y la via cpTat (en inglés twin arginine translocation) (Chaddock et al.,
1995) que es dependiente del gradiente de pH del tilacoide. Estas estan involucradas
generalmente en el transporte de proteinas del lumen. Por otra parte la via

denominada cpSRP la cual guarda homologia con los sistemas de reconocimiento de



particula (SRP) para el reticulo endoplasmico, el cual es dependiente de GTP
(Keegstra y Cline, 2000). Y la via espontanea, en donde las evidencias indican que
muchas proteinas de la membrana del tilacoide se insertan en este sitio del tilacoide
de una forma espontanea e inasistida y en la cual no se requiere la presencia de otras
proteinas o energia (Jarvis y Robinson, 2004; Di Cola et al., 2005). Ambas se utilizan
principalmente para la insercion de proteinas integrales en la membrana del tilacoide.
El importe de las vias cpSec, cpTat y cpSRP pueden ser clasificados como
mecanismos “asistidos” los cuales implican numerosos componentes, al contrario de la

via de importe espontanea la cual no requiere factores adicionales de importe.
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Figura 10. Vias de importe para proteinas del tilacoide codificadas en el nucleo . Cuatro
distintas vias han sido descritas para la translocacion traduccional de proteinas del estroma a
la membrana del tilacoide o atravezando esta membrana hacia el lumen del tilacoide. El
transporte hacia el lumen del tilacoide es mediado mediante la vias cpTat y la cpSec (cp,
cloroplasto; Tat, en inglés twin arginine translocation; Sec, secrecién). Sustratos proteicos para
esta vias (ej., OE23, 23-kDA subunit of the oxygen- evolving complex; PC; plastocianina)
requieren un dominio en el N-terminal (TD) que dirije a la proteina a la via adecuada. Después
de la translocacion el péptido sefial es removido por una peptidasa tilacoidal. La inserciéon de
proteinas en la membrana del tilacoide es mediada por la via cpSRP (en inglés, chloroplast
signal recognition particle) y mediante procesos espontaneos de insercion. Como sustratos
para la via cpSRP solo miembros de las proteinas LHPSs (light harvesting chlorophyll a/b

binding proteins) se conocen. Tomado de Schiinemann, (2007).



1.9. El péptido de transito

La mayoria de las proteinas plastidicas codificadas en el nucleo, contienen un péptido
de transito en el extremo N-terminal, que contiene toda la informacion necesaria para
su importe a los plastidos (von Heijne et al., 1989; Bruce, 2000; Emanuelsson y von
Heijne, 2001; Schein et al.,, 2001; Zhang y Glaser, 2002; Kessler y Schnell, 2004;
Schleiff y Soll, 2005). Proteinas que carecen un péptido de transito no pueden ser
importados y si un péptido de transito es afadido en la N- terminal de una proteina
foranea del cloroplasto, esta proteina precursora quimérica es importada. (Kadowaki,
1996; Dubi et al., 2001). Las secuencias de los péptidos de transito a cloroplasto no
muestran un consenso en secuencia y varian en extensién, en el rango de 13 a 146
aminoacidos aproximadamente (Bruce, 2001). Aun asi desde un comienzo en su
estudio se propuso que algun grado de reconocimiento debiera existir para el importe

proteico

La adquisicion de los péptidos de transito por parte de las proteinas plastidicas, es uno
de los eventos criticos durante la evolucion de los plastidos (McFadden, 1999).
Diversos estudios han probado la forma en cémo estos se desarrollaron durante el
proceso de endosimbiosis plastidico y se ha propuesto que las proteinas adquirieron
estos péptidos mediante, splicing alternativo, duplicacion génica y/o mediante
intercambio de exones (en inglés, shuffling exon) (Ganttet et al., 1991; Arimura et al.,
1999; McFadden, 1999). A pesar de los muchos estudios en este tema, el origen
evolutivo con péptido de transito de las proteinas codificadas en el ndcleo, aun se
investigan. Otra pregunta importante es la naturaleza de la informacién codificada por
el péptido de transito. Esta cuestion se ha estudiado desde distintos enfoques (von
Heijne et al., 1989; Rensink et al., 1998; Wienk et al., 1999). Una forma es el tratar de
determinar la informacion contenida en la secuencia del péptido y elucidar la forma en
que ésta informacion afecta el importe de la proteina plastidica dentro de los
cloroplastos. Esta informacion en la secuencia se puede determinar mediante la
identificacion de motivos o dominios implicados en la interaccién con factores de
importe, tales como receptores, proteinas heat schock y/o proteinas guia, que juegan
funciones importantes en diferentes pasos del proceso de importe. Este tipo de
analisis han mostrado que los péptidos de transito estan compuestos de multiples
dominios (Rensink et al., 1998; Gutensohn et al., 2000; Rial et al., 2000; Hinnah et al.,
2002; Jarvis y Soll, 2002; Becker et al., 2004; Kessler y Schnell, 2004; Smith et al.,
2004).



También se han realizado estudios con otro enfoque para entender la informacion
contenida en la secuencia, mediante analisis bioquimicos de la estructura de los
péptidos de transito. En solucidon acuosa, estos no poseen estructura definida (Wienk
et al., 1999). Sin embargo, en soluciones acuosas que contienen detergentes o en
soluciones que mimetizan a las membranas, como es el caso del trifluoroetano, los
péptidos de transito forman estructuras a-helicoidales (Wienk et al., 1999, 2000). Estos
resultados sugieren que los péptidos de transito forman estructuras helicoidales
durante su asociacion con los receptores de las membranas. Ademas, diversos
estudios bioinformaticos han sido utilizados para analizar las secuencias de
aminoacidos de todos los péptidos de transito hasta la fecha registrados (en inglés,
transit peptidome), en donde se ha revelado que existe una gran preferencia por
aminoacidos cargados positivamente (ej., Ser, Thr y Pro) y una carencia de
aminoacidos acidos en el peptidoma. Asi como un alto grado de hidrofobicidad en el
extremo 5" de estos péptidos (von Heijne et al., 1989; Zhang y Glaser, 2002; Bhushan
et al., 2006) (Figura 11).
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Figura 11. Estructura tipica de un péptido de transito. Los péptidos de transito no consisten en
una secuencia consenso estricta. Pero en estos se han identificado tres regiones importantes:
una region N-terminal cargada positivamente (n- region), una regiéon central hidrofébica (h-
region) y una region C-terminal neutral polar (c -region). Modificado de Molhoj y Dal Degan,
(2004).

Recientemente, el analisis de péptidos de transito previamente demostrados
experimentalmente de 208 proteinas, mostré que las secuencias de estos pueden
agruparse en multiples subgrupos. La seleccion de proteinas representativas de 7
subgrupos y su posterior analisis confirmd que los péptidos de transito de estas son
muy distintos entre si. Posteriormente, experimentos de importe de proteinas revelaron
que cada una de estas proteinas contienen motivos criticos en la secuencia del
péptido de transito para el importe hacia cloroplastos. Analisis bioinformaticos

apoyaron estos resultados, por lo tanto, se propone que los péptidos de transito se



pueden agrupar en multiples subgrupos de secuencia que contienen motivos

particulares para el importe a cloroplastos (Lee et al., 2008).

1.10. Compartamentalizacion del metabolismo vegetal

Una de las caracteristicas de las células eucariontes es la compartamentalizacion del
metabolismo y otras funciones celulares en diferentes organelos; a pesar de esta
division de labores, el metabolismo en cada compartimiento depende de otras partes
de la célula para abastecerse de energia en forma de ATP, o de precursores
metabdlicos. Ademas, todos los compartimentos dependen en menor 0 mayor medida
del nucleo y de los ribosomas citoplasmicos para proveerse de la mayoria, sino de
todas sus enzimas y proteinas (Lunn, 2007).

Para entender cémo una célula eucarionte realmente funciona, es necesario identificar
la localizacion de las enzimas y proteinas regulatorias dentro de la célula durante un
tiempo particular del desarrollo y/o bajo condiciones ambientales particulares. Saber el
lugar en donde una enzima particular realiza su funcion es una informacion esencial
para entender su regulacion y para empezar a comprender la compartamentalizacién
celular del metabolismo en cuestion. El funcionamiento de las células vegetales en
particular es todo un reto debido a la presencia de compartimentos subcelulares
adicionales caracteristicos como: plastidos, pared celular, vacuolas etc. que no estan
presentes en otras células eucariotes. El entendimiento sobre la forma en que se
encuentran ligados los distintos compartimentos, los procesos entre estos y su

regulacién, por ejemplo, son puntos que aun estan lejos de ser comprendidos.



1.10.1. La proteina verde fluorescente (GFP): una metodologia vy

aplicacion para estudiar la compartamentalizaciéon celular en plantas.

La pared celular de las células vegetales es la gran barrera para la visualizacion y
entendimiento de los procesos subcelulares en las plantas vivas. Tradicionalmente, los
cientificos maceraban, seccionaban o degradaban mediante soluciones enzimaticas la
pared celular, para tener acceso a los compartimentos internos de la célula vegetal. A
pesar de que las observaciones detalladas de estas metodologias constituyen los
fundamentos de la biologia vegetal, la realidad es que muchas descripciones son
extrapoladas de observaciones hechas con materiales fijados, es decir, tejido muerto.
Con la ventaja del microscopio de fluorescencia y la viabilidad de marcadores
fluorescentes, los bidlogos vegetales han obtenido en un periodo relativamente corto
una nueva forma de estudiar la célula in vivo.

La clonacioén de la proteina verde fluorescente (GFP), de la medusa Aequorea victoria,
ha estimulado una gran interés entre los bidlogos moleculares y aquellos que estudian
células desde su publicacion por Chalfie et al., (1994). Esta proteina esta constituida
por 238 aminoacidos, que forman once cadenas beta, cuyo conjunto forma un cilindro,
en el centro del cual se encuentra una hélice alfa. (Figura 12). La GFP original de la
medusa posee dos picos de excitacion: uno menor, a 475 nm, y uno mayor, a 395nm.
Su pico de emision esta a 509 nm, en la zona verde del espectro de luz.

La expresion de los genes que codifican a la GFP dentro de las células hizo posible la
realizacion de experimentos inimaginados 10 afios atras; la proteina GFP sirve como
un marcador molecular que puede ser observada dinamicamente en células vivas,
tanto en su forma nativa asi como de manera fusionada con otras proteinas. Las
secuencias codificantes de esta proteina se fusionan tanto en el extremo terminal 5
como 3" de la region codificante de una secuencia de DNA de interés, dando como
resultado la produccidon de fusiones de GFP N-terminal y C-terminal, estos genes
quiméricos se han incorporado en plantas transgénicas estables, o introducidas dentro
de células vegetales para su expresidn transitoria. La producciéon de plantas
transgénicas estables tienen la ventaja de que muchos tipos celulares pueden ser
examinados en donde la fusion GFP/proteina es expresada; mientras que no todos los

tipos celulares son técnicamente viables a través de la expresion transitoria.

Actualmente, la imagen con GFP ha revelado mucho mas sobre las células animales y
de levaduras que de las células vegetales, debido a problemas que se tenian con el
uso del gen GFP de la medusa en las plantas; el gen animal original contiene

secuencias que son reconocidas erroneamente como intrones en plantas, llevando a



niveles pobres de expresion (Haseloff et al., 1997; Rouwendal et al.,1997). Sin
embargo la produccién y distribucion de diversas variantes de GFPs: modificadas,
termoestables y con mayor fluorescencia, han permitido muchos experimentos con
sistemas vegetales (Reichel et al., 1996; Chiu et al., 1996; Pang et al., 1996; Davis y
Viestra, 1998; Haseloff et al., 1997; Haseloff, 1999). Obviamente la selecciéon de la
variante apropiada es una decision critica durante el disefio experimental. Hoy en dia
existen versiones modificadas de la GFP, que fluorescen en otros colores tales como:
el rojo (RFP), el amarillo (YFP) o el azul (CFP). Ademas, estas proteinas originales
han sido modificadas para mejorar su funcionamiento. Uno de los resultados de estas
mejoras es la proteina verde fluorescente mejorada (o EGFP, por sus siglas en inglés,
"enhanced green florescent protein").Todas estas han ayudado mas al entendimiento
de la célula vegetal mediante su uso en diversas técnicas (Kohler et al., 1997; Logan,
2007; Mathur et al., 2002, 2003; Dhonukshe y Gadella, 2003).

Figura 12. Estructura tridimensional de la proteina verde fluorescente (GFP). Proteina de 238
aminoacidos producida por la medusa Aequorea victoria, que emite bioluminiscencia en la zona

verde del espectro visible. El gen que codifica esta proteina esta aislado y se utiliza

habitualmente en biologia molecular como marcador.

Una de las grandes ventajas de la GFP como un marcador fluorescente, es que no se
necesita de un cofactor exdgeno (Chalfie et al., 1994), ademas de que la GFP puede
ser expresada dentro de tejidos intactos y monitorear procesos sin el disturbio

causado por la introduccion de agentes quimicos.

Debido a su pequefio tamafio de 238 aminoacidos (26.9 kDa), la GFP puede entrar a
los poros nucleares, por lo que la GFP que no se fusiona a otros polipéptidos se
localiza en el citoplasma como en el nucleo de plantas, animales y levaduras
(Grebenok et al., 1997; Kohler et al., 1997; Haseloff y Siemering, 1998). La fusion de

diversas secuencias resulta en la fluorescencia de la GFP solamente en el nucleo,



llevando a la conclusiéon que la secuencia fusionada codifica para una proteina

localizada en este sitio.

La fusion de otras proteinas de destino incierto han revelado la compartimentalizacion
en plastidos, mitocondria, citosol, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi. Por
ejemplo, fusiones de genes homodlogos a las RNA polimerasas revelaron que uno de
estos se localiza en la mitocondria y el otro es transportado hacia el cloroplasto
(Hedtke et al., 1999). El éxito de las fusiones con GFP para determinar la localizacion
subcelular de proteinas codificadas por cDNA’s desconocidos, ha permitido el
desarrollo de un método conocido como “Motif Trap” en donde fragmentos aleatorios
de DNA se fusionan a la GFP, mientras que células que expresan esta proteina en
varios compartimentos celulares son aisladas, y posteriormente los fragmentos que

expresan se clonan por RT-PCR (Bejarno y Gonzalez, 1999).

Ademas de permitir determinar la localizacion para proteinas particulares, las fusiones
con GFP con péptidos de transito con proteinas enteras pueden ser usadas para el
marcaje de compartimentos particulares (Kéhler, 1998). De esta forma el propésito de
estudiar la forma, tamafio, ndmero, movilidad, interaccion entre diversos organelos,
permite la observacion de cambios dinamicos durante el desarrollo y/o respuestas
ambientales de los diferentes compartimentos celulares. Algunos ejemplos (Figura 13)
de este tipo de marcaje con GFP se publicaron para la vacuola (Di Sansebastiano et
al., 1998), peroxisomas (Mano et al., 1999), Golgi (Boevink et al., 1998; Essl et al.,
1999), mitocondria (Kohler et al., 1997; Yasuo et al.,, 1999; Logan y Leaver, 2000),
plastidos (Kohler et al., 1997; Hedtke et al., 1999; Jang et al., 1999; Tirlapur et al.,
1999; Koéhler y Hanson, 2000), citoesqueleto (Kost et al., 1999; Ueda et al., 1999;
Hasezawa et al., 2000), membrana plasmatica (Bischoff et al., 2000), pared celular
(Scott et al., 1999) y reticulo endoplasmatico (Haseloff y Siemering, 1998). Una de las
aplicaciones en el marcaje de compartimentos que aun no ha sido explotado en los
sistemas vegetales es el marcaje en si con la proteina GFP, para facilitar el
aislamiento de éstos. Galbraith y colaboradores (1999) demostraron que el ndcleo

marcado con GFP puede ser separado de la célula de manera sencilla.
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Figura 13. Lineas transgénicas en Arabidopsis thaliana con combinaciones de distintos
marcadores dirigidos hacia diferentes organelos y compartimentos, con la finalidad de
visualizar in vivo la célula vegetal. (a) cloroplastos (ch; autofluorescencia roja), mitocondria
(mito; fluorescencia verde) y peroxisomas (per; fluorescencia amarilla). (b) per; peroxisomas y
ER; reticulo endoplasmico . (c) Gol; cuerpos de Golgi, af; microfilamentos de actina. (d)
citoesqueleto (af; microfilamentos de actina), (mt; microtubulos) (e) MP; membrana plasmatica
y Mt; microtibulos. (f) per; peroxisomas, Af; filamentos F actina. (g) Un; nucleo, Mt; mitocondria.
(h) st; estrémulos conectando a cloroplastos.(i) Nu; nucleo af; filamentos F actina, ER; reticulo

endoplasmico. Tomado de Mathur, (2007).



2. ANTECEDENTES

Mediante el método de seleccion y caracterizacion de mutantes incapaces de
acumular pigmentos, en el laboratorio se aislé a partir de una coleccién de plantas
mutantes de A. thaliana, generada por la insercion del T-DNA de Agrobacterium
tumefaciens, la mutante albina denominada clal-1 (por cloroplastos alterados) (Mandel
et al., 1996) (Figura 14A). La caracterizacion inicial de clal-1, mostré que la mutacién
provoca alteraciones en la morfologia de los cloroplastos. Estos organelos en la planta
mutante se encuentran no diferenciados y se asemejan a proplastidos. En esta
mutante los cloroplastos se caracterizan por la ausencia de membranas tilacoideas y
por la formacion de espacios en forma de vesiculas (Figura 14B). También se observé
que la produccién de pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides) vitamina E
(a-tocoferol) y hormonas (ABA) estaban fuertemente disminuidas (Figura 14C), lo cual

explicaba el fenotipo albino (Mandel et al., 1996; Estévez et al., 2000).
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Figura 14 A) Fenotipo de la planta mutante clal-1 comparada con una planta de tipo silvestre
(wt). B) Microscopia electronica de los cloroplastos de la planta mutante clal, comparados con
los de una planta de tipo silvestre (Wt) en la que se aprecia un desarrollo normal de las
membranas. C) contenido de clorofilas y carotenoides totales en plantas silvestres, mutante
clal-1y heteréciga CLAl/clal. Los pigmentos fueron extraidos de plantas de 15 dias de edad
crecidas en MG. La concentracion de pigmentos esta expresada como ug de pigmento por

gramo de tejido fresco. Modificado de Ledn y Guevara (2007).



Asimismo, su caracterizacion molecular mostré que el T-DNA interrumpié en la
secuencia codificante del gen CLA1, por cloroplastos alterados (Mandel et al,. 1996).
Inicialmente se encontré que la proteina CLA1 tenia homologia con enzimas del tipo
trancetolasas cuya funcion es la transmision de grupos cetoles (Strayer et al., 2002).
Ademas, se observo que la proteina CLA1 conservaba las secuencias caracteristicas
de este tipo de proteinas, tales como los sitios de union al cofactor tiamina difosfato

(TPP) que sirve como cofactor en su reaccion catalitica y el motivo trancetolasa.

Analisis posteriores revelaron que la proteina CLA1 presentaba similitud con un nuevo
tipo de trancetolasa, la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS). El alineamiento
entre la proteina CLA1 y la DXS de E. coli mostré un 63% de identidad. Ademas, se
observd que en ambas proteinas el sitio de union a TPP y el motivo trancetolasa
estaban conservados. Las caracteristicas fenotipicas de la mutante clal-1, asi como la
alta similitud entre la enzima DXS y el producto del gen CLAL, sugirieron que éste
ultimo podria codificar la 1-desoxi-D-xilulosa 5 fosfato sintasa de A. thaliana. La
complementacion in vivo de la mutante clal-1 con el compuesto 1-desoxi-D-xilulosa
(DX) confirmé que CLA1 codifica para la enzima DXS (Mandel et al., 1996; Estévez et
al., 2000; Araki et al., 2000).

Estudios de cristalografia de la DXS de E. coli confirmaron que la estructura de esta
proteina contiene tres dominios (I, Il y Ill), los cuales presentan similitud a los dominios
equivalentes en las trancetolasas. Sin embargo, DXS posee un arreglo distinto de
estos dominios, ya que el sitio activo de DXS es localizado en la interfase de los
dominios | y Il en el mismo mondémero. En cambio, para otras trancetolasas éste se

encuentra en la interface del dimero (Xiang et al., 2007).
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Figura 15. Reaccion catalizada por la enzima DXS vy su estructura. El diagrama muestra los
elementos de estructura secundaria presentes en la enzima DXS de E. coli. Modificada de
Hunter, (2007).

Por otro lado, se demostré que CLA1/DXS1 posee en el extremo amino terminal un
péptido de importe a plastidos (PTP). Mediante ensayos de expresion transitoria
usando el péptido de transito fusionado a la proteina verde fluorescente (GFP) se
demostré que CLA1/DXS1 es transportada a cloroplastos (Estévez, 2002). Estos
estudios también apoyaron que el gen CLA/DXS codifica para la enzima DXS de
Arabidopsis. También se demostré la funcionalidad del péptido de transito y la
eventual localizacion subcelular en los plastidos para la DXS de tomate (Lois et al.,

2000) y soya (Zhang et al., 2008), por citar algunos ejemplos.

1.1. DXS es codificada por una familia génica en plantas.

Hoy en dia se sabe que los genes dxs son parte de una familia multigénica pequefia
en plantas, tanto mono como dicotileddoneas (Walter et al., 2000, 2002; Rodriguez-
Concepcion et al., 2004; Kim et al., 2005; Phillips et al., 2007; Phillips et al., 2008; Kim
et al.,, 2009). En A. thaliana se vié mediante secuencias genémicas de EST’s que
existian tres proteinas homoélogas a DXS en el genoma de esta planta. Pero hasta el
momento soélo se ha demostrado la funcion bioquimica para CLA1/DXS1 (Estevez et
al., 2000; Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002). En arroz existen tres grupos
independientes de DXS y en situacién similar estan las plantas Medicago truncatula y
Picea abies (Chahed, et al., 2000; Walter et al., 2000, 2002; Kim, et al., 2005). La



presencia de diversas isoformas de DXS sugiri6 que la biosintesis de ciertos
isoprenoides dependen de la actividad particular de alguna de las isoformas de DXS.
(Lichtenthaler, 1999; Walter et al., 2002) (Figura 16). Esto es parecido a lo que se
reportd para las terpeno sintasas (Trapp y Croteau, 2001).

El analisis de expresion de distintos genes dxs en plantas efectivamente sugieren, que
los genes DXS1 (CLALl) de Arabidopsis y OsDXS1 de arroz tienen una funcion
primaria, por ejemplo en la fotosintesis (Kim et al., 2005). En contraste, para otros
genes DXS como MtDXS2 de Medicago, OsDXS3 de arroz o PaDSX2A y PaDXS2B
de Picea, se propone que estan involucrados en mecanismos de defensa y/o la
produccion de metabdlicos secundarios. Su expresion es Unicamente en sitios
restringidos (Okada et al., 2007; Phillips et al., 2007; Floss et al., 2008).
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Figura 16. Expresion diferencial de las dos clases de DXS en Medicago truncatula. Niveles de
transcrito (MRNA) de los genes dxsl1 y dxs2 en varios 6rganos y tejidos de la planta. Detectada
con la sonda de MtDXS1 (panel superior) y subsecuentemente con la marca de MtDXS2 (panel
inferior). Las raices fueron de plantas de 12 semanas de edad, hojas y tallos fueron de plantas
verdes de 6 semanas y las plantulas de 10 dias, todas las flores utilizadas estaban en antesis
o inmediatamente después de este evento, Abreviaturas: R, raices; S, plantulas; F, flores; L,
hojas; St, tallos; K, granos; NM, no micorriza (control); M, micorriza; D, en obscuridad; Li, luz

normal; G.i., Glomus intraradices; G.m., Glomus mosseae. Tomado de Walter et al., (2002).



1.1.1. Lavia MEP en plantas esta sujeta a regulaciones miuiltiples.

En nuestro grupo, estudios iniciales del patron de expresion espacial y temporal de
CLA/DXS1 permitieron concluir que esta proteina se expresa de manera diferencial a
lo largo de todo el ciclo de desarrollo, asi como en la mayoria de los tejidos. Ademas,
los requerimientos de la enzima DXS son mayores en estadios tempranos del
desarrollo y en tejidos jovenes de la planta (Estévez, 2000). Por otro lado, analisis
comparativos de expresion de los genes de la via MEP bajo diferentes condiciones de
crecimiento indican que la acumulacion de los niveles del transcrito de estos genes
esta modulada por multiples sefales en A. thaliana, tales como la luz, el ritmo
circadiano y/o por azucares (Guevara-Garcia et al., 2005). Un aspecto interesante de
estos estudios es que varias de estas respuestas analizadas a nivel transcripcional
siguen una regulacion coordinada entre todos los genes de la via. Resultados

similares tambien se han obtenido también por otros grupos (Hsieh y Goodman, 2005).

Ademas de la mutante clal-1, la caracterizacién en el laboratorio de otras mutantes
albinas de la coleccién (denominada clb, chloroplast biogenesis), como es el caso de
las mutantes clb4 y clb6 que estan afectadas en los genes DHS y DHR,
respectivamente, permitid6 mostrar que los genes de la via MEP actian de forma no
auténoma, es decir, que su funcion puede ser parcialmente compensada en el embrion

por productos provenientes del tejido materno (Gutiérrez-Nava et al., 2004).

El transcrito de DXS se acumula en tejidos vegetales con alta demanda de
isoprenoides, incluso durante la maduracion del fruto como en el caso del tomate o
pimiento (Bouvier et al., 1998; Lois et al., 2000; Enfissi et al., 2005), en los tricomas de
Mentha piperita (Lange et al., 1998) o en las plantulas de A. thaliana (Estévez et al.,
2000). Evidencia directa de la funcion limitante del gen DXS1 en la via se demostré en
el laboratorio, a través de la manipulacién de sus niveles en plantas transgénicas. Esto
permitié establecer a la enzima DXS como un paso limitante para la sintesis de IPP y
DMAPP en plantas (Estévez et al., 2001). Dentro de cualquier ruta biosintética algunas
de sus enzimas limitan el flujo de la via. De ellas dependen en gran medida los niveles
de actividad y eficiencia con que trabaja la via. En consecuencia, muchas de las
enzimas “limitantes” de una via biosintética estan sujetas a diversos mecanismos de
regulacién que modulan sus niveles o su actividad, estas regulaciones por ende tienen

un efecto directo sobre los niveles de los productos finales generados en dicha via.



Resultados similares han sido observados en otras plantas como tomate (Lois et al.,
2000) o Ginkgo hiloba (Gong et al., 2006) por citar algunos ejemplos.

En nuestro gurpo, a través de la caracterizacion de la mutante clb6, afectada en el
gen HDR, se ha evidenciado una regulacion postranscripcional que modula la
acumulacion de la proteina limitante DXS. Se propone que esta regulacién se debe a
un mecanismo de retroalimentacion que aparentemente puede modular el flujo de la
via en respuesta a la demanda de los producto finales IPP y DMAPP (Guevara et al.,
2005). Se sugiere que este mecanismo de regulacion estd conservado en varias
especies vegetales. Sin embargo, aun no es claro si otros miembros de la familia DXS

en otras plantas se regulan de la misma forma.

Recientemente, mediante el analisis de la mutante clprl-2, afectada en el complejo
plastidico Clp con funcién de peptidasa, presenta el fenomeno de acumulacion de la
proteina DXS, lo que sugiere que este complejo se encuentra involucrado en la

regulacion post-transcripcional de esta enzima (Flores-Pérez et al., 2008).



2.2 ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro grupo, se decidié ampliar los estudios para el caso de la DXS en la planta
de maiz (Zea mays). Debido a que estudios detallados sobre la expresion de genes
DXS y su regulacion, aun no habian sido reportados hasta la fecha para una planta
monocotiledénea. Para aislar genes dxs de maiz y empezar su caracterizacion,
oligonucleodtidos fueron disefiados a partir de una region conservada entre el gen
DXS/CLAL de A. thaliana (At4g15560) y los genes dxs de bacterias (E. coli, numero de
acceso Gene Bank BAB33897.1, y Rhodobacter capsulatus, numero de acceso Gene
Bank CAA77557) (Mandel et al., 1996; Sprenger et al., 1997; Hahn et al., 2001). Estos
oligonucledtidos fueron utilizados para amplificar DNA gendmico de maiz mediante
PCR, de donde un fragmento de 911 pb fue aislado. Posteriores analisis de este
fragmento confirmaron su homologia con el gen DXS/CLA1 de A. thaliana, mostrando
incluso similitud en secuencia con varias anotaciones registradas en la base de datos
de maiz (Maize genomic database, en inglés) (http://www.maizegdb.org/). La similitud
de las secuencias de maiz fluctuaban entre el 99.9% (AW424625) a 70% (AW267504);

ésto sugeria que los registros posiblemente correspondian a diferentes genes dxs de

maiz. Un analisis mas detallado de los fragmentos derivados de la base de datos de
maiz, permitieron diferenciar tres genes potenciales de dxs, basados en identidad de
nucleotidos. Estos resultados apoyaban reportes previos sobre la existencia de

diferentes genes dxs en el genoma de maiz (Walter et al., 2000; 2002).

Para obtener la secuencia completa de los diferentes dxs de maiz, varias estrategias
se llevaron a cabo. Una biblioteca gendmica de maiz (Stratagene) fue analizada,
utilizando como sonda al fragmento de DNA de 911 pb amplificado por PCR. De este
se seleccion6d una clona positiva (421) y su identidad se confirm6é mediante su
secuenciacion (desde ahora se le referira como dxs1). Sin embargo, esta clona (num.
acceso GenBank. AY951981) estaba incompleta porque solo contenia una parte del
marco abierto de lectura. Incluyendo el codén de inicio, ademas de tres intrones, pero
faltandole la parte que codifica para el extremo C-terminal. La secuencia completa del
gen dxsl fue finalmente obtenida mediante la secuenciacion de un EST (por sus siglas
en inglés Expressed Secuence Tag) obtenida de la base de datos de maiz (num
acceso GenBank CF649815). Este EST contiene el marco abierto de lectura (en
inglés, ORF) de DXS, ademas de las secuencias 5 y 3' de UTR (por sus siglas en
inglés Untranslated Transcript Region). Posee ademas 100% de identidad con la clona
genomica 421. La secuencia del gen dxs2 fue obtenida mediante la amplificacion

directa por PCR de un fragmento de DNA gendmico de maiz. Oligonucleétidos



especificos para el PCR fueron disefiados en base a un contig hipotético
(reconstruccion de un fragmento de DNA a partir de un juego de fragmentos de DNA
que se superponen entre si) reconstruido a partir del fragmento de 911 pb (num.
acceso GenBank AY944061) y tres clonas adicionales (CG162236, CG319422 y
AW424625) depositadas en la base de datos de maiz. Estos oligonucleétidos
amplificaron un producto de PCR de 2.1 Kb. La secuenciaciéon del producto de PCR
mostro que se tenia el ORF completo de dxs2. Asimismo, este mostré la presencia de
un supuesto intron (116 pb) en la posicion 1875.

Los analisis iniciales en la base de datos de maiz mostraron una clona adicional que
presentaba homologia con DXS y que posiblemente codificaba para un gen adicional
DXS. Finalmente, el tercer gen fue obtenido mediante RT-PCR (Reverse transcriptase
PCR) utilizando oligonucledtidos especificos basados también en un contig hipotético
de la base de datos de maiz. Con estos cebadores, un fragmento especifico de cDNA
fue amplificado. La secuenciacion de este cDNA demostré que contiene el ORF

completo y el 3' UTR de un tercer gen dxs, designado dxs3.

Los ORFs deducidos para los genes dxsl, dxs2 y dxs3 de maiz consisten en 718, 674
y 722 residuos aminoacidos, respectivamente.

La similitud existente entre las tres proteinas DXS es del 77.3%, en donde DXS3 es la
mas lejana de las tres. También hay similitud entre estas proteinas DXS de maiz y la
DXS de A. thaliana ( 76% tanto para DXS1 y DXS2) y con la bacteria Deinococcus
radiodurans (53% para DXS1 y 54% para DXS2). Estas proteinas conservan los tres
dominios caracteristicos de la DXS bacteriana (Xiang et al., 2007). También se
encuentran conservados los aminoacidos caracteristicos del sitio activo como His
(110/104; dxs1 / dxs2), Tyr (467/461) y Asp (502/500), aparentemente involucrados en
la unién a la molécula gliceraldehido 3-fosfato (Xiang et al., 2007). Los residuos Glu
(445/439), Arg (495/496) y Arg (553/547) que son cruciales para la catalisis, asi como
el dominio transcetolasa de union tiamina disfosfato (TPP) (localizados en las
posiciones 227-246 para DXS1 y 223-242 para DXS2) también se encuentran

conservados.

Para obtener una mejor panorama acerca de las relaciones filogenéticas de las
proteinas DXS de maiz con aquellas de otros organismos se construyd un arbol
parsimonioso, en donde se incluyen proteinas representantes DXS de diferentes
plantas, asi como de los procariotes Synechococcus elongatus y Deinococcus
radiodurans como referencia. El analisis unicamente incluy6é secuencias que contenian

un ORF completo. El arbol filogenético mostré tres grupos independientes de proteinas



DXS conservadas entre las plantas. Uno de los grupos, previamente referido como
DXS1 (Walter et al., 2002), incluye proteinas de Arabidopsis (DXS1), M. truncatula,
Oryza sativa, Capsicum annuum (pimiento) y S. lycopersicum. Este grupo incluso
agrupa también a la DXS2 de Arabidopsis (At4g15560), cuya funcién aun no esta
demostrada. La familia Poaceae, representada por la DXS1 de maiz y una DXS de
arroz (DXS1), se agrupan en un clado comun. Un segundo grupo en este arbol incluye
la DXS2 aislada de maiz, la DXS2 de M. truncatula y proteinas DXS de Narcissus
pseudonarcissus, C. roseus, Morinda citrifolia, Tagetes y M. piperita. Se sabe que los
miembros de este grupo son esenciales particularmente para la sintesis de
carotenoides en raiz (Floss et al., 2008). Finalmente, este analisis mostré un tercer
grupo filogenético que incluye al gen dxs3 de maiz. Otras proteinas parecidas a DXS3
de diferentes especies también se sitian en este grupo, por ejemplo la DXS3 de
Arabidopsis (Kim et al., 2005). Este grupo esta conservado en diferentes especies de
plantas, ademas es el grupo filogenéticamente mas distante de DXS. Las proteinas
DXS de Synechococcus elongatus y Deinococcus radiodurans, se agruparon en un

clado distinto.



3. JUSTIFICACION

El maiz es uno de los cultivos agricolas mas importantes del mundo (FAO, 1986), y en
consecuencia, esta planta es de gran interés para su eventual manipulacion genética.
En México este cutlivo es el mas importante, alrededor de 3.2 millones de agricultores
producen anualmente mas de 18 millones de toneladas de maiz sobre una superficie
aproximada de 8,5 millones de hectareas. Que equivalen al 60 % de la produccion de
granos en el pais (SAGARPA, 2000).

El estudio de la via MEP es sumamente importante para contribuir al conocimiento de
la sintesis de is oprenoides, los cual es s oni ndispensables parael desarrolloy

crecimiento de las plantas, asi como por la produccién de compuestos de gran interés
comercial con alto pot encial b iotecnolégico. Sin e mbargo, por tratarse de una ruta
metabdlica recientemente descubierta, aun se desconocen muchos aspectos de ésta,
en partic ular de su  regulacion. Por ésto, e n afos recientes s e haempez ado a
extender el andlisisdelo sgene sde la viaMEP al grupode las gramineas,

especificamente en Zea mays.

Para apoyar en la caracterizacién de la enzima DXS (1 -deoxi-D-xilulosa 5 fo sfasto
sintasa) en Zea mays, establecer la localizacién subcelular para c ada uno de de las
DXS dentro de la célula vegetal es necesario. Res ulta interesante mencionar que a
diferencia d e A. thaliana, en donde al parece run so6lo g en es resp onsable de la
expresion mayoritaria de la enzima DXS, en maiz se han identificado por lo menos tres
DXS con patrones de expresién diferentes. Estos estudios muestran la complejidad a
la que esta s ujetala expresion d e es ta enzima limitant e en diferentes plantasy

también abre una posibilidad para su eventual manipulacion.



4. HIPOTESIS
Dado que los genes dxs1, dxs2 y dxs3 poseen una alta identidad con DXS, y debido a
que todos sus ortolo gos en varias es pecies p oseen un péptido de transi to para su

importe al cloroplasto, es muy probable que los homologos de DXS en maiz también

incluyen en su secuencia un péptido de transito funcional.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la localizacién subcelular de | os productos génicos de los tres genes con

homologia con DXS en Zea mays.

4.1. Objetivos particulares

a) Predecir in silico lo s péptidos de transito de importe a plastidos (PTP)de la

secuencia codificante de dxs1, dxs2 y dxs3.

b) Realizar fusiones traduccionales de | a secu encia codificante para | os supue stos
péptidos de transito de cada DXS de Zea mays, con la secuenciadela proteina
verde fluorescente (GFP).

c) Expresar transitoriamente las fusiones traduccionales en protoplastos de A. thaliana.

d) Establecer el sistema de expresion transitoria en Zea mays.

e) Localizar sub celularmente las fusiones tra duccionales generadas en Zea mays

mediante microscopia confocal.



6. MATERIAL Y METODOS

5.1. Material biolégico

El ecotipo de A. thaliana utilizado fue Columbia (Col-0), para la transformacion
transitoria de protoplastos. Para el caso de la transformacién de protoplastos de maiz,

se utilizaron semillas de la compania Monsanto.

6.2. Obtencion de acidos nucleicos

5.2.1. Extraccion de DNA genémico de maiz

Semillas de maiz fueron sembradas en macetas con sustrato vermiculita / Metro-Mix
200 vy se colocaron en el cuarto de iluminacion (Temp. 18°C ) durante 2 semanas. Al
cumplir la edad, de 3 a 6 hojas fueron cortadas y se congelaron con nitrégeno liquido
(-70°C). Posteriormente, el tejido se molié hasta que se obtuvo un polvo fino el cual se
coloc6 dentro de tubos eppendorff. Se adicioné .5ml de CTAB
(Hexadecyltrimetylammonium bromide) nuclear (ver anexo) mezclandose con el
extracto vegetal y se incubd esta durante 30 minutos a 60°C. Transcurrido el tiempo, la
muestra se dejo a temperatura ambiente por un momento y se adiciono la mitad del
volumen de cloroformo / isoamilico (100ml. = 96ml + 4ml. Alcohol isoamilico), aprox.
250ul, y se mezclo por inversién cuidadosamente durante 10 min. Después se
centrifugo a (14000 rpm.) por 5 min. a temperatura ambiente y al concluir, el
sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo. Se adicioné 1/10 del volumen de CTAB
10% (ver anexo), aprox. 50ul y se repitié la extraccion con cloroformo / isoamilico. En
un nuevo tubo se transfirié el sobrenadante y se adicionaron 2 volumenes de etanol
absoluto, mezclando cuidadosamente por inversion. EI DNA se recobré por
centrifugado (5min. a 14000 rpm.), se lavd con etanol al 70% y se volvié a recobrar.
Estos pasos se realizaron en varias ocasiones de manera repetitiva hasta limpiar el
DNA completamente. La pastilla de DNA obtenido se secé en el Savant y se
resuspendié en 50 ul de H,0miliQ.

Finalmente se checd la concentracion de DNA obtenido en un gel de agarosa al 1.5%,
tefido con Bromuro de Etidio.



6.2.2 Extraccion de ADN plasmidico porel método de lisis alcal ina
(Miniprep)

Cultivos bacterianos de interés fueron incubados en tubos con 5ml. de medio liquido
(LB + antibiético km* ) durante 12 hrs a 37°C.

Se centrifugo 1.5 ml del cultivo a (1000 rpm., durante 4 minutos) para sedimentar las
células. Se decant6 el sobrenadante, dejando un pequefio volumen (50-100 pl.) de
este con el resuspendido, después se agitdé en el vortex. Se agregaron 300 ul. de
TENS (ver Anexo) y se agité durante algunos segundos mas hasta que la solucion se
volvié viscosa. Posteriormente, se afiadieron 150 pl. de acetato de sodio (3M, pH 5.2),
y se volvid a agitar hasta mezclar completamente. Se centrifugd durante 10 minutos
para sedimentar los restos celulares y el DNA cromosomal. Inmediatamente, se
transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo y se mezclo con 0.9 ml. de etanol absoluto
frio, se mezcld por inversion y se incubd 1 hora a —20°C; en este paso se precipita el
DNA. Nuevamente se volvidé a centrifugar para sedimentar el DNA plasmidico y el
RNA. Se descart6 el sobrenadante y se realizaron lavados del precipitado de DNA con
1ml. de etanol al 70%, centrifugandose por 3 min a 10000 rpm para después secar al
vacio por otros 3 minutos. El precipitado se seco al vacié por 5-8 min. Finalmente se
resuspendié en 50 ul. de TE o agua destilada y se agregaron 3 microlitros de la

10me/m) - Se tomaron 3 ul. de la muestra y se corrié en un gel de agarosa

enzima RNAsa ¢
al 1.5% , tefiido con Bromuro de Etidio para comprobar que el plasmido se encontrase

purificado.

6.2.3 Extra ccion de DNA p or gradiente de Clo ruro de Cesio , CsClI
(Maxiprep)

Se puso a crecer la(s) cepa(s) de interés en 3 ml. de medio LB con el antibiético de
seleccion por 6 hrs. Se Inéculo la cepa en 1L de medio LB selectivo y se incubd con
agitacion continua a 37°C. durante 12 horas. Posteriormente se centrifugo el cultivo a
7000 rpm (7K) por 10 min y a una temperatura de 4° C. Obtenida la pastilla celular se
le afiadid 40 ml. de la solucién 1 (ver Anexo) y se resuspendieron las células. Se
adiciond 80 ml. del amortiguador para lisar (solucion Il). Posteriormente la solucion I
fue afiadida mezclando homogéneamente invirtiendo la botella en repetidas ocasiones.
Realizado esto, se centrifugd a 7K por 10 minutos, el sobrenadante se transfirio a un

bote nuevo y se le adiciono un volumen igual de isopropanol frio para precipitar.



Nuevamente se centrifugd a 7K por 10 minutos, posteriormente se descarté el
sobrenadante y se adicioné 10ml de etanol al 95%, para lavar y permitir que se secara
la pastilla.

La pastilla de DNA se resuspendioé con 3.5 ml de sol. 1 y se transfirié esto a un nuevo
tubo de 15ml, ajustando a un volumen final de 4.7 ml. Se adicioné 5.5g de CsCl y se
mezclé de forma suave hasta que se resuspendid para después agregar 0.3ml de
Bromuro de Etidio (EtBr 10mg/ml). Posteriormente se centrifugo a 6000 rpms. durante

5 min.

Se midié la densidad de la solucion, la cual debe quedar ajustada aproximadamente
entre 1.47g/ml y 1.55g/ml. La muestra se transfiri6 a una ampolleta para
ultracentrifuga, la cual se sello con el mismo peso que su equilibrio. Para el gradiente
de CsCl se ultra-centrifugé (rotor Vti90) a una velocidad de 80Krpm por 3h o 60 Krpm

por 12h, a temperatura ambiente (18°C). Esto es necesario para formar el gradiente.

Una vez que se obtuvo el gradiente, la banda de DNA se retira con una aguja y se
transfiere a un tubo de 15 ml. A esta se le agregan 2 volumenes de agua ultrapuray 7
ml de N-butanol saturado y se agita, para posteriormente descartar todo el exceso de
EtBr, el procedimiento se realiza 3 veces. Una vez que no se detecta el Bromuro, se
agregan 3 volumenes de etanol al 100% con la finalidad de precipitar el DNA y se
incuba a —20 °C durante una hora. Transcurrido el tiempo se centrifuga a 10000 rpm.
por 10 minutos. La pastilla de DNA obtenida se deja secar y posteriormente se
resuspende en un volumen aprox. entre 0.3 a 0.5ml de agua ultrapura, dependiendo
del tamafo de la pastilla. EI DNA se pasa a un tubo Eppendorf en el cual se afaden 2
voliumenes de etanol al 100% y 1/10 del volumen de la muestra con acetato de sodio
3M con la finalidad de precipitar el DNA. Se centrifuga a 13000 rpm por 10 minutos en
una microcentrifuga previamente enfriada a 4°C. Se descarta el sobrenadante y se
realizan lavados con 1ml de etanol al 70% por lo menos 2 veces, para quitar el exceso
de CsCl que pueda tener la muestra. Se repite el procedimiento 3 veces mas. En el
paso final, después de haber resuspendido el DNA con etanol al 100% y acetato de
sodio, se lava con etanol al 70% , se deja secar el DNA y se resuspende en agua
ultrapura en un volumen aproximado de 0.6 ml. Se cuantifica la concentracion de DNA
utilizando el Nano Drop y se almacena la muestra a -20°C para su futura

manipulacion.



6.2.4 Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa

La extraccion de DNA a partir de gel de agarosa se realizé como se describe a
continuacion. Se extrajo el fragmento de DNA visualizado por tincion con bromuro de
etidio del gel con una navaja limpia y se colocé en un tubo eppendorff. Posteriormente
los fragmentos se cortaron en fragmentos menores para ser colocados dentro de una
columna de purificacién insertada en otro tubo eppendorff, utilizado para la
recoleccién. Se centrifugo a 7000 rpm durante 7 min. y después una segunda ocasion
a 12000 rpm durante 5 min. Se comprobo la concentracion del DNA con la ayuda del

Nanodrop.

6.2.5 Electroforesis en gel de agarosa

Se funde la agarosa al 1.5 % (peso / volumen) en buffer TAE (1X) (Ver apéndice).
Posteriormente se calento la mezcla (en un vaso de precipitados) y se dejé enfriar un
poco. Se anadié bromuro de etidio (100 ug / ml) y se mezclé de manera homogénea.
Después se vertid la muestra en el portageles y se colocd un peine adecuado al
volumen de carga. Una vez polimerizado el gel, se retira el peine y se afiade TAE (1X)
hasta que sobrepase el gel un poco. En ese momento se cargan las muestras en los
pozos del peine con el buffer de carga (apéndice), acompafados de un colorante (azul
de tincién). Posteriormente se aplico corriente entre 70-100 V durante el tiempo

necesario para la separacion de las bandas de ADN.

6.3 Procedimiento para obtencidn de células electrocompetentes

Se inoculé en un tubo con 5 ml de LB una alicuota de células competentes DH5aq,
durante toda la noche. Transcurrido el tiempo se inocul6 con éste, un matraz con 1L
de medio LB estéril bajo en sales, pH 7 (Ver Apéndice). Se crecieron las bacterias
durante aprox. de 4 a 5 horas o hasta alcanzar 0.6-0.8 O.D. Después se coloco

durante 30 min en hielo y en el cuarto frio.

Posteriormente las células se vaciaron en las botellas para la centrifuga, estériles y
frias (250 ml. en cada botella). Y se centrifugo a 4000 rpm a 4°C, durante 15 min en el
rotor JA-10. El sobrenadante se eliminé rapidamente y se agregd 2 volumen de

glicerol 10% (125 ml a cada botella) frio y estéril. Las células se resuspendieron



suavemente con una pipeta de vidrio estéril. Y nuevamente se centrifugo a 4000 rpm a
4°C durante 15 min en el rotor JA-10. Se eliminé el sobrenadante rapidamente y se
agrego 74 volumen de glicerol 10% (62.5 ml a cada botella) frio y estéril. Nuevamente
se resuspenden las células y se centrifuga, como en el paso anterior. Se vuelve a
eliminar el sobrenadante y se agrega 1/5 volumen de glicerol 10% (50 ml a cada
botella) frio y estéril. Se procede a resuspender y centrifugar como los pasos

anteriores.

Finalmente, se elimina el sobrenadante rapidamente y se agregaron de 2 a 3 ml de
glicerol 10%. Se hicieron alicuotas en tubos eppendorf estériles de 0.5 ml, y se

congelaron a —20°C.

6.4 Amplificacion de fragme ntos de DNA mediante la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR: Polymerase Chain Reaction)

La PCR consiste en la amplificacion de fragmentos de DNA mediante el uso de 2
oligonucledtidos (o cebadores) que hibridan de forma complementaria con los
extremos de la zona que quiere ser amplificada. La enzima Taq polimerasa incorpora
los nucledtidos necesarios hasta llegar al final de la hebra de ADN y de esta manera
amplificar la zona de interés. Este proceso repetido de 30 — 35 ciclos (los ciclos
pueden variar dependiendo del objetivo que se desee lograr) amplifica de forma

especifica un fragmento de ADN.

Las distintas reacciones de PCR se realizaron de la siguiente manera:

Se agrego:

[bona [ xu |
Oligonucleotido Forward (10mM) Sl
Oligonucleotido Reverse (10mM) Sl
Buffer 10X 5ul
MgCI2 (25 mM) 2.5yl
dNTPs (10 mM) 1l
Enzima Taqg Pol (5U/ul) 1 ul
H2Q ultrapura X ul




X= templado variable.

X' = cantidad variable.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes.

A: pre-desnaturalizacion

39 ciclos de :
1 ciclo de: Desnaturalizacién, 94°C 30 seg 1 ciclo de:
94°C por 2 minutos Alineamiento, 55°C 1 min. 72°C por 5 min.
Extension, 72°C 1 min.

6.5. Alineamiento de secuencias

Los alineamientos de las secuencias fueron hechos con el programa ClustalW
program (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Por otra parte, la secuenciacion de DNA en

este trabajo fue realizado en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del
Instituto de Biotecnologia (UNAM). Las secuencias fueron procesadas usando la

paqueteria del software BioEdit.

6.6. Disefio de oligonucledtidos

Se disefiaron oligonucledtidos utilizando el programa Oligo (Primer Analysis Software),
considerando las recomendaciones del proveedor (Invitrogen) para su clonacién en el
sistema Topo Gateway®. A continuacién se muestra la tabla de los oligonucledtidos

disefiados en este trabajo.



Nombre Secuencia

ZDXS1F-GTW 5’- CAC CAT GGC TCT GTC GAC GTTCTC -3’

ZDXS1R-GTW 5- CTT GGA GAC GTG GAA GAT GAC -3

ZDXS2M-GW 5’- CAC CAT GAT GGT TTC CAA GGA GCC GGC G-3’

ZDXS2R-GTW 5- CTT GGA CAC GGT GTG CAC GAC -3’

ZDXS3F-GTW 5’- CAC CAT GGA CAC GGC GTT TCT GAG -3
ZDXS3R-GTW 5-ACACGG TTGGCATTTTCT GGAC-3

Tabla1 Oligonucledtidos disefados. Se muestra la secuencia nucleotidica correspondiente de
cada uno de éstos. En sombreado se sefialan los nucleétidos CACC afadidos a los
oligonuclétidos Forward, necesarios para la clonacion direccional en el sistema Topo
Gateway®.

6.7. CLONACION DE DNA

6.7.1 Clonacién del extremo N-terminal de los genes dxs de Zea mays en
el vector de entrada pENTR/D-TOPO

La tecnologia Gateway® es un método de clonacidén que aprovecha las propiedades
de recombinacion sitio—especifica del bacteriofago Lambda (Landy, 1989); y este
sistema se utiliza para insertar productos de PCR de manera direccional en un vector
de entrada y asi pasarlo a un vector de expresion de interés (Early et al., 2006). En la
figura 17 se muestra la estrategia a seguir para la clonacion en el sistema Topo

Gateway®.



Sistema TOPO Gateway

1.-PCR Producto de PCR. - CACCHI

Producto de PCR.: CACCHI—

2.- Captura atill S
pENTR/D TOPO : - /—”—'u—

MDF  atdl attL2
PENTR blanco : — . - .

3.- Recombinacién >< ><

Vector destino : s s -

promotor attR1 ccdB attR2 GFP

f
R

Secuenciablanco
. cicc . —
promotor attBl attB2  GFP

4.- Producto Final Vector destino con
secuencia blanco:

Figura 17. Estrategia de clonacion en el sistema Topo Gateway® (Invitrogen) para la
generacion de una fusion proteica. En esta tecnologia se utiliza 1) la reaccion por PCR para
amplificar la secuencia blanco utilizando un oligonucleétido forward que incluye la secuencia
CACC en el extremo 5° de este. 2) Esta secuencia facilita la incorporacion direccional dentro
del vector de entrada pENTR/D-TOPO; el plasmido recombinante resultante, posee la
secuencia de DNA de interés, flanqueado por las secuencias de recombinacion attL 3)
posteriormente, la secuencia puede ser recombinada con sitios attR usando la enzima LR
clonasa. Esta reaccion transfiere la secuencia blanco a un vector de expresiéon de interés (
pEarlyGate 103 para este trabajo), el vector destino contiene un gen (ccdB) que es letal para la
mayoria de las cepas de E.coli. mientras que los vectores destino vacios son seleccionados en
contra de la transformacion de las células de E.coli con la reaccion de recombinacion. 5) esta
seleccion negativa, combinada con una seleccion positiva mediante el uso de un marcador de
resistencia a un antibidtico, asegura que las colonias resultantes contengan el plasmido
recombinante. attL1 y attL2; siitos de recombinacién del vector de entrada, attR1 y attR2; sitios
de recombinacion del vector destino, attB1 y attB2; sitios de recombinaciéon de la BP clonasa

(Invitrogen), GFP; proteina verde fluorescente . Modificado de Early et al., (2006).

Una vez que los fragmentos del extremo N-terminal de los genes dxs de maiz fueron
amplificados por PCR utilizando los oligonucleétidos disefiados para este trabajo, y

purificados a partir de un gel de agarosa a través de columnas (Promega). Se procedio



a realizar la ligacion recomendada para el sistema Topo Gateway® con el vector

pENTR /D-TOPO de Invitrogen® (Figura 18), mediante la siguiente reaccion:

Reaccién de ligacion
Vector entrada (pENTR/D-TOPO) 1 ul
Producto de PCR 4 ul
Solucién salina (1:4) 1ul
Volumen final 6 ul
o )
2 B A

pENTR"/D-TOPQO®
2580 bp

Figura 18. Vector pENTR / D-TOPO (Invitrogen). Se muestra el mapa del vector. PUC ori;
origen de replicacion, kanamycin; gen de resistencia a kanamicina, attL1 y attL2; sitios de
recombinacion, T1y T2; secuencias rrnB de término de la transcripcion.

Se mezclaron los componentes de reaccion y se incubd 12 horas a temperatura
ambiente. Con la reaccion se transformaron células electrocompetentes de E. coli
(cepa DH5 a) de la siguiente manera. Una alicuota de células DH5a fue depositada en
hielo durante 7 min. aprox. y una vez descongeladas, se les adiciond 1.5 pl del
producto de ligacion (previamente descrito). Se mezclé de manera suave y se tomo
todo el volumen para depositarlo en una celda de electroporacion (BioRad).
Inmediatamente, se electroporaron las células en una maquina de electroporacion
(BioRad), utilizando las siguientes especificaciones: (200ohms, 25m farads , 2.5 kvolts
por 3 a 5 milisegundos). Se pasaron las células a un tubo con 1 ml de medio LB y se

dejé incubar a 37°C en agitacion por 1 hora, para que estas se recuperaran.



Finalmente se sembré 250 pl en una caja y 500 pl en otra, con medio LB/kanamicina®
y se dejo incubar. Las colonias que crecieron fueron las transformadas.
Por PCR se comprobaron células positivas y se aisld y purificd el DNA plasmidico

mediante el método TENS miniprep.

6.7.2 Subclonacion del extremo N-terminal de los genes dxs de maiz en el

vector de expresion (pEarly Gate-103)

Mediante una nueva reaccion de PCR se amplificaron los fragmentos N-terminal de los
genes dxs de maiz clonados previamente en el vector pENTR / D-TOPO®, junto con
los bordes externos de este (attl1 y attl2) que son los sitios de recombinacion del
vector de entrada. Los fragmentos aislados se subclonaron de manera independiente
en el vector de expresion pEarlyGate 103 (Early et al., 2006) con un tamafo de 12410
pb. Figura 19. Este vector posee un promotor de expresion fuerte del virus mosaico de
la coliflor (35S) y la proteina (GFP).

Esto se realizé mediante la siguiente reaccion de recombinacién recomendada para el

sistema Topo Gateway®:

Reaccién de recombinacién
Vector destino (p Early Gate 103) 1ul
Producto de PCR 7 ul
Enzima LR clonasa Il 1l
H,0 miliQ Tul
Volumen final 10 ul




GATEWAY, |.|

GFP /

5

pEarleyGate 103{C-GFP-HIS)
(1240 bg)

Figura 19. Vector de expresion pEarlyGate 103. (LB) borde izquierdo y (RB) borde derecho;
secuencias para transferencia del T-DNA (Agrobacterium). 35S; promotor fuerte del virus

mosaico de la coliflor. GFP; proteina verde fluorescente.

Con la reaccioén se transformaron células electrocompetentes de E. coli de igual forma
que para el vector de entrada pENTR / D-TOPO®. Mediante PCR se comprobaron
células positivas y se aislo y purifico el DNA plasmidico mediante el método TENS
miniprep. Posteriomente se obtuvo el DNA a gran escala mediante el método por
Cloruro de Cesio (CsCl).

6.7.3 Transformacion de protoplastos (sistema de expresion transitoria)

Los protoplastos son células aisladas que no poseen pared celular, puesto que se les ha removido es
herramienta fundamental para la transformacién genética debido a que se ha probado

su utilidad como sistemas celulares ideales para infinidad de estudios (Sheen, 2001).

Hoy en dia los protoplastos se utilizan para diversas aplicaciones tales como el estudio

del trafico e importe de proteinas (Chang et al., 1999; Kleiner et al., 1999; Nimchuk et

al., 2000; Jin et al., 2001; Ueda et al., 2001), entre otros.

Para este trabajo, se aislaron y transformaron protoplastos del mesoéfilo de hojas tanto
de A. thaliana como de Zea mays (maiz). A continuaciéon se presenta un esquema

general del método para transformar protoplastos (Figura 20).



A. thaliana
Zea mays

Digestion de hoja
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Figura 20. Esquema general del método para la transformacion de protoplastos por PEG
(polietilenglicol) de A. thaliana y Zea mays. Para aislar células del mesofilo, hojas de plantas
de 15 dias de crecimiento, se seccionaron en rebanadas finas tanto de A. thaliana como Zea
mays. Posteriormente estas se incubaron con enzimas para degradar su pared. A través de
una serie de lavados con soluciones isotonicas, que permitieron mantener integros a los

protoplastos, se sometieron estos a la transformacion por medio de la sustancia PEG



(polietilenglicol) la cual permeabiliza la membrana plasmatica, facilitando la incorporacion del

DNA a la célula.

6.7.4. Aislamiento y transformacion de protoplastos del meséfilo de hoja

de A. thaliana

Se sigui6 el protocolo del grupo de la Dra. Jen  Sheen

(http://genetics.mgh.harvard.edu/sheenweb/) para llevar a cabo la transformacion

transitoria de protoplastos de A. thaliana. Plantas de A. thaliana fueron crecidas en el
sustrato Metromix® y colocadas en un cuarto de crecimiento hasta las 3-4 semanas
de edad. Se seleccionaron entre 60 a 80 hojas con caracteristicas tales como: hojas
lustrosas, numero reducido de tricomas y sin dafo aparente (presencia de
antocianinas etc.), para después cortarse en finas tiras de manera transversal y se
colocaron en una caja Petri con la solucion enzimatica para digerir la pared celular (ver
Apéndice). Posteriormente se aplico vacio para que las enzimas se infiltrasen en las
hojas, y la caja se colocdé en una placa de agitacion continua (1 hora a 40 rpms).
Finalizado el tiempo, se agité una vez mas durante 1 min a 80 rpms, para liberar la

mayor cantidad de protoplastos posibles.

Se filtra la solucién enzimatica que contenia a los protoplastos utilizando una
membrana de nylon humedecida previamente con la solucion isotonica WI (Apéndice).
Los protoplastos se diluyeron con la solucidon enzimatica que contenia a los
protoplastos en un tubo Falcon, hasta llegar a un volumen de 20 ml. con la ayuda de la
misma solucion WI. Para sedimentar los protoplastos se centrifuga a 30 rpms por 3
minutos en la balanza clinica y luego una siguiente vez 1 min. a 40 rpms, y se decanta
eliminando la solucién enzimatica. Los protoplastos se resuspendieron con la solucién
de lavado W5 (ver Apéndice), hasta llegar a un volumen de 15 ml en el tubo Falcon
con movimientos suaves. Se centrifuga a 30 rpms por 3 min para sedimentar los
protoplastos y se decanté. Se afadidé otro volumen de 5 ml de la solucion W5 y
durante 30 minutos se incubaron los protoplastos en hielo para su recuperacion. Se
vuelve a centrifugar y se resuspenden los protoplastos en la solucion MMg, aprox. 200
pl por cada muestra. Los protoplastos fueron observados con la ayuda de una camara
de Neubaer y el microscopio 6ptico y son cuantificados.

Posteriormente, para la transformacion de los protoplastos, se depositdé 20 ug/ pl de
DNA en un tubo de 15 ml, y se adicionaron 200 ul de los protoplastos resuspendidos

en el MMg, aproximadamente 5x10° protoplastos. Después se afiadieron de manera



homogénea 220 ul de la solucion PEG (polietilenglicol) la cual permeabiliza la
membrana plasmatica. Esto se incubd en un tubo por 20 min aprox. a temperatura
ambiente, tiempo necesario para que la transformacion se llevara a cabo. Una vez
concluido el tiempo, la solucién de transformacion fue retirada mediante diluciones
hechas con la solucion de lavado. Al tubo de 15 ml se le afiadieron .8 ml de la solucion
de lavado W5, para eliminar el PEG, se resuspendié de manera suave y se centrifuga
a 3000 rpm por 3 min para sedimentar los protoplastos y decantar. Se afiaden otros .4
ml de solucibn W5 a los protoplastos y se llevd a cabo el mismo procedimiento

anterior.

Finalmente se incubaron los protoplastos de cada muestra con 1 ml. de la solucién de
incubacién W1, en una caja Petri de 6 pozos, la cual se le anadié suero fetal bovino
para evitar que los protoplastos se adhiriesen a la superficie. La caja Petri con los
protoplastos se cubrié con aluminio y se dejo en un cuarto de crecimiento, durante 12

horas aprox. a una temperatura estable de 18°C .

6.7.5 Aislamiento y transformacion de protoplastos del mesoéfilo de hoja

de maiz (Zea mays)

Se utiliz6 como referencia el protocolo del grupo de la Dra. Jen Sheen, para
transformar  por  electroporacion  protoplastos del meséfilo de maiz

(http://genetics.mgh.harvard.edu/sheenweb/). Con el propédsito de establecer las

condiciones de crecimiento de las plantas de maiz y para saber la cantidad de DNA
necesaria para transformar los protoplastos. Para transformar protoplastos de maiz, en
este trabajo se us6 el mismo protocolo del grupo de la Dra. Jen Sheen para
transformar protoplastos de A. thaliana.

Las semillas de maiz fueron embebidas en agua durante 12 horas. Posteriormente
estas fueron plantadas en macetas con sustrato MetroMix® y las macetas fueron
colocadas en el cuarto de crecimiento por un periodo de 6-8 dias aproximadamente
hasta que la raiz fuese visible y la primera hoja estuviese presente. Transcurrido ese
tiempo, las plantas se re-colocaron en una camara obscura bajo condiciones de
temperatura estables (18°C), durante 10 dias aprox. hasta que la segunda hoja tenga
una longitud de 10 a 15 cms y estas se tornasen etioladas por la falta de luz. Lo cual
es necesario para prevenir la acumulacion de almidén, debido a que los protoplastos
con la presencia de almidén, se vuelven mas susceptibles a romperse dificultando su

manipulacion.



Las segundas hojas (18 a 20 aprox.) fueron cortadas a lo largo (6-8 cms. aprox.) y
éstas nuevamente se cortaron en finas tiras de forma transversal. En un matraz (250
ml) se depositd de 10 a 20 ml. de solucién enzimatica (Apéndice) junto con las hojas
cortadas para la eventual degradacion de la pared celular. Se aplicaron 25 min. de
vacio para la infiltracion de las enzimas en las hojas. La digestién continué por otros
120 minutos en una placa de agitacion continua a 40 rpms. Se agité nuevamente por 5

min mas a 80 rpm, para liberar los protoplastos.

Se filtra la solucién enzimatica que contenia a los protoplastos utilizando una
membrana de nylon humedecida previamente con la solucion isotonica WI (Apéndice).
Los protoplastos se diluyeron con la solucién enzimatica que contenia a los
protoplastos en un tubo Falcon, hasta llegar a un volumen de 20 ml. con la ayuda de la
misma solucion WI. Para sedimentar los protoplastos se centrifuga a 30 rpms por 3
minutos en la balanza clinica y luego una siguiente vez 1 min. a 40 rpms, y se decanta
eliminando la solucién enzimatica. Los protoplastos se resuspendieron con la solucién
de lavado W5 (ver Apéndice), hasta llegar a un volumen de 15 ml en el tubo Falcon
con movimientos suaves. Se centrifuga a 30 rpms por 3 min para sedimentar los
protoplastos y se decanté. Se afadidé otro volumen de 5 ml de la solucion W5 y
durante 30 minutos se incubaron los protoplastos en hielo para su recuperacion. Se
vuelve a centrifugar y se resuspenden los protoplastos en la solucion MMg, aprox. 200
Ml por cada muestra. Los protoplastos fueron observados con la ayuda de una camara
de Neubaer y el microscopio 6ptico y son cuantificados.

Posteriormente, para la transformacion de los protoplastos, se depositdé 35 ug/ pl de
DNA en un tubo de 15 ml, y se adicionaron 200 ul de los protoplastos resuspendidos
en el MMg, aproximadamente 5x10° protoplastos. Después se afiadieron de manera
homogénea 220 ul de la solucion PEG (polietilenglicol) la cual permeabiliza la
membrana plasmatica. Esto se incubo en un tubo por 20 min aprox. a temperatura
ambiente, tiempo necesario para que la transformacion se llevara a cabo. Una vez
concluido el tiempo, la solucidon de transformacion fue retirada mediante diluciones
hechas con la solucion de lavado. Al tubo de 15 ml se le afadieron .8 ml de la solucién
de lavado W5, para eliminar el PEG, se resuspendié de manera suave y se centrifuga
a 3000 rpm por 3 min para sedimentar los protoplastos y decantar. Se anaden otros .4
ml de solucién W5 a los protoplastos y se llevdo a cabo el mismo procedimiento

anterior.



Finalmente se incubaron los protoplastos de cada muestra con 1 ml. de la solucion de
incubacién W1, en una caja Petri de 6 pozos, la cual se le anadio suero fetal bovino
para evitar que los protoplastos se adhiriesen a la superficie. La caja Petri con los
protoplastos se cubrid con aluminio y se dejé en un cuarto de crecimiento, durante 12

horas aprox. a una temperatura estable de 18°C .

6.7.6 Microscopia Confocal

Posterior a las 12 horas de incubacion, se pasaron los protoplastos a un tubo de 15 ml.
Se centrifugaron estos en una balanza clinica (3000 rpm por 3 min) para
sedimentarlos. Se decantd, dejando unicamente una 1/4 parte del volumen original de
la solucion de incubacién W1 en el tubo, y se resuspendieron los protoplastos de

manera suave con el fin de concentrarlos.

Se tomaron 4 pl de los protoplastos y se colocaron en el centro de un portaobjetos
distribuyéndolos lo mas uniformemente posible. Se colocdé encima un cubreobjetos.
Las muestras se vieron primeramente en el microscopio de epifluorescencia (Nikkon
Eclypse E 600) del laboratorio. Posteriormente se utilizé el microscopio confocal laser
de barrido (Zeiss LSM 510) de la unidad de Microscopia Confocal del Instituto de
Biotecnlologia (UNAM). Para la deteccion de la proteina verde fluorescente (GFP), la
fuente de excitacion fue un laser a 488 nm. y la emision fue observada entre 510 y 530
nm. La autofluorescencia de los cloroplastos se detecté entre 660 y 700 nm. Para el
analisis de las imagenes obtenidas en el microscopio confocal se utilizé el software
LSM 510 de Zeiss®.



7. RESULTADOS

7.1 Alineamiento de las secuencias de las DXS de maiz (analisis in silico).

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacion de las DXS en maiz y, teniendo
como antecedente que todas las enzimas DXS de plantas hasta ahora reportadas
contienen un péptido de transito a plastidos (PTP) en el extremo N-terminal (Zhang et
al., 2008). Se quiso demostrar experimentalmente la localizacion subcelular de las
DXS de Zea mays. Mediante fusiones traduccionales de la region codificante del PTP
de las DXS con la secuencia de la proteina verde fluorescente (GFP). Primeramente
se hizo un analisis in silico mediante el alineamiento de secuencias de aminoacidos de
los tres proteinas ortélogas de DXS de maiz, utilizando el programa ClustalW program
(http://www.ebi.ac.uk/clu stalw/), con otras DXS de las bases de datos como: DXS1-
Cla1 (At4g15560); AtDXS2 (At3g21500); AtDXS3 (At5g11380.1) de A. thaliana, asi

como dos proteinas DXS de procariontes pertenecientes a la cianobacteria Stevia

rebaudiana (# acceso CAD22155) y a la bacteria Rhodobacter capsulatus, (# de
acceso CAA77557) (Figura 21). Con el objetivo de tener una referencia de los posibles
péptido de transito de las tres DXS de Zea mays, al ser comparados éstos con otras
DXS reportadas.

El alineamiento multiple revelé que las DXS de maiz poseen al igual que las otras
plantas, una extension en el extremo N-terminal que es sumamente variable tanto en
extensidon como en secuencia y el cual no existe en las proteinas DXS de procariotes
(McCaskill y Croteau, 1998). Con respecto al extremo C-terminal, es notable una alta
similitud en la secuencia de todas las muestras alineadas. Hecho congruente puesto
que la via MEP y por ende la enzima DXS, se encuentra altamente conservada entre
las especies que la poseen. Por tanto, se sugiri6 que éstas regiones N-terminal
pudiesen ser tentativamente el péptido de transito necesario para dirigir a la proteina

hacia el cloroplasto.
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Figura 21. Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de DXS. Realizado en el
programa ClustalW program. DXS1 (nim acceso AY110050), DXS2 (nim acceso AY112532) y
DXS3 (num acceso AY104478) de maiz., Asi como proteinas DXS reportadas de A. thaliana:
atCLA1 = DXS1-Cla1 (At4g15560); AtDXS2 (At3g21500); AtDXS3 (At5g11380.1). Y DXS de
procariotes: Stevia rebaudiana (num acceso CAD22155) y Rhodobacter capsulatus, (nium de

acceso CAA77557). Los aminoacidos resaltados en color azul y rojo indican residuos similares

entre la mayoria de las secuencias alineadas y en donde en algunos casos éstos son idénticos.



7.2 Clonacion del extremo N-terminal de las DXS de maiz.

Utilizando como referencia el alineamiento de secuencias realizado y debido a que se
tenian los genes completos, se propuso clonar la secuencia codificante
correspondiente a los extremos N-terminal para cada uno de los genes dxs de maiz
para fusionarlos a la secuencia de la proteina (GFP). Para disefar los oligonucledtidos
especificos para cada gen dxs de maiz, se considero el aminoacido Metionina mas
proximo al extremo 5° de cada secuencia DXS, el cual deberia ser el inicio de la
traduccion del gen, ésto para disenar el oligonoucleétido sentido (Figura 22). Por otra
parte, teniendo la referencia de que las secuencias DXS de procariotes carecen de un
péptido de transito, el alineamiento multiple dié una idea acerca del lugar donde
podrian terminar los péptidos de transito de las DXS de plantas y comenzaria la
region de la proteina madura, debido a que no se sabia el sitio exacto de corte
peptidico del péptido de transito (en inglés signal peptidase cleavage site) en la
secuencia de las DXS de maiz. Se disefaron los oligonucledtidos anti-sentido a partir
una region situada 20-30 aminoacidos rio arriba del sitio donde empiezan las
secuencias DXS de procariontes en el alineamiento, en donde esta region
tentativamente ya forma parte de la proteina madura y aseguraba una mayor
probabilidad de la amplificacion de todo el péptido de transito de las DXS en estudio.
Asimismo, esta region tenia poca similitud entre las secuencias con el fin de que los

olignonucledtidos anti-sentido pudiesen ser especificos para cada DXS.
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Figura 22. Region seleccionada del alineamiento multiple de secuencias DXS para disefiar los
olignonucledtidos necesarios para amplificar los péptidos de transito de los genes dxs de maiz.
Las flechas rojas indican la zona y el sentido de los oligonucleétidos disefiados. El cuadro azul

indica la posible zona del término de los péptidos de transito de las DXS de plantas.



Por PCR se amplificaron los extremos N-terminal utilizando DNA genémico de maiz
como templado (ver Método). Para zmdxs2 se utilizaron los oligonucleotidos disefiados
(ZDXS2M-GW, ZDXS2R-GTW) y para zmdxs3 (ZDXS3F-GTW, ZDXS3R-GTW). Para
el caso de zmdxsl se utilizaron los oligonucleétidos (ZDXS1F-GTW, ZDXS1R-GTW) y
como templado se utilizé6 una clona geondmica que contenia el cDNA completo del
gen. En la Figura 23 se muestran los productos de PCR esperados para zmdxsl (318
pb), zmdxs2 (192 pb) y zmdxs3 (372 pb) en geles de agarosa al 1,5%. En el caso de
zmdxs3, su posterior secuenciacion reveld la presencia de un intrén de aprox. 180 pb

el cual le confirié el tamafio final de 552 pb.
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Figura 23. Productos amplificados por PCR del extremo N-terminal del gen zmdxsl (318 pb)
usando como templado una clona gendmica que contenia el cDNA completo del gen. Para

zmdxs2 (192 pb) y zmdxs3 (552 pb) se utiliz6 DNA genémico de maiz como templado.

Posteriormente, los fragmentos aislados se introdujeron de manera independiente al
vector pENTR/ D- TOPO® de 2580 pb. con marcador de resistencia a kanamicina del
sistema Topo Gateway® (Invitrogen), mediante una reaccion de ligacion. Por PCR se
comprobd que el inserto estuviese presente utilizando el oligonucleétido sentido
MI3Fw (5°- GTA AAA CGA CGG CCA G -3’) del borde externo izquierdo (sitio attl1) del
vector de entrada y el oligonucledtido anti-sentido ZDXS1R-GTW (zmdxs1), ZDXS2R-
GTW (zmdxs2), ZDXS3R-GTW (zmdxs3) correspondiente de cada gen. Los productos
amplificados fueron de: 486 pb (zmdxs1), 360 pb (zmdxs2) y 720 pb (zmdxs3) (Figura
24).
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Figura 24. Clonacion de los extremos N’ terminal de los genes zmdxs1, zmdxs2 y zmdxs3 en el
vector pENTR D-TOPO® (Invitrogen). Productos amplificados por PCR para comprobacion
positiva del inserto en el vector de entrada (pENTR D-TOPO) utilizando el oligonucleétido
sentido MI3Fw del borde izquierdo del vector de entrada y los oligonucleétidos antisentido
disefiados para cada gen: tamafos esperados a) 486 pb (zmdxsl), b) 360 pb (zmdxs2) y c) 720
pb (zmdxs3). De este ultimo se muestran 6 colonias (A-F) de las cuales uUnicamente E y F

tenian el fragmento de interés.

Un problema que se presento en el presente trabajo era que tanto el vector de entrada
(PENTR /D -TOPOQ) asi como el vector destino pEarlyGate 103 (Early et al., 2006)
ambos poseen el mismo marcador de seleccion que consiste en la resistencia a
kanamicina. Lo cual impedia la seleccibn de clonas positivas después de la
recombinacion de los vectores. Por tanto se decidié amplificar mediante una nueva
reaccion de PCR utilizando los oligonucledtidos sentido MI3Fw (5
GTAAAACGACGGCC 37) y anti-sentido MI3Rv (5 AGCTGTTTCCTG 3°) los extremos
N-terminal de los genes dxs de maiz de manera independiente, junto con los bordes
externos attl1 y attl2 que son los sitios de recombinacion del vector de entrada. Los
fragmentos amplificados fueron de 658 pb (zmdxsl), 532 pb (zmdxs2) y 892 pb
(zmdxs3) Figura 25.
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Figura 25. PCR de los sitios de recombinacion attl1 y attl2 del vector de entrada + el inserto de
interés. Utilizando los oligonucleétidos M13Fw y M13Rv. Productos esperados a) 658 pb
(zmdxsl), b) 532 pb (zmdxs2)y c) 892 pb (zmdxs3).

Los productos de PCR aislados se subclonaron en el vector de expresion pEarlyGate
103 (Early et al., 2006) este vector posee un promotor fuerte (CAMV35S) y la proteina
(GFP), asi como el gen de la neomicina fosfotransferasa Il (NPTII) con resistencia a
Kanamicina (Karimi et al., 2007) mediante una reacciéon de recombinacién con la
enzima LR clonasa. Finalmente, se comprob6é nuevamente por PCR que los
fragmentos de interés estuviesen presentes en el vector de expresion utilizandose
para este caso los oligonucledtidos sentido ZDXS1F-GTW y ZDXS3F-GTW junto con
el anti-sentido NYFP-3 (5" - TGT AGT TGT ATT CCA ACT TGT G — 3") situado en la
secuencia de la GFP, para los genes zmdxsl y zmdsx3 respectivamente. Para el caso
de zmdxs2 se utilizaron los oligonucleotidos sentido ZDXS2M-GW vy el anti-sentido
358SminF (5" - GAT GTG ATA TCT CCA CTG AC — 3") del promotor CaMV35S del
vector de expresion. Los fragmentos amplificados fueron de: 753 pb (zmdxsl), 280 pb
(zmdxs2) y 987 pb para (zmdxs3) (Figura 26). Todas las reacciones de clonacién se

presentan en el Método.
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Figura 26. Productos amplificados por PCR para comprobacién positiva del inserto de interés
en el vector de expresién p EG-103, utilizando los oligonucledtidos sentido ZDXS1F-GTW y
ZDXS3F-GTW junto con el anti-sentido NYFP-3" para :a) zmdxsl (753 pb) , c) zmdxs3 (987
pb) . Para el caso del gen zmdxs2 se utilizé el sentido ZDXS2M-GW vy el anti-sentido 35SminF
*b) zmdxs2 (280 pb).

Posteriormente los plasmidos fueron purificados por TENS Miniprep y se secuenciaron
con la finalidad de saber si entre los fragmentos de interés y la proteina (GFP) no

existia codén de paro y si ésta estaba en el marco de lectura correcto.

7.3 Localizacion subcelular de las fu siones en protoplastos tanto de A.

thaliana 'y Zea mays.

Para proporcionar evidencia experimental de la funcionalidad del péptido de transito de
los genes dxs y de la localizacidon de cada uno de estos en protoplastos. Los péptidos
de transito de cada uno de los genes se fusionaron en fase y de manera independiente
al extremo N-terminal de la proteina (GFP) y expresados bajo el control del promotor
CaMV35S. Las construcciones generadas se denominaron: pEGZmDXS1-5"-GFP,
pEGZmDXS2-"5-GFPy pEGZmDXS3-"5-GFP (Figura 27).
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Figura 27. Fusiones traduccionales generadas. A) pEGZmDXS1-5'GFP B) pEGZmDXS2-5GFP
C) pEGZmDXS3-5'GFP. 35S; promotor fuerte del virus del mosaico de la coliflor, GFP; proteina

verde fluorescente.

Existen antecedentes sobre casos de distinta localizacion subcelular entre fusiones
proteina/GFP y la proteina silvestre (Kimura et al., 1993). Por tanto, para descartar
este tipo de fendmeno, en nuestro grupo se realizd la construccion de otra fusidn
traduccional que comprende al gen completo de zmdxs1 con la GFP (Cérdoba, datos
no publicados). Para esta construccion, se utilizé el oligonucleétido ZDXS1F-GTW vy el
reverso ZmDXS1Rc: 5’- CGC GTT TGG CAC TGC CAT GAT GGC - 3’ disefiado por
el laboratorio para amplificar todo el gen con tamafo de 2287 pb, el cual comprende
desde el inicio de la traduccion (ATG) hasta nucleotidos antes del codon de paro. La

nueva construccion generada se llamé pEGZmDXS1complt.-GFP (Figura 28).
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Figura 28. Fusién traduccional pPEGZmDXS1complt.-GFP generada. 35S; promotor fuerte del

virus del mosaico de la coliflor, GFP; proteina verde fluorescente.

Las cuatro fusiones, asi como la construccion inicial que se usé como control, 35S-
GFP (unicamente contiene la GFP), fueron expresadas transitoriamente en
protoplastos de A. thaliana. Los analisis de los protoplastos transformados utilizando el
microscopio confocal, mostraron que la sefial de la proteina (GFP) de las
construcciones pEGZmDXS1-GFP y pEGZmDXS3-GFP co localiz6 con la
autofluorescencia de la clorofila emitida por los cloroplastos (Figuras 29 A y B).

Ademas de manera particular la seial de la GFP en ambas construcciones se localizé



en sitios especificos dentro de los cloroplastos, mostrando un patrén definido en cada
caso los cuales se asemejan a figuras en forma de bastones alargados, lo cual
indicaba una posible localizacién suborganelar. La construccion pEGZmDXS1complt.-
GFP la cual comprende a la fusion del gen completo zmdxsl con la GFP muestra una
localizacién subcelular también en los cloroplastos. Por lo que se descarté algun
posible fendmeno artificial de localizacién por parte de las fusiones hechas Uunicamente
con el extremo 5" de los genes con GFP. De igual forma la sefial de la GFP se
localiza en sitios especificos dentro de los cloroplastos. El patrén observado en esta
construccion es distinto a las otras dos, debido a que se observan formaciones
redondas (Figura 29 C).
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Figura 29. Localizacion subcelular de la proteina verde (GFP) en protoplastos de A. thaliana.

A) protoplasto transformado con la construccion pEGZmDXS1-GFP, la GFP esta localizada en
los cloroplastos. B) protoplasto que expresa pEGZmDXS3-GFP, la GFP se observa en los
cloroplastos. C) protoplasto transformado con pEGZmDXS1complt.-GFP, también la GFP se
localiza en los cloroplastos. Los protoplastos fueron observados en campo claro y
posteriormente la sefial de la GFP fue detectada con epifluorescencia en el microscopio

confocal. 35S: promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor . Barra = 20 ym.

La sefial de la GFP de la construccion inicial que se usé como control (35S-GFP) se
localiz6é en el citoplasma de la célula vegetal (Figuras 29B y D). Por otra parte, en
protoplastos transformados con pEGZmDXS2-GFP la sefial de la GFP fue ubicada
también en el citoplasma (Figuras 29B y E).

Estos datos confirman que la DXS1 y DXS3 de maiz se importan a plastidos, hecho
congruente con la ubicacion de la via MEP. Ademas, el péptido de transito supuesto
clonado del gen zmdxs2 no es funcional, debido a la imposibilidad de su importe hacia

los plastidos y su localizacion en el citoplasma celular.
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Figura 29°. Localizaciéon subcelular de la proteina (GFP) en protoplastos de A. thaliana. D)

F
38

protoplasto transformado con la construccion inicial que se usé como control 35S-GFP, la GFP
esta localizada en el citoplasma. E) protoplasto que expresa pEGZmDXS2-GFP, la GFP se
observa en el citoplasma. Los protoplastos fueron observados en campo claro y posteriormente
la sefial de la GFP fue detectada con epifluorescencia en el microscopio confocal. 35S:

promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor Barra = 20 ym.

Posteriormente se transformaron protoplastos de maiz, el cual es el sistema de
expresion homodlogo. Los andlisis de los protoplastos transformados utilizando el
microscopio confocal mostraron que la sefal de la proteina (GFP) de las
construcciones pEGZmDXS1-GFP y pEGZmDXS3-GFP co localiz6 con la
autofluorescencia de la clorofila emitida por los cloroplastos al igual que en A.
thaliana (Figuras, 30 A y B). Ademas, también se detectd la sefial de la GFP en sitios

especificos dentro de los cloroplastos mostrando un patrén definido.

La construccion pEGZmDXS1complt.-GFP la cual comprende a la fusién del gen
completo zmdxsl con la GFP muestra una localizacién también en los cloroplastos.
Descartandose algun posible fenémeno artificial de localizaciéon y de igual forma la
sefal de la GFP se localiza en sitios especificos dentro de los cloroplastos,
proponiéndose una localizacion suborganelar (Figura 30 C). La sefial de la GFP de la

construccion inicial que se usoé como control (35S-GFP) se localizo en el citoplasma de



la célula vegetal (Figura 30 D). La construccion pEGZmDXS2-GFP no se transformo

en protoplastos de maiz.
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Figura 30. Localizacién subcelular de la proteina (GFP) en protoplastos de Zea mays. A,
protoplasto transformado con la construccion pEGZmDXS1-GFP, la GFP esta localizada en los
cloroplastos. B, protoplasto que expresa pEGZmDXS3-GFP, la GFP se observa en los
cloroplastos. C, protoplasto transformado con pEGZmDXS1complt.-GFP, también la GFP se
localiza en los cloroplastos. D, protoplasto que expresa la construccion inicial que se usé como
control 35S-GFP, la sefial se observa en el citoplasma. Los protoplastos fueron observados en
campo claro y posteriomente la sefial de la GFP fue detectada con epifluorescencia en el
microscopio confocal. 35S, promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor. Barra = 15

pum



7.4 Construccion CaS-YFP.

Los resultados de expresion transitoria realizadas tanto en protoplastos de A. thaliana
como de Zea mays, mostraron que en las fusiones: pEGZmDXS1-GFP, pEGZmDXS3-
GFP y pEGZmDXS1complt.-GFP, la sefial de la GFP se detecta en sitios especificos y
la cual presenta patrones definidos y consistentes dentro de los cloroplastos, lo cual
dio indicio a una probable localizacion suborganelar de las fusiones con GFP ya que
fueron importadas éstas hacia los cloroplastos.

Los cloroplastos son organelos altamente complejos compuestos por sistemas de
membranas, compartimentos y con cuerpos lipidicos conocidos como plastoglobulos.
Se propuso utilizar un marcador especifico para tilacoide que estuviese fusionado a
una proteina fluorescente para ser transformada en protoplastos y asi observar si ésta
presentase un patron semejante a algunas de las fusiones que mostraron patrones
especificos al ser expresadas de manera transitoria en protoplastos. Se hallé a la
proteina CaS (por sus siglas en inglés, calcium-sensing receptor), la cual es una
fosfoproteina de las membranas tilacoideas de A. thaliana (Vainonen et al., 2008); la
Dra. Yumiko Sakuragi de la Universidad de Copenhague (Dinamarca) nos proporcioné
una construccion denominada Cas-YFP, la cual comprende a la region codificante de
CaS de 1.4 Kb (num acceso. AY341888) fusionada en la regiéon C-terminal a la
proteina amarillo fluorescente (YFP) y expresada con el promotor de expresion fuerte
35S. Los andlisis de los protoplastos transformados de A. thaliana utilizando el
microscopio confocal, mostraron que la sefal de la YFP se localiza en los
cloroplastos, pero a diferencia de las construcciones generadas las cuales se propone
que presentan una localizacion suborganelar. La construccion CaS-YFP no presentd
un patron definido, la sefial se detectd de manera general en todo el cloroplasto
(Figura 31).
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Figura 31 Localizacion subcelular de la fusién CaS-YFP en protoplastos de A. thaliana.
protoplasto transformado con la construccion Cas- YFP (Vainonen et al., 2008), la sefial de la
GFP se localiza dentro de los cloroplastos. 35S: promotor constitutivo del virus del mosaico de

la coliflor. YFP: por sus siglas en inglés “Yellow Fluorescent Protein” . Barra = 20 p.



8. DISCUSION

8.1 La planta de maiz ( Zea mays) posee una familia génica que codifica

para la enzima DXS perteneciente a la via MEP.

La presencia de familias génicas con la misma actividad enzimatica es comun en el
metabolismo secundario (Pichersky y Gang, 2000).

La DXS (1-deoxi-D-xilulosa 5 fosfato sintasa) es la primera enzima en la via MEP, y
cataliza una reaccion de tipo transcetolasa convirtiendo al piruvato y al gliceraldehido
3-fosfato en 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (Lichtenthaler, 1999). Hoy en dia se sabe
que esta enzima es codificada por una pequefa familia multigénica en la mayoria de
las plantas, tal como se ha reportado en especies como Medicago truncatula (Walter et
al., 2002), Oriza sativa (Bo-Ra Kim et al., 2005), entre otras.

En nuestro grupo se aislaron tres genes de maiz con alta homologia a DXS. Los ORFs
deducidos para los genes zmdxsl, zmdxs2 y zmdxs3 de maiz consisten en 718, 674 y
722 residuos aminoacidos, respectivamente. El analisis filogenético mostré que estos

genes se agrupan en tres clados independientes.

Un apoyo para caracterizar la funcionalidad de una enzima en la via MEP es su
importe a plastidos (Walter et al., 2002). Recientemente, se demostro la localizacion
subcelular de todas las enzimas pertenecientes a la via MEP de A. thaliana las cuales
se localizan en el cloroplasto utilizando fusiones con GFP (Hsieh et al., 2008).
También se ha demostrado la localizacion en los plastidos de la DXS de tomate (Lois
et al., 2000), asi como de las enzimas MCT y MDS en Ginkgo biloba (Kim et al.,

2006), por citar algunos casos.

El resultado de expresar transitoriamente en protoplastos de A. thaliana y de Zea mays
fusiones de los extremos N-terminal de los genes: zmdxsl, zmdxs2 y zmdxs3 a la
proteina verde fluorescente (GFP); mostraron que los péptidos de transito putativos de
importe a plastido (PTP) predichos in silico son funcionales para el caso de los genes
dxs1 y dxs3. Al detectarse la sefial de la GFP de éstas dos en los cloroplastos
mediante el uso del microscopio confocal. El analisis in silico de las secuencias de los
genes de maiz de interés utilizando el programa bioinformatico ChloroP program

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) el cual predice si existe la presencia de un

péptido de transito en las secuencias, sugiri6 que tanto los genes zmdxsl como
zmdxs3 poseen un pépitdo de transito. Mediante el resultado de la transformacion de

protoplastos de la construccion pEGZmDXS1complt.-GFP que comprende al gen



completo de zmdxsl fusionado a la GFP, descartd un posible fenédmeno artificial de
localizacion por parte de alguna de las construcciones fusionadas unicamente en el

extremo N-terminal.

Por otro parte, y de manera contraria a lo esperado para las enzimas DXS, la fusion
del gen zmdxs2 con GFP se localizé en el citoplasma. Esto es motivo de discusion

mas adelante en el escrito.

Hasta la fecha aun no existia ninguna evidencia experimental localizacion subcelular
en los plastidos para una enzima DXS codificada por un isogene del tipo Ill como lo es
zmdxs3. Sin embargo, es necesario realizar otro tipo de experimentos (ver
perspectivas del trabajo) para demostrar de manera categérica la actividad de las

enzimas DXS de maiz.

8.2 La fusion traduc cional pEGZmDXS2-GFP no es i mportada hacia el
cloroplasto.

Los resultados de la expresion transitoria de protoplastos de A. thaliana utilizando la
construccion pEGZmDXS2-GFP, mostré que la sefial de la GFP se localizé en el
citoplasma celular. Mismo resultado observado que en una construccion control (35S-
GFP) que unicamente contiene a la GFP y contrario a lo esperado. Esto nos indicé que
el extremo N-terminal clonado del gen zmdxs2 el cual se fusioné a la GFP no era
funcional. La secuencia del DNA plasmidico corroboré la integridad del fragmento de
interés dentro del vector, por lo que esto descartd la idea de la imposibilidad de

importe de la GFP hacia los plastidos debido a este fenémeno.

Para explicar la imposibilidad de importe hacia los plastidos por parte de la
construccion pEGZmDXS2-GFP existen dos posibilidades: la primera es que el
producto del gen zmdxs2 no sea importado hacia los plastidos, lo cual es poco
probable debido a que todas las enzimas pertenecientes a la via MEP de plantas que
se han comprobado hasta la fecha, tienen una localizacion subcelular en los plastidos.
La otra posibilidad es que el extremo 5° del gen zmdxs2 de maiz no estuviese
completo. La carencia en la base de datos de maiz de registros de clonas gendémicas
para el gen zmdxs2 con secuencias en el extremo N-terminal adicionales al que se

tenian, sugirieron la posibilidad de que la regién N-terminal del producto del gen



zmdxs2 aun no estuviese totalmente identificada. Y por tanto, el codon de inicio de la
traduccion (ATG) determinado en un principio, deberia ser otro.

En nuestro grupo, se utilizé una técnica conocida como RACE (Rapid Amplification of
cDNA Ends) por sus siglas en inglés, para obtener secuencia hacia el extremo 5. Esta
técnica es utilizada para obtener la secuencia completa de un transcrito de RNA
correspondiente a un gen de interés, al determinar ya sea el extremo 5 o en menor
ocasion el 3’ del mensajero. Para esto, el RACE resulta basicamente en la produccion
de copias de cDNA del RNA de interés, producido mediante transcripcién reversa y
seguido por una amplificacion de PCR de las copias de cDNA. Finalmente, estas
copias de cDNA se secuencian para obtener la secuencia completa del RNA original
(Sambrook et al., 2001). El resultado de la secuenciacion del extremo 5 de cinco
clonas independientes que contenian el producto de cDNA 5° RACE del gen zmdxs2 y

el eventual alineamiento multiple de éstos, arrojo la siguiente secuencia gendmica:

5
A TGT,GGT,GCC,GGT,G
CT,CAT,GCA,TGT,ACG,GGG,CAT,GGT,TTT,GGA,CTC,JJlll, TGT . CAG,TTC,CA
G,Jl.CGC,GCT,CAG,GTA,GCC,GGC,GGC,AGC,AGC,AGT,AGC,AGC,ATC,GGA,G
CC,GAT,GGT,GGG,AAGATGATGGTTTCCAAGGAGCCGGCGGCGGCGGCCACGTC
GTCGGGACCGTGGAAGATCGA........coeeeeeean.

ATG: inicio de la traduccion (Met) utilizado.
RBI8: sccuencia que corresponde a la clona de genémica del gen zmdxs2.
Verde: secuencia del adaptador utilizado para el (5° RACE).

Bl posibles codones alternos de inicio de la traduccion.

En primera instancia lo primero que hay que destacar es que el resultado del 5 RACE
determiné una secuencia extra en el extremo 5” a partir del codon que se habia usado
como el inicio de la traduccion propuesto en un principio para el gen zmdxs2. Creemos
que esta es la regidon 5° que contiene a la region no traducida del mRNA o ( 5 UTR)
por sus siglas en inglés. La cual es la zona del RNA entre la estructura cap y el codén
de inicio de la sintesis proteica. Ademas de ser el sitio donde el coddén de inicio

funcional debiera estar presente.

Lo segundo que hay que destacar y que es interesante, es el hecho que en esta

secuencia no se hallaron codones adicionales ATG en fase hacia el extremo 5’



tomando como referencia el ATG propuesto en un principio como el inicio de la
traduccion y que es parte de la clona genomica. Observado estos resultados es
posible que la traduccion del gen zmdxs2 pueda comenzar con un codén de inicio
alterno diferente al ATG en el genoma de maiz. Si bien el AUG (en el RNAmM) es el
codon de inicio mas empleado en eucariontes (Griffiths et al., 1999), en ciertas
ocasiones la traduccién puede ser iniciada a partir de codones distintos. Existen otros
codones que también son validos para el inicio de la traduccion tales como: GUG y
UUG. Existen casos bien documentados sobre éste fendmeno, por ejemplo: presencia
de un coddn alterno en la proteina P ribosomal de Candida albicans (Abramczyk et al.,
2003) o de la proteina NAT1 en mamiferos (Takahashi et al., 2005). Excepciones a la
regla en plantas han sido descritas predominantemente para RNAs derivados de virus
de plantas (Futterer y Hohn, 1996; Rohde et al., 1994). La informacion acerca de este
tema es limitada: unicamente para dos RNAs derivados de los virus (RTBV) (Fltterer
et al., 1996) y SBWMV (Shirako, 1998) demostraron el uso de codones de iniciacion
no eran canonicos. De éstos, sélo la traduccion del RNA del virus RTBV (Rice Tungro
Bacilliform Virus) mediado por un codén alterno, mostré importancia fisiolégica. En
este caso aparentemente es necesario para facilitar la traducciéon mediante el escanéo
de ORFs (Open Reading Frame) adicionales ri6 abajo. Otro ejemplo es el trabajo de
Riechamannn y colaboradores (Riechmann et al., 1999) con el gen AGAMOUS (AG) el
cual controla diversas etapas durante el desarrollo floral en A. thaliana. En éste se
demuestra que la traduccion de AG es iniciada exclusivamente mediante un codon
ACG y prueban que los tripletes alternos de AUG, pueden ser usados eficientemente
como el unico sitio de traduccion de algunos RNA mensajeros en las plantas. Estos
mismos autores sugieren que la busqueda de sitios de iniciacion génica alterna a AUG
para algunas proteinas de plantas, debe ser parte del analisis de secuencia post-
genomico en Arabidopsis thaliana. Para genes pertenecientes a la via MEP de
cualquier especie, no se ha demostrado éste fendmeno de codones alternos.

En la secuencia genomica obtenida del 5° RACE se identificaron posibles codones
alternos de inicio de la traduccion. Algo notable es que el analisis in silico del
fragmento gendmico obtenido a partir del 5° RACE de zmdxs2 mediante la utilizacién
del programa bioinformatico ChlroroP program

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) de prediccién de péptidos de transito de

importe a plastidos (PTP), este programa sugiere que ésta secuencia posee
caracterisiticas de un péptido de transito. La comprobacion de ésta hipotesis para el
gen zmdxs2 no fué considerado para éste proyecto y queda asentado mas adelante en

el escrito como perspectiva del trabajo.



8.3. DXS1 y DXS3 de Zea mays tienen una localizacién suborganelar
dentro del cloroplasto. Posiblemente debido a que presentan un péptido

de transito con senal bipartita.

Los analisis de los protoplastos transformados tanto de A. thaliana como Zea mays
utilizando el microscopio confocal, mostraron que la sefal de la proteina (GFP) de las
construcciones pEGZmDXS1-GFP y pEGZmDXS3-GFP co localizé con la
autofluorescencia de la clorofila emitida por los cloroplastos. Interesantemente, la
senal de la GFP se localizé en sitios especificos dentro de los cloroplastos mostrando
patrones definidos dentro de éstos. Los datos sugieren que DXS1 y DXS3 podrian
tener una localizacién suborganelar dentro del organelo.

Lichtenthaler (Lichtenthaler, 2007) publicé que en los cloroplastos existen tres sitios en
donde se localizan isoprenoides. Estos sitios son: las membranas plastidicas, los
tilacoides y los plastoglobulos situados en el estroma plastidico. Las membranas tanto
internas como externas, contienen predominantemente los carotenoides: luteina vy
violaxantinas. Por su parte las membranas del tilacoide contienen clorofilas,
carotenoides y diversos prenilquinonas, como la platoquinona-9, asi como bajas
cantidades de alpha-tocoferoles. Por otra parte, para el caso de los plastoglobulos que
son cuerpos lipoproteicos asociados a las membranas tilacoideas, que tienen un
tamafio aproximado entre 30 nm a 5 ym y que se creeian en un principio como
solamente sitios de almacenaje de compuestos, se han detectado isoprenoides tales
como: carotenoides, prenilquinonas (tocoferoles, plastoquinona y menaquinonas) e
incluso clorofilas (Tevini et al., 1985). Todas estas moléculas son productos finales de

la biosintesis de isoprenoides, iniciados por la via MEP.

Recientemente, se demostré experimentalmente la localizacion subcelular de la
enzima CCD de la planta Crocus sativus (en inglés, carotenoid cleavage dioxygenase)
que corta sustratos carotenoides, en plastoglobulos de cloroplastos pertenecientes a
plantas transgénicas de 5 semanas de edad. Esto mediante el uso de una fusion
traduccional con la proteina GFP (CsCCD4a-GFP) (Rubio et al., 2008). Este trabajo
proporciona una referencia del patrén mostrado de una proteina plastoglobular
fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP) dentro de los cloroplastos.

El desarrollo reciente en protedbmica y espectrometria de masas ayuddé a la
identificacion del proteoma plastoglobular, mediante la purificacion de plastoglobulos
aislados de cloroplastos de A. thaliana. (Vidi et al., 2006; Ytterberg et al., 2006). En
este analisis se identificaron proteinas (plastoglobulinas) pertenecientes a la familia

PAP fibrilinas, que son los péptidos estructurales mas abundantes en los



plastoglobulos, entre otras. Pero sorprendentemente también se identificaron enzimas
metabdlicas como: isoformas de la fructosa bifosfato aldolasa (FBA) y/o la aleno oxido
sintasa (AOS) entre otras. Por afos se consideraron a los plastoglobulos como
unicamente cuerpos pasivos de almacenaje lipidico (Lichtenthaler, 1968; Tevini et al.,
1985). Es decir, estas estructuras podrian ser sitios de biosintesis para enzimas
plastidicas, aunque es interesante el hecho de que no se identificé a la enzima DXS u
otras enzimas pertenecientes a la via MEP en el proteoma del plastoglobulo. Entre las
enzimas relacionadas a vias biosintéticas fueron identificadas la tocoferol ciclasa
(VTE1), una enzima clave en la sintesis de vitamina E, la cual es una enzima que se
encuentra pasos enzimaticos arriba de la via MEP (Vidi et al., 2006) El isopentenil
difosfato (IPP) derivado de la via MEP es usado como un precursor para la biosintesis

de los tocoferoles.

Por otra parte, una gran cantidad de proteinas deben relocalizarse en otros espacios
del plastido, como son la membrana o el lumen del tilacoide, por ejemplo. Este
proceso requiere de dos pasos de importe, por tanto, para este tipo de proteinas, se
cuenta con la existencia de dos sefiales consecutivas (péptido de transito con sefal
bipartita).

Es interesante mencionar que Krushkal y colaboradores (2003), realizaron un analisis
bioinformatico de los péptidos de transito de distintas proteinas DXS de plantas, en
donde observaron que a pesar de no existir una secuencia consenso, una serie de
caracteristicas existen en comun entre los péptidos de transito analizados en el
estudio. Estas caracteristicas comprenden: residuos basicos en la parte C-terminal del
péptido de transito que se sugiere son necesarios para permitir la importacion de las
proteinas a través de las membranas tilacoideas. Y con respecto a la estructura
secundaria del péptido de ftransito una regidén hidrofébica entre los residuos
aminoacidos 35 a 45 y en ocho de doce secuencias analizadas, una secuencia Pro-
Pro-Thr en la C-terminal se encuentra presente en los péptidos. Estas son algunas
caracteristicas que se propone son requeridas por las maquinarias de importe a
tilacoide pertenecientes a las vias cpSec (en inglés secretory) y/o cpTat (twin arginine
translocation). Estos datos son los primeros que sugieren que las proteinas DXS

posiblemente se localizan en algun compartimento del tilacoide.

Estudios adicionales (ver perspectivas del trabajo) se requieren para demostrar
experimentalmente la hipotesis de que DXS1 y DXS3 poseen una segunda secuencia

sefal bipartita que las dirige a un lugar especifico en el cloroplasto.



Por lo tanto, seria totalmente novedoso comprobar de manera experimental |la
presencia de péptidos de transito (PTP) con sefal bipartita en las proteinas DXS de
maiz. El cual les conferiria una probable localizacion suborganelar dentro del
cloroplasto. Algo aun no demostrado hasta la fecha para enzimas pertenecientes a la

via MEP.






9. CO NCLUSIONES

e Enmaizla enzima DXS perteneciente a lavia MEP esta codificada por una

pequefa familia isogénica.

e Las proteinas DX S1y DXS 3 poseen un péptido de trans ito de importe a
plastidos (PTP).

e DXSI y DXS3 tienen una localizacién suborganelar.

e DXS2 no es importado a cloroplasto. El extremo 5° del gen zmdxs2 utilizado en

este estudio no permite una localizacion al cloroplasto.



10. PERSPECTIVAS

La informacién generada en este trabajo da pa uta para co ntinuar investigando en lo s

siguientes puntos:

e Caracterizacion funcional de DXS1 y DXS3.

Un criterio que apoy a la aprobacién de | a funcionalidad de las enzimas DXS de
maiz enla via MEP, es demostrar la presencia y funcionalidad de un péptido de
transito (PTP), | o cual ha sido de mostrado experimentalmente en este trabajo
para DX S1 y DXS3. P ara determinar de manera cat egdrica que las enzimas
aparentes DX S son funcionales, es de cir, demostrar que tienen ac tividad
bioquimica con a ctividad de DX si ntasa. Se propone primera mente, realizar
complementaciones co n mutantes de DXS, por ejemplo en |a bacteria E. coli.
También se propone generar proteinas rec ombinantes para DXS1 y DXS3y asi
analizar si poseen la capacidad de convertir el piruvato y GA-3P en DXP.

e Determinacion de péptidos de tran sito que tienen sefal bipartita en las
DXS de Zea mays.

Con el antecedente d e que las proteinas del t ilacoide presen tan péptido s d e
transito que tienen senal bipartita. Y debido a que |as fusiones traduccionales con
GFP hechas con el extremo 5” de la secuencia codificante de los genes zmdxsl y
zmdxs3, presentan una loc alizaciéon suborganel ar. Seria nov edoso la realizacié n
de deleciones secuenciales del extremo 5’ de los genes dxs de maiz para analizar

la existencia de probables regiones (motivos o dominios) que sefialan el importe.

¢ Determinacion especi fica de la localiz acion suborgane lar de DXS1 y
DXS3.

Se hareportado la  localizacién de i soprenoides en pl astoglobulos, tilacoide y
membranas plas tidicas dentro del cloroplasto. Con el obje tivo de i dentificar con
mas precision la localizacion suborganelar de las proteinas DXS1 y DXS3 de maiz

dentro del cloropalsto, observadas en el presente trabajo. L a cotransformacion de



las construcciones generadas con marcad ores proteico s para los sitios
anteriomente mencionados utilizando protoplastos fusionados a un reportero, como
una proteina fl uorescente c on d istinta long itud de onda que la  GFP, seria un

experimento inicial aunado a un inmunoensayo utilizando anticuerpos.

e Comprobacion del uso de un codén alterno de inicio d e la tradu ccion en

el gen zmdxs2 de Zea mays.

El 5" RACE demostré que la s ecuencia del gen zmdxs2 se e xtiende varios pares
de bases hacia el extremo 5" del coddn de inicio inicialmente propuesto, por tanto
la secuencia estaba incompleta. El hall azgo de la no existencia de un codon ATG
de inicio de la traduccién en fase con la secu encia genémica, sugirio la posibilidad
de codones alternativos para éste fin. Para demostrar esta posibilidad es necesario
de manera inicial rea lizar unas erie de fusiones tra duccionales con GFP
considerando el nuevo e xtremo 5°, para comprobar si d e esta forma la fusi6 n

puede localizarse en los cloroplastos.

e Generacion de plantas transgénicas doble sobreexpresoras.

Estudios previos han mostrado que la sobreexpresion de la enzima DXS al ser una
enzima limitante de la via MEP produce un aumento en los niveles de productos
finales. Se propone la generacion de plantas transgénicas de A. thaliana que sean
doble sobre expresoras, utilizando las en zimas DX S de maiz junto conotra s
enzimas pertenecientes a | a via MEP. Para la eventual cuantificacion del posible

efecto en los productos finales isoprenoides.






11. APENDICE DE SOLUCIONES

CTAB NUCLEAR
EDTA

Trizima Base
NaCl

CTAB, PVP
H.0mQ

CTAB 10%
NaCl

CTAB
H.0mQ.

MEDIO LB (1L):
Peptona
Extracto de levadura

Cloruro de sodio

TENS:
Tris-HCI
EDTA
NaOH
SDS

BUFFER DE CARGA:

Formamida
Formaldehido
MOPS 10x

50mM,
0.2 M pH 8.0
2.0M

M

10g
59
10g

pH8 10mM
TmM

1N

0.5%

150 pl
56.8 pl
30 ul

Colorante de azul de bromofenol y azul de xilencianol

Bromuro de etidio



TAE (1X):
40 mM Tris- Acetato pH 8.0
EDTA 0,1 mM

SOLUCIONES DE LA PURIFICACION POR CsCl:
Solucion I:

EDTA 10Mm pH:8

A temperatura de 4°C.

Solucion Il (preparada al momento de su utilizacién):
NaOH 0.1N

SDS 1%

H20 destilada

Solucion lil:

Acetato de Sodio 3MpH=5.2 04.8

SOLUCIONES PARA LOS PROTOPLASTOS:

Solucién enzimatica:

Celulosa 1%

Macerozima 0.4%

Mannitol 04 M

KCI 20 mM

MES 20 mM

Se calienta a 55°C por 10 minutos para inactivar a las proteasas, posteriormente se le
agrega:

CaCl2 10 mM

Mercaptoetanol 5mM

BSA 0.1%

SOLUCION W1:



Mannitol 0.5M

MES 4 Mm
KCI 0.02 M
SOLUCION W5:

NaCl 0.154 M
CaClI2 0.125M
KCl 0.005 M
MES 2 mM

SOLUCION MMg:

Mannitol 04 M
MgClI2 0.015 M
MES 4 mM



ABREVIATURAS

ATP. Adenosin trifosfato.

CaMV35S. Promotor del virus de mosaico coliflor.
cDNA. DNA complemenario.

Col. Ecotipo Columbia.

DMAPP. Dimetilalil disfosfato.

DX. 1-deoxi-D-xilulosa.

DXP. 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa.
DXR. DXP reductoisomerasa.

DXS. 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato.

EDTA. Tetraacetato de etilendiamina.

EST. Expressed Sequence Tag.

G3P. Gliceraldehido 3-fosfato.

GFP. Proteina verde fluorescente.

GTP. Guanosin trifosfato.

IPP. Isopentenil difosfato.

IPPl.Isopentenil difosfato isomerasa

KDa Kilodaltones

KM. Kanamicina.

MEP. 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato.

MES. Acido 4-morfolinetanesulfénico.
NPTII. Gen de la neomicina fototransferasa II.
ORF. Marco abierto de lectura.

pb. Pares de bases.

PCR. Reaccion en cadena de la polimerasa.
PTP. Péptido de transporte a plastidos.
TPP. Tiamin difosfato.

Wt. Version silvestre.
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