UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

O

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

Analisis protedmico comparativo de mutantes
de Arabidopsis thaliana afectadas en la
biogénesis del cloroplasto

Presenta: Lic. Luis Alberto de Luna Valdez

Director del proyecto:

O Dr. Angel Arturo Guevara Garcia

CUERNAVACA, MORELOS DICIEMBRE 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



indice.

l. Introduccion.
1. El origen de los plastidos: La teoria endosimbiotica.
2. La fotosintesis en las plantas.
Figura 1. Esquema de la estructura tipica de un cloroplasto.
3. El genoma del cloroplasto.
Figura 2. Modelo clasico de replicacion del genoma cloroplastico.
Figura 3. Modelo modificado de replicacion del genoma cloroplastico.
4. La biogénesis de los cloroplastos (CLB).
Tabla I. Resumen de los componentes necesarios para la biogénesis del cloroplasto.
5. La protedmica como herramienta en el estudio de la CLB.
Il. Antecedentes.
1. La mutante cla-1.
Figura 4. Fenotipo de la mutante clal-1.
2. La mutante clb5.
Figura 5. Fenotipo de la mutante clb5.
3. La mutante clb19.

Figura 6. Fenotipo de la mutante clb19.
lll. Hipotesis.

IV. Objetivos.
V. Materiales y Métodos.
VI. Resultados y discusion.
Figura 7. Geles de 2-D de extractos proteicos de la mutante clb2.
Figura 8. Gel maestro con los puntos con abundancia contrastante detectados.
Figura 9. Perfiles de abundancia.
Tabla Il. Lista de las proteinas identificadas por espectrometria de masas.
Tabla Ill. Grupos de términos ontoldgicos generados mediante el paquete DAVID.
Tabla IV. Genes posiblemente involucrados en la biogénesis del cloroplasto.
VII. Conclusién y perspectivas.
VIII. Bibliografia.

N O W R e

10
11
13
19
20
24
24
25
26
27
28
29
30
30
31
34
35
36
37
38
44
45
47
48



IX. Apéndice I: Material suplementario.

Figura S1.
Figura S2.
Figura S3.
Figura S4.
Figura S5.
Figura S6.
Figura S7.
Figura S8.
Figura S9.
Figura S10
Figura S11
Figura S12

Esquema del grupo de proteinas plastidicas.

Esquema del grupo de proteinas del metabolismo de carbohidratos.
Esquema del grupo de proteinas relacionadas con la sintesis de ATP.
Grupo de proteinas sin clasificar.

Esquema del grupo de GOs relacionados con el cloroplasto.

Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a iones metalicos.
Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a estrés abiotico.
Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a estrés biotico.
Esquema del grupo de GOs relacionados con la fotosintesis.

. Esquema del grupo de GOs relacionados con el metabolismo de hexosas.
. Esquema del grupo de GOs relacionados con el balance REDOX.

. Esquema del grupo de GOs relacionados con la cadena cloroplastica de

transporte de electrones.

Figura S13.
Figura S14.
Figura S15.
Figura S16.
Figura S17.
Figura S18.
Figura S19.
Figura S20.

Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a estrés oxidativo.
Esquema del grupo de GOs relacionados con la sintesis de ATP.

Esquema del grupo de GOs relacionados con el metabolismo de aminoacidos.
Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a azlcares.
Esquema del grupo de GOs relacionados con el metabolismo del azufre.
Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a fitohormonas.
Esquema del grupo de GOs relacionados con el transporte de proteinas.

Esquema del grupo de GOs relacionados con el desarrollo post-embrionario.

58
59
60
61
61
62
63
64
65
66
67
68

68

69
70
71
71
72
72
73



Resumen

Los organismos fotoautotrofos son los responsables de sostener la vida en la
biosfera, gracias a su capacidad de integrar &tomos de carbono inorgénico (CO,)
en carbohidratos usando como fuente de energia la luz, este proceso se conoce
como fotosintesis. La fotosintesis fue adoptada por los organismos eucariontes por
medio de un proceso endosimbiotico, por el cual algunas bacterias fotoautotrofas
se integraron a la maquinaria genética, bioquimica y celular de sus hospedadores,
convirtiéendose en uno mas de sus organelos (cloroplastos). Los cloroplastos
tienen un proteoma muy diverso cuya composicion esta estimada en alrededor de
3000 proteinas; de manera contrastante el genoma cloroplastico codifica para
apenas 100 proteinas, este hecho pone de manifiesto que gran parte de la
maquinaria proteica necesaria para el desarrollo y funcion de los cloroplastos esta
codificada en el genoma nuclear de los organismos que los portan. Con la
intencidn de dilucidar los mecanismos moleculares que subyacen a la biogénesis
de los cloroplastos, en el laboratorio se compil6 una coleccion de mutantes
llamada clb (por chloroplast biogenesis), a través de cuya caracterizacion se han
identificado algunos genes involucrados en este proceso. Con la idea de
profundizar en el conocimiento de los mecanismos de biogénesis del cloroplasto,
en este trabajo se abordé una estrategia proteémica comparativa bajo la que se
analizaron los perfiles de expresion de proteinas de plantas tipo silvestre y cuatro
mutantes de la coleccién clb (clal, clb2, clb5 y clb19). Especificamente, extractos
proteicos de tres replicas biologicamente independientes de plantulas mutantes y
tipo silvestre, de 16 y 8 dias de desarrollo, respectivamente, se resolvieron en
geles de 2-D. Posteriormente, usando el software de andlisis de imagenes
PDQuest (Biorad, Hercules CA), se determiné la presencia de aproximadamente
1000 péptidos en cada una de las muestras, de los cuales 146 mostraron cambios
de abundancia de al menos dos veces (36 inducidos y 43 reprimidos), con un nivel
de confianza estadistica (t-Student) del 98%. Un analisis por espectrometria de
masas con el sistema MALDI-TOF de 146 de los péptidos que cambian su
abundancia permitio, con la ayuda de los motores de busqueda Mascot

(http://www.matrixscience.com) y Profound (http://prowl.rockefeller.edu/), la



identificacion de 79 proteinas distintas. Con la idea de identificar componentes
novedosos de este importante programa de desarrollo, de aquellas proteinas
identificadas con funciones o localizaciones subcelulares que sugieren su
participacion en la biogénesis de los cloroplastos, se solicitaron las mutantes
correspondientes disponibles para, como una continuacion de este proyecto,

proceder a su caracterizacion molecular y funcional.



l. Introduccion.

La vida en la biosfera depende completamente de su capacidad para fijar carbono,
es decir, que depende de la habilidad de algunos organismos conocidos como
fotoautotrofos para integrar &tomos de carbono inorganico (CO;) en moléculas
organicas (carbohidratos), usando como fuente de energia la luz, este proceso se
conoce comunmente como fotosintesis. Entre los eucariontes, son las plantas los
organismos que llevan a cabo la fotosintesis y, por lo tanto, son las responsables
de sustentar la vida de los organismos heterétrofos, todo esto gracias a un tipo
especial de organelos que portan, los cloroplastos. Desde su aparicion, los
cloroplastos han sufrido cambios tanto morfolégicos como moleculares que les
permitieron integrarse y hacerse indispensables en el ciclo de vida de los
eucariontes fotosintéticos, inclusive se han diversificado formando un grupo de
organelos relacionados conocidos como plastidos, cuyo origen real aun es tema
de debate.

1. El origen de los plastidos: La teoria endosimbidtica.

El término “plastido” engloba un grupo de organelos fotosintéticos y no
fotosintéticos, que se cree se originaron a partir de eventos de endosimbiosis, que
sucedieron hace 1.5 billones de afios, entre células eucarioticas primitivas y
cianobacterias ancestrales <Propuesta conocida como la teoria endosimbiotica>
(1; 2). En la actualidad existen tres tipos principales de plastidos: plastidos
primarios, secundarios y terciarios. Los primarios son organelos rodeados por dos
membranas que representan un solo evento de endosimbiosis entre una bacteria
fotosintética y una célula eucarionte no fotosintética; estos plastidos se encuentran
en cuatro tipos de organismos, las plantas, las algas verdes, las algas rojas y las
algas glaucéfitas. Los plastidos secundarios y terciarios son organelos rodeados
por mas de dos membranas que representan procesos endosimbidticos entre
eucariontes fotosintéticos y eucariontes no fotosintéticos, estos plastidos han

sufrido modificaciones como la pérdida del nimero de membranas que los rodean



y la pérdida del nucleo del eucarionte fotosintético simbionte, este tipo de plastidos

se encuentran en organismos como los euglénidos y los dinoflagelados (3).

A pesar de la diversidad de plastidos que existen, en este trabajo usaremos el
término “plastido” para referirnos a los plastidos primarios presentes en las plantas

verdes, que son de hecho el objeto de este estudio.

En la actualidad existen muchas evidencias que apoyan el origen endosimbidtico

de los plastidos, algunas de las evidencias mas claras son:

» Los plastidos estan rodeados por dos membranas, siendo la membrana
interna mas parecida a la membrana procarionte en su composicion de
lipidos, inclusive en el caso de las algas glaucofitas existe una capa de
peptidoglicano entre las membranas de los plastidos, lo cual parece ser un
vestigio de la pared celular de las bacterias endosimbiontes (4; 5).

» Los plastidos tienen genomas propios que son similares en estructura y
tamafio a los genomas procariontes. Los genomas de los plastidos
presentan comunmente un contenido de entre el 62 y el 68% de pares de
bases A-T, al igual que las cianobacterias como Synechocystis sp. que
tiene hasta el 52% de contenido de estos dos nucledétidos (6).

» Los ribosomas de los plastidos son del tipo 70s, al igual que los ribosomas
de los procariontes. Ademas, en estudios de RNAs mensajeros de
cloroplastos de diversas especies de plantas, se encontr6 que los
mensajeros analizados contienen secuencias tipo Shine-Dalgarno en sus
regiones 5’ UTR, similares a las secuencias presentes en los procariontes
(7; 8;9).

En las células vegetales los plastidos no solo existen como cloroplastos, sino que
éstos se han diversificado para cubrir una amplia gama de funciones no
necesariamente relacionadas con la fotosintesis. Por ejemplo, existen plastidos
especializados en el almacenamiento de pigmentos carotenoides (cromoplastos)
responsables de la coloracion de frutos y flores, otros plastidos, principalmente

encontrados en semillas, son capaces de sintetizar y almacenar grandes



cantidades de almidon (amiloplastos), lipidos (oleinoplastos) o proteinas
(proteinoplastos). Algunos otros estan relacionados con fenémenos como la
senescencia de las hojas (gerontoplastos) o el efecto gravitropico de las raices
(estatolitos) (10; 11).

Dada la evidente importancia de estos singulares organelos, no es sorprendente
que hayan sido objeto de numerosos estudios por diferentes grupos de
investigacion con diversos enfoques. De entre ellos, destacan los relacionados al
proceso de fotosintesis, al estudio del genoma y a la biogénesis del cloroplasto,

los cuales se discuten brevemente en las siguientes secciones.
2. Lafotosintesis en las plantas.

En las plantas, la fotosintesis se lleva a cabo en dos fases conceptualmente
distintas que ocurren todas dentro de organelos especializados conocidos como
cloroplastos. Estos organelos estan rodeados por dos membranas, ademas
contienen membranas internas que delimitan unas estructuras conocidas como
tilacoides, los cuales se organizan en complejas redes endomembranales
conocidas como granum (plural grana) (Fig. 1). Los distintos compartimentos en
los que estd organizado el cloroplasto permiten la separacion fisica de los
diferentes componentes moleculares necesarios para la fotosintesis. Por ejemplo,
la membrana del tilacoide contiene los denominados fotosistemas | y Il (PSI y
PSII), los cuales son complejos macromoleculares que permiten la captacion de
energia luminosa y su transformacion en energia quimica. Mientras que en el
estroma se encuentras las enzimas encargadas de llevar a cabo las reacciones de
fijacion de carbono, en una serie de reacciones conocidas como el Ciclo de Calvin-
Benson (12).

Tradicionalmente la fotosintesis se conceptualiza como dos tipos diferentes de
reacciones independientes, por un lado las reacciones dependientes de la luz, y
por otra parte las reacciones de fijacion de carbono o reacciones oscuras. Sin

embargo, ambos tipos de reacciones son interdependientes ya que los



intermediarios generados en las reacciones luminosas son necesarios para que

las reacciones oscuras se lleven a cabo y viceversa.

Las reacciones dependientes de la luz son aquellas reacciones que se llevan a
cabo en la membrana de los tilacoides y que producen energia en forma de
NADPH (poder reductor) y de ATP, que son utilizados durante las reacciones de
fijacion de carbono. El primer paso de las reacciones dependientes de la luz
involucra la captaciébn de un fotén por los complejos antena del PSII, estos
complejos antena contienen los pigmentos necesarios para captar luz de distintas
longitudes de onda, como clorofilas, carotenoides y xantofilas, ademas de algunas
proteinas que organizan a las moléculas de pigmentos en las orientaciones
especificas apropiadas para su funcién, estas proteinas se conocen como LHCs
(Light-Harvesting complex) (13). Una vez excitados, estos pigmentos son capaces
de transmitir la energia de un fotdn hasta un par especial de moléculas de clorofila
en el centro de reaccion del fotosistema. EI mecanismo por el cual la energia
absorbida por una molécula de pigmento se transmite hasta el centro de reaccién
se conoce como Transferencia de Energia de Resonancia de Forster (FRET) y se
basa principalmente en la transferencia de energia que se puede dar entre dos
moléculas que se encuentran separadas por una distancia de entre 1 y 10 nm
(14). Una vez que las moléculas de clorofila en el centro de reacciéon del PSIlI son
excitadas con la energia transmitida desde los complejos antena, el centro de
reaccion es capaz de reducir al primer componente de una serie de moléculas
asociadas a la membrana del tilacoide cuya funcion es transferir electrones desde

el centro de reaccion del PSII al centro de reaccién del PSI (12).

Una vez que el PSI es reducido, los electrones aceptados son excitados por la
energia transferida por FRET de un foton absorbido en las moléculas antena del
PSI, el centro de reaccion del PSI reduce otras moléculas acarreadoras de
electrones, las cuales finalmente son capaces de reducir una molécula de NADP”.
Cabe mencionar que una vez que el proceso de transferencia de electrones esta
completo, los centros de reaccion de ambos fotosistemas se encuentran en un

estado oxidado. En el caso del PSII, el donador de electrones es una molécula de



agua, lo cual produce oxigeno (10, por cada dos pares de electrones) y 2H" (1H*
por cada electron) que son liberados al estroma. En el caso del PSI, el donador de
electrones es el PSII previamente excitado por la energia de un foton. Algunos
componentes de la cadena de transporte de electrones que conecta a los
fotosistemas | y Il como las quinonas y el complejo del citocromo bef, estan
asociados al bombeo de protones hacia el lumen del tilacoide, este proceso esté
acoplado a la actividad de una ATP sintetasa de la membrana del tilacoide,
resultando en la formacion de ATP y NADPH como productos globales del

fendmeno fotoquimico de los PSly PSII (12).

Figura 1. Esquema de la estructura tipica de un cloroplasto. Se muestran los
componentes principales de un cloroplasto tipico de las células vegetales,
membrana externa (1), espacio intermembranal (2), membrana interna (3),
lumen del tilacoide (4), membrana del tilacoide (5), genoma (6), estroma (7) y

grana (8). Adaptado de http://en.wikipedia.org/wiki/Chloroplast.

Por otra parte, las reacciones de fijacion de carbono se llevan a cabo en el
estroma del cloroplasto y, como ya se menciond, son conocidas como el Ciclo de
Calvin-Benson. De manera global, las enzimas que catalizan las reacciones de
este ciclo se encargan de integrar un atomo de carbono proveniente de una

molécula de CO,, a una molécula organica de tres carbonos. La enzima
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encargada de catalizar la fijacion de carbono es la ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO), la cual cataliza la carboxilacibn de una
molécula de ribulosa-1,5-bifosfato, produciendo un estado de transicion inestable
(2-carboxy-3-cetoribitol-1,5-bifosfato) que se divide en dos moléculas de 3-
fosfoglicerato (15). Con la inversion de ATP y de NADPH, el 3-fosfoglicerato se
convierte en gliceraldehido-3-fosfato, un azlucar de tres carbonos que es exportada
del cloroplasto y posteriormente utilizada para la generacion de otros azucares.
Dado que solo un atomo de carbono se asimila en la biomasa en cada ciclo de
Calvin-Benson, se requieren tres ciclos completos para generar una molécula de
tres carbonos como ganancia neta, lo que implica una inversion de 6 moléculas de
NADPH y 9 de ATP, derivados directamente de las reacciones dependientes de la
luz (16).

Las reacciones del ciclo de Calvin-Benson, no soélo dependen de la luz en el
sentido en que el NADPH y el ATP necesarios para su funcionamiento, son
producto de las reacciones luminosas de la fotosintesis, sino también es
importante notar que varias de las enzimas clave en el ciclo estan sujetas a
regulacion por luz. Por ejemplo, RuBisCO, NADPH:gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, fructosa-1,6-bifosfatasa, seudoheptulosa-1,7-bifosfatasa vy
ribulosa-5-fosfato cinasa (15). Particularmente, las Ultimas cuatro enzimas tienen
en su estructura puentes disulfuro que son claves para su actividad y cuyo estado
redox se regula por el sistema ferredoxina-tiorredoxina y por lo tanto, son
reguladas por la luz captada en el PSI (17). En la oscuridad, los puentes disulfuro
de estas enzimas estan oxidados y las enzimas son inactivas, pero en presencia
de luz la ferredoxina asociada al PSI es capaz de reducir a la tiorredoxina, la cual
a su vez reduce los puentes disulfuro de las enzimas del ciclo de Calvin y de ese

modo las activa.

Por otro lado, RuBisCO se regula por un mecanismo distinto al sistema
ferredoxina-tiorredoxina. En respuesta a la luz, el pH del estroma aumenta de 7 a
8, al mismo tiempo se movilizan iones Mg®* desde el lumen del tilacoide al

estroma (15). El cambio de pH promueve la formacion de un intermediario



carbamilado de RuBisCO por el removimiento (catalizado por la enzima RuBisCO
activasa) de azucares inhibidores del sitio activo de la enzima como Ribulosa-1,5-
bifosfato (18). Una vez carbamilado en un residuo de Lisina, el sitio activo de
RuBisCO es capaz de unir Mg®* como cofactor, asi produciendo la holoenzima de
activa (19; 20).

Aunque la funcion mas caracteristica de los cloroplastos es la fotosintesis, estos
organelos también son capaces de realizar otros procesos metabdlicos
importantes para las células que los portan, como son la biosintesis de acidos

grasos y algunos aminoacidos (21)

Como ya se menciond, los cloroplastos son los organelos de las células vegetales
gue estan directamente encargados de realizar la fotosintesis, un proceso crucial
tanto para la vida vegetal como para la vida animal. Debido a la importancia de
este fendmeno, se han hecho grandes esfuerzos por tratar de comprender tanto a
nivel bioguimico como molecular, el proceso fotosintético per se, asi como los

pasos implicados en el desarrollo de estos organelos.

3. El genoma del cloroplasto.

3.1. Estructuray contenido.

A pesar que los cloroplastos tienen un genoma propio, estos organelos no son
genéticamente autbnomos, mucha de la maquinaria enzimatica necesaria para su
desarrollo y funcién estad codificada en el genoma nuclear vegetal. La visién
clasica del genoma cloroplastico es la de una molécula circular de entre 85 y 200
kb que codifica para aproximadamente 100 genes. Esta molécula esta separada
en dos regiones, una de 25 kb y la segunda de 100 kb, por dos copias de un
elemento invertido repetido de entre 20 y 30 kb, el cual codifica para los RNAs
ribosomales (rRNAs) y algunos RNAs de transferencia cloroplasticos (tRNASs) (7).

Por ejemplo, el genoma cloroplastico de Arabidopsis thaliana codifica para 129
genes de los cuales hay: 7 rRNAs, 37 tRNAs, 25 proteinas ribosomales, 22
subunidades de los PSI y PSII, 4 subunidades de RNA polimerasa, una subunidad

de RuBisCO, 6 subunidades de la ATP sintasa del tilacoide, una subunidad de la



proteasa cloroplastica clpP, 12 subunidades de la NADH deshidrogenasa, 7
proteinas relacionadas con el complejo del citocromo bef, 4 proteinas hipotéticas,
la proteina maturasa K, una subunidad de la enzima acetil-CoA carboxilasa y una

proteina estructural de la membrana del tilacoide (22).

Estudios mas recientes sobre la topologia del DNA cloroplastico en maiz, tabaco y
Medicago truncatula, indican que el genoma de los cloroplastos no es circular,
sino que esta compuesto de varios segmentos lineares capaces de formar
concatdmeros, lo que en el pasado guio a la conclusion que estos genomas tenian

forma circular (23).

En la actualidad, varios estudios se han realizado para tratar de dilucidar la
composicién del proteoma de los cloroplastos de varias especies. Una de las
observaciones mas sorprendentes es que la cantidad de proteinas presentes en
los cloroplastos no corresponde a la cantidad de proteinas esperadas en funcién
de los datos conocidos de la secuenciacion de los genomas cloroplasticos. Este
fendbmeno se debe principalmente a que a lo largo de la evolucion, los genomas de
los cloroplastos han sufrido una reduccion gradual en su contenido génico
mediante transferencia horizontal de genes hacia el genoma nuclear. Algunas
estimaciones basadas en estudios filogenéticos y en algoritmos de prediccion de
péptidos de transito a cloroplasto, calculan que en Arabidopsis existen alrededor
de 4,255 (14.9% del proteoma total de Arabidopsis) genes que codifican proteinas
que pueden ser translocadas al plastido, es decir, que se han transferido del

genoma cloroplasticos al genoma nuclear de Arabidopsis (24; 25; 26; 27).

En el aflo 2003 se desarroll6 un sistema experimental que permite seguir el
fenémeno de transferencia horizontal de genes in vivo en células de tabaco. En
este sistema se inserta en el genoma cloroplastico un segmento de DNA que
contiene dos genes de resistencia a antibioticos bajo la regulacion de distintos
promotores, el gen aadA (resistencia a espectinomicina), regulado por un promotor
especifico de cloroplasto, y el gen nptll (resistencia a kanamicina), regulado por un
promotor especifico del nucleo. Tras varias generaciones de seleccion en

espectinomicina se lograron obtener lineas homopléasticas (lineas con la totalidad

8



del genoma cloroplastico transformante), de las cuales se usaron distintos
segmentos de hojas para regenerar plantas completas en presencia de
kanamicina, es decir, que en esas condiciones so6lo sobrevivirian las células que
hubiesen integrado a su genoma nuclear el gen nptll, pues sélo en el nucleo el
promotor que regula su expresion es activo. En este estudio, se recuperaron 12
lineas independientes resistentes a kanamicina que se sometieron a ensayos
genéticos para determinar el patron de herencia del gen nptll. Plantas
autopolinizadas mostraron una segregacion mendeliana tipica de 3:1 del fenotipo
de resistencia a kanamicina, lo cual es un patron de segregacion comun para
transgenes codificados en el genoma nuclear. Ademas, cruzas entre plantas tipo
silvestre y las lineas de transferencia horizontal mostraron un patrén de herencia
de 1:1, el cual no corresponde a un patrén de herencia materna como deberia

suceder si el transgen estuviese codificado en el genoma cloroplastico (28; 29).

El mecanismo exacto de transferencia de genes hacia el genoma nuclear y la
delecion de esos genes en el genoma cloroplasticos no se conoce con exactitud,
sin embargo las observaciones antes descritas sefialan que el proceso podria ser
activo en todas las células y que sucede de manera independiente en cada una de

ellas.

A pesar de que el mecanismo fisico de transferencia horizontal entre el nucleo y
los cloroplastos no es claro, algunos avances se han hecho al respecto. Existe
evidencia que indica que el mecanismo podria involucrar el movimiento en masa
de segmentos grandes de DNA, pues en los estudios descritos anteriormente se
encontré que los genes nptll y aadA seguian ligados fisicamente aun después de
la transferencia hacia el genoma nuclear (28), inclusive es posible descartar que el
proceso de transferencia requiera de intermediario de mRNA o cDNA, puesto que
en los ensayos realizados por Huang et al. (29) se incluy6 un intrén en el gen de
nptll, intron que también se logr6 identificar en la secuencia correspondiente
después de la transferencia del transgen al ndcleo. Este modelo también esta
apoyado por observaciones hechas sobre el genoma del arroz, el cual resulto

contener multiples inserciones de DNA cloroplastico, con longitudes de hasta 131



kb, lo que corresponde a casi la totalidad del genoma cloroplasticos del arroz de
134.1 kb (30; 31; 32).

3.2. Replicacion.

La replicacion del DNA cloroplastico (ctDNA) es un proceso que ocurre de manera
independiente del ciclo celular vegetal y, aunque existen dos teorias que lo
describen, el mecanismo molecular exacto que opera es aun un tema
controversial. A continuacion se describe brevemente el modelo més aceptado de
replicacion del cromosoma cloroplastico.

El modelo clasico que explica la replicacion (Fig. 2) del ctDNA fue propuesto en
1975 basado en estudios de microscopia en maiz y chicharo, el modelo propone
la existencia de dos origenes de replicacion en los que se forman burbujas de
desplazamiento (D-loops) que estan localizadas en cadenas opuestas de la
molécula de DNA y separadas por aproximadamente 7 Kb. Estos D-loops se
desplazan el uno hacia el otro formando dos estructuras conocidas como
horquillas de Cairn, las cuales se mueven en direcciones opuestas una respecto a
la otra hasta encontrarse y dar lugar a las dos moléculas de ctDNA hijas, luego de
esta ronda de replicacion, es posible que se den eventos de replicacidn mediante

circulo rodante (33).

O-0-0m

Figura 2. Modelo clasico de replicacién del cromosoma cloropléastico. (1) Molécula circular
de ctDNA. (2) Formacién de D-loops en los origenes de replicacion. (3) Extensiéon de los D-
loops y formacion de dos horquillas de Cairn. (4) Formacion de moléculas de ctDNA hijas.
En color verde se muestran las cadenas de DNA hijas y en color negro las cadenas de
DNA parentales. Adaptado de (34).
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Recientemente este modelo ha sido validado y extendido. Mediante algoritmos de
comparacion de secuencias se analizaron 115 genomas cloroplasticos de
diferentes especies y se identificaron multiples origenes de replicacién homélogos
a los presentes en el ctDNA de Nicotiana tabacum. Posteriormente, utilizando
meétodos de cuantificacion de desaminaciones, se determind que los niveles de
desaminacion presentes en ciertas regiones de las moléculas de CctDNA
correlacionan con la formacion de intermediarios de DNA de cadena sencilla
durante la replicacion del ctDNA, dichos intermediarios solo pueden ser explicados
mediante un mecanismo que implique la presencia de al menos cuatro origenes

de replicacion del tipo D-loop (Fig. 3).

Figura 3. Modelo modificado de la replicacion del cromosoma cloroplastico. (1) Formacién
de multiples D-loops en los diversos origenes de replicacion. (2) Extension de los D-loops y
formacioén de las horquillas de Cairn. (3 y 4) Formacién de los intermediarios de DNA de
cadena sencilla susceptibles a desaminacion. (5) Moléculas de ctDNA hijas. Extraido de
(35).
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Ademas de las evidencias que existen sobre la replicacion por multiples D-loops,
también existen datos que apoyan teorias sobre eventos de replicacion basados
en recombinacion (35; 36). A pesar de que las distintas teorias de la replicacién
del ctDNA son contrastantes, es importante resaltar que las inserciones en los
sitios de replicacion oriA y oriB del genoma cloroplastico de Nicotiana tabacum no
son letales, lo que sugiere la existencia de mecanismos de replicaciéon de ctDNA
no dependientes de los D-loops (36).

En la actualidad, existe evidencia que justifica que los tres mecanismos
mencionados anteriormente participan en la replicacion y mantenimiento del
ctDNA, se propone que la recombinacion es importante en la reparacion del
ctDNA, mientras que el inicio de la replicacion del ctDNA depende de D-loops y el
mantenimiento de un alto nimero de copias del cromosoma cloroplastico, estan

mediados por el mecanismo de circulo rodante (36).
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4. Labiogénesis de los cloroplastos (CLB).

4.2. Fotomorfogénesis.

Para las plantas, la luz no sélo participa como fuente de energia durante la
fotosintesis, sino que también es capaz de afectar diversos procesos de su
desarrollo, este fendbmeno es conocido como fotomorfogénesis. De hecho, la luz
también afecta el desarrollo de los cloroplastos, ya que, entre otras cosas, la
presencia de luz es un requisito indispensable en la sintesis de clorofila, o que a
su vez es clave para el desarrollo apropiado de los cloroplastos (37).

A nivel molecular, la luz es percibida por dos familias de proteinas: los fitocromos,
qgue son activados por luz roja, y los criptocromos, que se activan en respuesta a
luz azul y luz UV. Estas dos clases de fotoreceptores son capaces de
desencadenar eventos de sefalizacion que finalmente regulan los eventos de
fotomorfogenesis (38). Mediante escrutinios genéticos se lograron identificar un
grupo de loci que cuando estan afectados por alguna mutacion confieren un
fenotipo de fotomorfogénesis constitutiva (cop) o desetiolacion (det), en conjunto
estas mutantes se conocen como COP/DET/FUS y su fenotipo caracteristico se
hace evidente en la oscuridad, donde presentan varias caracteristicas particulares
de las plantas expuestas a la luz, en lugar de los fenotipos normales de las plantas
etioladas. Las mutantes COP/DET/FUS suelen presentar hipocotilos cortos,
cotiledones abiertos y expandidos y niveles elevados de expresion de genes
relacionados a la fotosintesis. Aunque estas mutantes no presentan un desarrollo
completo de los cloroplastos en la oscuridad, algunas de ellas, como copl y cop9,
si presentan ciertos grados de organizacién de las membranas de los tilacoides y
algunas otras, como copl y detl, son hipersensibles a la luz, presentando

desarrollo ectopico de cloroplastos en las raices (39; 40; 41).

Dado que las mutaciones COP/DET/FUS son de tipo recesivo, se propone que
estos loci codifican para proteinas capaces de reprimir la fotomorfogénesis en la
oscuridad y que suprimen el desarrollo de los cloroplastos en tejidos no

fotosintéticos, que ademas son inactivos en presencia de luz.
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En la actualidad se sabe que los loci COP/DET/FUS codifican para componentes
de un complejo proteico encargado de regular la actividad de proteinas ubiquitina
ligasas E3. De hecho, COP1 codifica para una ligasa de este tipo que funciona en
conjunto con COP10, DET1, y DDB1 (que codifica para una proteina de unién a
DNA dafnado), para promover la degradacion por el proteasoma de algunos
reguladores positivos de la fotomorfogénesis, como es la proteina HY5 (42; 43). La
proteina HY5 es un factor de transcripcion que se une a un motivo especifico en
los promotores de muchos genes regulados por luz, ademas sus niveles de
expresion aumentan en presencia de sefializacion por fitocromos y criptocromos
(43; 44). Hoy en dia se sabe que la participacion de los criptocromos en el
desarrollo de los cloroplastos depende de HY5, pues el criptocromo CRY1 inhibe
la degradacibn mediada por COPl1 de HY5, probablemente mediante la

translocacion de COP1 al citoplasma (45).

Por su parte, la sefializacidon por fitocromos depende de un grupo de factores de
transcripcion llamados PIFs (factores de interaccion con fitocromos), los cuales
regulan negativamente la transcripcion de genes relacionados con la
fotomorfogénesis. Después de la exposicion a la luz, el fitocromo phyB entra al
nacleo y se une al factor PIF3 promoviendo su fosforilacion y su degradacion,
permitiendo asi la transcripcion de los genes de fotomorfogénesis. Cabe resaltar
que la degradacion de PIF3 no depende de la presencia de COP1, al contrario,
COPL1 es necesaria para la acumulacién de PIF3 en el ndcleo de las plantas en
oscuridad (46).

En la oscuridad PIF3 regula negativamente la expresion de genes involucrados en
la via de sintesis de clorofila y de componentes del PSI. De manera consistente,
plantas mutantes pif3 crecidas en la oscuridad acumulan niveles elevados de
protoclorofila, el precursor directo de la clorofila. Por otro lado, PIF1 es capaz de
controlar la biosintesis de clorofila mediante interaccion con el promotor del gen de
la enzima protoclorofila oxidoreductasa, que esta encargada de convertir la
protoclorofila en clorofila. Ademas, mutantes cuadruples pifl/pif3/pif4/pif5

presentan fenotipo de fotomorfogénesis constitutiva (47; 21).
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Una vez que la fotoautotrofia se ha establecido en las plantulas, el meristemo
apical del tallo (SAM) se activa para producir hojas verdaderas y en consecuencia
cloroplastos, este proceso esta posiblemente regulado por fitohormonas como las
giberelinas y los brasinoesteroides (48). Algunas mutantes deficientes en la
biosintesis de fitocromos y de criptocromos son incapaces de llevar a cabo esta
activacion del SAM, lo que indica que los fitocromos y los criptocromos estan
involucrados en la produccién de hojas.

Algunos estudios indican que los genes involucrados en el proceso de CLB se
expresan entre las primeras 6 y 24 horas de exposicion a la luz. En los primordios
foliares, los criptocromos y los fitocromos promueven cientos de eventos
moleculares que inician la transformacion de los proplastidos en cloroplastos;
estos eventos moleculares incluyen el importe a los proplastidos de proteinas
codificadas en el nucleo, acumulacion de clorofila y el establecimiento de una red
completa de membranas de tilacoides junto con los complejos encargados del
transporte de electrones durante la fotosintesis (21). La Tabla 1 muestra varios
ejemplos de componentes necesarios para el proceso de biogénesis de los

cloroplastos.

4.2. Importe de proteinas al plastido.
Como se menciono en la seccion anterior, la capacidad codificante del genoma del
cloroplasto (alrededor de 85 proteinas) no corresponde a la diversidad de su
proteoma (hasta 4500 proteinas), de donde se deduce que muchas de las
proteinas presentes en los cloroplastos deben ser importadas desde el citoplasma.
El importe de proteinas a los cloroplastos se da a través de las dos envolturas del
organelo, por medio del complejo de translocones denominados translocones de la

membrana externa (Toc) e interna (Tic) del cloroplasto (49).

Los componentes principales del sistema Toc/Tic estan regulados de manera
positiva por luz y algunos de ellos son capaces de dar cierta especificidad al
transporte proteico que controlan. Por ejemplo, la subunidad Toc159, implicada en
el reconocimiento de las proteinas translocadas, esta codificada por cuatro genes
en Arabidopsis AtTocl59, AtTocl32, AtTocl20 y AtToc90. La mutante de
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Arabidopsis en uno de estos genes (AtTocl59) es albina y no sobrevive para
generar hojas verdaderas; esto indica que las otras proteinas Toc no pueden
compensar la mutaciéon en AtTocl159 (50). De manera similar, la sobreexpresion
de AtTocl59 no es capaz de rescatar el fenotipo de coloracion verde palida
mostrada por las mutaciones en otros factores Toc, como AtTocl32 y AtToc120
(51). En conjunto, estas observaciones indican que existe cierto grado de

selectividad hacia las proteinas que transportan las distintas isoformas de Toc159.

De igual importancia en el importe de proteinas a los plastidos, son los péptidos de
transito. Estos elementos que controlan el importe de proteinas a los plastidos,
son secuencias N-terminales que contienen los motivos necesarios para
interaccionar con el sistema de translocacién o con otras proteinas, para asegurar
la entrada de la proteina que los porta al organelo o inclusive, a compartimentos
especificos del plastido. A pesar de los esfuerzos que se han enfocado hacia la
identificacion de secuencias consenso que permitan definir a los péptidos de
transito a cloroplasto, poco avance se ha logrado a este respecto, debido
principalmente a que las secuencias N-terminales identificadas experimentalmente
como péptidos de transito, comparten muy poca identidad. A pesar de estas
limitaciones, se han desarrollado algoritmos como ChloroP 1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/), que permiten una buena prediccién de

la existencia de péptidos de transito en las regiones N-terminales de las proteinas.
Hoy en dia se reconocen algunas caracteristicas importantes que comparten los
péptidos de transito a cloroplasto, por ejemplo un alto contenido de aminoacidos
hidroxilados, carencia de aminoacidos acidos y carencia de estructuras
secundarias (52; 53).

Adicionalmente, estudios detallados usando los péptidos de transito de 7 proteinas
con los niveles mas bajos de identidad encontrados en un grupo de 208 proteinas
cloroplasticas, dio como resultado la identificacion de varios motivos
indispensables para la translocacion al cloroplasto de las proteinas que los portan.
A partir de estos resultados, se verifico la presencia de los motivos identificados en

el grupo de 208 proteinas cloroplasticas, encontrandose que hasta el 51% de las
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proteinas analizadas tienen los motivos caracteristicos de al menos uno de los 7
péptidos de transito incluidos en la primera etapa del estudio (54).

Con base en los resultados de los experimentos descritos anteriormente, parece
claro que, enfocandose a la presencia de algunos motivos importantes en su
funcién, los péptidos de transito a cloroplasto pueden clasificarse en diferentes
grupos. Sin embargo, el hecho que s6lo una fraccion de los péptidos de transito
analizados resultara perteneciente a alguno de estos 7 grupos, indica que aun
existen motivos sin identificar o que existen péptidos de transito que no dependen

de este tipo de motivos para ser translocados al plastido.

4.3. Formacion de tilacoides.
Un evento importante del proceso en el que los proplastidos se convierten en
cloroplastos, es la generacion y organizacion de las membranas de los tilacoides.
Estas membranas son ricas en galactolipidos que se sintetizan en las envolturas
del cloroplasto. Los proplastidos contienen una red simple de membranas internas
llamadas protilacoides, los cuales son el punto de partida para la generacion de
los tilacoides cloroplasticos. Existe evidencia importante que sugiere que algunos
de los componentes de la membrana del tilacoide, como las proteinas LHCs,
moléculas de clorofila y enzimas encargadas de la sintesis de pigmentos, se
mueven en vesiculas que viajan a través del estroma desde la membrana interna
del cloroplasto hasta los protilacoides, donde se fusionan con sus membranas (55;
56). Algunos componentes moleculares de este sistema de trafico vesicular se han
comenzado a identificar en los ultimos afios, por ejemplo las proteinas VIPP1 y
THF1, cuyas mutantes presentan fenotipos de desarrollo deficiente o ausencia de

los tilacoides, respectivamente (57; 58).

Otro factor importante en la formacion de tilacoides es una GTPasa llamada FZL,
gue se localiza en la membrana interna del cloroplasto y en las membranas de los
tilacoides; aunque las plantas mutantes fzl no son deficientes en la generacion de
tilacoides, los cloroplastos contienen porciones inusuales de tilacoides apialados

(grana) y no apilados, ademas acumulan vesiculas pequefias en su estroma, lo
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que indica que FZL es importante en el mantenimiento y remodelacion de la red de

membranas de los tilacoides (59).

4.4. Sefalizacion retrograda y anterdgrada.
Quizas el evento mas importante durante la CLB es la regulacion de las vias de
sefalizacion que suceden entre el nacleo y el plastido. En general se reconocen
dos tipos principales de sefalizacidbn que suceden entre los cloroplastos y el
ndcleo: sefializaciébn anterégrada (sefiales derivadas del ndcleo que afectan la
expresion de genes y eventos del desarrollo del plastido) y la sefializacion
retrograda (sefiales derivadas del plastido que afectan la transcripcion de ciertos
genes codificados en el nucleo). La existencia de la sefializacion anterégrada es
evidente especialmente durante las primeras etapas del desarrollo morfogenético
de los cloroplastos, donde la presencia de luz inicia eventos de sefializacién en el
ndcleo, que son mediados por fitocromos y criptocromos y que finalmente

impactan el desarrollo de los cloroplastos

Por su parte, la sefializacion retrograda no es tan clara, aunque su existencia esta
bien documentada. Por ejemplo, cuando plantulas son tratadas con compuestos
inhibidores de la formacién de cloroplastos, los niveles de expresion de genes
cloroplasticos codificados en el nacleo disminuyen, esto implica la existencia de
sefales derivadas del cloroplasto capaces de impactar la expresion de genes
nucleares (21). En un analisis realizado en busca de mutantes afectadas en la
sefalizacion retrograda, se aislaron cinco loci nucleares llamados gun (genomes
uncoupled) (60). Estos loci estan caracterizados en la actualidad y cuatro de ellos
(gun2-gun5), codifican para proteinas localizadas en los plastidos que estan
involucradas en la sintesis de tetrapirroles que conforman el grupo hemo de la
clorofila. Sin embargo, la participacion exacta que tienen los loci gun en la
sefalizacion retrograda no es claro, pero se cree que la destruccion de
cloroplastos podria liberar ciertas cantidades de especies reactivas de oxigeno a
partir de algunos intermediarios tetrapirrolicos fototoxicos, pues afectan la

transcripcion de genes cloroplasticos codificados en el nucleo (61; 62).
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Tabla 1. Ejemplos de los componentes necesarios durante el desarrollo de los
cloroplastos, organizados segun su funcion (Adaptado de Waters et al. 2009).

Proteina Funcion Fenotipo mutante
Importe de proteinas
TOC33 Translocacién de proteinas | Coloracion verde palido

(Translocon at the outer
membrane of chloroplast)

a través de la membrana
externa

cpSRP43
(Signal Recognition Particle)

Insercion de proteinas en la
membrana tilacoide

Coloracion verde palido,
niveles reducidos de proteinas
de membrana de tilacoide

Procesamiento de RNA

PPR4
(Pentatricopeptide Repeat 4)

Procesamiento de
transcritos cloroplasticos
involucrados en la
biogénesis de ribosomas
plastidicos

Embrion letal

SVR1
(Suppresor of Variegation 1)

Codifica a la pseudouridina
sintasa; edicibn de RNAs

Coloracion amarillenta, plantas
enanas

Maduracién y degradacion de
proteinas

BSD2
(Bundle Sheat Defective 2)

Chaperona molecular;
plegamiento de proteinas

Coloracion verde pélido

FtsH2

Metaloproteasa

Hojas variegadas
verde/amarillas

ClpP6
(Caseinolytic Protease P6)

Proteasa estromal,
dependiente de ATP

Clorosis en las hojas jévenes

Expresion de genes plastidicos

SIG6

Factor sigma de la RNA

Retraso en el reverdecimiento

(Sigmas) polimerasa plastidica de los cotiledones
FUG1 Factor de inicio de la Embrién letal
(Fu-gaeril) traduccion

Biogénesis de tilacoides

AtTerC
(Tellurite Resistance C)

Funcién desconocida;
requerida en la biogénesis
temprana de tilacoides

Letal en la semilla

MGDG
(Monogalactosildiacilglicerol)
sintasa.

Sintesis de MGDG

Albina; invaginaciones de la
membrana interna.

Sintesis de clorofila

GUN4
(Genomes uncoupled 4)

Activacion de la Mg-
quelatasa

Coloracion verde palido y
amarillentas

CHLM

Mg-protoporfirina
metiltransferasa

Albina; ausencia de complejos
proteicos de tilacoides
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Andlisis genéticos usando las dobles mutantes gunl/gun2-5 han logrado
determinar que GUNL1, por una parte, y las GUN2-GUNS5, por otra, establecen dos
maddulos de sefializacion parcialmente redundantes, que regulan distintos (aunque
algunos compartidos) grupos de genes nucleares (63). GUN1 es una proteina del
tipo PPR (por pentatricopeptide repeat) que se localiza en los cloroplastos y se
asocia a los nucleoides de éstos. En la actualidad existe un modelo que sitla a
GUN1 como un interruptor molecular capaz de integrar varios tipos de sefales en
el plastido, las cuales de algin modo desconocido transmite a factores de
transcripcion en el nucleo, como la proteina ABI4 gque regula negativamente la

expresion de genes fotosintéticos y cuyas mutantes presentan fenotipo gun (64).

A pesar de los avances que existen en el entendimiento de todo el fendmeno
fotosintético, desde el origen de los plastidos hasta el funcionamiento de la
maquinaria fotosintética, aun existen muchas preguntas sin responder, como la
naturaleza real de la activacion de la sefializacion retrograda durante el desarrollo
de los cloroplastos o el mecanismo fisico exacto de transferencia horizontal de

genes entre en nucleo eucarionte y los plastidos.
5. Laprotedmica como herramienta en el estudio de la CLB.

El término “proteoma” fue acufado a mediados de los afios 90 por Wilkins y
Williams (65) para hacer referencia al conjunto completo de proteinas expresado
por el genoma de una célula, un tejido o un organismo completo. A diferencia de
los genomas, que son relativamente finitos y estaticos a lo largo del tiempo de vida
de un organismo, los proteomas son altamente dindmicos y cambian
constantemente durante el desarrollo del organismo y en respuesta a estimulos
externos. Especialmente en los eucariontes, la cantidad de proteomas
independientes posibles es esencialmente infinita. Por lo tanto, el término
“protedmica” se refiere a cualquier tipo de analisis de proteinas a gran escala que
explore el proteoma completo o algin sub-proteoma de un tipo celular, tejido u

organismo, en un momento determinado y bajo una condicion especifica.
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Las estrategias experimentales clasicas para el analisis de proteomas consisten
en el fraccionamiento de mezclas complejas de proteinas que se analizan por
espectrometria de masas (MS). EI método mas comun de fraccionamiento
consiste en someter las muestras proteicas a electroforesis en geles de dos
dimensiones (2DE), en los que las proteinas son separadas en una primer
dimension en base a diferencias en sus puntos isoeléctricos (pl) en condiciones
reductoras y desnaturalizantes, para posteriormente separarse en base a
diferencias en sus masas moleculares en un gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) (66). Las proteinas separadas por 2DE son
visualizadas con colorantes como el azul de Coomasie, plata y compuestos
fluorescentes o por medio de deteccion inmunoquimica o marcaje con isotopos
radioactivos (67). Otros métodos de fraccionamiento de muestras consisten
tipicamente en dos o mas pasos de separacion por cromatografia o un paso
preparativo de isoelectroenfoque, seguido por pasos de separacion por
cromatografia (68).

En el caso de los métodos de fraccionamiento basados en 2DE, una vez
visualizadas los puntos en los geles que corresponden a diferentes péptidos, es
posible usar programas computacionales para estimar la abundancia de cada una
de las proteinas presentes en los puntos del gel y seleccionar aquellas que
resulten de interés, por ejemplo, aquellos puntos que muestren mayor o menor
intensidad en comparacion con los controles experimentales adecuados. Dichas
proteinas son posteriormente sometidas a digestion enziméatica, generalmente por
medio de tripsina, para que mediante el uso de algin método de espectrometria
de masas como “Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation Time-Of-Flight”
(MALDI-TOF) o “ElectroSpray lonisation Mass Spectrometry” (ESI-MS), se
determine la secuencia o la huella de masas de los diferentes péptidos que se
generan de cada punto. Finalmente, a los puntos seleccionados les son asignadas
identidades mediante la comparacion de los diferentes espectros de masa/carga
(m/z) generados, contra aquellos depositados en bases de datos, esta estrategia

se conoce comunmente como “Peptide Mass Fingerprinting” (PMF) (69).
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En la actualidad las herramientas de la protedémica han sido aplicadas con éxito en
una gran variedad de estudios, lograndose determinar los proteomas de diversas
especies de eucariontes (70). Inclusive se han determinado los sub-proteomas de
organelos particulares de Arabidopsis, como vacuola, mitocondria, reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi, cloroplastos y hasta de componentes
cloroplasticos como el estroma (241 proteinas), el tilacoide (235 proteinas) y grana
(40 proteinas) (71; 72; 73; 74, 75; 76).

De mayor relevancia para los propésitos de este proyecto es que existen estudios
protedmicos de plantas mutantes que estan claramente afectadas en el proceso
de CLB en Arabidopsis, estos estudios han servido para esclarecer la funcién de
proteinas previamente relacionadas con el proceso y para proponer nuevas
proteinas posiblemente involucradas en la CLB. Por ejemplo, estudios a nivel
protebmico de mutantes en componentes del sistema Toc/Tic, como atToc33
(mutante ppil: fenotipo albino) mostraron que esta proteina esté involucrada en la
translocacion al plastido de proteinas fotosintéticas, como las subunidades grande
y pequefia de RUBISCO, las subunidades Y y D de los fotosistemas | y Il

respectivamente, ademas de componentes de los complejos de acopio de luz de

la membrana del tilacoide y la subunidad y de la ATPasa cloroplastica. Por otro

lado, también en las mutantes ppil se identificaron un grupo de proteinas
(principalmente chaperonas moleculares) cuya abundancia en los ensayos de 2DE
estd inusualmente elevada, en comparacion con sus niveles en plantas tipo

silvestre, y que son posibles reguladores de la CLB (77).

Otro ejemplo de las aportaciones de los estudios de protedmica al entendimiento
de la CLB, es el andlisis del proteoma de la mutante clpr4 (fenotipo de coloracién
verde palido) que esta afectada en una de las subunidades no cataliticas de la
proteasa cloroplastica ClpPR, mediante el cual se identificaron 62 proteinas con
abundancia diferencial entre las mutantes clpr4 y plantas tipo silvestre (36
proteinas aumentaron y 26 disminuyeron su abundancia en las plantas mutantes).
En ese grupo de datos se encontraron con baja abundancia a proteinas con

funciones relacionadas a la fotosintesis, mientras que aumentaron en abundancia
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proteinas involucradas en la sintesis, plegamiento y translocacion de proteinas.
Ademas, se identificaron como abundantes, proteinas indicativas de estrés
plastidico como las peroxidasas. De manera similar, mediante el estudio de la
mutante ffc1-2 (fenotipo de coloracion verde palido) se logro la identificacion de la
proteina ClpC (una chaperona molecular), como un regulador de la translocacion
de proteinas mediada por el sistema Toc/Tic, asi logrando determinar la
participacion de esta proteina en el desarrollo y funcion de los cloroplastos (78;
79).

En conjunto, estos resultados indican que las herramientas de la protedmica
constituyen una buena estrategia para la identificacidn de proteinas reguladoras
de la biogénesis del cloroplasto, particularmente mediante disefios experimentales
que implican la comparacion de los proteomas de plantas mutantes afectadas en
la CLB y de plantas tipo silvestre. Ademas, confirman la existencia de mecanismos
de regulacién de la CLB que estan intimamente relacionados con el plegamiento y

translocacion correcto de proteinas codificadas en el genoma nuclear.
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[l. Antecedentes.

En nuestro grupo de investigacion estamos interesados en esclarecer los
mecanismos moleculares que regulan la biogénesis del cloroplasto. Con ese
objetivo en mente, en el afio 2004 se compil6 una coleccibn de mutantes
afectadas en pigmentacion, denominada clb (por chloroplast biogenesis) que
incluye plantas de color verde palido, amarillas y albinas, que muestran diferentes
niveles de afectacion en el desarrollo del cloroplasto, a través de cuya
caracterizacion molecular y funcional, se ha logrado la identificacion de genes

implicados en este importante proceso de diferenciacion (80; 81; 82).

Cabe mencionar que la caracterizacién de las mutantes de la coleccion clb esta
aun en curso, en algunos casos las estrategias genéticas han resultado en la
identificacion de los genes afectados (clb4, clb5, clb6 y clb19), pero en otros, los
esfuerzos han sido infructuosos (clbl, clb2 y clb3). En este escenario, resulta
valido suponer que cualquiera de las mutantes referidas, puede ser considerada
un buen candidato para un analisis proteémico como el que se propone en este
trabajo. A continuacion se describen brevemente las lineas clb en las que se

enfoco este trabajo.
1. Mutante cla-1.

En el afio 1996 Mandel et al. (83) reportaron la identificacion de un gen necesario
para el desarrollo adecuado de los cloroplastos de Arabidopsis, ya que cuando
este gen se encontraba interrumpido por una insercibn de T-DNA generaba
plantas que con un fenotipo albino (Fig. 4A), el cual se demostré que se debia a
alteraciones en el desarrollo de los proplastidos y por ende de los cloroplastos, los
que particularmente se encontraban arrestados en etapas tempranas del
desarrollo, presentando niveles bajos de organizacion de las membranas internas,
gue se encontraban en ambos casos asociadas a vesiculas y sin acumulacion de
cuerpos prolamelares en los proplastidos, ni tilacoides en los cloroplastos (Fig. 4B
y 4C) (83; 84). Analisis mas detallados de la mutante clal-1 revelaron que esta

severamente afectada en la produccion de pigmentos carotenoides y clorofilas a 'y
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b, con valores de so6lo 0.2% y 2.6% respectivamente, de los reportados para
plantas tipo silvestre, datos que correlacionan con la funcién que se encontr6 para
la proteina codificada por el gen CLAL. Se demostré6 que CLA1 codifica para la
enzima deoxixilulosa-5-fosfato sintasa (DXS), que cataliza la conversion de
gliceraldehido-3-fosfato y piruvato en 1-deoxyxilulosa-5-fosfato en la via
cloroplastica de sintesis de isoprenoides. También se demostrd, mediante
ensayos de northern-blot que la expresion de este gen esta regulada
positivamente por luz y que se expresa principalmente en brotes y plantulas de 5
dias de edad. Ademas, en ensayos tipo western-blot se encontré que la proteina
DXS se acumula en tejidos jévenes, como hojas de roseta, brotes florales y
silicuas inmaduras, mientras que en plantulas completas, su acumulacién esta en
relacion a la edad de la planta, alcanzando un méaximo a los 15 dias de
crecimiento (83; 84; 85).

Wt clal-1

A

Figura 4. Fenotipo de la mutante clal-1. Se muestra el fenotipo de coloracién de plantas
de 14 dias de edad tipo silvestre y mutantes clal-1 (A). Micrografias de los plastidos
encontrados en las plantas clal-1, Etioplastos (B) y Cloroplastos (C). Adaptado de Mandel
et al. 1996 y Estévez et al. 2000.
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2. La mutante clbb.

La mutante clb5 se identific6 en el afio 2004 como parte de la coleccion de
mutantes deficientes en la pigmentacion y se determind que esta mutacion afecta
la CLB en etapas muy tempranas del desarrollo, puesto que sus plastidos
muestran morfologias y niveles de organizacion de las membranas internas mas
tipicamente observados en proplastidos (82). Posteriormente, se encontré que la

mutacion clb5 es alélica a las mutaciones de insercion de T-DNA spcl-1y spcl-2

(Spontaneous Cell Deathl y 2), que afectan el gen que codifica para la enzima (-

caroteno desaturasa (ZDS), que cataliza la conversion de (-caroteno en

neurosporeno, que es uno de los pasos clave de la via de sintesis de
carotenoides. Bajo condiciones de crecimiento normales las mutantes spcl-1
muestran un fenotipo deficiente en la pigmentacién con las hojas verdaderas,
silicuas y organos florales de color amarillo y desarrollo de puntos cloréticos (Fig.
5A). Este fenotipo correlaciona con los defectos en el desarrollo de los
cloroplastos que presentan las plantas spcl-1, las cuales presentan cloroplastos
con formas aberrantes y membranas tilacoides reducidas con organizacion

irregular, en comparacion con los plastidos de tipo silvestre (Fig. 5B) (86).

De manera contrastante, las mutantes spcl-1 no presentan el mismo grado de
severidad en el fenotipo de pigmentacion y desarrollo de los plastidos observado
en la mutante clb5, sin embargo, las mutantes spcl-2 copian con mayor fidelidad
el fenotipo presentado por las mutantes clb5 (Fig. 5A). Aunque no hay disponibles
micrografias de plastidos extraidos de spcl-2, la literatura menciona que estas
mutantes carecen completamente de ellos (86).

De acuerdo con la funcion predeterminada de la ZDS, extractos de carotenos

totales de plantas spcl-1 contienen niveles elevados de (-caroteno y de su
precursor el fitoeno, mientras que los niveles de carotenoides derivados del (-

caroteno, como luteina y B-caroteno, son mas bajos que en las plantas tipo
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silvestre, sugiriendo que la via de sintesis de carotenoides es bloqueada por la
mutacion de ZDS (86). En relacion al bloqueo de la via de sintesis de
isoprenoides, se encontré que las mutantes spcl-1 contienen hasta 50% menos
clorofila que las plantas tipo silvestre, ésto debido a que los niveles de expresion
de las enzimas protoclorofilide oxidoreductasa B (PORB) y clorofilide oxigenasa
(CAO), que catalizan reacciones clave en la sintesis de clorofilas a y b, estan
severamente afectadas (87; 88; 89). Ademas, mediante ensayos de northern-blot
se detectd que el alelo mutante mas fuerte (spcl-2) no expresa genes
relacionados con la sefializaciéon retrograda como Lhcbl.1, Lhcbl.4 y RbcS (90;
86).

En conjunto, estas observaciones indican que la enzima ZDS est4 involucrada en
la regulacién de varios aspectos del desarrollo de los cloroplastos, como la
biogénesis de las membranas de los tilacoides, posiblemente mediante la

generacion de sefiales retrogradas.

Figura 5. Fenotipo de mutantes spcl. Se muestra el fenotipo de coloracion de plantas tipo
silvestre, y mutantes spcl-1, spcl-2 y clb5(A). Micrografias de los plastidos encontrados en
las plantas tipo silvestre, spcl-1y clb5 (B). Adaptado de Dong et al. 2007 y Gutiérrez-Nava
et al. 2004. Edades: Wty spcl-,1, 2 semanas; spcl-2, 7 dias; clb5, 10 dias.
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3. La mutante clb19.

Otra mutante de la coleccion clb, denominada clb19, corresponde a una mutante
de insercion de T-DNA que presenta cotiledones con coloracién amarillo palido
(Fig. 6A), fenotipo que no puede ser rescatado aun en condiciones de crecimiento
en baja luz. Los plastidos de la mutante son mas pequefos que los de plantas tipo
silvestre y presentan formas irregulares. Ademas, sus cloroplastos presentan
algunas estructuras endomembranales dispersas que no forman grana, lo cual
indica que los plastidos de la mutante clbl9 estan arrestados en una etapa
intermedia de su desarrollo (Fig. 6B).

Mediante andlisis moleculares se logro identificar el locus afectado por la insercion
de T-DNA en las mutantes clb19, el cual contiene un ORF que codifica para una
proteina de 500 aminoacidos que presenta 10 motivos PPR (pentatricopeptide
repeat) en tAndem, los cuales son caracteristicos de una familia de proteinas de
unién a RNA de la que varios de sus miembros han sido asociados a la regulaciéon
de la CLB. Ademas, la proteina CLB19 contiene dos motivos en su dominio
carboxilo terminal conocidos como E y E+, por lo que pertenece a la sub-clase de
PPRs denominada E/E+. Utilizando una estrategia basada en fusiones proteicas
con la proteina verde fluorescente, se logr6 demostrar que una region de
aproximadamente 54 aminoacidos en el dominio amino terminal de CLB19
contiene un péptido de transito que la dirige exclusivamente a los cloroplastos (91;
92; 93; 94; 95).

Durante su caracterizacidon molecular, se determiné que los niveles de expresion
de varios genes cloroplasticos estdn afectados en las mutantes clbl9, se
encontraron genes cuyo nivel de expresion disminuyé (psbA y rrnl6), otros en los
gue aumento (atpB, atpD y accD) y algunos otros que, ademas de estar afectados
en sus niveles de expresion estaban afectados en su procesamiento (psbB, rrn23
y rbcL) (81).

Mediante la técnica “high-resolution melting screen” se determiné que en la
mutante clb19 esta afectada la edicion de los transcritos de los genes rpoA y clpP,
gue codifican para la subunidad alfa de la RNA polimerasa plastidica (PEP) y para

la subunidad catalitica de la proteasa cloroplastica ClpP, respectivamente (96).
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Resulta interesante el hecho que los niveles de transcrito de rpoA y de las otras
subunidades de PEP no estén alterados en la mutante clb19, sin embargo si es
posible detectar una menor acumulacion de la proteina RpoA, lo cual indica que la
edicion del transcrito de rpoA puede afectar su traduccion o la estabilidad de la
proteina sintetizada. Esta baja en la acumulacion de RpoA correlaciona con la
disminucién de los niveles de varios transcritos cloroplasticos que son blancos de
PEP, como psbA y rr16 (81).

Figura 6. Fenotipo de la mutante clb19. Se muestra el fenotipo de coloracion de plantas
tipo silvestre y mutante clb1l9 de 15 dias de edad (A). Micrografias de los plastidos
encontrados en las plantas tipo silvestre y clb19 (B). Extraido de Chateigner-Boutin et al.
2008.

Dado el potencial que representan las aproximaciones protedmicas para el estudio
de diferentes procesos biologicos, con la idea de identificar proteinas no
previamente asociadas a la biogénesis del cloroplasto se decidi6é realizar un
estudio protebmico comparativo de diferentes mutantes de la coleccion clb, a
través de cuya posterior caracterizacion molecular y funcional pensamos que sera
posible profundizar en el conocimiento de este interesante programa de desarrollo.
Este estudio fue iniciado en el afio 2009 con el establecimiento de los patrones de
expresion de proteinas en geles de acrilamida de 2-D, de plantas tipo silvestre y
las mutantes clal, clb5 y clb19, por lo tanto este trabajo de tesis representa una

continuacion de un proyecto cuyos resultados no publicados.
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lll. Hipotesis.

Algunas proteinas cuyo de nivel de expresion es alterado por las mutaciones clb,

deben estar involucradas en la biogénesis del cloroplasto.

I\VV. Objetivos.

e Objetivo general.
Identificacion de proteinas asociadas a las mutaciones clal, clb2, clb5 y clb19,
con patrones de acumulacién contrastantes.
e Objetivos particulares.
a) Establecimiento de los perfiles proteicos bidimensionales de la mutante
clb2.
b) Comparacion de los perfiles proteicos bidimensionales de las plantas
tipo silvestre y de las cuatro mutantes referidas.
Cc) Deteccion de proteinas con niveles de abundancia contrastantes (PAC)
entre las mutantes analizadas.
d) Identificacion de PAC por espectrometria de masas.

e) Andlisis in silico de las PAC identificadas por espectrometria de masas.
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V. Materiales y Métodos.

1. Crecimiento y colecta de material vegetal.
Se realizaron siembras en condiciones asépticas de semillas de una linea
heterdciga para la mutacion clb2, previamente esterilizadas superficialmente con
una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 20% y etanol absoluto Las
semillas estériles se sembraron en medio MS 0.1X pH 5.7 (Sales de Murashige &
Skoog 0.431 g/l, acido 2-N-morfolino etanosulfénico 0.05 g/l, Sacarosa 0.5 g/I,
myo-inositol 100 mg/l, acido nicotinico 1 mg/l, piridoxina-HCI 1 mg/l, tiamina-HCI
10 mg/l, fito agar 8 g/l). A los 8 dias de crecimiento se removieron/colectaron
manualmente las plantulas con fenotipo tipo silvestre (verdes), mientras que las
plantas con fenotipo mutante (albinas) se colectaron a los 16 dias de crecimiento.
Esto con la intencién de evitar que el factor de atraso en desarrollo que
manifiestan todas las mutantes bajo estudio altere la interpretacion de resultados,
es decir, que se identifiquen proteinas con patrones de expresion alterados
asociados al estado de desarrollo y no a la mutacion per se.

2. Extraccién y cuantificacion de proteinas totales.
Se prepararon extractos de proteinas totales de acuerdo al protocolo de Hurkman
y Tanaka (102). La cuantificacién de proteinas en los extractos se hizo mediante el
método de Bradford como se detalla en la seccion de protocolos de Encarnacion
et. al. 2005 (97)

3. Electroforesis en dos dimensiones.
Con los extractos proteicos de la mutante clb2, se realizaron separaciones de
proteinas por punto isoeléctrico (12 dimensién) y peso molecular (22 dimension) en
geles de poliacrilamida desnaturalizantes al 12%, con un intervalo de pH de 3 a
10, enriquecido de pH 4 a 8, siguiendo el protocolo descrito en (97; 98). Para cada
electroforesis bidimensional se emplearon 500 pug de proteinas totales y cada

muestra fue procesada por triplicado.
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4. Visualizacion de proteinas, captura de imagenes y deteccion de
proteinas con niveles de abundancia contrastantes.

Los geles de dos dimensiones de los extractos proteicos de las mutantes clb2
fueron tefidos con el colorante Coomasie coloidal como ésta descrito en (97),
posteriormente digitalizados en un densitdmetro GS-800 (Bio-Rad Hercules, CA) y
las imagenes generadas a partir de ellos fueron analizadas con el software
PDQuest 8.0.1. (Bio-Rad Hercules, CA) y comparadas con las imagenes digitales
de los geles de 2-D de los extractos proteicos de las plantas tipo silvestre y las
mutantes clal, clb5 y clb19. La deteccion de las PAC se hizo en base a criterios
recurrentes en la investigaciébn protedmica actual, como son el cambio de
abundancia del punto de al menos dos veces entre los geles comparados vy la
prueba estadistica T-student, con un intervalo de confianza del 98%.

5. ldentificacion de proteinas por espectrometria de masas.
Las entidades electroforéticas seleccionadas para identificacion fueron cortadas,
alquiladas, reducidas y digeridas con el sistema DP Chemicals 96 gel digestion.
Los productos de digestion fueron transferidos automaticamente a un MALDI TOF
utilizando los sistemas robotizados Proteineer SPIl y SP con ayuda del programa
SPcontrol 3.1.48.0v (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania), para obtener los
espectros de masas. El andlisis de MALDI TOF se realiz6 en el equipo Autoflex de
Bruker Daltonics, operado en el modo de extraccion retardada y reflectron,
utilizando 100 disparos satisfactorios de 20 pasos. El umbral de resolucion fue
fijado a una razén sefal/ruido de 1,500 con una tolerancia de 6 y sin exclusion de
contaminantes. Los espectros de masas fueron anotados con el programa
flexAnalysis 1.2 v SD1 Patch 2 (Bruker Daltonics). Posteriormente los espectros de
masa fueron comparados con los espectros de m/z teoricos del proteoma de
Arabidopsis, que se encuentran depositados en las bases de datos NCBInr

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/proteins/) y SwissProt (http://www.isb-sib.ch/),

usando los algoritmos disponibles en los motores de busqueda Mascot

(http://www.matrixscience.com/) y Profound (http://prowl.rockefeller.edu). En el

caso del motor Mascot, se utilizé un umbral de minima significancia de p<0.05, el

motor Profound no permite actualmente la modificacion de este parametro. En
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ambos motores de busqueda se utilizaron valores de tolerancia en la identificacion
de 200 ppm, ademas de la carbamidometilacion de los residuos de cisteina como
modificacion constante y la oxidacion de los residuos de metionina como
modificacion variable. Ademas, en la identificacion se tomo en cuenta la
protonacion de los iones generados.

6. Andlisis in silico de las proteinas identificadas por espectrometria

de masas.

La lista completa de proteinas obtenida a partir de la identificacion de proteinas
por espectrometria de masas fue sometida a dos distintos tipos de analisis de
enriquecimiento, mediante el uso de las herramientas de clasificacion funcional y
andlisis de enriquecimiento de ontologias (GOs) disponibles en la base de datos

DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp), ambos analisis fueron realizados

con el nivel medio de astringencia para la evaluacién de la correlacién entre los
distintos términos presentes en la lista de proteinas. Para los andlisis se utilizaron
una base de datos de anotacibn de categorias  funcionales
(http://www.uniprot.org/uniprot/?query=&by=keyword) y una base de datos de GOs
(http://www.ebi.ac.uk/QuickGOY/).

De manera independiente, se determind la localizacidén subcelular de las proteinas

identificadas mediante la base de datos SUBA

(http://suba.plantenergy.uwa.edu.au/), la cual compila informacion de diversas

fuentes, como experimentos de localizacibn con Green Fluorescent Protein,
espectrometria de masas, microarreglos, prediccibn en base a algoritmos
informaticos o descripcion en la literatura.

Las busquedas de mutantes de insercibn de T-DNA y de fenotipos de esas
mutantes fueron realizadas con las herramientas disponibles en la base de datos

TAIR (http://www.arabidopsis.org/index.jsp).
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VI. Resultados y discusion.

1. Establecimiento de los perfiles proteicos bidimensionales de la mutante
clb2.
500 pg de proteinas totales de plantulas mutantes clb2 de 16 dias de
crecimiento se resolvieron en geles de acrilamida al 12%, las imagenes
digitalizadas de los geles de 2-D de tres replicas biolégicamente
independientes se usaron para los andlisis descritos a continuacion (Fig. 7).

2. Comparacion de los perfiles proteicos bidimensionales de plantas tipo
silvestre y las cuatro mutantes bajo estudio.
Se editaron y analizaron las imagenes con el software PDQuest, de las tres
replicas independientes de los geles de 2-D hechos a partir de extractos
proteicos de plantas tipo silvestre, clal, clb2, clb5, y clb19. Esto corresponde a
la edicibn de las imagenes de 15 geles distintos, los cuales fueron
posteriormente comparados para la seleccion de proteinas (puntos) con
patrones de expresion contrastantes. En cada una de las superimégenes
generadas por la sobreposicion y ediciéon (eliminacion de puntos falsos) de las
tres réplicas para cada muestra experimental, se lograron identificar
aproximadamente 1000 puntos.

3. Deteccién de proteinas con abundancia contrastante (PAC) entre las
mutantes analizadas.
En la comparacién de las imagenes de los geles de las plantas clal, clb5,
clb19 vy tipo silvestre, se detectaron un total de 131 puntos que presentan un
patrén de expresion claramente contrastante entre las imagenes analizadas.
La deteccion se hizo en base a los pardmetros descritos en la seccion de
métodos y obteniéndose 1,137 puntos con cambios de abundancia de al
menos dos veces, y 591 puntos cuya presencia en las replicas satisface la
prueba de T-student con una confianza del 98%. En base a dicha estrategia,
se hizo una comparacion entre los grupos formados por los puntos que
cumplen con cada uno de los criterios establecidos y se determinaron los
puntos que representan la interseccién entre los dos conjuntos de datos, para

finalmente obtener un total de 131 puntos que cumplen con ambos criterios de
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restriccion a la vez (Fig. 8). Ademas, a manera de control para el analisis por
espectrometria de masas se agregaron 15 puntos mas, que corresponden a
repeticiones de 15 puntos escogidos aleatoriamente de entre los 131 puntos
detectados, pero con la particularidad que éstos serian procesados a partir de
muestras proteicas independientes. De los 131 puntos seleccionados 52

aumentaron su abundancia, y 79 la disminuyeron.

Figura 7. Perfiles proteicos de 2-D. Se muestran las imagenes de los geles de 2-D donde
se resuelven tres replicas independientes de extractos proteicos de plantas mutantes clb2
de 16 dias de crecimiento. Intervalo de pH 3-10.

De manera independiente se integraron al analisis computacional los geles
correspondientes a los extractos proteicos de las mutantes clb2, utilizando los
mismos criterios mencionados anteriormente, se detectaron 40 puntos
adicionales, que cumplen con los criterios de abundancia y estadisticos pero
gue su aparicién es debida a la integracién de la mutante clb2 al analisis. A
pesar que se lograron detectar puntos asociados a la integracion de la mutante
clb2 al analisis, estos puntos no fueron sometidos a ninguno de los andlisis

posteriores.

En la Figura 9 se muestran dos ejemplos de puntos que cumplen con los

criterios de seleccion establecidos, el punto 79 es un ejemplo de una proteina
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cuya abundancia es mayor en las mutantes que en las plantas tipo silvestre y
que aun entre las mutantes muestra patrones de acumulacion contrastantes,
clb5 muestra una mayor acumulacién de esta proteina. Por otra parte, el punto
42 es un ejemplo de una proteina cuya abundancia se encuentra disminuida

en las mutantes clb, siendo mas afectada en la mutante clb2.

A

Figura 8. (A) Diagrama de Venn con los grupos de datos generados a partir del analisis de
imagenes. En el diagrama el segmento azul representa la interseccion entre los grupos de
puntos que cambian su abundancia (segmento verde) y los que satisfacen la prueba de T-
student (segmento rojo). Los nimeros dentro de los segmentos representan la cantidad de
puntos en cada grupo. (B) Gel digital generado a partir de las imagenes de lo geles de
extractos proteicos de plantas tipo silvestre y las mutantes bajo estudio, se muestran los
131 puntos detectados que satisfacen los pardmetros de cambio de abundancia y
estadisticos.
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4.

Identificacién de PAC por espectrometria de masas.

Por espectrometria de masas con el sistema MALDI-TOF descrito en la
seccién de métodos, se logro la identificacién de 111 puntos de los 146 (131
anicos mas 15 controles) detectados a partir del analisis computacional de los
geles de 2-D, lo cual corresponde al 76% del total de puntos seleccionados
para este tipo de andlisis. Los espectros de m/z generados por espectrometria
de masas se compararon contra las bases de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/proteins/ )y SwissProt (http://www.isb-

sib.ch/), usando los algoritmos de busqueda Mascot

(http://www.matrixscience.com/) y Profound (http://prowl.rockefeller.edu), para
asignar identidades a los espectros de m/z generados de cada punto.
Adicionalmente, durante el proceso de identificacion, se tomaron en cuenta los
datos sobre el peso molecular de cada punto, en comparacion con la proteina
detectada en cada base de datos. En total se logré la identificacion de 79
proteinas distintas que fueron detectadas por ambos motores de busqueda en
las bases de datos utilizadas, con puntajes (Mascot) y valores de expectativa
(Profound) significativos, y pesos moleculares predichos no mayores ni
menores a 10 kDa del peso molecular del punto analizado. En la Tabla Il se
muestra la lista de las 79 proteinas identificadas por el método descrito con

anterioridad.

clb19

79

42

Figura 9. Perfiles de abundancia. Se muestran dos ejemplos de perfiles de abundancia
comparando la abundancia de cada spot seleccionado en cada una de las muestras
analizadas.
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Tabla Il. Lista de las 79 proteinas identificadas por espectrometria de masas. Se muestra el
numero de identificador de los puntos en el gel maestro, el identificador asignado a cada punto en
la base de datos UniprotkB, el nombre de la proteina correspondiente con una breve descripcion
de su actividad, algunas de sus localizaciones subcelulares anotadas, la disponibilidad de
mutantes en el gen que codifica para cada proteina y el estado de abundancia relativa de cada
proteina en las plantas mutantes comparadas con las plantas tipo silvestre. Los nimeros de los
puntos tabulados corresponden a su posicién en el gel, de manera que los faltantes corresponden
a aquellos puntos que no pudieron ser identificados en el andlisis por espectrometria de masas.

Identificador L o Mutantes Abundancia
Punto - Nombre/Descripcién Localizacion subcelular . . en
(Uniprot) disponibles
mutantes
1 P10795 RBCS-1A; Subunidad pequefia 1A de la enzima Cloroplésto Si Menor
RubisCO.
Q9XI91 EIF-5A; Codifica para el factor de inicio de la . . .
traduccion 5A. Citoplasma/Ndcleo Si Mayor
Q949U7 Probable Peroxiredoxina. Cloroplasto Si Mayor
P31265 TCPTP; Proteina tumoral controlada Cloroplésto/Nicleo/Membrana Si Menor
traduccionalmente.
2-Cys peroxiredoxin A; Eliminacién de especies . .
7 Q9C5R8 reactivas de oxigeno. Cloroplasto Si Menor
8 Q96291 2-Cys peroxwedox_ln B; Ellml_nacmn de especies Cloroplasto Si Menor
reactivas de oxigeno.
9 065282 CPN20; Chaperonina 20. Cloroplasto Si Mayor
PSBP-1; Subunidad P-1 del fotosistema Il. Proteina p
10 Q42029 mejoradora de la produccion de oxigeno. Cloroplasto No Menor
11 Q9FWR4 DHAR1; Deshidroascorbato reductasa. Cloroplasto/Mitocondria/Peroxiso Si Menor
ma/Membrana
12 P27140 Enzima anhidrasa carbonica 1. Cloroplasto No Menor
13 Q05431 Ascorbato peroxidasa 1. Cloroplasto/Membrana Si Mayor
15 Q9ZuUU4 Probable proteina de unién a RNA, cp29. Cloroplasto Si Menor
17 Q9s841 PSBO2; Subunidad O-2 del foto_sstemas Il; Proteina Cloroplasto Si Mayor
productora de oxigeno.
C0Z300 Proteina de unién a NADP; Perteneciente a la ) .
20 . Cloroplasto Si Mayor
superfamilia Rossmann-fold.
21 P42737 CAZ2; Anhidrasa carbonica 2. Citoplasma Si Menor
EMB1241; Embrion deficiente 1241. Co-chaperona p .
22 QIXQC7 con el factor intercambiador de nucleotides GrpE. Cloroplasto Si Menor
24 Q8wW493 FNR2: Ferredoxina NADP(+) oxidoreductasa 2. Cloroplésto Si Menor
25 Q9FKW6 Ferredoxina NADP(H) oxidoreductasa, isoforma foliar. Cloroplasto Si Menor
28 Q9C524 Cinasa de carbohidratos tipo PfkB Cloroplasto Si Menor
9SA52 CSP41B; Proteina de union a RNA. Participa en el . , .
31 Q metabolismo del RNA 23S cloropléstico. Cloroplasto/Peroxisoma Si Menor
32 P25856 Subunidad A de la enzima Gliceraldehido-3-fosfato Cloroplasto/Membrana Si Mayor
deshidrogenasa.
33 Q01908 Precursor de la subunidad y de la enzima ATP Cloroplasto/Membrana No Menor
sintasa cloroplastica.
34 P25858 Subunidad 1 de la enzima Gliceraldehido-3-fosfato Membrana/Nucleo/Mitocondria/Cit Si Menor
deshidrogenasa C. oplasma
CSP41A; Proteina de unién a RNA. Participa en el . .
36 QILYAI metabolismo del RNA 23S cloroplastico. Cloroplasto Si Menor
37 Q38827 Proteina 9 inducida por acido Indol-3-acetico. Cloroplasto/Nucleo Si Menor
38 P93819 Enzima Malate deshidorgenasa Cloroplasto/Nucleo/Vacuola Si Mayor
39 QILF98 Probable enzima Fructosabifosfato aldolasa. Cloroplésto/Nucleo/Vacuola Si Mayor
41 P47999 OASB; o-acetplserine (thiol) liase B. Cloroplasto/Mitocondria Si Menor
42 Q944G9 Probable enzima Fructosabifosfato aldolasa. Cloroplasto Si Menor
44 Q9SJu4 Probable enzima Fructosabifosfato aldolasa. Cloroplasto Si Menor
45 Q9SYTO Annexin. P_rotema de union a me_mbranas Cloroplasto/Membrana/Peroxisom Si Mayor
dependiente de calcio. Peroxidasa. a
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Cloroplasto/Nucleo/Membrana/Va

46 Q9SAJ4 Enzima fosfoglicerato cinasa cuola Si Mayor
47 P10896 Enzima RubisCO activasa Cloroplasto/Membrana Si Menor
48 P17745 ATRABELB; Proteina homc_)lloga ala GTPaS."f‘ RAB Cloroplasto/Nucleo Si Mayor
E1B. Factor de elongacion en la traduccion.

49 QIMAT79 Enzima fructosa-1,6-bifosfatasa Cloroplasto Si Menor
50 P25697 Enzima fosforibulosa cinasa Cloroplasto Si Menor
51 Q43127 GS2; Enzima glutamina sintetasa 2 Cloroplasto/Mitocondria Si Menor
55 Q9MOV6 Enzima ferredoxina NADP+ reductasa Cloropléasto Si Menor

Proteina perteneciente a la familia de las chaperonas
57 Q8S9L5 “Trigger Factor”. Involucrada en el plegamiento y Cloropléasto Si Menor

transporte de otras proteinas.

TROL; Proteina similar a la Rhodanasa del tilacoide.

58 Q9M158 Necesaria para anclar flavoproteinas a la membrana Cloroplasto Si Menor
tilacoide.
60 Q9STW6 CpHsc70-1; Proteina cloro_plastlca de heatlshock 70- Cloroplasto/Nucleo/Membrana Si Mayor
1. Involucrada en el importe de proteinas.
62 QILTX9 cpHsc70-2; Proteina cIorquastlca de heat}shock 70- Cloroplasto/Membrana Si Menor
2. Involucrada en el importe de proteinas.
63 P56757 Subunidad a de la Enzima ATP sintasa CF1 Cloroplasto/Nucleo/Membrana Si Menor
66 QILUT2 MTO3; Hlper_acgmuladora Qe metionina. Enzima Ntcleo/Membrana Si Mayor
metionina adenosiltransferasa.
. : Reticulo .
70 Q9ISR37 PYK10; Beta glucosidasa. endoplasmico/Nticleo/Membrana Si Mayor
71 Q9SPK5 THFS; Enzima formiltetrahidrofolato sintasa. Cloroplasto/Membrana Si Mayor
73 023627 Probable Enzima glicil-tRNA sintetasa Cltoplasma/Mltozondrla/Membran Si Menor
77 QISXJ7 HSP93-III;_ Proteina homologa a Ia,su_bunldad Cloroplasto/Membrana/Mitocondri Si Menor
regulatoria de la protease cloroplastica Clp. a

SCO1; Snowy Cotyledon. Factor de elongacién de la . . .
78 Q9sSI75 traduccion G. Cloroplasto/Mitocondria Si Menor
79 B9TSP7 Enzima acido graso reductasa 6. Cloroplasto/Mitocondria Si Menor
80 P22953 HSC70-1; Proteina ggggsc;%ie la proteina de heat Cloroplasto/Nucleo/Peroxisoma Si Menor
83 003042 Subunidad grande de la Enzima RubisCO. Cloroplasto Si Menor
88 P19366 Subunidad 3 de la Enzima ATP sintasa CF1. Cloroplasto/Membrana Si Mayor
90 Q9SURO Proteina principal relacionada al latex. Vacuola/Membrana Si Mayor
94 004311 Probable proteina Igctlna; Pro_tglna de la superfamilia Ncleo/Extracelular Si Menor

de las lectinas de unién a manosa.
96 004314 PBP1,; Proteina de unién a PYK10. Nucleo/Extracelular Si Mayor
99 Q9S9M7 Proteina desconocida. Cloroplésto Si Mayor
100 P41917 Proteina miembro de la familia de las GTPasas RAN. Nucleo Si Mayor
100 Q8H156 Proteina miembro de la familia de las GTPasas RAN. Membrana Si Mayor
102 Q9SzJ5 SHMZ1; Enzima serina transhidroximetil transferasa 1. Cloroplasto/Nucleo/Mitocondria Si Menor
103 P25819 CAT2; Enzima catalasa 2. Cloroplasto/ M't?ncao”d”aj Peroxiso Si Mayor
105 Q94CES5 HER1; Enzima aminotransferasa. Mitocondria/Vacuola Si Mayor
109 050008 METS; Enzima metionina smtasa independiente de Cloroplasto/Membrana/Citoplasm Si Mayor
cobalamina a/Vacuola
110 080988 GLDP2; Enzima glicina descarboxilasa P-2. Cloroplasto/Mitocondria Si Menor
112 Q8RWVO Enzima transcetolasa. Cloroplésto Si Menor
113 Q9LHAS HSP70; Proteina de heat shock 70. Mitocondria/Vacuola/Membrana Si Mayor
118 QILSB4 TSAL; Proteina similar a la proteina asociada a TSK. R_etlculo . Si Mayor
endoplasmico/Peroxisoma
125 P25857 Subunidad B de la En_2|ma gliceraldehido-3-fosfato Cloroplasto Si Mayor
deshidrogenasa.
126 Q9SRZ6 Enzima isocitrato deshidrogenasa. Cloroplasto/Membrana Si Mayor
127 Q38946 GDH2; Subunidad .2 de la enzima glutamato Mitocondria/Vacuola Si Mayor
deshidrogenasa.

132 P25696 Proteina de unién a la enzima Mirosinasa. Extracelular Si Menor
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134 P83483 Subunidad B de la enzima ATP sintasa. Mitcondria/Peroxisoma Si Menor
135 Q9SH69 Enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa. Cloroplasto/Membrana Si Mayor
136 Q9SDM9 Proteina de union a la enzima Mirosinasa. Extracelular Si Mayor
137 Q9M9P3 Enzima UDP-glucosa pirofosforilasa. Membrana Si Menor
138 P30184 Enzima aminopeptidasa Cloroplasto/Membrana/Vacuola Si Mayor
140 P21238 CPNG60; Proteina chaperonina a de 60 kDa. Cloroplasto/Mitocondria Si Mayor
141 Q9SRG3 ATPDIL1-2; Enzima disulfuro isomerasa. Reticulo endoplasmico/Vacuola Si Mayor
145 Q9LJL3 PREP.l’ Proteasa d_epend|_ente de_Zlnc. I?egrada Cloroplasto/Mitocondria Si Mayor
péptidos de transito a mitocondria y plastido.

Una inspeccion detallada de los integrantes de la lista de proteinas obtenidas a
partir de los experimentos de espectrometria de masas, revelé que en las
mutantes bajo estudio, la abundancia de muchas de las proteinas involucradas
en procesos como la fotosintesis (RBCS-1A, PSBP-1 y RBCL) y la generacion
de ATP (Subunidades a, B y y de la ATP sintasa cloroplastica), esta afectada
de manera negativa. Mientras que muchas de las proteinas relacionadas con
el metabolismo de carbohidratos (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
fructosabifosfato aldolasa e isocitratodeshidrogenasa), el metabolismo de
aminoacidos (MTO3, GDH2 y METS), la sintesis, plegamiento e importe de
proteinas al plastido (CPN60, CPN20, cpHsc70-1, HSP70, PREP1), presentan
niveles de abundancia mayores en las plantas mutantes que en las plantas
control. Estos resultados concuerdan con los resultados reportados en
experimentos de protedmica de las plantas albinas ppil, clpr4 y ffc1-2, porque
al igual que en nuestro estudio, algunas de las proteinas relacionadas con la
fotosintesis y la sintesis de ATP también bajan su abundancia en relacion a las
plantas control en estos estudios, mientras que las proteinas involucradas en
el metabolismo de carbohidratos, el metabolismo de aminoacidos, la sintesis,
plegamiento e importe de proteinas al plastido estdn reportadas con
abundancias mayores en relacién a las plantas tipo silvestre. A pesar de que
existen resultados que concuerdan entre nuestro trabajo y la literatura
disponible sobre el tema, en este estudio se identificaron algunas proteinas
involucradas en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (2-Cys
peroxiredoxin Ay B), cuya abundancia es menor en las lineas mutantes que en
las plantas control, este resultado contrasta con los de los trabajos citados,
pues en ellos se reportan a este tipo de proteinas como mas abundantes en
las lineas mutantes analizadas (77; 78; 79).
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Por otra parte, la lista contiene un grupo de proteinas cuya funcion anotada no
parece estar relacionada con el cloroplasto y que tampoco fueron reportadas
como presentes en los trabajos de protedGmica de las plantas albinas ya
mencionados. Entre estas proteinas estan por ejemplo las proteinas TCPTP y
la proteina de union a la enzima Mirosinasa que presentan abundancias
menores en las plantas mutantes, y las proteinas PYK10, PBP1, TSAl, la
proteina principal relacionada al latex, lectinas de uniéon a manosa y GTPasas
RAN, que presentan abundancias mayores en las plantas mutantes. El analisis
posterior de estas proteinas resulta interesante, pues sus diversas funciones y
localizaciones subcelulares pueden dar indicios de algunos otros procesos
deficientes en las plantas mutantes, que podrian estar directa o indirectamente
ligados a la biogénesis o funcion de los cloroplastos. Andlisis mas detallados

de algunas de estas proteinas se describiran mas adelante.

Cabe resaltar que la comparacién de los datos generados en los estudios
previos y los obtenidos en este trabajo debe tomarse con cautela, pues en los
trabajos citados los niveles de aumento en la abundancia de las clases de
proteinas mencionadas son de alrededor de 1.5 veces los niveles de
abundancia en las plantas control, mientras que en nuestro estudio el umbral
de deteccién implica aumentos de 2 veces en la abundancia de las proteinas.
Esto puede causar que algunos de los grupos de proteinas identificados en
otros estudios como aumentados en su abundancia, no estén Ilo
suficientemente representados en nuestro estudio y el efecto global sea una
aparente disminucion en la abundancia de tales grupos. También debe
tomarse en cuenta que la naturaleza de la comparacion realizada en este
trabajo es muy distinta a las comparaciones realizadas en los reportes
anteriores. Como ya se ha establecido, los resultados mostrados en la Tabla Ii
corresponden a las comparaciones hechas entre los perfiles de expresion de
proteinas de plantas tipo silvestre y tres lineas mutantes afectadas en
diferentes procesos moleculares, lo cual hace que los datos obtenidos tengan

un mayor nivel de complejidad y puede ser la causa de algunas de las
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5.

discrepancias observadas en los resultados de ambos tipos comparaciones,
esto debido a que los estudios (77; 78; 79) estan basados en comparaciones
entre una sola linea mutante y las plantas tipo silvestre.

Andlisis in silico de las proteinas identificadas por espectrometria de
masas.

Los andlisis se realizaron bajo las especificaciones establecidas en el
apartado de Materiales y Métodos, estos estudios dieron como resultado la
generacion de una serie de grupos funcionales, de enriquecimiento de GOs
(por Gene Ontology), asi como jerarquizaciéon de los GOs mas recurrentes
entre las 79 proteinas analizadas. Nuestros resultados son descritos y
discutidos brevemente a continuacion, mientras que las figuras derivadas del
analisis se incluyen en el Apéndice | como material suplementario.

En primer lugar, el uso de la herramienta "Functional Classification” del

paquete DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) permitié la clasificacién

de las proteinas bajo andlisis en 3 grupos distintos, en base a las funciones
anotadas para cada una de ellas (Figs. S1-S3). Una busqueda de los términos
funcionales asociados a cada uno de esos grupos revelé que corresponden a
proteinas plastidicas (Fig. S1), proteinas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos (Fig. S2) y proteinas responsables de la sintesis de ATP (Fig.
S3). Estos resultados confirman los datos obtenidos de la caracterizacion de
las mutantes clb, pues indican que a nivel funcional las distintas mutantes clb
bajo andlisis estan afectadas en procesos relacionados con el cloroplasto y el
metabolismo central. (83; 84; 85; 86; 91). Ademas, se generd una lista de
proteinas cuyas funciones no guardan suficiente relacion entre ellas para
formar grupos independientes (Fig. S4).

En segundo lugar, la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete

DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp) permitié la identificacion de 16

grupos distintos de términos ontolégicos que se presentan juntos mas
recurrentemente entre las 79 proteinas analizadas. Estos grupos de GOs
corresponden a términos asociados con el cloroplasto (Fig. S5), respuesta a

iones metélicos (Fig. S6), respuesta a estrés abidtico (Fig. S7), respuesta a
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estrés biotico (Fig. S8), fotosintesis (Fig. S9), metabolismo de hexosas (Fig.
S10), balance REDOX (Fig. S11), transporte de electrones (Fig. S12),
respuesta al estrés oxidativo (Fig. S13), sintesis de ATP (Fig. S14),
metabolismo de aminoacidos (Fig. S15), respuesta a azucares (Fig. S16),
metabolismo del azufre (Fig. S17), respuesta a hormonas (Fig. S18),
transporte de proteinas (Fig. S19) y desarrollo post-embrionario (Fig. S20).

De este anadlisis resulta interesante que los grupos de GOs con los puntajes de
enriguecimiento mas significativos (PE = 6) tengan, a excepcion del grupo
cloroplastico, aparentemente poco que ver con el desarrollo de los
cloroplastos (Tabla IIl). Si bien se sabe que durante el desarrollo de los
cloroplastos es necesario Mg** (99), la posible participacion del Cd**, como lo
sugieren nuestros datos, en este proceso es desconocida, ademas, la
presencia de proteinas de respuesta a este metal pesado en nuestro grupo de
datos sin duda resulta un parametro que habra de tomarse en cuenta durante
la caracterizacion de las plantas afectadas en la biogénesis del cloroplasto que
se pretenden encontrar a partir de este estudio. Asi mismo, tomando en
consideracion los grupos de GOs de respuesta a estrés bibtico y abidtico y los
datos de abundancia de proteinas de los fotosistemas y de eliminacion de
especies reactivas de oxigeno, parece claro que las plantas mutantes estan
afectadas severamente en sus mecanismos de respuesta a estrés, lo cual
pone de manifiesto la importancia de los cloroplastos en este tipo de respuesta
y abre la posibilidad a que el desarrollo del cloroplasto esté relacionado a
alguno de los sistemas de respuesta a estrés.

De manera independiente, se realizé una busqueda individual de mutantes y
sus fenotipos en el banco de mutantes de insercibn de T-DNA del ABRC

(http://abrc.osu.edu/). La disponibilidad de mutantes, junto con los niveles de

abundancia, la funcién que desempefian y la localizacién subcelular anotada
de cada proteina identificada en las muestras analizadas, fueron ponderados
para seleccionar los candidatos para analizar con mayor detalle a nivel
experimental en busqueda de aquellos cuyos productos estén involucrados en

la biogénesis de los cloroplastos (Tabla Il). Bajo estos criterios de seleccion,
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se decidi6 descartar del analisis a todas las proteinas directamente
relacionadas con la fotosintesis y el metabolismo plastidico, pues los cambios
de abundancia de estas proteinas son un efecto claro de la ausencia de

cloroplastos en las mutantes.

Tabla lll. Grupos de términos ontolégicos generados mediante el paquete DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp).
Cantidad de | Cantidad de Puntaje de
Grupo GOs proteinas enriguecimiento
(PE)
Cloroplasto 3 38 27.14
Respuesta a iones metalicos 3 30 23.51
Respuesta a estrés abiotico 3 37 16.04
Respuesta a estrés bibtico 3 19 9.28
Fotosintesis 6 13 5.9
Metabolismo de hexosas 22 25 5.32
Balance REDOX 6 7 2.44
Transporte de electrones 5 9 2.25
Respuesta a estrés oxidativo 4 10 2.11
Sintesis de ATP 33 25 1.68
Metabolismo de aminoécidos 4 4 1.62
Respuesta a azucares 4 6 1.49
Metabolismo del azufre 9 9 1.1
Respuesta a hormonas 4 11 0.56
Transporte de proteinas 9 4 0.44
Desarrollo post-embrionario 5 6 0.25

En resumen, en total se seleccionaron 22 proteinas posiblemente involucradas
en la CLB, de las cuales 13 disminuyen y 9 aumentan su abundancia en las
mutantes. Entre las proteinas seleccionadas se destaca la presencia de
chaperonas moleculares, proteinas de unién a RNA, enzimas involucradas en
la eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), proteinas involucradas
en el importe de proteinas citoplasmicas al cloroplasto y proteasas
cloroplasticas. La Tabla IV muestra la lista de mutantes de insercién
adquiridas, junto con una breve descripcion del fenotipo mutante en los casos
en que existen reportes al respecto. Adicionalmente, se incluyeron 6 lineas
mutantes para genes que codifican para proteinas que si bien no parecen
estar directamente relacionadas con la CLB, son importantes en otros
procesos celulares, por lo que nos parecié que su identificacibn en este

analisis resulta interesante de investigar con mayor profundidad (Tabla IV).
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Para incluirla en los estudios posteriores que representan la continuacion de
este proyecto, tambien se adquiri6 una mutante para el gen que codifica para
la proteina VAR2 (103), la cual fue identificada en la base de datos NCBInr,
pero no fue confirmada por la base de datos SwissProt. Sin embargo, debido a
su funcién molecular y su fenotipo reportado (103), decidimos incluirla a pesar
de que no esta contemplada en la lista de las 79 proteinas identificadas, ni en

los andlisis de enriquecimiento.

Finalmente es importante destacar que la seleccibn de candidatos para
estudios moleculares y funcionales mas detallados, solamente representa la
primera etapa de nuestro enfoque para intentar identificar proteinas
involucradas en la biogénesis del cloroplasto, que no hayan sido previamente
asociadas con este importante proceso de desarrollo. De tal manera, la
pertinencia y relevancia de la estrategia experimental, asi como de los criterios
de seleccidn referidos, solo podra ser evaluada a través de los resultados de
la caracterizacién molecular y funcional de las mutantes que recientemente se

estan iniciando para darle continuidad a este proyecto.
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Tabla IV. Genes posiblemente involucrados en la CLB.

Gen (ID TAIR) Descripcién/Funcion Fenotipo mutante
At5g06290" Eliminacién de especies reactivas de oxigeno. No reportado
At3g11630" Eliminacién de especies reactivas de oxigeno. No reportado
At3g01500" Regulacion de los movimientos de estomas. No reportado
At1g07890% Eliminacion de especies reactivas de oxigeno. Tallos jovenes estresados
At2g37220" Proteina de union a RNA No reportado
At5g14740 Isoforma no relacionada a la fotosintesis de la No reportado

anhidrasa carbonica.
At5g17710% Co-chaperona de la familia GrpE. Embriones deficientes en la etapa
preglobular.

At1g09340" Metabolismo del rRNA 23S cloropléstico. Plantas con coloracién verde palido.

At3g63140" Metabolismo del rRNA 23S cloropléstico. Plantas con coloracién verde palido.

At5g65670" Proteina inducible por &cido indolacético No reportado

At1g35720% Eliminacion de especies reactivas de oxigeno. No reportado

At4g20360"") Elongacion de la sintesis de proteinas. No reportado

At4g24280") Importe de proteinas al plastido. Plantas variegadas, enanas y con raices
cortas

At5g49910" Importe de proteinas al plastido. No reportado

At3g48870" Importe de proteinas al plastido. No reportado

At1g62750" Elongacion de la sintesis de proteinas. Retraso en la germinacién, cotiledones
albinos.

At2g30950" Biogénesis de tilacoides y reparacion del fotosistema |l. Plantas variegadas.

At5955190") Exporte de proteinas nucleares. No reportado

At4g35090") Eliminacién de especies reactivas de oxigeno. Plantas enanas con coloracién verde
palido.

At2g28000% Plegamiento de proteinas. Embriones albinos con defectos en el

desarrollo.

At3g19170% Importe de proteinas al plastido. Acumulacion de clorofila.

At3g12580" Plegamiento de proteinas. No reportado.

At3g15950™)+ Organizacién del reticulo endoplasmico. Ausencia de cuerpos ER
At3g09260™)+ Respuesta a estrés biotico y abidtico. Cuerpos ER menos frecuentes y mas

grandes.

At1g29880"*

Sintesis de proteinas.

No reportado.

At3g164500*

Respuesta a estrés abiotico.

No reportado.

At3g16420™)*

Respuesta a estrés biotico y abidtico.

No reportado.

At3g16400™)+

Respuesta a estrés bidtico.

No reportado.

Se muestra una breve descripcién de la funcién de cada proteina seleccionada vy el fenotipo
reportado de las plantas mutantes. * Genes con funciones inusuales. ™ Genes de proteinas
con mayor abundancia en mutantes. 0 Genes de proteinas con abundancia menor en

mutantes.

46
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http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=29349&type=locus
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At2g37220
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=136165&type=locus
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At5g17710
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At1g09340
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g63140
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=134066&type=locus
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At1g35720
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At4g20360
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At4g24280
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At5g49910
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g48870
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At1g62750
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At2g30950
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At5g55190
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At4g35090
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At2g28000
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g19170
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g12580
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=39059&type=locus
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g09260
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At1g29880
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=38069&type=locus
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g16420
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=At3g16400

VIl. Conclusiones y perspectivas.

En base a los resultados descritos en la seccion anterior, es posible concluir que:

1. El método de protedmica comparativa abordado en este trabajo parece una
buena estrategia para la identificacion de proteinas involucradas en la biogénesis
del cloroplasto, como lo confirman los resultados en comuln entre este estudio y la

literatura citada.

2. La estrategia permite la identificacion de proteinas con funciones novedosas

gue posiblemente estan involucradas en el desarrollo y funcion de los plastidos.

3. Se lograron identificar, algunos procesos biolégicos inesperados como la
respuesta a iones metdlicos y a estrés biotico, cuya participacion en el desarrollo

de los plastidos resulta interesante investigar con mayor profundidad.

Sin duda la principal perspectiva de este proyecto es la caracterizacion molecular
y funcional de las mutantes afectadas en algunos de los genes que codifican para
las proteinas identificadas en este estudio. El desarrollo de los cloroplastos es un
proceso muy estudiado, pero aun es poco comprendido, de tal manera pensamos
que el andlisis a profundidad de algunas de las mutantes referidas, resultara en la
generacion de datos que ayuden a esclarecer algunos de los fenédmenos
involucrados en la biogénesis de este importante organelo cuya funcién, en

muchos sentidos, sostiene la vida en el planeta.
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Figura S1. Esquema del grupo de proteinas plastidicas y los GOs asociados a ellas, generado

del paquete DAVID

annotation”

“Functional
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y

herramienta

la

con

términos ontol6gicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos

ontolégicos. Puntaje de enriquecimiento 22.5.
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Figura S2. Esquema del grupo de proteinas del metabolismo de carbohidratos y los GOs
asociados a ellas, generado con la herramienta “Functional annotation” del paquete DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y
términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos
ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 11.78.
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Figura S3. Esquema del grupo de proteinas relacionadas con la sintesis de ATP y los GOs
asociados a ellas, generado con la herramienta “Functional annotation” del paquete DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y
términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos
ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 4.16.
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UNIPROT_ACCESSION GENE NAME

050008 S-methvltetrahvdropterovitriglutamate--homocysteine methvltransferase
QoCh24 AT1G66430

QOSR37 AT3G09260

QSLSB4 AT3G5155950

Q04314 AT3G16420; ATSG544590

oD4311 AT3(:16450
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QaxIal Eulkaryotic translation initiation factor SA-1

QOMATS Fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic

P41917 GTP-binding nuclear protein Ran-2

Q8H156 GTP-binding nuclear protein Ran-3

Q33946 Glutamate dehydrogenase 2

QOFWR4 Glutathione S-transferase DHAR1, mitochondrial

023627 Glyoyl-tRMNA synthetase 1, mitochondrial

Q05431 L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic

P30134 Leucine aminocpeptidase 1

Q9sDM9 Mitrile-specifier protein 1

QSMSP3 Probable UTP--glucose-1-phosphate uridvlvltransferase 2
Q9SRG3 Erotein disulfide-isomerasze 2

003042 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain

QaLuT2 S-adenosylmethionine synthetaze 4

Q95715 Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial

P31265 Translationally-controlled tumor protein homaolog

Figura S4. Grupo de proteinas sin clasificar por medio de la herramienta “Functional annotation”
del paquete DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp).
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Figura S5. Esquema del grupo de GOs relacionados con el cloroplasto y las proteinas asociadas a
ellos, generado con Ila herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y
términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos

ontolégicos. Puntaje de enriquecimiento 27.14.
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Heat shock cognate 70 kDa protein 1
Translationally-controlled tumor protein homolog
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AT4G24280 o .
Presequence protease 1, chloroplastic/mitochandrial
GTP-hinding nuclear protein Ran-2 .
Probahle fructose-hisphosphate aldolase 1, chloroplastic
Serine h\girowmethyltrans erase, mitochondrial

Annexin D1 .

Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1
L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic

Enolase )

Protein disulfide-isomerase 2 .
G_ch&l-tRNA synthetase 1, mitochondrial
AT5(G49

910

AT3G12580

AT3GBOT750 .
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic
a-methyltetrahydropteroyitriglutamate--homocysteine methyltransferase
20 kDa chaUneronm, chlaroplastic

AT4G2367 .
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic
Probahle fructose-hisphosphate aldalase 2, chloroplastic;
Farmate--tetrahydrofolate ligase

Fructo_se-bls?hosphate aldolage .

Cysteine synthase, chloroplasticichromaoplastic;

Figura S6. Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a iones metélicos y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre
proteinas y términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 23.51.
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Putative ribonucleoprotein At%%3?220 chloroplastic
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Ribulose hisphosphate carbhoxylasel/oxygenase activase, chloroplastic

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic
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S-adenosylmethionine synthetase 4 . .

Ribulose bisphosphate carbOX}(lase small chain 1A, chloroplastic;

20 kDa chaperonin, chloroplastic ;
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2-Cys peroxiredoxin BAS1, chloroplasfic
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Figura S7. Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a estrés abidtico y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre
proteinas y términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontolégicos. Puntaje de enriquecimiento 16.04.
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AT3G12580 . .
Glutathione S-transferase DHAR1, mitochondrial |
Putative ribonucleoprotein At2g37 220, chloroplastic
Serine hydroxymethyltransferase _mitochondrial
Uncharacterized Brotem Atdg01050 .
Ferredoxin--NADP reductase, leafisozyme 2, chloroplastic
Oy en-evolvm% enhancer protein 2-1, chloroplastic
Uncharacterized protein At2g37660, chloroplastic
Translationally-controlled tumar protein homolog
Uncharacterized protein At1g09340, chloroplastic

Ribulose hisphosphate carboxylaseloxygenase activase, chloroplastic
Peroxiredoxin-2E, chloroplastic

Carhanic anhydrase, chloroplastic. .
Ferredoxin--NADP reductase, leafisozyme 1, chloroplastic
Phosphoribhulokinase, chloroplastic

2-Cy32peroxiredoxm BAS1, chloroplastic
AT4GZ3670

2-Cys peroxiredoxin BAS1-like, chloroplastic
Carbonic anhydrase 2

Figura S8. Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a estrés bidtico y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre

proteinas y términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontolégicos. Puntaje de enriquecimiento 9.28.
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Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic
Oxygen-evolving enhancer protein 2-1, chloroplastic
Oxygen-evolving enhancer protein 1-2, chloroplastic

ATP synthase gamma chain 1, chloroplastic
Ferredoxin--NADP reductase, leafisozyme 2, chloroplastic
Ferredoxin--NADP reductase, rootisozyme 1, chloroplastic
Ferredoxin--NADP reductase, leafisozyme 1, chloroplastic
Uncharacterized protein At4g01050
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic
Ribulose hisphosphate carhoxylase large chain
Phosphoribulokinase, chloroplastic

Ribulose hisphosphate carhoxylase small chain 1A, chloroplastic
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplastic

Figura S9. Esquema del grupo de GOs relacionados con la fotosintesis y las proteinas asociadas a
ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y
términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos
ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 5.9.
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ATP synthase gamma_chain 1, chloroplastic
Uncharacterized protein At4g0’1 050 )
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ATF synthase subunit beta-1, mitochondrial

ATP synthase subunit alpha, chloroplastic y
Ox‘,{%en-evolvmg enhancer protein 2-1, chloroplastic
AT1GB6430

Formate--tetrahydrofolate ligase )
. Fructose-1,6-hisphosphatase, cytosolic

Nitrile-specifier protein 1 :
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplastic
Pﬂglsapsheoglycerate kinase

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic
) ’ Malate dehydrogenase, cytoplasmic 1 .
. B-phothogluconate dehydrogenase, decarboxylating
Probahle fructose-hisphosphate aldolase 1, chloroplastic
Probahle fructose-hisphosphate aldolase 2, chloroplastic;
| Fructose-bisphosphate aldolase
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Figura S10. Esquema del grupo de GOs relacionados con el metabolismo de hexosas y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre
proteinas y términos ontolégicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 5.32.
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2-Cys peroxiredoxin BAS1, chloroplastic
2-Cys peroxiredoxin BAS1-like, chloroplastic
Peroxiredoxin-2E chloroplastic
_ I Catalase-2; Catalase
| B Protein disulfide-isomerase 2 .
L Translationally-controlled tumor protein
g L-ascorbate peroxidase 1, cytosalic

Figura S11. Esquema del grupo de GOs relacionados con el balance REDOX vy las proteinas
asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y
términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos
ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 2.44.

ATP synthase gamma chain 1, chloroplastic
Uncharactenzedsprotem At4g01050 .
| Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplastic

B;Iphosghooq uconate dehydrogenase, decarboxylating
AT3GALT0

| Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic
Ferredoxin--NADP reductase, leafisoZyme 2, chloroplastic

Ferredoxin--NADP reductase, root isozyme 1, chloroplastic

Ferredoxin--NADP reductase, leafisozyme 1, chloroplastic

Figura S12. Esquema del grupo de GOs relacionados con la cadena cloroplastica de transporte de
electrones y las proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment
Analysis” del paquete DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.qov/home.jsp). En verde se muestran las
coincidencias entre proteinas y términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de
coincidencia entre proteinas y términos ontolégicos. Puntaje de enriquecimiento 2.25.
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Figura S13. Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a estrés oxidativo y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre
proteinas y términos ontolégicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 2.11.
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Ferredoxin--NADP reductase, leafisozyme 1, chloroplastic
Ferredoxin--NADP reductase, leafisozyme 2, chloroplastic
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Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic

Rihulose hisphosphate carhoxylase small chain 1A, chloroplastic,
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplastic
Ferredoxin--NADP reductase, root isozyme 1, chloroplastic

Glutamine synthetase; Glutamine synthetase, chloroplastic/mitochondrial
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine methyltransferase
Cysteine synthase, chloroplasticichromonplastic; Cysteine synthase
Presequence protease 1, chloroplastic/imitochondrial

Oxygen-evolving enhancer protein 2-1, chloroplastic
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asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete DAVID
70

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y
términos ontol6gicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos

Figura S14. Esquema del grupo de GOs relacionados con la sintesis de ATP y las proteinas
ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 1.68.
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Cysteine synthase, chloroplasticichromaoplastic;
Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial
AT2G26080
AT3G22200

Figura S15. Esquema del grupo de GOs relacionados con el metabolismo de aminoacidos y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre
proteinas y términos ontolégicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 1.62.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplastic
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic
Ribulose hisphosphate carboxylase small chain 1A, chloroplastic;
Ribulose bisphosphate carhoxylase large chain
Phosphoribulokinase, chloroplastic

Figura S16. Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a azucares y las proteinas
asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete DAVID
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre proteinas y
términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y términos
ontolégicos. Puntaje de enriquecimiento 1.49.
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ATP synthase gamma chain 1, chloroplastic

ATP synthase suhunit heta-1, mitochondrial

ATP synthase subunit alpha, chloroplastic

ATP synthase suhunit heta, chloroplastic

Nitrile-specifier protein 1

Glutamine synthetase; Glutamine synthetase, chloroplastic/mitochondrial
5-methyltetrahydropteroyitriglutamate--homocysteine methyltransferase
Cysteine synthase, chloroplasticichromoplastic,

S-adenosylmethionine synthetase 4

Figura S17. Esquema del grupo de GOs relacionados con el metabolismo del azufre y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre

proteinas y términos ontologicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 1.1.

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A, chloroplastic
AT3G22200

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B, chloroplastic
f Glutathione S-transferase DHAR1, mitochondrial
Auxin-responsive protein IAAS
F AT3G16420; ATSG54490
Enolase
Annexin D1
Putative ribonucleoprotein At2g37220, chloroplastic
Prohable fructose-bhisphosphate aldolase 2, chloroplastic;

Figura S18. Esquema del grupo de GOs relacionados con la respuesta a fitohormonas y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre

proteinas y términos ontolégicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 0.56.

72


http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp
http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp

ATAGS5220
GTP-binding nuclear protein Ran-3
AT3G48870
GTP-binding nuclear protein Ran-2

Figura S19. Esquema del grupo de GOs relacionados con el transporte de proteinas y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre
proteinas y términos ontol6gicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 0.44.
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Figura S20. Esquema del grupo de GOs relacionados con el desarrollo post-embrionario y las
proteinas asociadas a ellos, generado con la herramienta “GO Enrichment Analysis” del paquete
DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov/home.jsp). En verde se muestran las coincidencias entre
proteinas y términos ontoldgicos. En negro se muestran las faltas de coincidencia entre proteinas y
términos ontoldgicos. Puntaje de enriquecimiento 0.25.
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