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RESUMEN

clb5-1 es una mutante de Arabidopsis thaliana en la enzima (-CAROTENO
DESATURASA de la via de sintesis de carotenoides. Esta mutante es albina, y en
ella, el desarrollo foliar esta seriamente alterado; sus hojas tienen una morfologia
acicular y carecen de diferenciacion entre la lamina y el peciolo. La alteracion en el
desarrollo foliar de esta mutante se ha asociado a la modulacién de este proceso
por una sefal retrograda de naturaleza apocarotenoide que recibe el nombre de
ACSL1. Asimismo, se ha reportado en la literatura que la inhibicidon de la sintesis de
proteinas en el plastido también altera el desarrollo foliar y genera un fenotipo
semejante al de clb5-1; de ahi que resulte interesante dilucidar si existe alguna
relacion entre ambos fenotipos y si la modulacion del desarrollo deriva de una
misma sefal retrograda. Los analisis realizados en este trabajo permitieron
encontrar que la expresion de diferentes marcadores moleculares del desarrollo
foliar es muy similar en ambos casos, salvo por la nula expresion del factor
transcripcional FILAMENTOUS FLOWER en clb5-1, el cual si se expresa en las
plantas cuya traducciéon plastidica se ha inhibido. Asimismo, la inhibicion de la
sintesis de carotenos en clb5-1 revierte el fenotipo de hoja acicular a una hoja
laminar, mientras que, al reprimir tanto la traduccion plastidica como la sintesis de
carotenos, no se observa tal reversion. Se analizdé también la participacion de la
luz en la formacion de las sefiales retrogradas encontrdndose que es importante
sélo para la formacién y/o actividad de ACS1, no asi en aquella derivada de la
represién de la traduccion plastidica. Por dltimo, se corrobor6 que GUN1 esta
involucrado en la transduccion de la sefial que parte de la inhibicion de la
traduccion plastidica pero no en el fenotipo de clb5-1. Interesantemente, se
observé que la sefial que deriva de la inhibicion de la traduccion plastidica modula
el desarrollo foliar sélo en estadios tempranos del desarrollo de la planta,
disminuyendo el efecto que tiene sobre la morfologia foliar conforme transcurre el
tiempo, causado probablemente por el arresto temprano en el desarrollo del

cloroplasto, como se observd en micrografias de plastidos de estas plantas.



ABSTRACT

clb5-1 is an Arabidopsis thaliana mutant in (-CAROTENE DESATURASE, an
enzyme which participates in carotenoids biosynthesis. This mutant exhibits an
albino phenotype and aberrant leaf development: its leaves are radially shaped,
lacking distinction between blade and petiole. Impaired leaf phenotype in this
mutant has been associated with an apocarotenoid-derived retrograde signal
named ACSL. It has been reported that inhibition of plastid translation also impairs
leaf development, and results in a phenotype that closely resembles that of clb5-1.
This work was developed in order to elucidate if both phenotypes are related, and
ultimately derive from a common retrograde signalling pathway. The analyses of
leaf development defects in both phenotypes revealed many similarities between
them, except for the defect exhibited in FILAMENTOUS FLOWER expression; this
transcription factor is not expressed in clb5-1, but it expresses when plastid
translation is repressed. Carotene biosynthesis impairment reverts clb5-1 leaf
phenotype, unlike in plastid translation inhibition-derived phenotype. Light is
involved in the ACS1 production, but that is not the case for the chloroplast
translation inhibition-derived signal. GUN1 partakes a role in plastid translation-
inhibition signal transduction but is not involved in clb5-1 phenotype occurrence.
Interestingly, the plastids of plants where plastid translation is repressed lack
internal membranes, meaning they are arrested in early developmental stages.
This could explain why when translation is inhibited in plants where chloroplasts

are already assembled, the effect on plant development is less severe.
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death 1.
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1. INTRODUCCION
1.1. Biogénesis del cloroplasto

El cloroplasto es un organelo propio de los organismos fotosintéticos que
corresponde filogenéticamente al miembro mas basal de los plastidos. En las
angiospermas se puede distinguir diversidad de plastidos, entre los que pueden
enumerarse los cromoplastos (plastidos que almacenan pigmentos), elaioplastos
(plastidos que almacenan aceites), proteinoplastos (plastidos que almacenan
proteinas) y los amiloplastos plastidos que almancenan almidon), entre otros
(Jarvis & Lopez-Juez, 2013) (Fig. 1).
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Fig. 1. Diversidad de plastidos en plantas. En embriofitas se ha documentado la presencia de otros plastidos aparte del
cloroplasto asociados a otros procesos; entre éstos puede mencionarse a los cromoplastos, que acumulan pigmentos
como los carotenos, los etioplastos, que se generan en crecimiento bajo condiciones de oscuridad, los proteinoplastos,
que acumulan proteinas, los elaioplastos, que fungen como reservorio de lipidos, o los amiloplastos, que almacenan
almiddn; entre otros. Modificado de Pinard & Mizrachi, (2018).

Como en el caso de las mitocondrias, los plastidos entraron al linaje eucariota
después de un evento de endosimbiosis, en el cual una cianobacteria fue engullida
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y retenida por una célula eucariota (Fig. 2), ancestro del clado Archaeplastida
(Reyes-Prieto et al., 2007). Esto explica que el plastido conserve su propio
genoma (plastoma) que contiene alrededor de 120 genes en Arabidopsis thaliana,
el cual es transcrito y traducido a través de una maquinaria de

transcripcion/traduccién propia del organelo (Borner et al., 2015).

El éxito de la relacién endosimbidtica

e Ancestro fotosintetico  €ntre el plastido ancestral y el

de Archaeplastida )
ancestro del clado Archaeplastida

/ S tuvo que ser precedido por el

establecimiento de un sistema de

,E,?idm?riigmiws intercambio eficiente de metabolitos

/ Deendindela entre la célula hospedera y el plastido
ancestral, la transferencia de genes

’ % del simbionte al hospedero (asi como
’ e Digesten la pérdida de genes con funciones
oo™ Ancestro fagotrsfico de Archacplastida redundantes  contenidos en el

Fig. 2. Origen del plastido en el clado Archaeplastida. genoma del simbionte) y por el
Derivado de un evento de endosimbiosis, una cianobacteria .
fue engullida y retenida por una célula eucariota ancestral desarrollo de un sistema de

fagotréfica; esto posibilitd el establecimiento  del , . L.
metabolismo fotosintético en el ancestro del clado transporte de protelnas citosdlicas al
Archaeplastida al incorporar a dicha cianobacteria como un
organelo, dando origen al cloroplasto. Modificado de Reyes-
Prieto et al., 2007.

organelo (Keeling, 2013; Reyes-Prieto
et al., 2007). Esto se refleja en que,
de las alrededor de 2000 a 3000 proteinas que requiere el plastido para funcionar,
la gran mayoria estén codificadas en el nucleo celular. Estas proteinas se
traducen en el citosol y se transportan al organelo por medio de proteinas de
importe ubicadas en la envoltura organelar que reconocen la presencia aquéllas

de un péptido de transito (Jarvis & Lopez-Juez, 2013).

El cloroplasto es un organelo que cumple muchas funciones dentro de la célula
vegetal; ademas de su papel en la fotosintesis, dentro del cloroplasto se lleva a
cabo la sintesis de aminoacidos, metabolitos secundarios como los terpenoides,

pigmentos, sintesis de &cidos grasos y hormonas, entre otros, de modo que puede
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decirse que éste organelo funge como un nodo metabdlico dentro de la célula

vegetal (Jarvis & Lépez-Juez, 2013).

La maquinaria de transcripcion del cloroplasto estd compuesta por dos tipos de
polimerasas: la NEP (del inglés, Nuclear-Encoded Polymerase) y la PEP (del
inglés, Plastid-Encoded Polymerase) (Fig. 3) y, con base en cual de las dos
polimerasas transcriben sus genes, se pueden distinguir tres subgrupos dentro del
plastoma. El reconocimiento por parte de una u otra polimerasa esta dado por la
presencia de determinados motivos en sus promotores. Los genes de la clase |
son transcritos mayormente por PEP y estan asociados principalmente a la
actividad fotosintética, como es el caso del operén psbB, codificante para psbB,
psbT, psbH, petB y petD. Por otro lado, los genes de la clase Il corresponden a
genes de expresidon constitutiva y pueden ser transcritos tanto por NEP como por
PEP La clase Il esta compuesta por aquellos genes que solo son transcritos por la
NEP, como el operdn rpoB o accD. En un primer momento, y como parte del
control que ejerce el nucleo sobre el desarrollo del cloroplasto, la NEP activa la
transcripcion de rpoA, rpoB, rpoC1 y rpoC2, que codifican para las subunidades de
la PEP, asi como a los genes de los rRNAs (del inglés ribosmal RNAs) que
conformaran el ribosoma plastidico, algunas de las proteinas ribosomales
plastidicas y los genes accD, clpP1, atpB, atpl, ycfl y ycf2, entre otros.
Posteriormente, la PEP transcribe los genes de la clase | y toma control de la
transcripcion de la mayoria de los genes plastidicos, a excepcion de aquellos
pertenecientes a la clase Ill (Borner et al., 2015; Sakamoto et al.,, 2008; Yagi &
Shiina, 2014).
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Fig. 3. Transiciones en el desarrollo de los plastidos durante el ciclo de vida de las plantas. El desarrollo de los plastidos
esta relacionado con el estadio de desarrollo de la planta y el tejido en el que se encuentren. Estas transiciones estan
relacionadas a su vez con cambios en la actividad transcripcional (representados por las polimerasas plastidicas NEP o
PEP). En los proplastidos, a diferencia de lo que ocurre en los cloroplastos maduros, predomina la actividad de la NEP,
que funge como sefial anterégrada favoreciendo la transicidn hacia cloroplasto al activar la transcripcidén de genes como
la PEP, que es la polimerasa cuya actividad predomina en el cloroplasto maduro. Durante la embriogénesis, en la planta
existen proplastidos (ovocélula hasta estadio globular), cloroplastos (comienzan a diferenciarse a partir del estadio
globular) y eoplastos; éstos ultimos son plastidos desdiferenciados que se generan durante la desecacién de la semilla.
Durante la germinacion, se sigue un programa de desarrollo en oscuridad (escotomorfogénesis), mismo que coincide
con la formacién de un intermediario entre el eoplasto y el cloroplasto: el etioplasto, caracterizado por la presencia de
PEP en forma inactiva y la presencia de cuerpos prolamelares (PLB). En las hojas verdaderas, y bajo un programa de
desarrollo en luz (fotomorfogénesis) la biogénesis del cloroplasto parte de proplastidos, localizados en la capa 2 del
meristemo apical de brote (SAM); esta capa da origen al meséfilo de la hoja. Modificado de Liebers et al., (2017).

1.1.2. Desarrollo de los cloroplastos

El desarrollo del cloroplasto en plantas inicia a partir de un proplastido, que es un
plastido indiferenciado que presenta vesiculas y un sistema de doble membrana,
pero que carece de estructuras tales como granas y tilacoides (Fig. 1; Fig. 3). Es
un proceso muy complejo que involucra tanto sefales nucleares (o anterogradas)
como sefiales derivadas del propio plastido en desarrollo (retrégradas). El
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desarrollo del cloroplasto en A. thaliana es dependiente de la luz y se encuentra
asociado al desarrollo de la planta. Durante la embriogénesis, los proplastidos se
diferencian en cloroplastos a partir del estadio globular; posteriormente, durante la
desecacion de la semilla, se desdiferencian nuevamente, dando origen a los
eoplastos. Durante la germinacion y en oscuridad, la planta sigue un programa de
desarrollo escotomorfogénico (desarrollo en oscuridad), en el cual, el plastido
transita hacia un estadio intermedio en que se forma un etioplasto que es un
plastido definido a partir de la presencia de cuerpos prolamelares; y, partiendo de
éste, al iluminarse, y acoplado a un programa de desarrollo en Iluz
(fotomorfogénesis), procede la diferenciacion hacia un cloroplasto maduro.
Durante el desarrollo foliar, los cloroplastos se desarrollan a partir de proplastidos
que se encuentran en el meristemo apical de brote o SAM (del inglés, Shoot Apical
Meristem), y, posteriormente, los cloroplastos ya diferenciados se replican por
medio de division (Liebers et al., 2017; Pogson et al., 2015) (Fig. 3). La articulacion
de la biogénesis del cloroplasto requiere de tres procesos generales: la
coordinacion de la expresion nuclear y del plastido, tanto a nivel transcripcional
como traduccional, el importe de proteinas de localizacién cloroplastica desde el
citosol hacia el organelo y su ensamblaje, y la sintesis o importe de numerosos
metabolitos como las clorofilas, los carotenos u otros lipidos; algunos de éstos,
necesarios para la formacion de los tilacoides (Pogson et al., 2015).

La coordinacion de la expresiéon de los genes plastidicos y nucleares requiere de
un sistema de sefializacion entre el cloroplasto y el nicleo. Como se mencioné
previamente, la transcripcion de los genes plastidicos requiere de la expresion de
algunos genes nucleares, entre los cuales se pueden mencionar a la NEP o a los
factores sigma (o) de la PEP; que en conjunto con ella y otras proteinas
conforman el pTAC (del inglés Plastid Transcriptionally Activated Chromosome);
es decir, la forma activa de la PEP. La PEP transita de un estadio inactivo en los
etioplastos (SRNAP; del inglés Soluble RNA Polymerase) a uno activo en los
plastidos en maduracion (Fig. 3) y es un indicador del estadio de desarrollo del
cloroplasto (Yagi & Shiina, 2014). A su vez, en lo que respecta al aparato

traduccional del plastido, no todos los genes que codifican para las proteinas
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ribosomales plastidicas se encuentran en el cloroplasto, sino que muchos de éstos
son nucleares (Tiller & Bock, 2014).

1.2. Sefnalizacion Retrograda

Por sefializacion retroégrada se entiende aquel proceso que deriva de la percepcion
de un estimulo (ambiental, bioquimico o de desarrollo) por el plastido y que da
origen a una 0 mas sefiales que inciden en el nucleo, modificando la expresion
génica (Chan et al., 2016). Tradicionalmente la sefalizacion retrograda se ha
dividido en sefializacion biogénica, correspondiente a aquellas sefiales que son
producidas en el plastido durante su desarrollo de proplastido a cloroplasto

maduro; y sefalizacion operacional, que son sefiales producidas en cloroplastos
funcionales (Chan et al., 2016; Jarvis & LOpez-Juez, 2013).
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Fig. 4. Seiializacidon retrograda. La sefializacion retrégrada se suele subdividir para su estudio en sefializacién retrégrada
biogénica y sefalizacion retrégrada operacional. La sefializacion retrégrada biogénica refiere a aquellas sefiales que se
ha identificado que provienen de plastidos en formacién o arrestados en su desarrollo. La sefializacidon retrégrada
operacional hace referencia a las sefales que se han descrito como provenientes de cloroplastos maduros. Los cuadros
amarillos corresponden a sefiales propuestas, los circulos azules, a proteinas que participan de alguna manera en la
sefializacion retrograda. PhANGs (genes nucleares asociados a la fotosintesis), SORGs (genes de respuesta a singletes de
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oxigeno) y PRANGs (genes nucleares asociados al estado redox del plastido) son conjuntos de genes cuya expresion es
regulada a través de sefales retrégradas. Recuperado de Chan et al., (2016).

La sefalizacién retrégrada es esencial para el desarrollo de la planta desde etapas
tempranas hasta tardias (Barajas-L6opez et al.,, 2013; Jarvis & LOpez-Juez, 2013) y
comprende una red muy compleja donde la mayoria de sus componentes aun se

desconocen (Chan et al., 2016).
1.2.1. Sefalizacién retrograda biogénica

La existencia de sefales retrégradas biogénicas que regulan la transcripcion
nuclear ha sido evidenciada a través de la inhibicion de dos procesos que se
desarrollan en el cloroplasto y cuya alteracion produce cloroplastos arrestados en
su desarrollo: la sintesis de carotenoides y el aparato transcripcional/traduccional
del plastido (Chan etal., 2016). Numerosos estudios han demostrado que la
presencia de cloroplastos disfuncionales, afectados en estadios temprano de su
desarrollo, tiene efectos en la expresion de diversos genes nucleares, muchos
relacionados con la funcionalidad del plastido y con el desarrollo normal de la
planta. Esto ha permitido caracterizar algunas vias de sefalizacion retrograda y
los genes blancos de dicha sefializacion. En la mayoria de las mutantes en que se
presenta arresto en el desarrollo del plastido, se observan defectos en la
expresion de los genes cloroplasticos, incluyendo genes relacionados con la
fotosintesis (0 PhANGs, del inglés Photosynthesis-Associated Nuclear Genes). De
manera interesante, muchas de estas mutantes también presentan diversos
defectos en su desarrollo incluyendo la reduccion de la dominancia apical,
afectacion en la formacion de 6rganos aéreos, cambios en la expresion de genes
ligados a la polaridad de la hoja, asi como hojas con peciolos cortos y/o formas
anormales (redondas, onduladas, con defectos en la vasculatura y en el mesofilo)
(Larkin, 2014).

Como ejemplo de esto son las mutantes de A. thaliana y Nicotiana tabaccum en
elementos que afectan el aparato transcripcional o traduccional plastidico (NEP,
PEP, o de las PEP, proteinas ribosomales del plastido), la sintesis de
isoprenoides, asi como el transporte de proteinas hacia el cloroplasto, que exhiben

cloroplastos disfuncionales o arrestados en su desarrollo a la par que presentan
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desregulacion en la expresion de los genes cloroplasticos (Barajas-Lépez et al.,
2013; Chan et al., 2016; Jarvis & Lopez-Juez, 2013; Pogson et al., 2015).

Las plantas mutantes nulas para RPOTp y RPOTmp, que son genes que codifican
para NEP en A. thaliana, presentan un fenotipo albino, alteraciones en el
desarrollo del mesdfilo y, como era de esperar, defectos en la transcripcion de
genes de desarrollo temprano del plastido. Igualmente, mutantes nulas para PEP
o cualquier otra proteina que conforme el pTAC (como PRIN2), generan un
fenotipo albino, asi como defectos en el desarrollo temprano del plastido (Fig. 5) v,
en lo que respecta a la transcripcion de genes, se observa disminucién en la
expresion de aquellos relacionados con la actividad fotosintética (Allison et al.,
1996; Borner etal., 2015; Diaz etal.,, 2018; Hricova et al., 2006), pues la
activacion de PEP bajo condiciones de luz funge como una sefial retrograda que
promueve la expresion del LHC (del inglés LIGHT HARVESTING COMPLEX) y
RBCS (del inglés RUBISCO SMALL SUBUNIT) (Diaz et al., 2018).

Hoja Plastido Corte histoldgico de hoja

a)

Col-0

A. thaliana

sca3-2
(NEP)

N. tabaccum

chimeric

Fig. 5. Mutantes en NEP y PEP presentan alteraciones en el desarrollo del plastido y de la hoja. a) La mutante en A.
thaliana para RPOTp, sca3-2, presenta hojas alteradas en su morfologia y su desarrollo [bordes aserrados) (ll) y carencia
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de mesodfilo con grandes espacios aéreos en su lugar (VI); caso que no ocurre en una planta silvestre, cuyas hojas no
presentan aserraciones (I) y que carece de estos espacios aéreos (V)]; a su vez, el arreglo de los tilacoides de los
plastidos de sca3-2 es simple (IV) comparado con lo que ocurre en cloroplastos silvestres (Col-0) (lll) (Hricova et al.,
2006). b) Mutantes para rpoB en Nicotiana tabaccum (Nt) (ArpoB) registran un fenotipo albino (1) y sus cloroplastos se
encuentran arrestados en un estadio temprano (lll); véase en comparacién con la estructura de los cloroplastos en una
planta silvestre () (Allison et al., 1996).

Las células vegetales presentan poliplastidia; es decir, numerosos plastidos por
célula; de modo que al generar mutantes en genes plastidicos, pueden
presentarse células en que no todos sus plastidos contengan la mutacion
(heteroplasticas) y células donde la mutacion esta presente en todos los plastidos
(homoplasticas). Las mutantes homoplasticas para el gen rpsl8 (esencial para el
ribosoma plastidico y de localizacion plastidica) presentan un fenotipo letal a nivel
celular; sin embargo, en plantas heteroplasticas, el fenotipo no es letal y el
desarrollo de la planta prosigue; no obstante, con importantes afectaciones en su
programa de desatrrollo, lo cual se evidencia con la presencia de hojas aberrantes
(Tiller & Bock, 2014).

Otras mutantes que afectan la biogénesis del cloroplasto y que alteran sefales
retrogradas estan relacionadas con la sintesis de isoprenoides. Estos compuestos
cumplen numerosas funciones dentro de la célula vegetal, siendo componentes
esenciales de la membrana, asi como precursores de pigmentos que participan en
el proceso fotosintético (tales como tetrapirroles, carotenoides, etc.), de
fitohormonas y otras moléculas sefalizadoras (Ruiz-Sola & Rodriguez-
Concepcidn, 2012; Stange, 2016; Vranova, et al., 2013).

Los isoprenoides se sintetizan a partir de la condensacion de dos bloques
estructurales de IPP (isopentenil pirofosfato) y DMAPP (dimetilalil pirofosfato). En
las plantas existen dos vias para la sintesis de IPP y DMAPP, una citosolica y otra
cloroplastica; esta Ultima es la via conocida como 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (via
MEP) (Stange, 2016). Se ha reportado que mutantes en la via MEP como clal,
clb4 o clb6 presentan en sus hojas plastidos arrestados en un estadio temprano
del desarrollo. Dichos plastidos carecen de grana y tilacoides, tienen fenotipo
albino y estan afectadas en la expresion de genes nucleares que codifican tanto

para algunas proteinas relacionadas con la fotosintesis como aquellas codificantes
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para otras proteinas de la via MEP (Fig. 6) (Guevara-Garcia et al., 2005;
Gutierrez-Nava et al., 2004; Mandel et al., 1996).

clat clb6 pds3  clb5

”»t.-!‘owr.

Fig. 6. Mutantes en la via MEP y la via de sintesis de carotenos. c/al corresponde a una mutante en el gen que codifica
para la enzima DXS (1-Deoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa), c/b6 es una mutante en HDR (4-Hidroxi-3-metilbut-2-enil
difosfato reductasa); ambas de la via MEP. psyl es una mutante en la fitoeno sintasa (PSY), pds3, en la fitoeno
desaturasa (PDS) y c/b5 en la Z-caroteno desaturasa (ZDS). Tomado de Avendafio-Vazquez et al., (2014).

Los tetrapirroles, moléculas precursoras de la clorofila, también cumplen funciones
de regulacion de la expresion nuclear. Mutantes para genes codificantes para
enzimas cruciales en su sintesis, como CHLH (GUN5) o GUN4, expresan los
PhANGs en condiciones en las que en las plantas silvestres éstos se encuentran
reprimidos, como al aplicar herbicidas que afectan la sintesis de carotenoides o al
crecer en glucosa. De este hecho deriva que a éstas mutantes se les haya
denominado mutantes gun (del inglés, GENOMES UNCOUPLED) (Chan etal.,
2016; Larkin, 2014).

gunl, a diferencia de las demas mutantes gun, corresponde a una mutante nula
para una proteina tipo PPR (del inglés PENTATRICOPEPTIDE REPEAT); no
obstante, también se conoce un rol para GUN1 dentro de la via de sefializaciéon
retrograda derivada de la biosintesis de tetrapirroles (Chan et al., 2016; Larkin,
2014). Las PPR son proteinas de repeticion de motivos de pentatricopéptidos,
capaces de unirse a RNA y que pueden incidir en el procesamiento de los
transcritos, su estabilizacion, asi como en la edicién de los mismos (cambio de
algunos de sus nucleotidos) en los organelos (pueden tener localizaciéon tanto
cloroplastica como mitocondrial). La proteina GUN1 presenta un dominio pequefio
relacionado con MutS (SMR, del inglés Small MutS related domain) en su C-
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terminal y un péptido sefal de localizacion plastidica en su N-terminal. EI dominio
SMR se encuentra en proteinas que median procesos de reparacion y
recombinacién de DNA (Colombo et al., 2016; Tadini et al., 2016; Wu et al., 2018).

1.3. Sintesis de carotenoides y sus precursores

Como se explico previamente, los isoprenoides se sintetizan dentro del cloroplasto
por medio de la via MEP; ésta comienza con la condensacion de hidroxietil tiamina
(derivado del piruvato) y un grupo aldehido derivado del D-gliceraldehido 3-fosfato
(GA-3P), con lo que se sintetiza 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP). Este paso es
catalizado por la enzima DXS/CLA1l (del inglés, 1-DEOXY-D-XYLULOSE 5-
PHOSPHATE SYNTHASE); posteriormente, la enzima DXR (del inglés 1-DEOXY-
D-XYLULOSE 5-PHOSPHATE REDUCTOISOMERASE) reduce el DXP a 2C-
metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP) que, a su vez, es transformado en 4-difosfocitdil-
2C-metil-D-eritritol (CDP-ME) por la MCT (del inglés, 2-C-METHYL-D-
ERYTHRITOL 4-PHOSPHATE CYTIDYLYLTRANSFERASE). Después, el CDP-
ME es fosforilado por la cinasa CMK [del inglés, 4-(CYTIDINE 5’-DIPHOSPHO)-2-
C-METHYL-D-ERYTHRITOL KINASE], produciendo 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol 2-fosfato (CDP-MEZ2P). Enseguida, el CDP-ME2P se transforma en 2C-
metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (MEcPP) por medio de la MDS (del inglés, 2-C-
METHYL-D-ERYTHRITOL 2,4-CYCLODIPHOSPHATE SYNTHASE), para que asi,
el MEcPP sea reducido por la HDS (del inglés, 4-HYDROXY-3-METHYLBUT-2-
ENYL-DIPHOSPHATE SYNTHASE), produciendo 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-
difosfato (HMBPP). Finalmente, la HDR (del inglés, 4-HYDROXY-3-METHYLBUT-
2-ENYL DIPHOSPHATE REDUCTASE) cataliza la conversion de HMBPP en IPP
y DMAPP. La IPPI (del inglés, ISOPENTENYL DIPHOSPHATE A-ISOMERASE),
una isomerasa, permite que exista balance entre la cantidad de IPP y DMAPP en
el cloroplasto (Vranova et al., 2013).
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Fig. 7. Esquema simplificado de la via de sintesis de
carotenoides. La condensacién de dos moléculas de
GGPP por la PSY determina el inicio de la sintesis de
carotenos. La PDS (fitoeno desaturasa) realiza la
desaturacion del fitoflueno, convirtiéndolo en -
caroteno; éste a su vez es isomerizado por la Z-1SO (Z-
caroteno desaturasa) para que pueda ser tomado por
la ZDS (-caroteno desaturasa) como sustrato. La ZDS
cataliza el paso de Z-caroteno a licopeno. clb5-1 es
una mutante nula para ZDS; por lo tanto, acumula
fitoflueno y ¢-carotenos.

Los carotenoides o tetraterpenoides son
isoprenoides conformados por esqueletos
de 40 carbonos formados por ocho
unidades de isopreno (CsHs). Su sintesis
comienza con la condensacion de dos
de  geranilgeranil-pirofosfato
(GGPP, C20) por la enzima PSY (del inglés,
PHYTOENE SYNTHASE). Posteriormente,
la enzima PDS (del inglés, PHYTOENE
DESATURASE) transforma el fitoeno a

fitoflueno y después, el fitoflueno en (-

unidades

caroteno. La enzima Z-ISO (del inglés (-
CAROTENE ISOMERASE),

transformacién de cis a trans del producto

cataliza la

de PDS para que asi la enzima ZDS (del
(-CAROTENE  DESATURASE)

pueda tomarla como sustrato. ZDS patrticipa

inglés

en dos reacciones de desaturacion; primero
de Y,

posteriormente, de neurosporeno a poli cis-

{-caroteno a  neurosporeno
licopeno. La enzima CRTISO (del inglés
CAROTENOID ISOMERASE) cataliza el
ultimo paso de esta via, convirtiendo el poli
cis-licopeno en
2016).

trans-licopeno (Stange,

Los carotenos participan dentro del proceso fotosintético a través de la captacion

de luz (en un rango de 450 a 570 nm) y protegiendo ante el dafio foto-oxidativo

causado por subproductos del metabolismo fotosintético. Aunado a esto, también

de los carotenos se derivan

las fitohormonas acido abscisico (ABA) vy

estrigolactonas, mismas que inciden de manera importante en el desarrollo
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vegetal, asi como en las respuestas de la planta ante estimulos externos (Ruiz-

Sola & Rodriguez-Concepcion, 2012).
1.3.1. Mutantes en la via de sintesis de carotenoides

La sintesis de los productos de PDS y PSY 0 su propia expresion parece estar
involucrada en la sefializacién retrégrada biogénica. En el caso de la mutante
pds3, afectada en la enzima PDS (Fig. 6; Fig. 7), fenotipicamente se tiene una
planta enana (dwarf), albina e infértil, cuyos plastidos estan arrestados en un
estadio temprano del desarrollo, careciendo éste de membranas internas. En lo
gue respecta a la transcripcion de genes nucleares, muchos relacionados con la
biosintesis de carotenoides, como PSY, LYC (LICOPENO CICLASA) o ZDS se
encuentran regulados hacia abajo; esto es cierto también para los genes de la via
MEP, como DXS/CLAl; para GGPPS (GERANILGERANIL PIROFOSFATO
SINTASA), misma que sintetiza GGPP, precursor del fitoeno, a partir de DMAPP; y
para genes de la via de sintesis de giberelinas (fitohormonas derivadas de
isoprenoides) y de clorofilas (Qin et al., 2007). Para psyl, mutante nula para PSY
en A. thaliana, se tiene, al igual que en pds3, plantas con fenotipo albino. Esta
reportado que sobre-expresoras de este gen, en tomate, tienen un fenotipo de
enanismo (dwarf), asi como regulacién hacia abajo en la sintesis de giberelinas
debido al secuestro de GGPP hacia la sintesis de carotenos (Avendafo-Vazquez
et al, 2014; Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcién, 2012; Stange, 2016).
Interesantemente, datos derivados de ensayos de silenciamiento por RNAi (del
inglés interference RNA) de PSY en Oncidium, revelaron que de manera
semejante a lo que ocurre con pds3 en A. thaliana, el knockdown de PSY afecta la
expresion de genes involucrados en la biosintesis de giberelinas, de clorofilas, y
de otras enzimas que forman parte de la via de sintesis de carotenoides y, a nivel
fenotipico, causa que las plantas presenten defectos en el desarrollo, siendo
estas, plantas enanas y con cloroplastos arrestados en el desarrollo con defectos
en el arreglo de las granas (Liu et al., 2014). Sin embargo, en ambos casos, tanto

en la mutante psy como en pds3; no se afecta el desarrollo foliar (Fig. 6), a
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diferencia de lo que ocurre con la mutante clb5-1, también mutante en la via de

sintesis de carotenoides.
1.3.2. Mutante clb5

La mutante clb5-1 (cloroplast biogenesis 5) también presenta plastidos arrestados
en estadios tempranos del desarrollo y un fenotipo albino (Fig. 6) (Avendafio-
Véazquez et al., 2014; Gutiérrez-Nava et al., 2004); sin embargo, a diferencia de las
mutantes mencionadas anteriormente, tanto de la via MEP como de la biosintesis
de carotenoides, la mutante clb5-1 tiene un fenotipo particular de la hoja, con una
forma radializada o acicular y sin una diferenciacion definida entre peciolo y
lamina. A nivel tisular, presenta casi exclusivamente un cilindro de tejido vascular
rodeado de una Unica capa de células epidérmicas, entre los cuales existen
espacios aéreos donde deberian hallarse las células del mesdfilo (Avendafio-
Véazquez et al., 2014) (Figs. 6y 8).

Fig. 8. Anatomia de la hoja de c/b5-1 respecto de una planta silvestre (WT). (A) Morfologia de la hoja de una planta
silvestre de A. thaliana, como puede verse, se distingue entre peciolo y lamina foliar. (B) Corte transversal que muestra
la anatomia de la hoja de una planta silvestre, se distinguen distintas capas celulares; de la superficie adaxial a la
superficie abaxial, epidermis adaxial, mesofilo en empalizada, tejido vascular, mesdfilo esponjoso y epidermis abaxial.
(C) Morfologia de la hoja de c/b5-1. La mutante presenta hojas radializadas, sin distincién entre lamina y peciolo. (D)
Corte transversal que muestra la anatomia de una hoja de c/b5-1. La hoja presenta una capa de epidermis, espacios
aéreos donde deberia encontrarse el mesdfilo (flecha); y el tejido vascular. Modificado de Avendafio-Vazquez et al.,
(2014).
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clb5-1 consiste en una mutacion puntual en el nucleétido 693 del gen que codifica
para la enzima ZDS, causando la transicion de una guanina a una adenina, lo que

genera un codoén de paro y produce una proteina trunca de 230 aminoacidos.

En esta mutante, la expresion abatida de los genes plastidicos clpP1, rpoC, rpoA,
accdl y rrnl16S demuestra que el cloroplasto se arresta tempranamente en su
desarrollo y que el aparato traduccional plastidico se encuentra comprometido

(Avendafio-Vazquez et al., 2014; Gutierrez-Nava et al., 2004).

La mutante clb5-1 presentar afectada la ZDS, acumula fitoflueno y Z-carotenos
(Fig. 7). Posteriormente se corroboré que la acumulacion de estos metabolitos
esta implicada en el fenotipo de clb5-1; pues, al inhibir la actividad de la enzima
PDS por medio del herbicida fluoridona, y, por ende, evitar la acumulacion de
estos carotenoides lineales, el fenotipo de la hoja revierte a una hoja con lamina y
peciolo; paralelamente se recupera la expresion de numerosos genes nucleares y
plastidicos. Esta reversion también se observa en una doble mutante clb5-1 pds3,
la cual presenta un fenotipo foliar normal (Avendafio-Vazquez et al., 2014). Por lo
tanto, de la acumulacion de estos carotenoides lineales debe derivarse una sefial
retrograda que deviene en Ultima instancia en la modificacién del programa de

desarrollo foliar.
1.3.3 La Mutante spcl-2

spcl-2 (spontaneus cell death 1) es una mutante en el gen que codifica para la
enzima ZDS, al igual que clb5-1. Es una mutacion por insercion de T-DNA (del
inglés transfer DNA) en el segundo exdn de la regién codificante para ZDS. Para
esta mutante no se ha caracterizado en qué estadio del desarrollo estan
arrestados sus plastidos ni la anatomia interna de la hoja, sin embargo, Dong
et al., (2007) reportaron que esta mutante, al igual que otras en la via de sintesis
de carotenoides, es albina, y que, a diferencia de la mayoria de éstas, y a
semejanza de clb5-1, presenta alteracion en el desarrollo foliar, asi como en la

sefalizacion retrégrada, no obstante, su fenotipo es menos severo.
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De acuerdo a Dong et al., (2007), spcl-2 podria no ser un alelo nulo para ZDS,
pues, mediante analisis de tipo Northern blot, se revelan dos bandas con transcrito
que podrian corresponder al transcrito de ZDS. Esto podria ser el causante de que
su fenotipo sea menos severo que el reportado para clb5-1, en conjunto con el
hecho de que spcl-2 se encuentra en un fondo genético diferente a clb5-1

(ecotipos Col-0 y Ler-0, respectivamente).
1.3.4. Sintesis de apocarotenoides

Los carotenoides pueden experimentar diversas modificaciones produciendo
compuestos conocidos como apocarotenoides. Se ha reportado que estos
metabolitos pueden tener funcién de moléculas sefializadoras; como es el caso de
ABA y estrigolactonas y de otros mas como ACS2 o ACS3, que son sefales
propuestas cuya naturaleza se desconoce aun pero que se hipotetiza son
apocarotenoides (Hou et al., 2016).

La sintesis de apocarotenoides puede ser no enzimatica, por rompimiento
oxidativo, 0 enzimédtica, a través de la acciébn de una familia conservada de
enzimas conocida como dioxigenasas de corte de carotenos (CCDs, del inglés
CAROTENE CLEAVAGE DIOXYGENASES), las cuales incorporan atomos de
oxigeno a lo largo del esqueleto carbonado de los carotenoides.

Esta familia puede a su vez subdividirse en dos subfamilias: la NCED (del inglés
NINE-CIS-EPOXY-CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE) y la CCD. En A.
thaliana se han descrito cinco miembros de la subfamilia NCED, los cuales estan
involucrados en la sintesis de ABA, y cuatro miembros de la subfamilia CCD,
CCD8 y CCD?7 involucradas posiblemente en la sintesis de estrigolactonas, y
CCD1, CCD4, de los cuales se han descrito numerosos sustratos (Hou et al.,
2016).

Avendano-Vazquez etal., (2014) propusieron que la sefial retrégrada que se
deriva de la acumulacion de fitoflueno y C-carotenos tendria una naturaleza
apocarotenoide; esta sefial se denominé como ACS1 (del inglés Apocarotenoid

signal 1) (Hou et al., 2016). Como parte de la confirmacion de la naturaleza de
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esta sefial, se comprob6 que una doble mutante ccd4 clb5-1 recupera el fenotipo
de hoja acicular de clb5-1 hacia un fenotipo de hoja normal (Fig. 9). Esto permitio
posicionar a la enzima CCD4 dentro de la via de sefalizacién retrograda derivada
de la acumulacion de fitoflueno y z-carotenos, como la CCD que podria realizar el
corte de los carotenos lineales que se acumulan en clb5-1 y de los que se deriva

esta sefial apocarotenoide (Avendafio-Vazquez et al., 2014; Hou et al., 2016).

ccd4 clb5-1 ccd7/max3 clb5-1 ccd8/max4 clb5-1

Fig. 9. La doble mutante ccd4 clb5-1 recupera la morfologia de la hoja de c/b5-1 a una hoja normal. (A) Dobles
mutantes ccd4, ccd7 y ccd8 con clb5-1; unicamente la doble mutante ccd4 clb5-1 exhibe una recuperacion del fenotipo
foliar. (B) Comparacion de la hoja de c/b5-1 y de la doble mutante ccd4 clb5-1. Avendafio-Vazquez et al., (2014).

1.4. Desarrollo de la hoja

Las hojas son 6rganos laterales que se originan en el SAM, con una morfologia
plana y asimétrica y que crecen en torno a tres ejes dimensionales: proximal-
distal, medio-lateral, y adaxial-abaxial (Bar & Ori, 2014; Yamaguchi et al., 2012). El
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eje adaxial-abaxial se define a partir de la posicion relativa del SAM; de tal modo
que las células localizadas en las inmediaciones del SAM, daran origen al dominio
adaxial, mientras que aquellas localizadas lejos de la periferia del SAM, originaran

el dominio abaxial (Fukushima & Hasebe, 2014).

A nivel celular, el dominio adaxial esta compuesto por células epidérmicas con una
cuticula gruesa, asi como por una capa de células de mesoéfilo en empalizada,
densamente empaquetadas (esto ultimo, para favorecer la actividad fotosintética).
Por otro lado, el dominio abaxial consta de una epidermis con numerosas células
estomaticas embebidas y de una capa de células de mesdfilo esponjoso. La hoja
presenta inervacion del tejido vascular, y éste también se encuentra asociado a la
dorsiventralidad del 6rgano, teniendo asi identidad abaxial el floema y adaxial el

xilema (Yamaguchi et al., 2012).

El desarrollo foliar temprano es complejo y responde a tres procesos principales:
la iniciacion del primordio foliar, el establecimiento de la dorsiventralidad (polaridad
adaxial/abaxial) en un plano transversal y de las regiones distal y proximal en un
plano longitudinal, y el desarrollo de un meristemo marginal (Tsukaya, 2013).
Dentro de estas regiones ocurren distintos mecanismos de regulacién del
desarrollo, desprendiéndose dominios de proliferacion celular (dando origen asi al
meristemo foliar), de diferenciacion y de expansiéon celular. La comunicacion

intercelular influye en la determinacién de estos dominios (Tsukaya, 2013).

En la region distal o apical se encuentran zonas de expansion celular y, en la
region basal, de proliferacién. Dentro de la zona de proliferacion el marcador
CYCB1 (CYCLYN B1), especifico de las fases G2/M del ciclo celular, permite
evaluar la division y crecimiento de las células del primordio foliar desde su inicio
hasta que la hoja se puede considerar madura (Tsukaya, 2013). El factor conocido
como ANGUSTIFOLIA3 es un co-activador transcripcional importante para el
desarrollo foliar visto desde el plano transversal. Este se acumula en células del
mesofilo y funge como regulador positivo de la proliferacion celular desde las
células del interior del tejido hacia la epidermis (Kawade et al., 2013); de este

modo, coordinando la formacién de las distintas capas celulares.
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Partiendo de la regidbn meristematica (misma que se establece entre la lamina de
la hoja y el peciolo) y a través de los margenes foliares, se transportan auxinas de
manera continua. Este proceso se ha postulado que esta ligado a maximos de
concentracion de auxinas, los cuales estan controlados por la actividad del
transportador de auxinas PIN1, de manera analoga a lo que ocurre en el
meristemo apical. Dado que el suministro puede presentar variaciones, en los
margenes foliares puede ocurrir la formacion de aserraciones (Tsukaya, 2013).
Dentro del SAM, PIN1 contribuye a la iniciacion del primordio foliar a través de un
influjo de auxinas en direccidén hacia un primordio incipiente; posteriormente, PIN1
reorganiza el flujo de auxinas desde el primordio hacia el SAM una vez se ha
iniciado el desarrollo foliar. Esto se ve reflejado dentro del dominio adaxial al
establecerse en éste una zona transitoria de bajo flujo de auxinas (Fig. 10). En
plantas mutantes para PIN1 (pinl-1) se registran defectos en la determinacién de
la polaridad de la hoja, teniéndose dos fenotipos en alrededor de un cuarto de las
hojas: en forma de trompeta y rod-like; ambos con una vasculatura abaxializada
(Qi etal., 2014). Al hacer dobles mutantes entre PIN1 y REV (un factor de
transcripcion tipo HD-ZIPIII con importancia en el dominio adaxial), el fenotipo rod-
like se presenta en alrededor del 50% de las hojas. No obstante, en mutantes solo

para REV no se presenta este fenotipo.

Primordio foliar

Noor Adaxial ,l

ta-siR-ARF

_—\HD-ZIP Il

Primordio foliar

Maximo ;'
de auxinas

L3iL2 L1

Fig. 10. Iniciacion del primordio foliar y determinaciéon de la polaridad abaxial/adaxial. Para la iniciacion del primordio
foliar se requieren maximos de concentraciones de auxinas. PIN1 media este proceso. En la determinacién de la
polaridad abaxial/adaxial se reconocen tres familias de factores transcripcionales que dotan de identidad a uno u otro
dominio, los KANADI y YABBY se expresan en el dominio abaxial, mientras que los HD-ZIP Ill, lo hacen en el dominio
adaxial. La expresion de aquellos factores transcripcionales del dominio abaxial reprime la expresién de los propios del
dominio adaxial y viceversa. Aunado a esto, gradientes de auxinas también controlan la determinacion de la identidad
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de un dominio u otro, en el caso del dominio adaxial, éste se depleta transitoriamente de auxinas durante este proceso.
Esquema modificado de Kalve et al., (2014).

La polaridad del eje dorsiventral de la hoja esta influida tanto por reguladores
genéticos en el primordio foliar dentro de cada dominio, como por el transporte de
auxinas desde y hacia el primordio por parte del SAM (Qi et al., 2014; Yamaguchi
et al.,, 2012). Los reguladores del dominio adaxial incluyen a los miembros de las
familias HD-ZIPIII, como REVOLUTA (REV), PHABULOSA (PHB) y PHAVOLUTA
(PHV); mientras que para el caso del dominio abaxial, incluyen a los KANADI
(KAN), ETTIN/AUXIN RESPONSE TRANSCRIPTION FACTOR (ARF3) y ARF4;

todos éstos siendo factores de transcripcion (Fig. 10) (Tsukaya, 2013).

El establecimiento final del programa de desarrollo foliar esta relacionado a la
expresion de los genes YABBY (FILAMENTOUS FLOWER [FIL/YAB1], YAB2,
YAB3 y YABA4) (Fig. 10); éstos son factores de transcripcion de localizacién abaxial
y regulan el cambio desde el programa de desarrollo del SAM hacia la expresién
de un programa especifico de la hoja, partiendo de la polaridad adaxial/abaxial

para activar el programa de desarrollo de la lamina foliar (Tsukaya, 2013).
1.4.1. Los defectos en la hoja de clb5-1

Los defectos en la hoja de clb5-1 se evaluaron por medio del uso de marcadores
para el desarrollo de la hoja fusionados a la B-Glucoronidasa (GUS) como gen
reportero. Los genes seleccionados como marcadores fueron FIL, REV, PHB, y
CYCBL1; asi como el marcador DR5, para documentar la acumulacién de auxinas.
Este analisis demostré que no hay transicion a crecimiento expansivo en clb5-1 ya
gue existe expresion de CYCBL1 a lo largo de toda la hoja verdadera y no se
establece un frente de arresto de la proliferacion celular. La polaridad
abaxial/adaxial de la hoja de clb5-1 esta afectada ya que no existe expresion de
FIL en el dominio abaxial de la hoja verdadera, sino sélo expresién del mismo en
torno al dominio abaxial de los cotiledones y la expresion de PHB esta
deslocalizada, pues en éstas plantas se observa en tejido vascular y no en el
dominio adaxial, asi como que en clb5-1 no existe ramificacion del eje vascular (la

expresion de REV se limita en torno a un Unico eje vascular central). Asimismo,
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se demostré6 que en la hoja de clb5-1 no existe respuesta a auxinas, pues se

observé una nula expresion de DR5 (Avendafio-Vazquez et al., 2014).
1.5. Latraduccion del genoma plastidico

Inducir defectos en el aparato traduccional del plastido, ya sea por medio de
compuestos quimicos o de mutaciones, genera alteraciones en el desarrollo
normal de la planta. Particularmente, si se afecta mediante mutaciones a
componentes esenciales del aparato de traduccion plastidica, se generan
fenotipos aberrantes en hoja caracterizados por el arresto de la proliferacién
celular en N. tabaccum (Tiller & Bock, 2014). De manera similar, las mutantes en
A. thaliana sca3 (en el gen RpoTp) y hfp-108-1 (mutante para RRF, del inglés
Ribosomal Recycling Factor) presentan hojas con aserraciones, y scal (en el gen
rps5) que exacerba el fenotipo (hojas aserradas) de asl as2, dos factores de
transcripcion involucrados en el desarrollo foliar (Mateo-Bonmati et al., 2015; Tiller
& Bock, 2014).

En A. thaliana, el genoma del cloroplasto codifica para 54 proteinas centrales que
estan principalmente asociadas a la actividad fotosintética de este organelo, 31
proteinas participan en la regulacion de la expresion del DNA plastidico y 45
genes que transcriben para rRNAs o tRNAs (del inglés transfer RNA) (Jarvis &
Lépez-Juez, 2013).

La expresion génica del plastoma y el genoma bacteriano es muy similar. El DNA
dentro del cloroplasto se agrupa en nucleoides, y su transcripcion depende de o y
de una polimerasa de tipo bacteriano (PEP). La sintesis de proteinas requiere de
ribosomas 70S de tipo bacteriano y la transcripcion y la traduccién estan
acopladas, tal y como ocurre en procariotas (Jarvis & Lépez-Juez, 2013). No
obstante, a pesar de las similitudes que existen entre el genoma bacteriano y el
plastidico, la regulacion de la expresion del plastoma es mas compleja, puesto que
requiere de una polimerasa adicional para la transcripcion de algunos de los genes
plastidicos, la NEP (Borner et al., 2015; Jarvis & Lopez-Juez, 2013; Tiller & Bock,

2014). También incluye procesamiento post-transcripcional de los mRNAs (del
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inglés messenger RNA) por diversas proteinas como las PPR (Manna, 2015;
Shikanai, 2015).

El aparato traduccional del cloroplasto estd compuesto por proteinas ribosomales,
rRNAs y tRNAs. Estos componentes se encuentran codificados tanto en el
plastoma como en el genoma nuclear (Tiller & Bock, 2014). El ribosoma plastidico
estd conformado por dos subunidades; una subunidad pequefia 30S y la
subunidad grande 50S, que a su vez estan compuestas por los rRNAs 16S; y 23S,
5S y 4.5S, respectivamente; todos codificados en el genoma del plastido (operén
rrn). El rRNA 4.5S no existe en bacterias, sino solamente en plantas y la evidencia
apunta a que deriva de un evento de fragmentacion del rRNA 23S, siendo asi una
de las diferencias importantes entre el clororibosoma (ribosoma del cloroplasto) y

el ribosoma bacteriano (Tiller & Bock, 2014).

En lo que respecta a las proteinas ribosomales, cinco de éstas son exclusivas del
cloroplasto, mientras que las 52 restantes tienen proteinas ortdlogas en
Escherichia coli. Del total de proteinas que se asocian a las dos subunidades del
clororibosoma, 36 se encuentran codificadas en el genoma nuclear y las 21

restantes, en el plastoma.

Dentro del plastoma de N. tabaccum, 30 genes codifican para los tRNAs
necesarios para que el aparato traduccional plastidico sea funcional; no obstante,
se ha encontrado que puede existir traduccion en el plastido con un conjunto
minimo de 25 tRNAs. Mutantes knockout para tRNAs plastidicos no esenciales
exhiben fenotipos caracterizados por un crecimiento lento y actividad fotosintética

reducida, asociada a una traduccion plastidica comprometida (Alkatib et al., 2012).
1.5.1. Lainhibicion de la traduccidn plastidica

El uso de antibidticos como inhibidores de la traduccion plastidica genera
alteraciones en el desarrollo de la hoja. Tal es el caso de la lincomicina (Lin) y la
espectinomicina (Sp), los cuales inhiben la formacién de la lamina foliar (Parker et
al., 2014; Parker et al., 2016; Tameshige et al., 2013); para Lin se ha reportado

gue incluso se afecta la polaridad de la hoja, incidiendo en la expresion de FIL y

32



mMiRNAs (del inglés micro RNAs) como miR165. Estos defectos también parecen
estar relacionados a un proceso de sefalizacidn retrograda, dado que ninguno de
los genes que se codifican dentro del plastido estan directamente involucrados en
el desarrollo foliar (Tiller & Bock, 2014).

En las subunidades mayor (50S) y menor (30S) de los ribosomas plastidicos se
encuentran tres sitios donde se unen los tRNAs: el sitio A (aminoacil), el P
(peptidil) y el E (del inglés exit; salida) (Joseph, 2003). La subunidad 30S contiene
los sitios para la decodificacion del transcrito, en los cuales, la interaccion entre los
codones del mRNA vy los anticodones del tRNA determinan la seleccion de uno u
otro aminoacil tRNA (aa-tRNA). La sintesis proteica requiere que se transloguen
sucesivamente los tRNAs del sitio A al sitio P; y de éste, al sitio E, para que asi,
puedan seguir traduciéndose los codones restantes del mRNA (Beringer &
Rodnina, 2007; Frank et al., 2007; Ling & Ermolenko, 2016). La Sp inhibe
estéricamente la rotacion de la cabeza de la subunidad 30S por medio de su union
a la hélice 34 del rRNA 16S (Fig. 11) (Borovinskaya et al., 2007). Adicionalmente,
se ha reportado que este antibibtico interacciona con la proteina ribosomal S5
(rpsb) en la lisina 25 (Lys25). Por lo tanto, mutaciones para rps5 y rrnl6 generan
insensibilidad ante la accion de la Sp (Borovinskaya etal., 2007; Wirmer &
Westhof, 2006). La formacion del enlace peptidico es dependiente de la accién del
centro peptidil transferasa (PTC), mismo que esta presente en la subunidad 50S.
Su actividad se adscribe dentro del proceso de translocacion. La Lin inhibe la
actividad del PTC al unirse a su sitio A, con lo cual interfiere en la formacion del
enlace peptidico (Wilson, 2009). ElI PTC esta formado por una asa derivada del
rRNA 23S de la subunidad 50S ribosomal; por consiguiente, mutaciones para este
gen derivan en resistencia a este antibiético (Douthwaite, 1992; Matzov et al.,
2017).
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Fig. 11. Modo de accion de la espectinomicina (Sp). a) Estructura quimica de la Sp. b) Estructura del ribosoma de
Escherichia coli, en naranja se indica la hélice 34 del rRNA 16S (h34), sitio de unién de la Sp en el ribosoma; CP indica el
centro peptidil transferasa del rRNA23S, h44 corresponde a la hélice 44 del rRNA23S y H69, a la hélice 69 del rRNAS5S. c)
Mapa de densidad de electrones de la Sp unida al ribosoma; G1064, G1068, y G1193 son los nucledtidos del surco
menor de la h34 con los que interacciona la Sp. K25 (Lys25), es el aminoacido de la proteina ribosomal rpS5 con el cual
contacta la Sp para interaccionar con esta proteina. Modificado de Borovinskaya et al. (2007).

Mulo et al. (2003) reportaron que la Lin y la Sp afectan la traduccion plastidica sin
tener efectos importantes en la traduccion nuclear, mediante el andlisis de
extractos de hojas de Pisum sativum que fueron previamente incubadas con
dichos antibiéticos (Fig. 12a). Asimismo, los autores constataron que en hojas de
Glycina max, la sintesis de proteinas mitocondriales tampoco se ve afectada por la
Lin (Fig. 12b).
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Fig. 12. Efecto de diversos antibiéticos en la sintesis de proteinas en el citoplasma (a) y la mitocondria (b) en hojas de
plantas de Pisum sativum y Glycina max. a) Acumulacion de CP47, CP43, D1, D2 y LHCIl en hojas tratadas con
lincomicina (lin) espectinomicina (sp), estreptomicina (str), cicloheximida (cyc), puromicina (pur) y eritromicina (ery). El
decrecimiento en la acumulacion de LHCII evidencia afectacidn a la sintesis de proteinas en el citosol, mientras que, el
de D1, en el cloroplasto. Los antibidticos lin y sp no afectan la acumulacién de LHCII, pero si la de D1 (encerrada en
rojo), por lo que puede decirse que solo afectan la sintesis de proteinas en el cloroplasto y no en el citoplasma.b) lin no
afecta la expresion de proteinas mitocondriales, contrariamente a lo que ocurre con el cloranfenicol (CAP). Mulo et al.,
2003.

El defecto en el desarrollo foliar causado por la inhibiciébn de la traduccion
plastidica (ITP) con Lin o Sp en A. thaliana, fenocopia al presente en clb5-1; pues
en ambos casos, la planta desarrolla una hoja en la cual no se puede distinguir
entre lamina y peciolo, presentando Unicamente una estructura de tipo radial; y
son plantas albinas (Fig. 13), en las cuales no parece haber clorofilas o

carotenoides.

Lin 230puM Sp 100puM clb5-1

Fig. 13. Morfologia foliar de plantas de A. thaliana a las que se ha inhibido la traduccién del cloroplasto con
Liny Sp, y hoja de clb5-1. Modificado de Tameshige et al., (2013); Parker et al., (2016); Avendafio-Vazquez et
al., (2014).
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Dada esta semejanza fenotipica, la pregunta que surge es si la modulacion del
desarrollo foliar en ambos casos es a consecuencia de un mismo proceso de
sefalizacion retrégrada, esto permitiria sugerir que la via derivada de la
acumulacion de fitoflueno y ¢-carotenos y la via derivada de la inhibicién de la

traduccion plastidica son parte de una misma via.
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2. JUSTIFICACION

Los estudios iniciales de la mutante clb5-1 permitieron sustentar que existe una
sefal retrograda de origen apocarotenoide (ACS1), capaz de afectar el proceso de
morfogénesis de la hoja. Dada la similitud morfolégica entre el fenotipo de la hoja
de clb5-1 y el fenotipo foliar de plantas con inhibicién de la traduccién plastidica,
es posible que ambos fenotipos sean el resultado de la afectacion de una misma
via de sefalizacion retrograda durante el desarrollo foliar. Para determinar lo
anterior, es necesario realizar un analisis detallado a nivel fenotipico y molecular
de plantas a las que se les inhiba la traduccién plastidica en contraste con la
mutante clb5-1.

3. HIPOTESIS

La acumulacion de los intermediarios fitoflueno y {-carotenos, debido a la falta de
la enzima ZDS, asi como la inhibicidn de la traduccion plastidica, afectan el mismo

mecanismo de sefializacion retrograda durante el desarrollo de la hoja.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Caracterizar el efecto de la ITP en el desarrollo de la hoja y su relaciéon con la
sefal ACS1.

4.2. Objetivos particulares

1. Optimizar las condiciones para llevar a cabo la inhibicion de la traduccion
plastidica en plantas de A. thaliana con los antibidticos Sp y Lin y evaluar su
efecto en el desarrollo de la hoja.

2. Realizar una caracterizacion histolégica y morfolégica de las plantas inhibidas
en la traduccion plastidica y compararla con la caracterizacién reportada para

clb5-1.
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. Caracterizar morfolégicamente los plastidos de plantas con inhibicion de la
traduccion plastidica para posteriormente compararlos con los reportados para
clb5-1.

. Analizar la participacion de fitoflueno y -carotenos en el fenotipo producto de
la inhibicion de la traduccién del cloroplasto.

. Analizar la participacion de otros elementos relacionados con la sefalizacion
retrograda en A. thaliana en el mecanismo de sefializacion derivado de la ITP y
en el derivado de ACS1.

Determinar si existe una temporalidad definida dentro de la cual, la inhibicién

de la traduccién plastidica puede afectar el desarrollo de la hoja.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para este estudio se emplearon los ecotipos Columbia (Col-0) y Landsberg erecta
(Ler-0) de A. thaliana, asi como las mutantes clb5-1 (fondo Ler-0), spcl-2 (fondo
Col-0) y gunl-1 (fondo Col-0). Para el cultivo de las semillas en esterilidad, éstas
se desinfectaron con etanol absoluto y una solucion de hipoclorito de sodio
(Clorox™) al 20% en agua destilada. Inicialmente, se colocaron las semillas en
microtubos de 1,5 mL y se les adicion6 1 mL de etanol absoluto durante un
minuto; una vez pasado dicho periodo, se eliminé el etanol y se agregé 1 mL de
hipoclorito de sodio al 20% por cinco minutos. Luego, se procedio a realizar cinco
lavados con agua destilada estéril. Terminada la desinfeccion, las semillas se
estratificaron en los tubos con agua destilada durante cuatro dias en oscuridad y
después se sembraron en medio GM 1X [Murashige & Skoog suplementado con
vitaminas de Gamborg (PhytoTechnology Laboratories, Shawnee Mission, KS.,
USA), sacarosa 1% (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO., USA), MES 0.05% (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO., USA), agar para micropropagacion 0.8% (Sigma Aldrich,
Saint Louis, MO., USA), pH 5,7] en cajas Petri. Las semillas germinaron en
camaras de crecimiento in vitro (Percival, CU41L4) con un fotoperiodo largo (16 h
luz / 8 h oscuridad), a 22°C y una intensidad luminica de aproximadamente 90
umol m2 s, Para el crecimiento en sustrato de las plantas se empleé una mezcla
consistente en 4.5 L de Peat moos (mezcla 3) (Sunshine, Sun Gro Horticulture,
Agawam, MA., USA), 3 L vermiculita (Sun Gro Horticulture, Agawam, MA., USA), 2
L de perlita (Agrolita; Tlalnepantla, Estado de México, México) y 15.8 g de
osmocote (Everris, Geldermalsen, The Netherlands). Las plantas en sustrato se
crecieron en cuartos de crecimiento a 22°C con fotoperiodo de dia largo (16 h luz /

8 h oscuridad) a 42 ymol m? s de intensidad luminica.

5.2. Crecimiento bajo condiciones de inhibicion de la traduccion del

cloroplasto

Dado que existe una sensibilidad distinta ante los antibioticos que inhiben la

traduccion plastidica entre los ecotipos Col-0 y Ler-0 de A. thaliana (Parker et al.,
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2014; Parker et al., 2016), se analizaron diferentes concentraciones de Liny Sp en
medio GM 1X donde se germinaron y crecieron dichos ecotipos (Tabla 1). Para el
experimento se sembraron un total de 878 semillas del ecotipo Col-0 y 1728 del
ecotipo Ler-0, abarcando tres réplicas biologicas en cada caso en todos los
tratamientos con distintas concentraciones de los inhibidores. Se analiz6 el
fenotipo del primer par de hojas, aproximadamente al dia 18 post-germinacion,
momento en el cual emergia el primer par de hojas en las plantas bajo tratamiento.
La mutante clb5-1 fue crecida a la par que las plantas bajo los tratamientos de ITP
en medio GM1X, a manera de fenotipo control para realizar la comparacion entre

los dos fenotipos foliares.

Tabla 1. Concentraciones analizadas de los inhibidores de la traduccién plastidica en los ecotipos Col-0 y Ler-0 de A.
thaliana.

Col-0 Ler-0

Lin Sp Lin Sp
300 uM 50 uM 250 uyM 35 uM
70 uM 275 uM 50 uM
100 pM 300 uM 60 uM
325 uM 70 uM
100 uM
125 uM

5.3. Tratamientos con norflurazona

Para evaluar qué sucede al impedir la sintesis de carotenos en plantas donde se
inhibe la traduccion plastidica, se adicioné, a medios de cultivo GM 1X
suplementados con Sp 70uM o Lin 300 uM para la germinacioén y crecimiento de
plantas Col-0 y Sp 60uM o Lin 250uM para la germinacién y crecimiento de
plantas Ler-0, el herbicida norflurazona (NF) a una concentracion de 5uM. Se
realizaron tres réplicas con un total de 418 plantas para los tratamientos con Sp y
Sp+NF, y 364 para los tratamientos Lin y Lin+NF. El analisis se realizé al momento
de la aparicion del primer par de hojas, dado que éste estadio de desarrollo era el

40



de interés para la evaluacion del fenotipo foliar de las plantas (18 dias

aproximadamente).

A manera de control se empleé a la mutante clb5-1, que se sabe, responde a la
inhibicion de la sintesis de carotenos (Avendafio-Vasquez et al., 2014), de ésta se
sembraron en tres réplicas, un total de 300 semillas provenientes de plantas
heterocigotas para la mutacion en medio sin herbicida. De éstas, soOlo 62
correspondieron a plantas homocigotas para la mutacion; éstas se transfirieron a
medio con el herbicida a los 3-4 dias post germinacion y se evaluo el fenotipo

foliar aproximadamente a los 18 dias.
5.4. Andlisis estadistico de los tratamientos con NF

Para el andlisis de la distribucién de los fenotipos en los tratamientos de ITP y de
ITP+NF se empled una prueba de t de Student de dos colas, con un valor de
a=0.05, para la cual, se compararon las proporciones en que se presentaban los
fenotipos en los tratamientos de ITP+NF, respecto de los tratamientos de ITP. Este
andlisis se realizo con el paquete estadistico Statistica (v7).

5.5. Andlisis del efecto de la luz sobre el fenotipo producto de la inhibicién

de la traduccion plastidica y clb5-1

Para evaluar el papel que podria jugar la luz en el fenotipo de la hoja producido
por la inhibiciébn de la traduccion plastidica, se procedié a crecer plantas Col-0
tratadas con Sp 70 pM, asi como plantas de clb5-1 bajo dos condiciones de
irradiancia luminica: 60 pmol m? s1 y 5 ymol m?2 s1 aproximadamente. La
temperatura y el fotoperiodo usados fueron los mismos que para los experimentos
anteriores; se evaluo el fenotipo del primer par de hojas, aproximadamente a los

21 dias post-germinacion.
5.6. Lineas marcadoras para el desarrollo de la hoja

Se emplearon cuatro lineas marcadoras para el desarrollo de la hoja que
corresponden a los promotores de los genes CYCB1, FIL, REV y el promotor
artificial DR5 con elementos de respuesta a auxinas, fusionados al gen reportero

GUS. Las lineas pCYCB1::GUS (donada por el Dr. Inzé de la Universidad de

41



Gante) y DR5::GUS se encuentran en el fondo Col-0, mientras que las lineas
pFIL::GUS y pREV::GUS (donadas por el Dr. Bowman de la Universidad Monash)

se encuentran en el fondo Ler-0.

Para evaluar los defectos en el desarrollo de la hoja derivados de la ITP, se
crecieron plantas de las cuatro lineas marcadoras en medio GM1X adicionado con
Sp 70uM y Lin 300uM (fondo Col-0) o Sp 60uM y Lin 250uM (fondo Ler-0) a las
gue posteriormente se realizaron pruebas histoquimicas para revelar el patron de
expresion de GUS en las mismas. Para la comparacion con clb5-1 se utilizaron
cruzas de los marcadores con clb5-1, crecidas en medio GM1X sin antibioticos. Se
evaluaron sélo las plantas que fuesen homocigotas para el marcador y la

mutacion.
5.7. Andlisis histoquimico de la B-glucoronidasa (GUS)

Para la deteccion de la actividad de GUS en la mutante clb5-1 asi como también
en las diferentes lineas marcadoras para el desarrollo de la hoja, en condiciones
de inhibicién de la traduccién plastidica, las plantas fueron incubadas en una
solucion de tincion [X-Gluc 1mg/mL (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO., USA),
ferrocianuro de potasio 5mM (Sigma Aldrich, Saint Louis MO., USA), ferricianuro
de potasio 5mM (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO., USA), EDTA 500mM (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO., USA), Triton X-100 1% (Bio Rad Laboratories, Hercules,
CA., USA) y Buffer de fosfatos 1M, pH 7 (J.T. Baker, Center Valley, PA., USA)].
Para asegurar la penetracion de esta solucién en el tejido vegetal, se aplico vacio
por cuatro minutos y, posteriormente se incubaron a 37°C durante toda la noche
(en el caso de las reporteras de CYCB1 y DR5 y sus cruzas con clb5-1) o por
cuatro horas (en el caso de las reporteras de FIL y REV y sus cruzas con clb5-1).

5.8. Desteiiido de las plantulas de las lineas marcadoras para el desarrollo de

la hoja

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se retird el buffer con la solucién de
tincion. Para eliminar la clorofila de las plantas, se procedio a colocarlas en 1 mL

de una solucidtn de acetona-metanol 3:1 durante una hora. Pasada la hora, se
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decanto la solucion y se adicioné 1 mL de etanol al 70%, realizando entre cuatro y
cinco lavados con éste con intervalos de una hora entre cada uno. Las plantas se
conservaron en etanol al 70% para su posterior observacion en el microscopio
estereoscopico. Cabe mencionar que en el caso de las plantas albinas (aquellas
qgue fueron sometidas a los tratamientos de ITP o tratadas con NF, asi como las
reporteras de clb5-1) Unicamente se realizaron dos lavados con etanol al 70%

después de retirar el acetona-metanol 3:1.
5.9. Adquisicion de las imagenes

Para la toma de las fotografias de las plantas se emple6 una camara Nikon Digital
Sight DS-Filc acoplada a un microscopio estereoscopico Nikon SMZ1500; este
sistema se encuentra conectado al computador mediante un controlador Nikon
Digital Sight DS-U3 que, a su vez, para funcionar, requiere del software NIS-
Elements F (v4.0).

5.10. Cinética de transferencia de semillas a medio GM 1X con inhibidores de
la traduccion plastidica

Con el objeto de determinar si existe una temporalidad definida en la cual la ITP
actua sobre el desarrollo foliar se realizé una cinética de transferencia de semillas.
En esta se partié de un conjunto de 270 plantas Col-0 crecidas en medio GM 1X
sin inhibidores de la traduccién plastidica, de entre las cuales, cada 12 horas se
transfirieron 30 plantas a medio en presencia de Sp 70uM durante cuatro dias (96
h). Posteriormente, éstas se revisaron al alcanzar el estadio 1.02 de desarrollo,
correspondiente a la aparicion del primer par de hojas (Boyes et al., 2001) y se
contabilizé la proporcibn en que se encontraban representados los fenotipos
foliares; es decir, plantas arrestadas en su desarrollo (plantas sin hoja), con hoja
afectada (hojas con defectos en su desarrollo y carentes de peciolo) o con hoja

laminar (hojas con peciolo y lamina).
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5.11. Microscopia de hojas de plantas bajo ITP y mutantes en ZDS

Con el objetivo de hacer una comparacion entre la anatomia de la hoja causada
por la inhibicién de la traduccion plastidica y la hoja de clb5-1, asi como para
comparar la morfologia de sus plastidos, se emplearon plantas de 18 dias crecidas
bajo tratamientos de inhibicion de la traduccion plastidica (Lin 300um o Sp 70uM),
asi como en fondo clb5-1 y spcl-2 (mutante en ZDS alélica a clb5-1), mismas que,
posteriormente fueron fijadas por una hora con glutaraldehido al 2.5% en un buffer
de cacodilatos de sodio 0.16 M a pH 7.2 y embebidas en resina London White (LR
White, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO., USA) y, subsecuentemente, se sometieron
a una camara de vacio por una hora. Después se procedid a cortar las hojas de
las plantas fijadas y embebidas, en plano transversal por medio de un
ultramicrétomo (Leica Ultracut). Se realizaron cortes finos (60 nm) y semifinos (3
pum), los primeros se montaron en rejillas y los udltimos en laminillas para
observacion en campo claro. Los cortes transversales semifinos se tifieron con
azul de toluidina 0.5% durante un minuto y, posteriormente se observaron en
microscopio Optico para asi analizar la anatomia de la hoja tanto de las mutantes
como de las plantas bajo tratamientos de ITP. Las rejillas de los cortes ultrafinos
se destinaron para microscopia electronica de transmisién, para lo cual se tifieron
con uranilo (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO., USA) al 3% (por diez minutos) y
acetato de plomo al 0.3% (por tres minutos). En el microscopio electrénico (Carl
Zeiss, LIBRA 120) se trabajé a 80 KV. Para el caso de los cortes longitudinales,
todas las laminillas que se obtuvieron se emplearon para observacion en

microscopia electronica.
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6. RESULTADOS

6.1. Optimizacién de las condiciones para la inhibicion de la traduccién

plastidica

En la literatura se ha reportado que la ITP mediante el uso de los antibioticos Lin y
Sp afecta el desarrollo de la hoja (Parker et al., 2014; Tameshige et al., 2013).
Dada la similitud del fenotipo de hoja acicular de clb5-1 y el reportado para plantas
inhibidas en su traduccién plastidica, surge la pregunta de si el fenotipo ocurre por
una misma sefial retrégrada en ambos casos. Puesto que las plantas tratadas con
los antibidticos Sp y Lin, como la mutante clb5-1, tienen un desarrollo
considerablemente mas lento que las silvestres que no estan en tratamiento, se
utilizé la clasificacion 1.02 de estadio de desarrollo de A. thaliana reportado por
Boyes et al., (2001), que hace referencia a la presencia de un primer par de hojas
(Fig. 14), para realizar una evaluacion comparativa fenotipica de las plantas
silvestres, la mutante clb5-1 y aquellas crecidas en inhibidores de la traduccién

plastidica.

Fig. 14. Estadios de desarrollo de A. thaliana crecida en medio sin antibidtico. Imbibicion (A), emergencia de la radicula
(B), emergencia del hipocotilo y los cotiledones (C), apertura total de los cotiledones (D), aparicion del primer par de
hojas (E), aparicidn del segundo par de hojas (F), diez hojas de roseta (G). Tomada de Boyes et al., 2001.
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Inicialmente se realizO una caracterizacion general del efecto causado por
concentraciones crecientes de los antibidticos de interés. Como se observa en la
Fig. 15, en todas las concentraciones utilizadas de Lin y Sp se generaron diversos
fenotipos foliares. Estos incluyen desde plantas con una lamina incipiente y con
una region proximal mas amplia que la region distal (hojas lanceoladas), hasta
plantas con hojas radializadas que recuerdan a las hojas de la mutante clb5-1
(hojas aciculares); finalmente también se observaron plantas que se arrestan en
su desarrollo en el estadio 0.7 o 1.0; es decir, que no desarrollaron hojas

verdaderas (plantas arrestadas).

Hoja silvestre Hoja acicular
a) b)

.

e =

Planta arrestada Hoja Hoja lanceolada
d) afectada <

Fig. 15. Fenotipos foliares producto de la inhibicion de la traduccion del plastido con espectinomicina (Sp) y
lincomicina (Lin). La inhibicién de la traduccion del plastido afecta el desarrollo de la hoja, y en una poblacién de plantas
tratadas con los inhibidores Li y Sp se observa un gradiente de fenotipos. En la figura se representan los fenotipos que se
emplearon como categorias para este estudio (acicular, lanceolado y arrestado). Las hojas verdaderas se indican con
flechas. a) Planta silvestre de 15 dias crecida en medio sin inhibidores. b), c¢) y d) Plantas silvestres en estadio 1.02
crecidas en medio con Sp o Lin.

Para fines practicos, en este estudio se decidié agrupar a los fenotipos lanceolado
y acicular en uno solo que recibe el nombre de “hojas afectadas”. No obstante,
para algunos de los andlisis posteriores dentro de este trabajo se tomo en cuenta
de manera exclusiva a las plantas cuyas hojas eran similares al fenotipo foliar de
clb5-1; es decir, con fenotipo acicular. Esta bien establecido que los inhibidores Sp

y Lin afectan predominantemente la traduccion del plastidica (Liao et al, 2016;
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Mulo et al., 2003; Parker et al., 2014; Parker et al., 2016; Smith-Johansen et al.,
1980); de modo que el fenotipo observado de la hoja es solo atribuible a defectos
en este organelo y no a la afectacion de manera directa de la traduccion

citoplasmica o mitocondrial.

El primer objetivo en este trabajo fue determinar la concentracion minima
necesaria para que los inhibidores de la traduccion del plastido impidan
eficientemente la traduccién plastidica y en consecuencia exista en la poblacion de
estudio, un fenotipo foliar mas homogéneo, tanto a nivel de la forma como por la
ausencia de pigmentacion (albinismo), pero sin que la afectacion llegue a ser tal
que inhiba el desarrollo de las plantas (plantas arrestadas) como resultado de
posibles efectos secundarios no caracterizados. Puesto que se ha reportado
previamente diferente sensibilidad de varios ecotipos silvestres de A. thaliana a los
inhibidores de la traduccion plastidica (Parker et al., 2014; Parker et al., 2016) y
dado que las plantas utilizadas en este trabajo pertenecen a dos ecotipos, se

decidié optimizar las concentraciones para Sp y Lin (Figs. 16 y 17).

a) b)
Col-0 Ler-0
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2 g
_a 100% g 100%
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2 B Afectada 5 m Afectada
S 20% o 20%
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Fig. 16. Optimizacion de las concentraciones de Sp en los ecotipos Col-0 y Ler-0. Para el ecotipo Col-0 (a) se probaron
tres concentraciones de Sp (50, 70 y 100 uM); la concentracion 70 uM presenté el porcentaje de arresto mas bajo y una
alta representacion de hojas afectadas (96%). Para el caso del ecotipo Ler-0 (b), se probaron seis concentraciones (35,
50, 60, 70, 100 y 125 puM); la concentracién 60 pM se consideré como 6ptima, dado que en esta concentracion, la
poblaciéon de plantas con hoja afectada se incrementd hasta corresponder a poco menos del 50% y a que, en
concentraciones menores, se registraban plantas de coloracién verde palido o amarillentas, indicando que quiza no
estaba inhibiéndose la traduccidn del plastido totalmente; asi como plantas con un fenotipo mas semejante al silvestre
(laminar) (aunque en baja representacion).

En lo que respecta al inhibidor Sp para el ecotipo Col-0, se probaron
concentraciones de 50, 70 y 100 uM (Fig. 16a). La concentracién 70 pM permitié
obtener plantas albinas representadas principalmente por el fenotipo de hoja
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afectada (96%) y una menor tasa de arresto en el desarrollo foliar (0.4%). Por lo
tanto, 70 uM Sp fue la concentracion que se decidio utilizar para realizar los
analisis posteriores. Cabe aclarar que disminuyendo la concentracién a 50 yM, se
detectd dentro de la poblacion plantas con un fenotipo mas semejante al silvestre
en la morfologia de sus hojas, a este se le denominé “laminar”; en éste, las hojas
presentaron distincion clara entre lamina y peciolo; estas plantas fueron albinas o
de color verde palido o amarillento. Finalmente, con una concentracion mayor (100

MM), se presentd mayor porcentaje de plantas arrestadas en el desarrollo.

Para el caso del ecotipo Ler-0, se analizaron seis concentraciones de Sp desde 35
UM hasta 125 pM (Fig. 16b), ya que se desconocia si éste ecotipo es mas o
menos sensible ante el tratamiento de ITP que Col-0. El andlisis mostrd que altas
concentraciones del antibiético (100 y 125 pM) generaron en este ecotipo el
arresto en el desarrollo de méas del 64% de la (estadios 0.7 y 1.0). En contraste,
concentraciones entre 60 uM y 70 yM, generaron en la poblacién entre un 45 a
48% de hojas afectadas, mientras el resto de la poblacion (mas del 50%) arresto
su desarrollo. Finalmente, concentraciones menores del inhibidor (35 y 50 uM)
indujeron mas heterogeneidad en la poblacion, pues se presentaron plantas con
fenotipo foliar laminar (albinas, amarillentas o verduzcas). Por consiguiente, y con
el objetivo de emplear una concentraciéon con la menor cantidad de efectos
secundarios, como el arresto o un incremento en la letalidad sobre la poblacién
pero que generara el fenotipo de interés, se decidié utilizar la concentracién de 60
MM como 6ptima para el ecotipo Ler-0, pues permitia observar el fenotipo de
interés en una proporcion de entre el 40-45%. Con base en este analisis podemos
concluir que el ecotipo Col-0 es mas resistente que el ecotipo Ler-0 a la ITP
mediada por Sp.

Para el caso de Lin con el ecotipo Col-0, se utilizé una Unica concentracién de 300
MM, dado que la concentraciéon 6ptima para éste inhibidor habia sido optimizada
previamente en del laboratorio. Col-0, en presencia de Lin genera una baja
proporcion de plantas con hojas arrestadas (11%) y un 89% de individuos con

fenotipo de hoja afectada (Fig. 17a). En este tratamiento la totalidad de las plantas
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fueron albinas, con lo cual se abarcaron los dos criterios de evaluacion de los
fenotipos: albinismo y presencia de un gradiente de afectacion en el desarrollo
foliar sin prevalencia del fenotipo arrestado. Para el ecotipo Ler-0, se analizaron
cinco concentraciones de Lin, 250, 275, 300, 325 y 350 uM (Fig. 17b). El
porcentaje de plantas con fenotipo arrestado en Ler-0 fue considerable (41%), aun
utilizando la concentracién mas baja del inhibidor (250 uM), donde se observé un
59% de individuos con alteracion en el desarrollo foliar. Con una concentracion de
275 uM de Lin, un 48% de los individuos sufrieron arresto en el desarrollo y un
52% presentan un fenotipo de hoja alterada. A una concentracion de 300 uM
(6ptima para inhibir la traduccion plastidica en plantas Col-0), existe una
porcentaje de arresto del 52% y el 48% restante tiene hojas alteradas. Por ultimo,
en presencia de las concentraciones mas altas (325 y 350 uM), el arresto en el
desarrollo foliar aumenta a 54% y 63%, respectivamente. Por lo tanto,
considerando la proporcién de plantas arrestadas, la homogeneidad fenotipica en
la poblacién y para minimizar efectos secundarios, se decidid seleccionar la
concentracion de Lin de 250 uM como 6ptima para los estudios subsecuentes para

el ecotipo Ler-0.
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Fig. 17. Optimizacion de las concentraciones de Lin en los ecotipos Col-0 y Ler-0. Para Col-0 (a), la concentraciéon 300
UM se consideré como 6ptima dado el alto porcentaje de plantas afectadas y pocas arrestadas. En lo que respecta al
ecotipo Ler-0, se emplearon cinco concentraciones, dos arriba (250 y 275 uM) y dos debajo (325 y 350 uM) de la
concentracién encontrada como dptima para el ecotipo Col-0, de éstas, 250 uM fue la que reportd el menor porcentaje
de plantas arrestadas en el desarrollo (48%), con 52% de la poblacidn presentando el fenotipo de hoja afectada.
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La elevada proporcion de plantas arrestadas encontradas en el ecotipo Ler-0 al
inhibirse la traduccion plastidica con Lin, comparada con el ecotipo Col-0 (Fig. 17),
es similar a lo que ocurre con Sp (Fig. 16) y refuerza la idea de que Ler-0 es mas
sensible a la ITP que Col-0. Asimismo con ambos inhibidores, mientras mayor es
Su concentracion, existe un mayor arresto en la poblacibn en ambos ecotipos

aunque, dependiendo del ecotipo, fue mas o menos pronunciada.

Con base en nuestro analisis podemos concluir, que la inhibicidon de la traduccién
es un insulto fisioldgico al que responden de manera diferente los ecotipos de A.
thaliana y que, el ecotipo Col-0 es menos sensible que el ecotipo Ler-0 ante este
mismo para ser inhibido. Por lo tanto, para estudios de este tipo es importante
optimizar las condiciones de los inhibidores y asi asegurar la menor cantidad de
efectos secundarios derivados de los tratamientos. Para los fines de este trabajo, y
como resultado de la prospeccion de distintas concentraciones de inhibidores, se
consideraron 6ptimas Sp 70 uM y Lin 300 uM para Col-0 y Sp 60 yM y Lin 250 uyM
para Ler-0 .

6.2. La sefnal derivada de la ITP, al igual que la sefial ACS1, afecta el

desarrollo del meséfilo en las hojas

El andlisis de los cortes transversales de las hojas de las plantas inhibidas en su
traduccion plastidica con Lin y Sp revela afectacién en el desarrollo del mesofilo.
En ambos casos se presentan hojas de tipo acicular con una Unica capa de
epidermis, espacios aéreos, tejido vascular, y unas pocas células que podrian
corresponder a células de mesdfilo, adyacentes al tejido vascular. En estas hojas
no fue posible hacer una diferenciacion clara entre los dominios abaxial y adaxial
(como en clb5-1), dada la morfologia acicular de las mismas, y que la disposicion
de los tejidos no es la candnica (Fig. 18b-c), como puede observarse en las hojas
de plantas silvestres sin tratamiento; en las cuales, se distinguen epidermis
adaxial, mesofilo en empalizada, xilema, floema, mesofilo esponjoso, v,
finalmente, epidermis abaxial. No obstante, en el caso de las hojas de las plantas

tratadas con Lin puede observarse una concentracion mayor cantidad de células
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de probable mesofilo en torno a una region de la acicula (observacion cualitativa)
(Fig. 18C).

Fig. 18. Anatomia foliar de las plantas bajo ITP y mutantes en ZDS. (a) Morfologia y anatomia de una hoja de una planta
silvestre de 10 dias. En el corte se distinguen, epidermis adaxial (flecha superior), meséfilo en empalizada (células
inmediatamente debajo de la epidermis adaxial, marcadas con un asterisco), tejido vascular (dispuesto en un arreglo
circular, marcado con una estrella), mesdfilo esponjoso (células debajo del meséfilo en empalizada, marcadas por dos
asteriscos) y, por ultimo, epidermis abaxial (flecha inferior). (b) y (c) Morfologia y anatomia foliar de plantas de 18 dias
cuya traduccidn plastidica ha sido reprimida (Sp 70uM vy Lin 300uM, respectivamente). Las aciculas de las plantas bajo
ITP (Sp o Lin), presentan epidermis (flecha) y tejido vascular, espacios aéreos (flechas discontinuas) y unas pocas células
adyacentes al tejido vascular que podrian corresponder a mesdfilo. (d) y (e) Morfologia y anatomia foliar a los 18 dias de
la mutante spcl-2. En spcl-2 se reconoce un gradiente morfolégico foliar, desde hojas lanceoladas (d), hasta hojas
aciculares (e). A nivel anatomico difieren en los tejidos que presentan; en el primer caso, reconociéndose la presencia de
epidermis, mesofilo y tejido vascular, sin espacios aéreos; mientras que en el segundo, se presentan epidermis, tejido
vascular y espacios aéreos y pocas células adyacentes al tejido vascular que podrian ser remanentes de mesdfilo. (f)
Morfologia y anatomia de la hoja de c/b5-1. Las aciculas de c/b5-1 presentan epidermis, espacios aéreos, tejido vascular,
y pocas células adyacentes al tejido vascular que pueden corresponder a meséfilo. De b a f, existe afectacion en el
desarrollo del mesdfilo, revelado por la presencia de espacios aéreos (b, c, e y f), y porque, en las plantas en que logra
desarrollarse mesdfilo, éste no logra diferenciarse en los dos tipos de mesoéfilo que existen en una hoja silvestre (a).
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Con el objetivo de comparar la morfologia foliar generada por la ITP con aquella
que deriva de la modulacion del desarrollo foliar por la sefial ACS1, se incluy6 a
las mutantes clb5-1 y spcl-2 (Avendafio-Vasquez et al., 2014; Dong et al., 2007)
en este analisis; ambas mutantes son deficientes para la enzima ZDS. Las
aciculas de clb5-1 presentan una Unica capa de epidermis, espacios aéreos, tejido
vascular y unas pocas células adyacentes al tejido vascular que podrian
corresponder a células de mesofilo (Fig. 18f). En la mutante spc-1-2 existe un
gradiente de afectacion en el desarrollo foliar, de manera semejante a lo que
ocurre con la ITP, de modo que, en esta mutante se tienen plantas con morfologia
foliar acicular y plantas con morfologia foliar lanceolada (Fig. 18d-e). Debido a
esto, se optd analizar por separado ejemplares con hojas aciculares y con hojas
lanceoladas. En el caso de las plantas con hoja acicular, se observdé una
disposicion de tejidos similar a lo que ocurre con las hojas de clb5-1 y aquellas de
las plantas bajo tratamiento de ITP: una Unica capa de epidermis, espacios
aéreos, tejido vascular, y, adyacente a este, células que podrian ser de mesdfilo;
con la diferencia de que, las hojas de spcl-2 son mas ovaladas que aquellas de
clb5-1 (que son practicamente radiales). En el caso de las plantas de spcl-2 que
presentan una morfologia foliar lanceolada, los cortes demuestran que en estas
plantas no existen espacios aéreos. Los tejidos se disponen de la siguiente
manera: epidermis (una Unica capa), células redondeadas que podrian
corresponder a mesofilo y, tejido vascular. Si bien, aunque existan células que
presumiblemente sean de mesdfilo, igualmente puede decirse que existe
afectacion en el desarrollo de este tejido en estas plantas, pues no se diferencian
en los dos tipos de mesdfilo que existen en las hojas de las plantas silvestres. De
este analisis se puede concluir que la afectacion en el mesofilo es un factor en
comun entre el fenotipo foliar producido por la ITP y aquél derivado de ACS1,
aunado a la morfologia foliar.
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6.3. Los plastidos de las hojas de plantas bajo tratamiento de ITP arrestan su

desarrollo en un estadio temprano, al igual que clb5-1 o spc1-2

Se analizaron cortes ultrafinos de las plantas crecidas bajo tratamiento de ITP con
Sp o Lin mediante microscopia electrénica de transmision. A partir de estos cortes,
se detectaron organelos que probablemente corresponden a los plastidos de las
células de estas plantas; éstos se localizaron en el citoplasmas de las células
adyacentes al tejido vascular y, debido a su tamafo (~1 yM), la frecuencia con que
se encontraron en las células (estas mismas estructuras se encontraron al analizar
distintas células de diferentes plantas en el mismo tratamiento) y a que eran
distintos de otros organelos que podian reconocerse (como las mitocondrias), se
les considera como tales. La caracterizacion de la ultraestructura de estos
organelos permiti6 concluir que el desarrollo del cloroplasto se arresta muy
tempranamente como consecuencia de inhibir la traduccién del plastido (Fig. 19).
Un cloroplasto maduro posee envoltura (conformada por la membrana interna y la
externa), tilacoides (que se arreglan en granas), granulos de almidon, y
plastoglébulos, que son particulas lipoprotéicas rodeadas por una monocapa de
lipidos y que se asocian a los tilacoides. Los plastidos de las muestras crecidas en
el antibidtico Sp carecen de estructuras membranosas internas y presentan
vesiculas en altas cantidades. Los plastidos de las plantas crecidas con Lin,
igualmente, carecen de membranas internas, si bien, a diferencia de lo que ocurre
con Sp, no contienen vesiculas pequefas. Los proplastidos se ha caracterizado
que son organelos pequefos (~1 uM) sin estructuras diferenciadas en su interior
(Wise & Hoober, 2006). Tanto los plastidos de Sp como los de Lin, cumplen dichas
caracteristicas, por lo cual puede inferirse que corresponden a plastidos

arrestados tempranamente en su desarrollo, cercanos al estadio de proplastido.
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Fig. 19. El desarrollo del cloroplasto en las hojas se arresta en un estadio temprano como consecuencia de la ITP y la
mutacion en ZDS. (A) Cloroplasto de una planta silvestre. Se reconocen la envoltura del plastido (e) (membrana interna
y externa del organelo), los tilacoides (t) y algunos granulos de almidon (s). (B) Plastidos de las plantas tratadas con Sp
70uM. Son organelos pequefios de alrededor de 1 um, en cuyo interior se observan vesiculas (v) y que carecen de
membranas internas. (C) Plastido de plantas bajo tratamiento con Lin 300uM. Son organelos de menor tamafio que un
cloroplasto maduro, en cuyo interior no se reconoce la presencia de estructuras membranosas internas. (D) Plastido de
spcl-2 (hoja lanceolada). Carecen de vesiculas, si bien presentan estructuras indefinidas en su interior de naturaleza
desconocida (?). (E) Plastido de spcl-2 (hoja acicular). Son organelos pequefios sin vesiculas y sin estructuras
membranosas definidas dentro. (F) Plastido de cl/b5-1. Se reconocen, la envoltura del pldstido y vesiculas de contenido
desconocido. Dado que de B a F, en ninguno de los casos se desarrollan los sistemas membranosos internos propios de
un cloroplasto (como los tilacoides), se afirma que el desarrollo del cloroplasto en estas plantas esta arrestado
tempranamente. Plastido de c/b5-1 tomado de Avendaiio et al., (2014).

Los plastidos de clb5-1 se han reportado previamente por el laboratorio (Gutiérrez-
Nava et al., 2004). En este reporte, se observa que los plastidos de las hojas de
clb5-1 estan arrestados en el desarrollo, pueden en ellos identificarse vesiculas
(electronegativamente densas) de contenido desconocido (que podrian ser
plastoglébulos) y, como en el caso de las plantas bajo tratamiento de ITP, carecen
de estructuras membranosas internas. Para spcl-2, se evaluaron dos casos: los
plastidos de las plantas con hojas lanceoladas vy, los plastidos de las plantas con
hojas aciculares. En el primer caso, se encontraron plastidos sin vesiculas y con
estructuras indefinidas que no se observaron ni en las plantas bajo ITP, ni en clb5-
1. En el segundo caso, se observaron plastidos carentes de estructura interna
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reconocible alguna, mas parecido a lo que se observa con clb5-1, empero, a
diferencia de los plastidos de dicha mutante, no existen vesiculas identificables

electronegativamente densas.

6.4. La polaridad abaxial/adaxial esta alterada en plantas inhibidas en su
traduccion plastidica

Para evaluar con mas detalle los defectos morfolégicos causados por la ITP y
compararlos con las alteraciones morfolégicas observadas en la hoja de clb5-1, se
analizaron diferentes marcadores del desarrollo de la hoja en presencia de las
concentraciones previamente establecidas de los antibiéticos Lin y Sp,

dependiendo del fondo genético para cada marcador.

Para el caso de la expresion del marcador FIL (marcador del dominio abaxial) en
las plantas a las cuales se les inhibié la traduccién plastidica con Sp y Lin, reveld
un patron de expresion diferente del observado en clb5-1. En la mutante no se
detect6 expresion de dicho marcador en hojas verdaderas, mientras que si se
presentd expresion de FIL a lo largo de la hoja acicular en plantas en las cuales se
reprime la traduccion plastidica. Por el contrario, la expresion de GUS bajo el
promotor de FIL se limit6 al dominio abaxial en plantas silvestres. Por lo que
respecta a REV (marcador del dominio adaxial), quien en plantas silvestres se
localiza en los haces vasculares; en las plantas tratadas con los antibiéticos Sp y
Lin, se observd expresion de GUS en haces vasculares de los cotiledones y el
hipocdtilo; sin embargo, la expresion del marcador en las hojas verdaderas no
parecio restringirse al eje vascular o ser mas intensa en torno a éste sino mas fue
bien difusa en todo el tejido de la hoja. En clb5-1, la expresién de REV se presento

igualmente a lo largo de la hoja, siendo mas intensa en el haz vascular (Fig. 20).
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Fig. 20. La ITP altera el establecimiento de la polaridad adaxial/abaxial en plantas en estadio de desarrollo 1.02, de
manera distinta a lo que ocurre en clb5-1. FIL es utilizado como marcador del dominio abaxial, mientras que REV, es un
marcador del desarrollo del sistema vascular (ver no tratadas). La expresion de pFIL::GUS es inexistente en la hoja
verdadera de cl/b5-1, mientras que al inhibir la traducciéon plastidica en Ler-0, con Sp 60 uM y Lin 250uM, se registrd
expresion del marcador en la hoja. En c/b5-1 y en plantas inhibidas en su traduccién plastidica, pREV::GUS se expresa
fuertemente en torno al eje vascular de la hoja, el hipocétilo y los cotiledones, al igual que en la silvestre sin
tratamiento.

De tal modo que el patron de expresion de estos marcadores de identidad
adaxial/abaxial en plantas inhibidas en su traduccion plastidica muestra
diferencias importantes respecto a clb5-1, sugiriendo que aungue la morfologia de
la hoja verdadera sea semejante, exista la posibilidad de que el fenotipo foliar no

derive de la misma sefial que en clb5-1.

6.5. La proliferacién celular y la respuesta a auxinas estan afectadas en

plantas inhibidas en la traduccién plastidica

El desarrollo de la hoja esta caracterizado por la presencia de una division activa
durante la emergencia del primordio foliar y, conforme la ldmina de la hoja crece,
se genera un frente de arresto de dicha proliferacion, limitandose a la region
proximal de la lamina foliar (Tsukaya, 2013). Para seguir esta transicion, se
empled el marcador pCYCB1::GUS. El andlisis mostrd que en el caso las plantas
con la inhibicién de la traduccién del plastido con Sp y Lin, el patron de expresiéon

de este marcador es muy similar al observado en clb5-1, con una expresion de
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CYCBL a lo largo de toda la hoja, indicando asi que no hay un frente de arresto de
la proliferacion celular y que, por lo tanto, hay division celular a lo largo de las
hojas verdaderas (Fig. 21).

Col-0
clb5-1 x Col-0 No tratada Sp 70uM Lin 300uM
pCYCB1::GUS \ /
DR5::GUS -

Fig. 21. La ITP impide el establecimiento de un frente de arresto a la proliferaciéon celular y altera la respuesta a
auxinas, como ocurre en clb5-1. La expresidon espacial del marcador pCYCB1::GUS en plantas bajo tratamiento de
represion de la traduccion plastidica y en clb5-1, es diferente a lo observado en plantas sin tratamiento, puesto que se
observa GUS a lo largo de las hojas, indicando proliferacion celular. Tampoco existe respuesta a auxinas (evaluadas con
el marcador DR5::GUS) en tratamientos con Sp y Lin, ni en «c¢lb5-1, al contrario de lo observado en plantas sin
tratamiento.

Las auxinas son de suma importancia para la determinacion de la polaridad de la
hoja, la formacion del meristemo marginal, la emergencia del primordio foliar, entre
otras funciones (Qi et al., 2014; Tsukaya, 2013); por lo tanto, es esencial evaluar
Su respuesta al tratar de analizar los defectos en el desarrollo de la hoja. Usando
el marcador DR5::GUS, se observd que en clb5-1 y en plantas crecidas bajo
tratamiento con Sp y Lin, la respuesta a auxinas esta afectada, ya que no se
detect6 expresion de GUS en las hojas verdaderas. Por el contrario, en plantas
silvestres, el reportero DR5::GUS muestra su maxima expresion en la punta de las

hojas en desarrollo (Fig. 21).
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6.6. La inhibicidn de la sintesis de carotenoides no recupera el fenotipo foliar
derivado de la ITP

Como se report6 por Avendafno-Vazquez et al. (2014), la morfologia foliar de clb5-
1 se restaura parcialmente al fenotipo silvestre al crecer a la mutante en presencia
de fluoridona. La flouridona, al igual que la NF son herbicidas que inhiben
especificamente a la enzima PDS (Fig. 22a). Este hecho demuestra que la
acumulacioén de los carotenoides lineales fitoflueno y ¢-carotenos en clb5-1, es el
causante de los defectos del desarrollo de la hoja, posiblemente por un
mecanismo de sefalizacion retrograda, mediante la sefial ACS1 (Avendafo-
Vazquez et al., 2014; Hou et al., 2016).
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Fig. 22. El fenotipo producto de la ITP (con Sp y Lin) en Col-0 no se revierte con NF. a) La NF inhibe la PDS, por lo que no
se acumula fitoflueno ni Z-carotenos. b) El fenotipo de c/b5-1 se revierte hacia una hoja laminar al inhibir la actividad de
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PDS con NF (n=62, estadio de desarrollo 1.02), mientras que en plantas bajo ITP con Sp y Lin, el fenotipo de hoja
afectada persiste. c) y d) Proporcion de los fenotipos observados en plantas bajo ITP con los distintos inhibidores, sin y
con NF.

Con la idea de conocer si la acumulacion de los carotenoides lineales fitoflueno y
(-carotenos también median en el fenotipo foliar que se observa cuando se inhibe
la traduccién del plastido, se realiz6 un experimento similar creciendo plantas del
ecotipo Col-0 en presencia de los inhibidores Lin o Sp, y NF (tratamientos Sp+NF
y Lin+NF). Las plantas fueron crecidas por 18 a 20 dias, momento hasta el cual
alcanzaron el estadio 1.02 de desarrollo para efectuar asi el analisis de la
morfologia de la hoja. Contrariamente a lo que ocurre en clb5-1, en las plantas a
las cuales se inhibio la traduccion plastidica tratadas con NF, el fenotipo de hoja
no revirtié a un fenotipo laminar con la adicion de NF (Fig. 22b). De hecho, como
puede observarse en la grafica de la Fig. 22c, la inhibicidbn de la sintesis de
carotenoides pareciera disminuir ligeramente la cantidad de plantas con el fenotipo
mas extremo producto de la ITP mediado por Sp o Lin: el arresto en el desarrollo.
No obstante, un andlisis estadistico demostr6 que esta reduccion no es
significativa para el caso de Sp (p=0.058595; a=0.05), aunque si para el caso del
tratamiento con Lin (p=0.001658; a=0.05). Derivado de este hecho, se presento
una mayor proporcion de plantas con hoja afectada en los tratamientos de los

antibioticos mas NF que en los tratamientos con los antibidticos solamente.

Para profundizar en el efecto que podria tener inhibir la acumulacién de carotenos
lineales sobre el fenotipo de las plantas a las que se inhibi6 la traduccion
plastidica, se evaluaron también los marcadores del desarrollo de la hoja
previamente caracterizados, en los tratamientos con NF en presencia de Sp y Lin.
Como se muestra en la Fig. 23, pCYCBL1::GUS se expreso lo largo de las hojas
verdaderas y DR5::GUS present6 una nula expresiéon, por lo que no exhibieron
ningun cambio respecto a las plantas que solo fueron tratadas con los inhibidores

Spy Lin en ausencia de NF.
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Fig. 23. Marcadores de la transicion de proliferacion a expansion celular (CYCB1) y de la respuesta a auxinas (DR5) en
plantas a las que se ha inhibido la sintesis de carotenos y la sintesis de proteinas en el plastido. La expresion de
pCYCB1::GUS en plantas (estadio 1.02 de desarrollo) a las cuales se ha inhibido la traduccidn plastidica con Sp y Lin es a
lo largo de toda la hoja. En plantas inhibidas en la sintesis de carotenos y en la sintesis de proteinas plastidicas, se
observa que este patrdn persiste, pues la expresion de GUS es igualmente a lo largo de la hoja. En lo que respecta a
DR5::GUS, plantas inhibidas en su traduccion plastidica no expresan el reportero en las hojas verdaderas. Lo mismo
sucede cuando ademas se inhibe la sintesis de carotenos con NF. Plantas en estadio 1.02 de desarrollo.

6.7. Participacion de GUNL en el fenotipo derivado de la ITP

GUNL1 se ha propuesto como un elemento muy importante de la sefalizacion
retrograda biogénica (Colombo et al., 2016). Tameshige et al., (2013) reportaron
que la mutante gunl-1 es insensible a la inhibicién de la traduccion plastidica con
Lin 230 uM vy por tanto no exhibe defectos en el desarrollo de la hoja. Se decidié
analizar la respuesta de gunl-1 en presencia de una concentracién de Lin de 300
MM; y, en concordancia con lo reportado por Tameshige et al., (2013), se observa
que gunl-1 no presenté un fenotipo foliar acicular o lanceolado (Fig. 24). Sin
embargo, la hoja que se observd no es completamente silvestre, puesto que
carece de peciolo y su lamina es mas estrecha que la que se observé en plantas
silvestres. Con este resultado puede afirmarse que gunl-1 es mas resistente a la
inhibicion de la traduccion plastidica, aunque no es completamente insensible a

ésta, bajo las condiciones de estudio.
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a) Col-0

b)

guni-1 clb5-1

) gunl-1

Fig. 24. gun1-1 es mas resistente que Col-0 ante la inhibicion de la traduccidn plastidica por Lin 300uM. a) Fenotipo de
Col-0 sin tratamiento (-) y fenotipo de Col-0 con Lin 300 uM (+). La represién de la traduccidn plastidica en la planta
silvestre produce defectos en el desarrollo foliar, generando plantas con hojas aciculares. b) Fenotipo de la mutante
clb5-1 y de la doble mutante guni-1 clb5-1. gunl-1 clb5-1 no revierte el fenotipo foliar caracteristico de c/b5-1, por lo
cual parece no estar involucrado en la via de ACS1. c) Fenotipo de la mutante guni-1 sin Lin 300uM (-) y con Lin 300puM
(+). En guni-1, la inhibicién de la sintesis de proteinas en el plastido no deviene en un fenotipo de hoja aberrante como
el observado en plantas silvestres crecidas en medio de cultivo con este antibidtico.

6.8. Papel de laluz en el fenotipo delaITP y en ACS1

Numerosos procesos de sefializacion retrograda involucran a la luz; por ejemplo,
la propia biosintesis de carotenoides es dependiente de ella, ya que la expresion
de varios de los genes biosintéticos de esta via son inducidos por luz y diversos
carotenos sufren oxidacion al entrar en contacto con la luz generando
apocarotenoides (Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcién, 2012). Ya que ACS1 es un
apocarotenoide, es importante determinar si esta sefial que altera el desarrollo
foliar en clb5-1 es la misma que la proveniente de la inhibicion de la traduccion del
plastido. Experimentos previos llevados a cabo en el laboratorio demostraron que

el fenotipo de clb5-1 depende de la luz, pues, al crecer a la mutante en
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condiciones de baja irradiancia luminica (5 ymol m?2 st), se recupera la lamina
foliar y la presencia de peciolo, mientras que cuando se crece a mas de 60 ymol

m=2 s, se observa la presencia de una hoja acicular.

Respecto a plantas Col-0 con ITP, éstas se crecieron en medio GM 1X
suplementado con Sp 70uM, en dos intensidades luminicas diferentes (5 pmol m
sty 60 umol m? s1). El andlisis se realizé en cuanto las plantas alcanzaron el
estadio 1.02 de desarrollo. Como puede observarse en la Fig. 25b, los resultados
muestran que la intensidad luminica no revirtio el fenotipo de la hoja de la misma
manera que en el caso de clb5-1; puesto que, las plantas que fueron crecidas a 5
umol m=2s?t continuaron presentando hojas con un fenotipo acicular, sin
recuperacion de lamina ni presencia de peciolo, muy semejantes a las plantas
crecidas a 60 pmol m=s, Las plantas silvestres sin tratamiento crecidas a 5 ymol
m-2s presentaron, como se esperaba, un fenotipo etiolado pero no hay afectacion
en el desarrollo de lamina y peciolo. Estos resultados permiten decir que el

fenotipo producido por la ITP no depende de la intensidad luminica.
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Fig. 25. La senal retrégrada derivada de la inhibicion de la traduccidn plastidica no depende de la intensidad luminica.
En c/b5-1 la luz juega un papel importante en la determinacién de la generacion de la ACS1; a una intensidad luminica
baja (5 umol m-2s1), el fenotipo foliar se revierte hacia una hoja con desarrollo normal (n=72), contrariamente de lo que
ocurre a 60 umol m2s?, condicién en la que continla presentandose el fenotipo de hoja acicular (n=60). b) Col-0
inhibidas en su traduccion plastidica con Sp 70uM, presenta un fenotipo acicular a 5 umol m2s?y 60 umol m2s?1(n=169
y n=143, respectivamente).

6.9. Existe una ventana temporal en la cual se produce una sefal proveniente

de la ITP que incide en el desarrollo foliar

La ITP incide en la biogénesis del cloroplasto, arrestando su desarrollo en un
estadio temprano (Liao et al., 2016). Cuando se reprime la traduccion plastidica
desde el inicio de la germinacién, se observa que se altera el desarrollo foliar (Fig.
15, Fig. 16, Fig. 17 y Fig. 18); sin embargo, se desconoce la naturaleza de la sefial
gue se genera por este proceso. Se decidié determinar si existe un tiempo definido
en el cual se genera dicha sefial durante el desarrollo de la planta. Por
consiguiente, se analiz6 el fenotipo de la hoja que causa la ITP en diferentes
momentos del desarrollo de la planta. Inicialmente, plantas Col-O se germinaron en
medio GM 1X partiendo de un grupo de 270 plantas. Cada 12 h se transfirié a
medio GM 1X con Sp 70uM un conjunto de 30 plantulas hasta completar 96 h; una
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vez transferidas, las plantas se incubaron por un periodo entre 18 a 20 dias hasta
gue se encontrasen en el estadio de desarrollo 1.02 en condiciones de fotoperiodo
16 h luz/8 h oscuridad, temperatura 22° C en el medio al que fueron transferidas.
Esto se realiz6 en tres réplicas bioldgicas. En cada caso, el fenotipo del primer par

de hojas verdaderas se analiz6 por microscopio estereoscopico.

El analisis realizado a los 18 a 20 DAG (del inglés, Days After Germination) de las
plantas de Col-0 transferidas a los distintos tiempos de la cinética se desglosa de
la siguiente manera: las plantas que fueron transferidas a medio GM 1X con Sp
70uM a las 12 y 24 h post siembra (hAS, del inglés hours After Sowing), presentan
en un 100% el fenotipo foliar de hoja afectada, similarmente a lo que ocurre al
germinar las plantas desde el inicio en medio con Sp70uM. Esta proporcion se
modificé cuando la transferencia se realiz6 a las 36 hAS, pues, en este punto ya
se detectd la presencia de individuos con morfologia foliar “laminar” (distincion de
peciolo y ldmina), aunque sus hojas verdaderas carecen de pigmentacién; no
obstante, representan solo el 2% de la poblacion. A las 48 hAS, individuos con
morfologia foliar laminar representaron el 4% de la poblacion, y hacia las 60 hAS,
conformaron el 13%. A las 72 hAS ya representan el 18% de la poblacion, a las 84
hAS el 31% y por ultimo, a las 96 hAS constituyeron el 34% de la poblacion (Fig.
26a). El fenotipo de hoja afectada no desaparecié de la poblacion ni aun cuando la
transferencia se realiz6 a las 96 hAS (66%); sin embargo, si puede considerarse
que la disminucion progresiva de su representatividad en la poblacion fue
considerable desde las 60 hAS. De modo que, las 60 hAS parecen representar un
umbral en el cual la respuesta a la sefal derivada de la ITP disminuye; lo cual
sugiere que esta sefial s6lo actla en una etapa temprana del desarrollo de la
planta y que, su capacidad de modular el desarrollo foliar disminuye conforme
pasa el tiempo. Esta temporalidad, a su vez, parece indicar que para que la sefal
pueda inducir cambios en el programa de desarrollo de la planta, el plastido tiene
gue estar en un estadio de desarrollo determinado y que, una vez el plastido se
encuentra en un estadio mas avanzado de desarrollo, o si éste ya es un
cloroplasto maduro, la sefial no se genera o la planta se hace mas resistente a

ésta.
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Fig. 26. La ITP actiia en una ventana de tiempo definida entre las 0 y las 60 h post-siembra (hAS). a) Fenotipos foliares y porcentaje de
representatividad (plantas en estadio 1.02 de desarrollo) dentro de la poblacidn, obtenidos al transferir las plantas germinadas en
medio sin inhibidores a medio con inhibidores de la traduccién (Sp 70uM) cada 12 horas por cuatro dias (96 h). A las 36 hAS comienza a
aparecer el fenotipo de hoja laminar (2%); no obstante, esta proporcion aumenta considerablemente a partir de las 60 hAS. b)
Proporcién de fenotipos foliares durante la cinética de transferencia a medio GM 1X con inhibidor de la traduccion plastidica.

El retraso de la transferencia a medio de cultivo con inhibidores de la traduccion
plastidica no sélo derivo en la deteccion de plantas con fenotipo foliar laminar, sino
que, también produjo un incremento en el nimero de plantas arrestadas en su
desarrollo en el estadio 0.7 6 1.0. A las 60 hAS se registro dentro de la poblacién
un 7% de los individuos con fenotipo arrestado. Esta proporcion continué

incrementandose conforme se pospuso la transferencia, de modo que, a las 72
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hAS, ya representaron el 11% de la poblacion, a las 84 hAS, el 12% vy, finalmente,
a las 96 hAS correspondieron al 14% (Fig. 26b). Esto puede significar que, si bien,
la ITP ya no incide en el programa de desarrollo foliar en estadios de germinacion
mas tardios; si afecta el desarrollo de las plantas y que, mientras mayor es el
tiempo en el que permanecen las plantas en medio sin inhibidor, mas
representativa es la proporcion de individuos con fenotipo laminar dentro de la
poblacion.

Igualmente, se analizaron plantulas transferidas a medio GM 1X con Sp 70 uM y
NF 5 uM, con el fin de inhibir la traduccion del plastido y la sintesis de carotenos al
mismo tiempo. Esto seria equivalente a inhibir la traduccion plastidica en la
mutante pds3 en distintos tiempos de la siembra. Esta cinética se llevd a cabo
partiendo de plantas germinadas en medio con NF, mismas que fueron
transferidas cada 12 horas como se describié anteriormente a medio con inhibidor
de la traduccion plastidica (Sp 70 uM) y NF (5 yM) durante 96 hrs. Resultados
anteriores demostraron que inhibir la sintesis de carotenos (con NF) y la
traduccion plastidica (ya sea con Lin o Sp) a la vez, reduce considerablemente el

arresto en el desarrollo derivado de la ITP (Fig. 22).

Asi pues, se observé que a las 48 hAS surgieron las primeras plantas con fenotipo
laminar en el 1% de la poblacion. En las plantas transferidas a las 60, 72, 84 y 96
hAS, se observé que el 3%, 17%, 31% y 40% de sus poblaciones respectivas
presentaron hojas laminares (Fig. 25a). Por lo tanto, la inhibicién de la sintesis de
carotenos con NF no cambié la tendencia en que aparece el fenotipo laminar al
transferir la poblacion a medio con inhibidores de la traduccién plastidica. No
obstante, existen diferencias en la proporcioén, ya que al transferir Col-0 a las 60
hAS a medio con Sp, el 13% de la poblacion exhibe un fenotipo laminar mientras
gue en medio con Sp y NF, solo lo exhibié el 3%. En consonancia con los
resultados de experimentos previos en los que se inhibid la sintesis de carotenos y
la traduccion plastidica (Fig. 22), la cantidad de plantas arrestadas en su
desarrollo es menor en cada uno de los tiempos de transferencia evaluados en

esta cinética (Fig. 27b).
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Fig. 27. La inhibicion de la sintesis de carotenos con NF no cambia la tendencia en que aparece el fenotipo laminar al transferir la
poblacién a medio con inhibidores de la traduccion plastidica. a) Fenotipos foliares y porcentaje de representatividad (plantas en
estadio 1.02) dentro de la poblacién al transferir plantas a distintos tiempos a medio con Sp 70uM y NF 5uM. El 1% de plantas
transferidas a las 48 h presentaron fenotipo foliar laminar, el cual se consolidé a partir de las 72 h de transferencia (17%) hasta alcanzar
un 40% de la poblacién transferida a las 96 h. b) Proporcidn de fenotipos foliares durante la cinética de transferencia a medio GM 1X con
Sp 70uM y NF 5uM. La tendencia de aparicion del fenotipo laminar se conservo al inhibir la sintesis de carotenos, pues, a mayor tiempo
de transferencia, tiende a ser mds representativa en la poblacién la presencia de plantas con dicho fenotipo, representado por un 1% a
las 48 horas hasta un 40% a las 96 h.
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7. DISCUSION

7.1. El ecotipo Ler-0 es mas sensible a la inhibicion de la traduccion

plastidica que el ecotipo Col-0

Inhibir la traduccién del plastido con Sp y Lin afectd el desarrollo foliar, generando
hojas del tipo acicular que carecen de lamina. En el presente trabajo se definieron
diferentes fenotipos bajo los tratamientos con estos antibidticos que incluyen
plantas arrestadas, plantas con hoja afectada y plantas con hoja tipo laminar. Esta
clasificacion nos permiti6 explorar la sensibilidad de las plantas ante los
antibioticos, asi como seleccionar una concentracion optima de éstos para realizar

los demas andlisis del presente trabajo.

Parker et al., (2014) y Parker et al., (2016) reportaron previamente que diversos
ecotipos de A. thaliana presentan una sensibilidad diferente a los antibioticos que
afectan la traduccion plastidica, entre los que se encuentra la Lin y la Sp; sin
embargo, se desconoce la sensibilidad del ecotipo Ler-0 a dichos antibioticos. Por
lo tanto, se prosiguié a evaluar la sensibilidad de éste ante la ITP, para lo cual se
emplearon Lin y Sp a diferentes concentraciones. Para el caso del ecotipo Ler-0,
nuestros datos mostraron una mayor sensibilidad en ambos tratamientos que en el
ecotipo Col-0, lo cual resulté en mayor heterogeneidad en la distribucién de las
categorias fenotipicas dentro de la poblacion. Parker et al., (2014), atribuyeron a
mutaciones naturales en el gen de la acetil coenzima A carboxilasa (ACC2), las
diferencias de sensibilidad entre los diferentes ecotipos de A. thaliana con
respecto a la respuesta a la ITP. Existen ecotipos resistentes a la ITP como son
Tsu-0, JI-3 o Be-1, que registraron varios pares de hojas después de cinco
semanas de ser tratadas con Sp 50 ug'mL?* (100 uyM) o Lin 200 yg'mL*? (451.5
MM). En contraste, ecotipos como Oy-0, Niel-2 y “Nossen”, arrestaron su
desarrollo en el estadio 1.0, como ocurrido en la mayoria de las plantas para el
ecotipo Ler-0 en los tratamientos a diferentes concentraciones de los antibidticos,
de tal manera que se puede concluir que Ler-0 es un ecotipo altamente sensible a
la ITP. Los autores clasificaron al ecotipo Col-0 como de resistencia media ante la

ITP ya que presentaron plantas que rebasan el estadio 1.0 y prosiguen hasta el
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1.02 0 1.04 (primer par de hojas o segundo par de hojas) bajo tratamiento con Sp
100 pM. Estos resultados son semejantes a los obtenidos en este trabajo
utiizando Sp y Lin a concentraciones mas bajas (70 uyM y 300 uM,

respectivamente).

7.2. La homogeneidad fenotipica es mayor en espectinomicina que en

lincomicina en el ecotipo Col-0, no asi en el ecotipo Ler-0

La representatividad de las categorias establecidas para distinguir los grados de
alteracién en el desarrollo foliar permite estimar cuan homogéneas fueron las
poblaciones sometidas a los diferentes tratamientos. En el tratamiento con Sp el
ecotipo Col-0 a la concentracién o6ptima seleccionada (70 pM), registré una
respuesta homogénea con alrededor de un 96% de plantas con el mismo fenotipo
de hojas afectada y tan s6lo 4% arrestadas en su desarrollo (carentes de hoja); en
contraste, en el tratamiento con Lin 300 pM, el 89% de plantas tienen hoja
afectadas y el 11% estuvieron arrestadas en su desarrollo. La diferencia en la
homogeneidad fenotipica entre plantas crecidas en los diferentes antibioticos
puede deberse a la efectividad del mismo a la hora de inhibir la traduccion
plastidica o a que afectan procesos diferentes dentro de la traduccién. Ellis (1970)
reporté que la inhibicion de la sintesis de proteinas en el plastido depende de la
concentracion del antibidtico utilizado. Después de evaluar los antibioticos Sp, Lin
y eritromicina, concluyé que entre éstos la Sp es el mas efectivo para inhibir la
traduccion plastidica, ya que a concentraciones menores, se observé una menor
incorporacion del aminoacido leucina en las proteinas de los plastidos de las
hojas, que lo obtenido con los otros dos antibiéticos. Nuestros datos son
congruentes con este trabajo, pues a concentraciones menores de Sp, en
contraste con la Lin, fue posible obtener plantas albinas con un fenotipo foliar
afectado en la gran mayoria de la poblacién evaluada, sugiriendo que en ellas si

se inhibié la traduccion del plastido.
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7.3. El fenotipo foliar de clb5-1 y de plantas inhibidas en su traduccién

plastidica comparten algunos defectos en el programa de desarrollo foliar

Tanto la mutante clb5-1 como las plantas con ITP desde la germinacion, presentan
plastidos arrestados en su biogénesis (en estadios tempranos) (Avendafio-
Vazquez et al., 2014; Liao et al., 2016). Se ha reportado que afectar la biogénesis
del cloroplasto induce defectos en el desarrollo foliar (Avendafio-Vazquez et al.,
2014; Gutierrez-Nava et al, 2004; Larkin, 2014; Liao etal., 2016) y de forma
congruente, en los procesos analizados en este trabajo existe una afectacion clara
en el desarrollo de éste organelo. Con el objetivo de evaluar las semejanzas o
diferencias que pudieran existir en estas seflales, se analizaron varios genes
marcadores del desarrollo de la hoja. Los defectos encontrados tanto para la
respuesta a auxinas como en la transicién de crecimiento celular proliferativo a
expansivo en clb5-1 y en plantas con ITP, sugieren que la sefal que altera el
desarrollo foliar en ambos casos, pueda ser la misma. El hecho de que en ambos
casos esté comprometida la expansion celular podria estar relacionado con la nula
respuesta a auxinas, pues se sabe gque estas fitohormonas participan activamente

en dicho proceso (Perrot-Rechenmann, 2010).

Ahora bien, el analisis de expresion de FIL, involucrado en la determinacion de la
polaridad abaxial de la hoja, sugiere que la sefial de clb5-1 y la derivada de la ITP
son diferentes. EI marcador pFIL::GUS no se expresd en las hojas de clb5-1
mientras que este marcador si se detect6 en las hojas de las plantas con ITP. Este
resultado concuerda con lo reportado por Tameshige etal.,, (2013), quienes
observaron que el patrén de expresion de FIL en plantas inhibidas en la traduccién
con Lin 230 uM se alteré espacialmente respecto al observado en la planta
silvestre y las hojas se abaxializaron parcialmente. No obstante, en nuestro caso,
es dificil concluir si la expresion de FIL esta presente en toda la hoja verdadera,
pues en este trabajo no se realizaron cortes que permitieran determinar si existe o
no una expresion preponderante en uno u otro dominio. Esto es un aspecto que
queda para ser analizado en el futuro, adicionalmente se podria incluir otro

marcador, como PHB, para la determinacion del domino adaxial. El hecho de que
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en la hoja de clb5-1 no se detecte expresion de FIL permite sugerir que quiza esta
hoja se encuentra adaxializada; sin embargo, el hecho que la expresiéon de PHB
esta deslocalizada hacia el eje vascular (Avendafio-Vazquez et al., 2014) impide

concluir totalmente esto.

Ademas de la deslocalizacion de la expresion de FIL en las hojas de las plantas
con ITP, también REV se expresé espacialmente de manera diferente en relacién
a la expresion observada de este marcador en las hojas de las plantas silvestres.
Dicha expresion se detecté a lo largo de toda la hoja contrastando con la
expresion limitada al eje vascular en plantas silvestres. En la mutante clb5-1 el
marcador REV también se expreso a lo largo de la hoja aunque mas intensamente
en torno al eje vascular. Esta disfuncion en la identidad de los dominios foliares
también podria ser una consecuencia de defectos en el transporte de auxinas
desde el meristemo hacia los primordios foliares; pues, se sabe que estd hormona
esta involucrada en la determinacion de la identidad de los dominios (Qi etal.,
2014).

7.4. La afectacion en el desarrollo del mesé6filo foliar deriva del arresto del

desarrollo del cloroplasto a consecuenciade lalTP, o de ACS1

Como consecuencia de la ITP o de la mutacion en ZDS, los plastidos se arrestan
en un estadio de desarrollo muy temprano (Fig. 19). El estudio de algunas
mutantes, como aquellas que presentan variegacion, ha permitido constatar que
existe una relacion entre la afectacion en la homeostasis y el funcionamiento del
cloroplasto, y el desarrollo foliar. Particularmente, inducir defectos en las enzimas
que participan en procesos metabolicos que ocurren en el cloroplasto, o en la
translocacion de éstas desde el citoplasma hacia el organelo, causa defectos
mesodfilo. El estudio de estas mutantes ha permitido postular dos hipétesis sobre
como el cloroplasto dirige el desarrollo del mesdfilo; y ambas involucran al haz
vascular, mismo que precede en su conformacion a la diferenciacion del mesdfilo.
La hipotesis del suministro, sefiala que, de las células del haz vascular provienen
metabolitos primarios (sintetizados o transportados por €él) que se dosifican a las

células de mesdfilo incipientes. Estos metabolitos se encontrarian en alta
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abundancia en el haz vascular y su suministro a las células que daran origen al
mesofilo, cesaria una vez se ha diferenciado ya el tejido. La segunda hipotesis
sefala que, partiendo del haz vascular, se envian sefiales moleculares que tienen
como blanco a las células que daran origen al mesofilo y estimulan su desarrollo y
diferenciacion; por lo cual, defectos en la transmision de esta sefal, impactarian
directamente en el desarrollo anormal de este tejido (Lundquist et al., 2014). Cabe
recordar que el cloroplasto es un nodo metabdlico, y en este se sintetizan desde
aminoacidos y acidos grasos, hasta fitohormonas y que, en las células del haz
vascular, existen cloroplastos que podrian ser los que sintetizan los metabolitos
que se suministran a las células que originan el mesdfilo. Al impedir que se
desarrolle el cloroplasto tanto en las plantas bajo ITP como en clb5-1 o spcl-2,
muchos de estos metabolitos no se estan produciendo en ningun tejido de la hoja.
Siguiendo lo que postula la hipoétesis del suministro, esto sugeriria que en todos
los casos mencionados, el abastecimiento de metabolitos hacia las células que
originan el mesofilo, es inadecuado esto conlleva a que, o solo se desarrolle un
tipo de mesdfilo, de los dos que presenta una hoja normal (como en el caso de
spcl-2 con hojas lanceoladas) o que, se detenga la proliferacion y la
diferenciacion de las células que daran origen al mesdfilo maduro; considerando lo
anterior, esto podria ser causa de que en las hojas de las plantas bajo ITP (con Lin
0 Sp), 0 en las mutantes en ZDS (spcl-2 con hojas aciculares o clb5-1), existan

espacios aéreos grandes y carezcan de un mesofilo desarrollado.

7.5. Lainhibicidon de la sintesis de carotenoides favorece que las plantas con

ITP desarrollen un primer par de hojas

La NF inhibe especificamente a la enzima PDS, con lo cual se detiene el flujo de
metabolitos rio abajo de la via de sintesis de carotenoides y se acumula el fitoeno,
sintetizado por la PSY. Por lo tanto, la inhibicion de PDS evita que se acumulen
fitoflueno y {-carotenos, sustratos hipotéticos de CCD4, y a partir de los cuales se
sintetiza un apocarotenoide que podria funcionar como una sefal retrograda
(ACS1) capaz de modular el desarrollo foliar en la mutante clb5-1 de A. thaliana
(Avendano-Vazquez et al., 2014; Hou et al., 2016).
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En este trabajo, el inhibir la sintesis de carotenos con NF, en plantas Col-0
crecidas en medio GM 1X con Sp o Lin, no se tradujo en una disminucion de la
proporcion de plantas con afectaciones en la hoja, mientras que clb5-1 recuperé
un fenotipo foliar con lamina y peciolo en presencia de NF. Este resultado plantea
dos posibilidades: que la sefial derivada de la represion de la traduccion plastidica
se encuentra rio abajo de ACS1 o, que ambas sefales participan en vias

retrogradas paralelas que impactan el desarrollo foliar en A. thaliana.

Por otra parte, resulta interesante que inhibir la sintesis de carotenos a la par que
la traduccion plastidica, implico una reduccién pequefia pero significativa en la
cantidad de plantas que arrestaron su desarrollo en el estadio 1.0. Esto parece
sugerir que la sintesis de carotenos influye en el fenotipo derivado de la ITP,
reduciendo el fenotipo de arresto del desarrollo. No obstante, que el fenotipo “hoja
afectada” no revierta, podria indicar que existen otros factores que participan

dentro de este mecanismo.

7.6. La luz no influye en la produccion de la sefial derivada de la inhibicion
de la traduccion plastidica

Para la sintesis de carotenos asi como para numerosos procesos relacionados
con la biogénesis del cloroplasto, la luz es un factor crucial (Larkin, 2014; Llorente,
et al., 2017; Ruiz-Sola & Rodriguez-Concepcién, 2012). Tal y como puede
observarse en este trabajo, el fenotipo de clb5-1 respondié ante distintas
intensidades de luz, revirtiendo el fenotipo de la hoja en condiciones de baja luz
(Fig. 27). Es interesante que esta reversion del fenotipo foliar no ocurre en las
plantas con ITP, lo que muestra que esta respuesta es independiente de la
intensidad de luz, por lo menos en las condiciones analizadas. Estos resultados
también apoyan la idea de que quizas las sefiales generadas tanto en clb5-1 como
en las plantas con ITP, actian independientemente. Es posible que la sefal
retrograda que se genera de la ITP sea causada por los cambios que el organelo
detecta, por ejemplo, derivados de la acumulacion de mRNAs sin traducir en el
plastido o de la agregacion de proteinas cloroplasticas codificadas en el nucleo,

mal plegadas. Llamas et al. (2017) sugirieron que dentro del plastido existe un
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sistema denominado UPR (del inglés Unfolded Protein Response) que percibe la
presencia de proteinas mal plegadas, analogo a aquél que existe en la
mitocondria, en el cual se promueve la trascripcion de proteasas y chaperonas de
localizacion plastidica. Dicho sistema se activa al afectarse la expresion de genes
del plastido (PGE; del inglés Plastid Gene Expression), pues alterar la sintesis de
proteinas en éste, reduce la actividad proteolitica del complejo Clp que se
encarga, junto con otras chaperonas, de procesar numerosas proteinas
plastidicas. Con el objetivo de analizar estas posibilidades, podria llevarse a cabo
un analisis de la expresion de algunos genes codificados en el plastido; asi como
de la acumulacién de algunas proteinas plastidicas codificadas en el ndcleo,
provenientes de plantas crecidas bajo diferentes intensidades luminicas. Llamas et
al. (2017) realizaron algo similar al cotejar la acumulacion de proteinas que forman
parte del complejo Clp, como es el caso de ClpB3, y otras proteinas relacionadas

con la UPR en los plastidos de las plantas sometidas a tratamiento con Lin.

7.7. gunl-1 es resistente a la ITP y parece estar involucrada en la

sefalizacion retrégrada que parte de ésta

GUN1 esta codificada en el genoma nuclear, y se ha propuesto como un factor
central para la comunicacién entre el plastido y el nucleo (Colombo et al., 2016;
Larkin, 2014; Llamas et al., 2017; Tadini et al., 2016). Existen otras cinco mutantes
gun, que al igual que gunl, presentan un fenotipo de desregulacién de la
expresion de PhANGs, en condiciones en que la fotosintesis se encuentra
afectada, ya sea por la inhibicion de la actividad fotosintética del plastido o
defectos en la biogénesis del mismo. Estas mutantes gun corresponden a enzimas
que participan en la via de sintesis de tetrapirroles, lo que ha apoyado que estos
compuestos participan en la regulacién de la PGE (Tadini et al., 2016; Wu et al.,
2018). Entre las proteinas con las que GUN1 interacciona se encuentran algunas
del ribosoma plastidico, como PRPS1 (PLASTID RIBOSOMAL PROTEIN S1)
(Tadini et al., 2016). Consecuentemente, se ha propuesto que GUNL1 participa en
la transcripcion/traduccion del plastido. Dado que GUN1 interacciona de manera

directa con algunas proteinas ribosomales del plastido, la transduccion de la sefial
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que deriva de la ITP bien puede proceder de la percepcion por GUN1 de la
ausencia de estas proteinas, y que al no poder interaccionar con aquéllas envie
una sefial al nicleo que modifica el programa de desarrollo de la planta. Que la
mutante gunl-1 sea menos sensible a la ITP, como lo avalan nuestros resultados,
con una disminucion considerable de hojas con fenotipo afectado en plantas
crecidas en medio con Lin 300uM, y los de Tameshige et al. (2013); soporta el
papel que parece tener GUN1 en la percepcion de la sefial retrograda producida
por la ITP. Cabe recordar que en el trabajo de Tameshige et al. (2013) se utilizé
una concentracion menor de Lin (230 uM). Sin embargo, resulta interesante que a
una concentracion mayor del antibiético, existan diferencias respecto al fenotipo

foliar que observan Tameshige et al; (2013).

En cambio, experimentos realizados previamente en el laboratorio con la doble
mutante clb5-1 gunl, demuestran que GUNL1 no revierte el fenotipo foliar derivado
de ACS1 en clb5-1 (datos no publicados). Este resultado se traduce en una clara
diferencia entre la sefial derivada de la inhibicion de la sintesis de proteinas en el
plastido y la derivada de la acumulacion de fitoflueno y zeta-carotenos, sugiriendo
gque ambas sefiales son independientes que convergen en torno a un mismo
proceso, 0 siguen siendo parte de una misma via de sefializacion en la cual,

actian a distintos niveles.
7.8. La sefial derivada de la ITP actla sobre el desarrollo temprano de la hoja

Nuestros datos mostraron que los defectos en el desarrollo de las hojas, a causa
de la ITP, se observaron primordialmente cuando la traduccién se inhibié durante
las primeras horas del desarrollo de la planta. A partir de las 60 horas post-
siembra (hAS) observamos la presencia de una proporcion significativa (13%) de
plantas que presentan un fenotipo foliar basicamente silvestre (fenotipo laminar).
Este resultado permite sugerir la existencia de una ventana de tiempo, en donde la
ITP es capaz de generar una sefial especifica que modula el desarrollo de la hoja.
No obstante, el por qué existe heterogeneidad en el fenotipo foliar podria atribuirse
a que el antibiético no es capaz de actuar sobre los ribosomas de los cloroplastos

(fotosintéticamente activos). No obstante, existen referencias en la literatura que
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no apoyan esta posibilidad (Ellis, 1970; Mulo et al., 2003; Smith-Johansen et al.,
1980; Sullivan & Gray, 1999). En estos trabajos, a partir de individuos con
cloroplastos fotosintéticamente activos se observd que después de aplicar
tratamientos que inhiben la sintesis de proteinas plastidicas, existe una clara
disminucién en la produccion de éstas, de modo que la traduccion plastidica es

efectivamente reprimida aun en cloroplastos maduros.

Otra posibilidad es que el plastido es capaz de enviar la sefial s6lo mientras se
encuentra en un estadio de desarrollo temprano. La percepcion de este estadio de
desarrollo bien puede deberse a la acumulacion de ciertas proteinas plastidicas (o
en su defecto, su ausencia), que en algin modo modifiquen la homeostasis del
plastido y esto sea detonante de una sefial que se transduzca al ndcleo para
alterar o, por el contrario, seguir el correcto desarrollo de la hoja. Esta
transduccion podria involucrar a metabolitos que se transloquen al nucleo y que
sean quienes modifican el programa de desarrollo de la hoja directamente. Quizas
una manera de discernir entre ambas posibilidades sea caracterizar el estado de
desarrollo de los plastidos en el estadio 1.02 de los individuos que germinaron en
medio sin antibidticos y que fueron posteriormente transferidos a medio con
inhibidores de la traduccion plastidica. También por medio de ensayos de tipo
western blot podria determinarse si existe acumulacion de algunas proteinas
plastidicas en las plantas en las que se reprimio la traduccién del plastido en
estadios mas tardios (60, 72, 84 y 96 hAS), pues se parte del supuesto de que al
inhibir la traduccion plastidica en estadios mas tempranos, se abate totalmente la
produccion de las mismas mientras prosiga desarrollandose la planta en medio

con los inhibidores de la traduccion del plastido.
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7.9. Modelo propuesto

Con lo expuesto previamente, queda claro que la sefalizacion retrégrada
biogénica es un proceso altamente complejo, el cual no se comprende del todo,
pero que influye en el desarrollo de la planta. Existen distintas sefiales generadas
en los plastidos por los cuales se regula el desarrollo foliar; incluyendo la
traduccion plastidica y la sintesis de carotenoides. Derivado de la primera, se
obtiene una sefal que requiere de GUNL y asi posiblemente, altera la expresion
génica nuclear, cuya consecuencia ulterior es la modificacion del programa de
desarrollo foliar. La segunda, ACS1, producto del corte enzimatico de fitoflueno y/o
t-carotenos por CCD4 en la mutante clb5-1, modula probablemente la expresién

génica nuclear produciendo un fenotipo foliar aberrante.

Espectinomicina
Lincomicina

Expresion
nuclear

a-caroteno B-caroteno

.

Luteina ABA

i
1
1
i
v
Desarrollo
Foliar

Fig. 28. Modelo de estudio: ACS1 y la sefial producto de la ITP podrian ser dos sefales independientes o acttian en
diferentes niveles de una misma via de seializacion retrégrada. La mutaciéon en ZDS produce la acumulacidon de
fitoflueno y -carotenos, que podrian ser cortados enzimaticamente por CCD4, generando a ACS1 (cuya produccion es
mediada por la luz), capaz de alterar la expresidn génica nuclear y, como consecuencia, el desarrollo foliar. La NF inhibe
la actividad de PDS y a su vez la acumulacion de fitoflueno y Z-carotenos. La ITP por medio de Sp y Lin afecta la expresion
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génica nucleary asi, el desarrollo foliar. GUN1 media en la transduccién de la sefial hacia el nucleo, pero no participa en
la sefializacion por ACS1. ACS1 podria actuar rio arriba de la inhibicién de la traduccién o ser independiente de la sefial
derivada de la inhibicién de la traduccién plastidica.

El hecho de que no se revierta el fenotipo de clb5-1 en la doble mutante clb5-1
gunl-1, pero que la mutante gunl-1 aunque se someta a tratamiento de ITP no
desarrolle un fenotipo de alteracion en el desarrollo foliar, sugiere una diferencia
importante entre ambas sefiales en la regulacion de éste proceso. ACS1 podria
actuar en dos niveles, sobre la traduccion plastidica y activar la sefial derivada de
la ITP o, por el contrario, actuar directamente sobre la expresion génica nuclear,
independiente de GUNL. El primer caso parece sugerirlo la elevada similitud entre
los dos fenotipos foliares (el producto de ACS1 y aquél de la ITP) y que, NF
parcialmente parece restaurar al menos el fenotipo mas extremo derivado de la

traduccion plastidica.

Interesantemente, la luz, que es un factor importante para la morfogénesis de la
planta, no parece ser trascendental para la generacion de la sefial derivada de la
ITP, pero si para ACS1, constituyendo asi otra diferencia en la generacion de las
sefiales que afectan el desarrollo de la hoja, aunada al papel de GUN1, la
expresion de FIL y la respuesta a la inhibicion de la sintesis de carotenos con NF.
Que existan estas diferencias permite sugerir que se trata de sefiales distintas que
generan fenotipos similares en el desarrollo de la hoja; no obstante, dado que las
hojas de clb5-1 y las de las plantas inhibidas en su traduccion plastidica no
expresan el marcador de respuesta a auxinas DR5 y la expresién de CYCB1 esta
desregulada, no descarta la posibilidad de que la sefial que deriva de la ITP podria
localizarse rio debajo de ACS1. Consecuentemente, para continuar elucidando si
las dos sefiales convergen en la misma via de sefializacion retrograda que dirige
el desarrollo foliar, se sugiere realizar un analisis global de la expresién en las
plantas bajo tratamiento de ITP y compararlo con uno proveniente de una planta
silvestre y con aquél de clb5-1 6 spcl-2. Este analisis permitiria conocer qué
genes se expresan diferencialmente y qué procesos podrian estar afectados,
facilitando a su vez la busqueda de candidatos que se ubiquen rio abajo de ambas

sefales.
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A su vez, para identificar si la ITP genera plastidos arrestados en estadios mas
tempranos que clb5-1 (o viceversa), seria necesario analizar cOmo se encuentran
las proteinas o los transcritos de éstas, que se acumulan en estadios tempranos
del plastido en plantas bajo tratamientos con Sp y compararlo con el caso de clb5-
1 para comparar cuél de los procesos arresta mas pronto la biogénesis del

cloroplasto.
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8. CONCLUSIONES

La ITP y clb5-1 presentaron fenotipos foliares muy similares; esto se corroboré
mediante el analisis de diversos marcadores para desarrollo foliar. ElI Unico
marcador que exhibié un comportamiento diferente entre clb5-1 y la ITP, fue FIL;
este marcador carece por completo de expresion en clb5-1 en hoja verdadera,
mientras que en plantas cuya traduccién plastidica fue reprimida, se expresa a lo

largo de la hoja.

Por otro lado, la inhibicion de la sintesis de carotenos por NF, en clb5-1 revirtio el
fenotipo foliar acicular caracteristico de esta planta hacia uno mas semejante al
silvestre; no obstante, si se inhibe la traduccion plastidica y la sintesis de

carotenos al mismo tiempo, no presenté una reversion del fenotipo foliar afectado.

La luz participa dentro de la generacion de la sefial de ACS1, debido a que clb5-1
revirtié su fenotipo foliar en condiciones de baja irradiancia luminica, empero, en
las plantas inhibidas en su traduccion plastidica, parece no desempefar un rol
importante en el fenotipo foliar que de ésta se deriva.

Se confirmé que GUNL1 es resistente a la ITP, pues su fenotipo foliar es laminar -si
bien no completamente silvestre-; mientras que, la doble mutante gunl-1 clb5-1
presenta hojas aciculares como clb5-1. Este conjunto de evidencias permite
hipotetizar que la ITP puede localizarse rio debajo de la sefal de clb5-1 o ser
independiente y coincidir en algun punto en el mismo proceso que ACS1, y asi

generar el fenotipo foliar acicular que deriva de ambas sefales.

Y, por ultimo, la ITP modula la morfogénesis de la hoja durante un estadio
temprano del desarrollo de la planta, pues mientras mas tardiamente se reprima la
sintesis de proteinas en el plastido, menor es el efecto observado en el desarrollo
foliar; esta tendencia se conserva aun cuando se inhibe a la par la sintesis de
carotenoides. El arresto temprano en el desarrollo del plastido (careciendo éste de
membranas internas) a consecuencia de la ITP puede estar relacionado con la
produccion de esta sefial; la cual partiria de la percepcion del arresto por parte del
plastido en desarrollo e induciria la modificacién del desarrollo foliar.
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9. PERSPECTIVAS

Realizar un ensayo global de la expresion de plantas inhibidas en la traduccion
con Sp 70uM y compararlo con las mutantes clb5-1 y spcl-2 y plantas silvestres
crecidas en medio sin antibiético. spcl-2 es también mutante en ZDS y presenta
afectacion en el desarrollo foliar y podria ser incluso un mejor candidato que clb5-1
debido a que esta en fondo Col-0, y es en este ecotipo en el que se realizo la

mayoria del trabajo presente.

Analizar las lineas reporteras para el desarrollo de la hoja bajo fondo spcl-2 tal y
como se hizo en clb5-1 para determinar los procesos involucrados en el desarrollo
foliar que estan afectados en esta mutante, y realizar una comparacion con los

encontrados para clb5-1 y las plantas inhibidas en la traduccion plastidica.

Analizar la doble mutante gunl-1 spcl-2, previamente ya generada en el
laboratorio y observar si en ésta el comportamiento es similar al de la doble
mutante gunl-1 clb5-1, de modo que se pueda afirmar que en el ecotipo Col-0
ocurre lo mismo que en el ecotipo Ler-0; asimismo, repetir los experimentos a
diferentes irradiancias luminicas incluyendo a spcl-2 y determinar si la luz es
también importante para la ocurrencia del fenotipo de esta mutante, como lo es en
clb5-1.

Estudiar en otros modelos vegetales mutantes simples y dobles en ZDS o CCD4
con el objeto de dilucidar si ACS1 es una sefial retrograda conservada que modula
el desarrollo también en éstos, y asi documentar la aparicion de esta sefal

durante la evolucion de las plantas terrestres.
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