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RESUMEN

Todas las plantas vasculares poseen plastidos en sus células, los cuales son organelos que
presentan su propio ADN denominado plastoma. Estos plastidos tienen la capacidad de cambiar
su morfologia, anatomia y fisiologia segun las necesidades de la planta. En su etapa temprana
los plastidos son conocidos como proplastidos, originandose a partir de tejido meristematico con

un diametro de aproximadamente 0.5 um.

Esta tesis se centra en el andlisis de la expresion diferencial de genes involucrados en el
ensamblaje de los fotosistemas | y Il en dos variantes somaclonales de Agave angustifolia Haw.:
una verde y otra albina. Se llevé a cabo el aislamiento de cloroplastos a partir de plantulas
cultivadas in vitro, seguido de su separacién en distintas fases de crecimiento mediante un
gradiente de sacarosa. Se seleccionaron genes claves, incluyendo psaB, psal y ycf3 para el
fotosistema | y psbA, psbD y psbH para el fotosistema I, para el analisis de expresion génica por
RT-gPCR en cloroplastos y proplastidos aislados de ambas variantes.

Se encontré que la expresion de estos 6 genes clave para el ensamblaje de los fotosistemas | y
Il aumenta durante la maduracion de los cloroplastos en la variedad somaclonal verde y en dos
fases de crecimiento de proplastidos de la variedad somaclonal albina. Sin embargo, en la
variedad somaclonal albina, el gen ycf3 presentdé un patrén de expresion invertido en
comparacion con la variedad somaclonal verde. Esto sugiere que este gen podria estar vinculado

al fenotipo albino de la variedad somaclonal de A. angustifolia.
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ABSTRACT

All vascular plants possess plastids in their cells, which are organelles that have their own
DNA called plastome. These plastids can change their morphology, anatomy, and
physiology according to the needs of the plant. In their early stage, plastids are known as
proplastids, originating from meristematic tissue and with a diameter of approximately 0.5

um.

This thesis focuses on the analysis of the differential expression of genes involved in the
assembly of photosystems | and Il in two somaclonal variants of Agave angustifolia Haw.:
one green and the other albino. Chloroplast isolation was carried out from in vitro cultured
seedlings, followed by their separation in different growth phases using a sucrose gradient.
Key genes, including psaB, psal, psbA, psbD, psbH and ycf3, were selected for expression

analysis by RT-qPCR in chloroplast and proplastid isolated from both variants.

It was found that the expression of 6 keys genes involved in the assembly of photosystems
| and Il increases during chloroplast maturation in the green somaclonal variety and in two
proplastid growth phases of the albino somaclonal variety. However, in the albino
somaclonal variety, the ycf3 gene exhibited an inverted expression pattern compared to the
green somaclonal variety. This suggest that this gene may be linked to the albino phenotype

of somaclonal variety of A. angustifolia.
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En todas las plantas, los plastidos conforman una familia de organelos capaces de
diferenciarse y especializarse, desempefiando diversas funciones como la sintesis y
almacenamiento de metabolitos o0 macromoléculas (K. Pyke, 2007). La clasificacion de los
plastidos depende de factores como su ubicacion en la planta, resultando en dos categorias
principales: plastidos no fotosintéticos, como leucoplastos y cromoplastos, y plastidos
fotosintéticos, siendo los cloroplastos los mas abundantes en las plantas. Estos Ultimos
tienen la capacidad de transformar la energia luminica en energia quimica a través de la
fotosintesis (Stirbet et al., 2020) y pueden originarse a partir de su forma mas inmadura, el
proplastido, o a partir de una forma transitoria, el etioplasto, que surge en condiciones de
oscuridad (Choi et al., 2021). El origen de este organelo se remonta a aproximadamente
1500 millones de afios, en un proceso endosimbidtico entre un organismo heterétrofo y una
cianobacteria fot6trofa. Esta simbiosis ha dejado rasgos distintivos, como la presencia de
ADN propio y una maquinaria transcripcional con caracteristicas procariotas (Dobrogojski
et al., 2020). Ademas de su papel central en el metabolismo fotosintético y la produccién de
energia, los cloroplastos desempefian una funcion crucial en el desarrollo y crecimiento de
las plantas, participando no solo en la fotosintesis, sino también en la sintesis de
aminoacidos, acidos grasos, carbohidratos, acidos nucleicos o fitohormonas (M. Han et al.,
2021; Tripathi et al., 2019).

El diametro de los plastidos varia dependiendo de su estado de desarrollo y especializacion.
En los meristemos de plantas vasculares, los proplastidos tienen un diametro que oscila
entre 0.5 y 2 ym, mientras que los cloroplastos completamente maduros pueden alcanzar
hasta 7-10 uym, dependiendo de la especie (An et al., 2021; Galina, 2017; K. Pyke, 2007,
Staehelin, 2003). La calidad de luz es un factor crucial para el proceso de maduracion de
los cloroplastos, ya que esta asociada al rango de longitudes donde se encuentra un mayor

rendimiento fotosintético (Zhen y van lersel, 2017).

En respuesta a la luz, la polimerasa codificada por el nucleo (NEP) se traslada al plastido,
desencadenado la transcripcion de la polimerasa codificada por el plastido (PEP). Este
evento, induce el ensamblaje de complejos proteicos relacionados con el metabolismo

fotosintético, especialmente los fotosistemas | (FSI) y Il (FSII) (Jarvis y Lopez-Juez, 2013;
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Loudya et al., 2021). La importancia de subunidades especificas para estos fotosistemas
se ha destacado en diversos estudios en mutantes (Levey et al., 2014; Nickelsen y Rengstl,
2013; Schdttler et al., 2017), las cuales pueden ser transcritas a partir de genes localizados
en el nacleo de la célulay en el plastoma.

A pesar de que la investigacion de los cloroplastos o proplastidos aislados puede presentar
desafios inherentes debido a su escala microscépica, se han desarrollado protocolos para
el aislamiento de cloroplastos intactos (An et al., 2021; Bhattacharya et al., 2020; Gerwick
et al., 1977; Shi et al., 2012), analisis que en su mayoria se enfocan a nivel de proteinas. A
partir de este aislamiento total, se ha logrado la separaciéon de diferentes tamafios de
cloroplastos mediante un gradiente de sacarosa (Hernandez-Castellano, 2020; Takabe
et al., 1979), ofreciendo asi una alternativa viable para analizar cloroplastos en distintos
estadios de desarrollo. Sin embargo, la presencia de cuticula gruesa y el meristemo

ensanchado de A. angustifolia requieren de la estandarizacion del método de aislamiento.

En este estudio se realiza la estandarizacion del aislamiento y separacion de cloroplastos
y proplastidos en distintas fases de crecimiento, obtenidos de las variedades somaclonales
verde y albina de A. angustifolia. Esto con el propésito de poder realizar un andlisis de RT-
gPCR enfocado a genes clave en el ensamblaje del FSI y FSII a lo largo del desarrollo del
cloroplasto. Este estudio, es pionero en la comparacién de la expresion génica de
proplastidos aislados de plantas albinas en diferentes etapas de crecimiento, tiene el
potencial para sentar bases para futuras investigaciones relacionadas a la diferenciacion

de los cloroplastos.
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ANTECEDENTES

1.1. ORIGEN Y FUNCION DE LOS PLASTIDOS EN PLANTAS VASCULARES

En el interior de las células de todas las plantas vasculares, se encuentran organelos
conocidos como plastidos, un término de origen griego, “plastikos”, acufiado por Schimper
(1882). Este nombre alude a la plasticidad que presentan estos organelos, la cual varia
dependiendo de su localizacion y las condiciones de la planta. Los plastidos desempefian
un papel critico en el desarrollo y metabolismo de las plantas, siendo esenciales para la
fotosintesis y contribuyendo a las principales vias metabdlicas asociadas al crecimiento y
desarrollo, como la sintesis de aminoacidos, acidos grasos, acidos nucleicos, fitohormonas

y metabolitos secundarios (M. Han et al., 2021; Tripathi et al., 2019).

El origen de los plastidos probablemente se remonta a un proceso de adaptacion
endosimbidtico que tuvo lugar hace aproximadamente 1500 millones de afios. En este
evento, un organismo heterétrofo incorporé a otro con caracteristicas similares a una
cianobacteria fot6trofa (Daniell et al., 2016; Gray, 2017; McFadden, 1999). Como resultado,
en las plantas vasculares actuales, los plastidos son organelos semiautbnomos que
conservan su propio genoma, conocido como plastoma. Estos organelos tienen la
capacidad de diferenciarse morfolégicamente para realizar funciones especificas. Aunque
todos los plastidos se originan a partir del proplastido, su diferenciacién no es unidireccional,

lo que permite clasificarlos segun su funcién (Fig. 1.1).

Entre los diversos tipos de plastidos, destacan los leucoplastos, amiloplastos y
proteinoplastos, encargados del almacenamiento y sintesis de nutrientes; los cromoplastos,
involucrados en la floracion; y los cloroplastos y etioplastos, responsables de las respuestas
a la luz y la fotosintesis (Biswal et al., 2013; Choi et al., 2021; Yoo et al., 2020). Los
proplastidos, a pesar de ser los menos especializados en la familia de los plastidos,
desempefian un papel crucial en las plantulas en crecimiento al dividirse y proliferar. Esto
abastece a las células que, con el desarrollo de la planta, estaran disponibles para

diferenciarse segun la localizacién y las condiciones ambientales (Choi et al., 2021).
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Ademas, los proplastidos tienen la particularidad de actual como la via de transmision del
organelo, heredado a través de la linea materna o paterna (K. Pyke, 2007).

1.2. BIOGENESIS Y DESARROLLO DE LOS CLOROPLASTOS

Los cloroplastos, fundamentales para la fotosintesis y con un impacto ecolégico global
(Stirbet et al., 2020), son prominentes en las células de las plantas vasculares adultas,
especialmente en las hojas y estomas, y se caracterizan por contener clorofila, la molécula
de su coloracién verde (Taiz et al., 2015). En las plantas no se ha documentado la formacién
de cloroplastos de novo; mas bien, los plastidos se transmiten a través de los gametos,
implicando que los proplastidos proliferen en las células vegetales mediante divisiéon. Este
fendmeno ocurre cominmente durante la germinacién, cuando la plantula se prepara para
la escotomorfogénesis o la fotomorfogénesis, dependiendo de las condiciones de luz
(Cackett et al., 2022; K. A. Pyke, 2010; Tripathi et al., 2019). Durante este periodo, los
proplastidos comienzan a diferenciarse transitoriamente en etioplastos, careciendo de
pigmentos y presentando un cuerpo prelamenar (Choi et al., 2021; Galina, 2017; K. Pyke,
2007). Al ser expuestos a la luz, los etioplastos o proplastidos inician una cascada de
sefalizacién que da inicio al proceso conocido como biogénesis del cloroplasto (Hernandez-
Verdeja et al., 2020).

La cascada de sefializacién esta regulada completamente por la calidad y cantidad de luz
que los fotorreceptores perciben a través de diferentes longitudes de onda (Battle et al.,
2020; Taiz et al., 2015). Estos fotorreceptores, vinculados a diferentes longitudes de onda,
han sido asociados con respuestas a cambios en la luz diurna (Tripathi et al., 2019). Durante
el inicio del dia, la incidencia predominante es de luz azul (200-400 nm), interactuando con
los criptocromos, mientras que al atardecer, la luz roja (600-800 nm) predomina,
interactuando con el fitocromo (Taiz et al., 2015). Los fitocromos inactivos (Pr), sintetizados
en el citoplasma, al interactuar con la luz roja, se isomerizan a su forma activa (Prf) y se
traslocan al nucleo, donde interactian con factores de transcripcion vinculados a la

fotomorfogénesis, como HY5 y GLK (Cackett et al., 2022; Taiz et al., 2015).

Al recibir la luz, la biogénesis del cloroplasto inicia a partir del etioplasto o proplastido, donde
el cuerpo prelamenar comienza a desarrollarse en el sistema de membranas responsable
de la fotosintesis, denominado tilacoides (Cackett et al., 2022; Choi et al., 2021; Liebers
et al., 2017; Pogson et al., 2015; Semenova, 2018, 2022; Tripathi et al., 2019). Asimismo,
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con el proposito de proteger el ADN, este se agrupa en estructuras llamadas nucleoides,
que se adhieren a los tilacoides (Biswal et al., 2013). A partir de este punto, el cloroplasto
comienza la etapa de crecimiento, donde las proteinas codificadas por el plastoma,
fundamentales en la fotosintesis (incluyendo el Fotosistema | (FSI), el Fotosistema Il (FSII),
el complejo NADH y la ATPasa), proliferan y se distribuyen a lo largo de las membranas de
los tilacoides (Taiz etal., 2015). Estas membranas, principalmente compuestas de
galactolipidos y otras proteinas, como los complejos antena LHC, necesitan ser importadas
del citosol, ya que son codificadas por el ADN del nlcleo de la célula (Loudya et al., 2021;
Yoo et al., 2020).

En su etapa inicial de crecimiento, el cloroplasto presenta una menor cantidad de tilacoides
y clorofila, sin embargo, a medida que avanza su desarrollo, se observa una acumulacion
progresiva de estos componentes (Loudya et al., 2021). Este incremento en el nimero de
tilacoides conduce a un aumento en las dimensiones del cloroplasto. Al alcanzar su estado
de madurez, el cloroplasto puede exhibir dimensiones que oscilan entre 5-10 um de
longitud, un valor que puede variar dependiendo del organismo especifico (An et al., 2021;
Bhattacharya et al., 2020; Taiz et al., 2015).
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Figura 1.1. Diferenciacion desde proplastido. La familia de los organelos denominados
plastidos tienen un inicio en el propléstido y responden dependiendo de las necesidades y
condiciones a las que se expone la planta. Al recibir oscuridad se puede desarrollar a
etioplasto, sin embargo, al exponerse a la luz se revierte para desarrollarse hacia

cloroplasto. También pueden diferenciarse en leucoplastos que permiten almacenar
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nutrientes, o en cromoplastos los cuales abundan en las flores y frutos. Figura modificada
de Buchanan et al. (2015).

1.3. PLASTOMA: EL GENOMA DE LOS PLASTIDOS

El genoma del plastido, conocido como plastoma, reside dentro del propio organelo, siendo
esencial para procesos como la fotosintesis, la expresion de genes nucleares y la
biogénesis del cloroplasto (Nishimura, 2023). Aunque depende de la expresion génica del
nacleo, sigue desempefando un papel crucial en la funcién cloroplastica. Usualmente, el
plastoma presenta una organizacién cuatripartita muy conservada, compuesta por la
secuencia de copia larga (LSC), la secuencia de copia corta (SSC), la region invertida A
(IR-A) y la region invertida B (IR-B) (H. Han et al., 2022). La variabilidad de las secuencias
entre los plastidos de una misma célula puede generar heteroplasmia durante la divisién
celular, lo que podria contribuir a fenotipos etiolados o parcialmente albinos (Park et al.,
2023).

Aunqgue la regulacién de los genes del plastoma pueden ocurrir en etapas posteriores a la
transcripcion, se ha reportado que el inicio de la biogénesis del cloroplasto esta vinculado
a la actividad de la polimerasa codificada por el nicleo (NEP), que facilita la transcripcion
de la polimerasa codificada por el plastido (PEP) (Cahoon et al., 2008; Yoo et al., 2020).
Sin embargo, la influencia de los genes nucleares sobre la composicion del cloroplasto es
significativa, ya que alrededor del 98% de las proteinas del cloroplasto deben ser
importadas desde el nacleo (Ji et al., 2021; Pogson y Albrecht, 2011)

Se ha observado que NEP suele transcribir genes de PEP (rpoA, rpoB, rpoC1l, rpoC2) y
genes constitutivos (accD) (Borner et al., 2015; Yoo et al., 2020). A pesar de que NEP se
considera como una respuesta ante la disminucién de la actividad de PEP, se ha reportado
que NEP puede compensar su funcién (Bérner etal.,, 2015). Por otro lado, PEP es
responsable de transcribir genes de los fotosistemas (psa para el FSI y psb para el FSIl)
(Dobrogojski et al., 2020; Yagi y Shiina, 2014). Ademas, la actividad de PEP se incrementa

durante las primeras etapas de crecimiento del cloroplasto (Loudya et al., 2021).
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1.4. DESARROLLO DEL CLOROPLASTO: ENSAMBLAJE DEL FOTOSISTEMA | (FSI)

La formacién del Fotosistema | (FSI) requiere de la interaccion de proteinas transcritas tanto
en el nucleo como en el plastido, dando lugar a un complejo proteico que se incorpora en
la membrana de los tilacoides, con una mayor concentracion en la periferia del cloroplasto,

donde incide mayor cantidad de luz (Taiz et al., 2015).

Aungue no se ha logrado una caracterizacibn completa del proceso de ensamblaje, se
conoce que este inicia con la expresiéon de los genes psaA y psaB, los cuales conforman el
heterodimero central del FSI (Schéttler et al., 2011; Yang et al., 2015). Posteriormente, los
genes psaC, psaD y psaE se transcriben, los cuales estan vinculadas a la union de la
ferredoxina (Schéttler et al., 2011; Yang et al., 2015). Como paso final, los genes psal, psaJd,
PsaF y PsaH, que conforman las proteinas auxiliares con diversas funciones, también
conocidas como el complejo intermediario, y se localizan cerca de las proteinas de antena
LHCI (Schottler etal., 2011, 2017). A lo largo de este proceso de ensamblaje del
fotosistema, se ha encontrado la importancia de ycf3 y ycf4, ya que su ausencia conduca a

una pérdida significativa de concentracioén de FSI (Schéttler et al., 2011).

En diversos estudios, se ha observado que la supresién de estos genes puede ser letal.
Para los genes psaA y psaB no hay suficientes reportes de mutantes deletéreas, sin
embargo, son dos genes indispensables porque conforman el centro de reaccion del FSI,
donde se lleva a cabo el transporte de electrones (Yang et al., 2015). En Nicotiana tabacum
el gen psal se encontrd vinculado a la estabilizacion del ensamblaje durante la reparacion
del FSI, ya que al encontrarse silenciado y en condiciones de estrés luminica provoca
enanismo en las plantas y una baja concentracion de FSI (Schéttler et al., 2017). El gen
psaJ, se ha reportado que al encontrarse silenciado provoca un fenotipo ligeramente mas

etiolado y menor presencia de FSI en los cloroplastos (Hansson et al., 2007).
1.5. DESARROLLO DEL CLOROPLASTO: ENSAMBLAJE DEL FOTOSISTEMA II (FSII)

El ensamblaje del FSIlI implica la interaccion de proteinas de origen nuclear y del plastoma.
Al igual que el FSI, se encuentra incorporado en la membrana de los tilacoides,
encontrandose en una mayor concentracion en la parte central de las membranas en donde

incide menor cantidad de luz (Taiz et al., 2015).
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En el caso del FSIlI, el centro de reaccion forma un homodimero compuesto por las
proteinas D1 y D2, codificadas por los genes psbA y psbD, respectivamente. Esta union
requiere la interaccion de la proteina ALB3 con la membrana de los tilacoides (Nickelsen'y
Rengstl, 2013). Posteriormente, las proteinas CP43y CP47, codificadas por los genes psbB
y psbC, se acoplan a los lados del centro de reaccion, funcionando como punto de anclaje
para las proteinas antena LHCII (Nickelsen y Rengstl, 2013).

Dada la importancia del ensamblaje del FSIl, se han realizado estudios para conocer los
efectos perjudiciales en las plantas con genes silenciados. Especificamente, la supresion
completa del gen psbD se ha asociado con un fenotipo letal, mientras que un silenciamiento
parcial resulta en un fenotipo con enanismo (Fu et al., 2021). Por otro lado, la inhibicién del
gen psbH se ha vinculado a un fenotipo letal, y la introduccién del gen a través de
transformacion nuclear permite la recuperacion y reverdecimiento de la planta, sugiriendo

que al silenciar psbH también disminuyen los niveles de clorofila (Levey et al., 2014).
1.6. AGAVE ANGUSTIFOLIA HAW.

El género Agave incluye plantas monocotiledéneas pertenecientes a la familia
Asparagaceae, siendo ampliamente distribuido en México, donde mas del 80% de las
especies son endémicas de este pais. Este género posee un gran interés comercial, ya que
algunas de sus especies son utilizadas para la produccion de bebidas como tequila, mezcal
o bacanora, aprovechando el azlicar presente en ellas, asi como la fibra, que se utiliza en
la industria textil (Monja-Mio et al., 2019).

En particular, Agave angustifolia es destacado por su uso en la elaboracion de bebidas,
generalmente obtenido de su hébitat natural. Su ciclo de vida presenta desafios en la
propagacion mediante semillas o esquejes, complicando su cultivo convencional (Monja-
Mio et al., 2019). EIl cultivo in vitro resulta una estrategia efectiva para la propagaciéon y
aumento de rendimiento agricola (Gutierrez Caro, 2015; Monja-Mio et al., 2021). Aunque
en entornos agricolas o silvestres algunas especies de Agave pueden presentan fenotipos
parcialmente amarillos o blancos, el interés principal en estas plantas se centra casi
exclusivamente en el mercado ornamental. Hasta la fecha, no hay reportes de especies de

este género que presenten un fenotipo albino total en vida silvestre o en cultivos agricolas.
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En el Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY), el cultivo in vitro se utiliza para
diversas especies vegetales, incluida A. angustifolia. A lo largo de varias generaciones de
cultivo in vitro, se generd una variante somaclonal variegada de esta especie, y a partir de
esta variante, se obtuvo una variedad somaclonal albina (Duarte-Aké et al., 2016). Esta
dltima presenta un fenotipo completamente blanco, carece de clorofila y presenta
cloroplastos subdesarrollados (Hernandez-Castellano et al., 2020). A pesar de estas
caracteristicas, la variedad albina puede sobrevivir en condiciones in vitro controladas,
utilizando los nutrientes del medio de cultivo. Esto la convierte en un excelente modelo de
estudio para investigar la biogénesis y desarrollo del cloroplasto. Ademas, los recientes
avances en genomica, como el genoma del plastido publicado (Qin et al., 2021), ofrecen
nuevas oportunidades para el estudio y la explotacién de estas especies, lo que podria

llevar a aplicaciones futuras en el ambito de la biotecnologia vegetal.
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Figura 1.2. Plastoma de Agave angustifolia. EI ADN del plastido de Agave angustifolia
presenta una disposicién cuatripartita (LSC, SSC, IR-A e IR-B) y una longitud de 157,274
pares de bases. La ilustracion se grafico utilizando el software online OGDRAW (Greiner

et al., 2019).
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1.7. JUSTIFICACION

El estudio de la expresion génica en las fases de desarrollo de cloroplastos y proplastidos
aislados de plantulas in vitro de las variedades somaclonales verde y albina de A.
angustifolia presentan una oportunidad Unica para revelar las diferencias clave vinculadas
a la diferenciacion hacia cloroplastos. El andlisis detallado de genes clave en el ensamblaje
de fotosistemas durante distintas etapas de desarrollo podria revelar mecanismos genéticos
especificos que regulan la transicion a cloroplastos maduros. Al ser el primer estudio en
analizar la expresion génica comparativa en proplastidos aislados de plantulas con fenotipo
albino, este trabajo sienta las bases para futuras investigaciones centradas en comprender

a fondo el desarrollo del cloroplasto y su relacion con fenotipos carentes de clorofila.
1.8. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Coémo varia el nivel de expresion de genes fundamentales para el ensamblaje de los
fotosistemas | y Il (psaB, psal, psbA, psbD, psbH, y ycf3) en cloroplastos y proplastidos
aislados, separados por fases de crecimiento, en los fenotipos verde y albino de A.

angustifolia?
1.9. HIPOTESIS

Si la expresion de genes clave asociados al ensamblaje de los fotosistemas | y Il aumenta
durante la maduracion de los cloroplastos, entonces se espera que la expresion de estos
genes se mantenga en niveles bajos en los cloroplastos inmaduros y proplastidos aislados

de la variedad somaclonal albina.
1.10. OBJETIVO GENERAL

Determinar las diferencias en la expresion de los genes involucrados en el ensamblaje de
los fotosistemas | y Il (psaB, psal, psbA, psbD, psbH, y ycf3) en cloroplastos y proplastidos
aislados, separados por fases de crecimiento, de las variedades somaclonales verde (G) y

albino (A) de Agave angustifolia Haw.

12
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1.11. OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Obtener un procedimiento eficiente de aislamiento de cloroplastos y proplastidos
en diferentes fases de crecimiento, en la variedad somaclonal verde (G) y albina
(A) de A. angustifolia.

Il. Evaluar la expresion de los genes psaB, psal, psbA, psbD, psbH, y ycf3 en
distintas fases de crecimiento de los cloroplastos y proplastidos aislados de la

variedad somaclonal verde (G) y albina (A) de A. angustifolia.
1.12. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental (Figura 1.2) consistio en llevar a cabo el aislamiento de
cloroplastos de las variedades somaclonales (verde y albino), de A. angustifolia, siguiendo
el protocolo previamente establecido por Herndndez-Castellano (2020). El proceso se inicia
con el aislamiento de cloroplastos totales a partir de plantulas cultivadas in vitro de A.
angustifolia. Se procesan 30 gr de material vegetal para la variedad somaclonal verde y 60
gr para la variedad somaclonal albina mediante una licuadora de inmersién. Se requiere el
doble de material para la planta albina por su escasa cantidad de plastidos. Posteriormente,
la muestra se filtra con tela de gasa, y mediante una centrifuga se obtienen los cloroplastos
totales. Estos se colocan cuidadosamente sobre un gradiente de sacarosa con cinco
diferentes concentraciones (2 M, 1.75 M, 1.5 M, 1.25 M, 1 M).

A través de centrifugacion en el gradiente de sacarosa, partiendo de la variedad somaclonal
verde se obtienen cuatro diferentes tamafios que representan cuatro diferentes fases de
crecimiento de los plastidos. Partiendo de la variedad somaclonal albina, se obtienen dos
fases de cloroplastos inmaduros. En total a las seis fases, 4 pertenecientes a la verde y 2
a la albina, se extrae ARN y se sintetiza ADN complementario para poder analizar en RT-
PCR y RT-gPCR los genes psaB, psal, ycf3, psbA, psbD y psbH. Este analisis
proporcionara un patrén detallado de expresion génica relacionada con el ensamblaje de
los fotosistemas, permitiendo identificar posibles diferencias entre las variedades

somaclonales verde y albina en términos de desarrollo de los cloroplastos.

13
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Y1

Figura 1.2. Estrategia experimental. A) A partir de dos variedades somaclonales de A.
angustifolia se obtienen los cloroplastos intactos totales. B) Los cloroplastos totales son
separados a través de un gradiente de sacarosa para obtener 4 diferentes tamafos que
representan 4 fases diferentes de crecimiento. C) A cada una de las fases de cloroplastos
se extrae ARN y se sintetiza ADN complementario. D) EI ADN es analizado a través de RT-

PCR y RT-gPCR, evaluando los genes psaB, psal, ycf3, psbA, psbD y psbH.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

Las variedades somaclonales verde y albino de A. angustifolia Haw., pertenecientes a la
coleccion del laboratorio de epigenética del CICY, fueron cultivadas en medio Murashige &
Skoog modificado (MS-B) (Murashige & Skoog, 1962), con una fuente de nitrégeno
compuesta por 10 mM de KNOs y 5 mM de NH4sNOs. El medio se complementé con 0.11
pum de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y 4.43 ym de 6-bencilaminopurina (6-BA), 0.175%
de agar, 0.175% de gelrite y 3% de sacarosa (Robert et al., 2005). El cultivo estuvo bajo
condiciones de fotoperiodo 12:12 a una intensidad luminica de 40 umol/m?sy a 25 + 2 °C
hasta que las plantulas alcanzaron una altura de 3-5 cm en aproximadamente 2 meses. Las
plantulas se transfirieron de las magentas a la bascula, pesando 30 g para la variedad
somaclonal verde y 60 g para la variedad somaclonal albina.

2.2 AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS TOTALES

El aislamiento de cloroplastos se llevé a cabo mediante el método estandarizado por
Hernandez-Castellano, (2020), con algunas modificaciones en los amortiguadores y la
cantidad de material vegetal. Para la variedad somaclonal verde se utilizaron 30 g de

plantulas completas, mientras que para la variedad somaclonal albina se utilizaron 60 g.

Las plantulas disectadas en pequefios segmentos de 1 cm, sumergidas en
aproximadamente 15ml de amortiguador de aislamiento (HEPES 100 mM, pH 8, sorbitol
300 mM, &cido ascoérbico 5 mM, NaCl 1 M, MgCl, 5 mM, EDTA 5 mM, DTT 2 mM, PVP-40
1%, BSA 0.05 %), se sometieron a vacio durante 10 min. Luego, las plantulas se
homogeneizaron con una licuadora de inmersién Oster® en pulsos cortos para evitar dafiar
los cloroplastos y proplastidos. La homogeneizacion (aprox. 50 ml) se filtré con tela de gasa
y se centrifugd a 150 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo
de 50 ml y se centrifugd a 3,500 g durante 15 min a 4 °C, precipitando los cloroplastos.
Posteriormente, la pastilla conteniendo los cloroplastos se resuspendi6, con ayuda de una
micropipeta, utilizando el amortiguador de lavado (HEPES 75 mM, pH 7.75, Sorbitol 200
mM, NaCl 500 mM, MgCl, 5 mM, PVP-40 1%, BSA 0.01 %, DTT 2 mM) en sucesivos
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lavados y se centrifugé a 3,500 g durante 15 min a 4 °C y se repitio el lavado dos veces
mas. Finalmente, se resuspendid en 5 ml de tres posibles amortiguadores: para poder
visualizar en el microscopio se utilizé el de visualizacion (MOPS 25 mM, PMSF 1 mM, EDTA
50 mM, pH 7, MgCl. 2 mM, DTT 2 mM, glicerol 90%), para realizar extraccion de ARN total
a la muestra se utilizé el de extracciéon de ARN(Tris-HCI 100 mM, LiCl 100 mM, EDTA 10
mM, SDS 1%) y para realizar la separacién por fases de crecimiento se utilizd el
amortiguador de separacion (HEPES 30 mM, sorbitol 300 mM, BSA 0.05%).

2.3. SEPARACION DE CLOROPLASTOS MEDIANTE GRADIENTE DE SACAROSA

Se prepard cinco diferentes concentraciones de sacarosa (2 M, 1.75M, 1.5 M, 1.25My 1
M), de cada una se colocaron 5 ml en tubos de 50 ml en orden ascendente, donde la
muestra con menor concentracion se encontraba en la parte superior del tubo y la mas
concentrada en la parte inferior del tubo. Sobre el gradiente se afiadieron 5 ml de la muestra
de cloroplastos totales disueltos en amortiguador de separacién. Se utilizé una centrifuga

con cabezal de columpio para la separacién de las fases a 3,220 g por 50 min a 4 °C.

A través del gradiente, entre cada concentracion de sacarosa, se colectaron
aproximadamente 4 ml de cada fase separada utilizando una jeringa en tubos de 2 ml. Se
afadioé un volumen de amortiguador de lavado y se centrifug6 a 3,500 g durante 15 min a
4 °C dos veces para reducir la concentracion de sacarosa. Después de la segunda
centrifugacion, los cloroplastos se resuspendieron en 5 ml de tres posibles amortiguadores.
Para visualizar la muestra en microscopio se utilizé el amortiguador de visualizacion (MOPS
25 mM, PMSF 1 mM, EDTA 50 mM, pH 7, MgCl, 2 mM, DTT 2 mM, glicerol 90%), para
realizar extraccion de ARN se utiliz6 el amortiguador de extraccion de ARN (Tris-HCI 100
mM, LiCl 100 mM, EDTA 10 mM, SDS 1%) y para realizar la separacion a través del
gradiente de sacarosa, se utilizé el amortiguador de separacién (HEPES 30 mM, sorbitol
300 mM, BSA 0.05 %).

Las muestras obtenidas de la variedad somaclonal verde se etiquetaron como fase 4 (F4G),
que contenia los cloroplastos de mayor tamafio; la fase 3 (F3G), con cloroplastos en
proceso de maduracion; la fase 2 (F2G), con cloroplastos en crecimiento; y la fase 1 (F1G),
con los menos desarrollados y de menor tamafio. Estas etiquetas corresponden a las
interfases de las concentraciones de sacarosa (F4G se encuentra entre 1y 1.25 M; F3G se

encuentra entre 1.25 y 1.5 M; F2G se encuentra entre: 1.5y 1.75 M; F1G se encuentra
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entre 1.75y 2 M). Las muestras obtenidas de la variedad somaclonal albina se etiquetaron
como fase 3, que corresponde a los proplastidos aislados de mayor tamafio, y fase 2 a los

de menor tamario.
2.4. MICROSCOPIA Y ANALISIS DE PLASTIDOS

La visualizacién microscépica de los cloroplastos se llevé a cabo utilizando un microscopio
VE-T2 de Velab™ (CDMX, México) en las muestras de aislamiento total de ambas
variedades somaclonales, verde y albina, suspendidas en el amortiguador de visualizacién.
El microscopio cuenta con un adaptador fijado para microscopio y una camara digital
industrial con una resolucién de 14 Mp y un sensor a color de tamano 1/2.3” Aptina Cmos
(AMZ Optics, Ningbo, China), lo que permitié la visualizacién en tiempo real a través de una

computadora utilizando el software ImageView proporcionado por el fabricante.

La evaluacién del rendimiento de los plastidos se realiz6 mediante una cdmara de Neubauer
(BRAND®, Wertheim, Alemania), siguiendo el protocolo de Kubis etal. (2008). Las
imagenes capturadas con el microscopio se almacenaron en formato TIFF y fueron
sometidas a un andlisis utilizando el software ImageJ (Schneider et al., 2012). Este proceso
permitié una evaluacién detallada de la morfologia y la distribucion de los plastidos en las

muestras.
2.5. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Se seleccionaron genes que codifican para proteinas involucradas en el ensamblaje de los
fotosistemas. Para el FSIl se seleccionaron las proteinas D1 (psbA) y D2 (psbD) que
conforman el centro de reaccion, asi como la proteina PsbH (psbH), vital para la estabilidad
del FSII. Para el FSI, se seleccionaron la apoproteina A2 (psaB), encargada de la unién a
P700, y las proteinas Psal (psal) y Ycf3 (ycf3), esenciales durante el ensamblaje del FSI.

Los oligonucledtidos para los genes psal, psbH y ycf3 se disefiaron utilizando el plastoma
de referencia de A. angustifolia, con la accesion NC_059876.1 (Qin et al., 2021). Los
oligonucleétidos utilizados para los genes psaB, psbA y psbD fueron los reportados por
Herndndez-Castellano (2020), siendo localizados dentro del plastoma de referencia
(NC_059876.1) mediante el uso del software BLAST (Altschul et al., 1990).
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Tabla 2.1. Oligonucleétidos de genes de interés utilizados para el andlisis RT-PCR y
RT-qPCR.

Gen Secuencia de oligos (5'- 3") Tm (°C) Tamanfo
tedrico (pb)

psaB F: TCTTGCTCTAGCCTCTTTAGGG 58 °C 134
R: CTCATCACCAATACATCGCAG
psal F: GAGGTACCCATTCTATGACAG 58 °C 136
R: GATTGTCTAGATCCGACGGGA
psbA F: GATAACCAGCACCGAAAAC 58 °C 156
R: CCTGTTTCTGGGTCTTTACT
psbD F: CCAACTCAAGCCGAAGAGAC 58 °C 151
R: GATGAGTGCTCTTGGGGTAG
psbH F: CCAAGACAAACTACCGTAGGGAAT 58 °C 105
R: AGCCATTGCGACTCCCATAA
ycf3 F: ACAGAGATGGGATGTCGGCTC 58 °C 90

R: CGCGACCAGAAATTGATCCCT

2.6. ANALISIS BIOINFORMATICO

La caracterizacion detallada de las secuencias de los genes psaB, psal, psbA, psbD, psbH
y ycf3, fundamentales en el ensamblaje de los fotosistemas | y Il, se llev6 a cabo mediante
un analisis bioinformatico. En este proceso, se realiz6 la busqueda de dominios
conservados utilizando la base de datos InterPro (Paysan-Lafosse etal., 2023) para
graficarlos en el software IBS 1.0 (Liu et al., 2015). Adicionalmente, partiendo de las mismas
secuencias, se realiz6 una busqueda de motivos utilizando el software MEME (Bailey et al.,
2015). Los parametros de la basqueda de motivos fueron los predeterminados y se incluyo
como puntos de referencia las secuencias de las especies A. angustifolia, A. americana, A.
fourcroydes, A. sisalana, Amborella trichopoda, Anana comosus, Arabidopsis thaliana,
Brassica napus, Carica papaya, Dendrobium catenatum, Elaeis guineensis, Medicago

truncatula y Nicotiana tabacum.
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2.7. ANALISIS RT-PCR Y RT-QPCR
2.7.1. Extraccion y verificacion del ARN

La extraccion de ARN se llevo a cabo en 1ml de cada fase obtenida de cloroplastos posterior
a la separacion en el gradiente de sacarosa. Se emplearon 500 ul de la solucion TRI
Reagent® (SigmaAldrich) segln las recomendaciones del fabricante. Se mezclé con ayuda
de un vortex y se incub6 la muestra a temperatura ambiente durante 5 min. Se agregaron
100 pl de 1-bromo-2-cloropropanol a la mezcla y se incubd durante 15 min a 24 °C para
posteriormente centrifugar a 12,000 g por 15 min a 4 °C. Se transfiri6 la fase que contiene
el ARN de cada muestra a un tubo eppendorf y se agreg6 500 pl de isopropanol frio. Las
muestras se incubaron durante 15 min en hielo y se centrifugaron a 12,000 g durante 8 min
a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y se lavaron las muestras con 500 pul de etanol al 75%
frio. Las muestras se centrifugaron a 7,500 g durante 5 min a 4 °C, se descart6 el etanol y
las pastillas, conteniendo el ARN, se dejaron secar por aproximadamente 15 min a
temperatura ambiente. EI ARN se resuspendié en 30 ul de agua ultrapura libre de nucleasas
y se incub6 a 55 °C durante 10 min. La calidad del ARN se confirm6 mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5 %, y cuantificion con Nanodrop OneC (ThermoFischer Scientific,
Massachussets, EUA).

2.7.2. Digestion del ADN gendémico y sintesis de ADNc

Se realizdé una digestion de ADN gendmico a con el kit TURBO DNA-free Invitrogen
(ThermoFischer Scientific, Massachussets, EUA), seguida por una cuantificacion. La
sintesis de ADNc se efectud a partir de 300 ng/ul de ARN por cada fase de los cloroplastos
aislados, usando el kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis (ThermoFischer
Scientific, Massachussets, EUA). La calidad del ADNc se verifico con una PCR punto final,
utilizando una concentracién de 500 ng/ul de ADN por cada fase de cloroplasto, 2.5 pul de
amortiguador DreamTaq (ThermoFischer Scientific, CAT # EP0702), 0.25 pl de cada
oligonucleétido (10 pM), 0.5 pl de dNTP (10 pM), 0.125 de polimerasa DreamTagq,
completando a un volumen total 25 pl con agua ultrapura libre de nucleasas. El programa
utilizado en el termociclador MiniAmp Plus (Applied Biosystems, Massachussets, EUA)
comenzo con una desnaturalizacién a 95 °C por 2 min, seguido de 28 ciclos a 95 °C por 30

s, 58 °C por 30 sy 72 °C por 1 min, y para finalizar con una ultima elongacién de 72 °C por
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10 min. Posteriormente, 10 pl de la muestra resultante se transfirié a un gel de agarosa al
2% y se corrio a 90 V para la verificacion del peso molecular.

2.7.3. RT-gPCR

Para la RT-gPCR, se partié de una concentracion de 500 ng/ul por cada fase. La mezcla
contenia 0.25 pl de cada iniciador (5 uM), 12.5 yl de PCR SYBR Master Mix (Applied
biosystems CAT # 436759) y una concentracién de 500 ng/ul de ADNc en un volumen final
de 25 ul. El programa utilizado en el termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(ThermoFischer Scientific, Massachussets, EUA) comenz6 con una desnaturalizacion a 95
°C por 2 min, 40 ciclos de 95 °C por 30s, 58 °C por 30 sy 72 °C por 1 min, finalizando con
una ultima elongacién de 72 °C por 10 min. También se agregé al programa la curva melt
con los parametros predeterminados del software. Se utilizaron 3 réplicas de cada una de
las muestras y se descargaron los datos crudos obtenidos del programa StepOne Software

(ThermoFischer Scientific, Massachussets, EUA).
2.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos crudos de las amplificaciones fueron analizados mediante el software LinRegPCR
(Ruijter et al., 2009). Este proceso permitié cuantificar la eficiencia de cada reaccion, y
siguiendo las recomendaciones del manual, se aplicé un limite del 5% para determinar la
eficiencia de los oligonucledtidos. Posteriormente, durante cada reaccion de cada gen, las
muestras que exhibieron una eficiencia significativamente diferente fueron descartadas del
analisis cuantitativo. Para el analisis estadistico y el grafico de heatmap, se empleé el

paquete nativo de R 4.1.0 (R Core Team, 2021) denominado heatmap.
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CAPITULO 1l
RESULTADOS

3.1. AISLAMIENTO DE CLOROPLASTOS Y PROPLASTIDOS DE PLANTULAS IN
VITRO

El protocolo de aislamiento de cloroplastos se estandarizé utilizando 30 g de plantulas
completas para la variedad somaclonal verde y 60 g para la variedad somaclonal albina.
Esto tenia como fin buscar optimizar el rendimiento y facilitar la separacion posterior a
través del gradiente de sacarosa. En el caso de los cloroplastos aislados de la variedad
somaclonal verde (Fig. 3.1 A, B), se estim6 un rendimiento aproximado de 18,150
cloroplastos por ml de muestra, evaluado a 40X mediante una camara de Neubauer. La
integridad de la membrana de los cloroplastos y proplastidos de ambas variedades
somaclonales se confirmaron a 100X. Es importante destacar que las muestras se
procesaron inmediatamente, ya que el almacenamiento a 4°C mostr6 dafios en las
membranas de los cloroplastos de la variedad somaclonal verde (Fig. 3.1 C, D). Ademas,
se cuantificé el tamafio de los cloroplastos para la variedad somaclonal verde mediante el
area, utilizando el software ImageJ. Los resultados revelaron que los plastidos variaron

desde 0.5 um? hasta 11 pm?2.
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Figura 3.1. Visualizacién de cloroplastos totales aislados bajo microscopio 6ptico en
campo claro. Imagen de cloroplastos totales antes del almacenamiento a 4°C, capturada
en campo claro a 40X (A) y 100X (B). Cloroplastos totales después del almacenamiento a
4°C después de mas de 24 horas, visualizados en campo claro a 40X (C) y 100X (D). La
barra de escala indica una longitud de 10 pm.

El procedimiento para aislar los proplastidos de la variedad somaclonal albina fue idéntico
al empleado para la variedad somaclonal verde, con la diferencia que se partié de 60 g de
plantula. Sin embargo, la captura visual de los plastidos resultd desafiante debido a la
morfologia indiferenciada de los proplastidos y la dificultad en la distincion entre particulas
y plastidos (Fig. 3.2). Mediante el andlisis con el software ImageJ, se determiné el area de
los proplastidos, observados antes de someterse al gradiente de sacarosa, oscilaban entre
0.4 -5 um>.
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Figura 3.2. Visualizacion microscoépica de la muestra obtenida del protocolo de
aislamiento en muestras de la variedad somaclonal albina. Las particulas que se
observan, a pesar de carecer de coloracion, presentan caracteristicas similares a los
cloroplastos inmaduros aislados en la variedad somaclonal verde. La barra de escala mide

10 pm.
3.2. SEPARACION DE CLOROPLASTOS Y PROPLASTIDOS INDIFERENCIADOS

Los plastidos aislados de las variedades somaclonales verde y albina se centrifugaron
sobre el gradiente de sacarosa. La centrifugacion facilitd la separacion de las fases y se
extrajeron aproximadamente 3 - 4 ml de cada una, transfiriendo el volumen en dos tubos
de 2 ml (Fig. 3.3). En el caso de la variedad somaclonal verde, se obtuvieron 4 fases (Fig.
3.3 C) denominadas: F1G, F2G, F3G, y F4G.
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Figura 3.3. Gradiente de sacarosa y muestras de cloroplastos de la variedad
somaclonal verde. A) Muestra de cloroplastos puesta sobre el gradiente de sacarosa, con
concentraciones de 2 M, 1.75 M, 1.5 M, 1.25 M y 1 M, donde la solucién mas densa se
encuentra en la parte inferior del tubo. B) Separacion de la muestra de cloroplastos en fases
de crecimiento tras la centrifugacion. C) Tubos que contienen las muestras de cloroplastos
separados por fases de crecimiento en orden: fase 1 (F1G; 2 M — 1.75 M), fase 2 (F2G;
1.75M -1.5M), fase 3 (F3G; 1.5 M—-1.25 M) y fase 4 (F4G; 1.25 M — 1 M).

Las observaciones que se realizaron en el microscopio relevaron que, en la F1G, los
plastidos presentaron la menor &rea, oscilando entre 0.5y 2 um, indicando un estado menos
desarrollado. Las caracteristicas morfologicas de los cloroplastos en las fases F1G y F2G
eran muy similares (Fig. 3.4 B, C), diferenciandose principalmente en el &rea, donde la F1G
present6 un rango de 0.5 a 2 um, mientras que la F2G mostraba un rango de 2 a 4 um. La
F3G mostré un aumento en el area de los cloroplastos en comparacién con las dos fases
anteriores (4 a 6 um), ademas de presentar un menor nimero de cloroplastos en las
imagenes. Por otro lado, la FAG se encontraban los plastidos que presentaron el mayor
rango de area, de 6 a 9 um (Fig. 3.4 D), sugiriendo un estado de desarrollo mas avanzado.
Una vez recuperadas las fases de cloroplastos, se almacenaron a -80°C, procesandolas lo
antes posible para evitar la degradacion del ARN plastidial.
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A) B) C)

D) E)

Figura 3.4. Visualizacion de cloroplastos en diferentes fases en la variedad
somaclonal verde. A) Muestra de cloroplastos totales, mostrando un rango de &rea, desde
1 pm? hasta 9.8 pm?, con un 9% presentando un area superior a 8 um?y el 16% inferior a
2 um?2. B) Muestra de cloroplastos de la fase F1G, con un rango de area de 0.4 a 2 um?. C)
Muestra de cloroplastos de la fase F2G, con un rango de area de 2 a 4 um2. D) Muestra de
cloroplastos de la fase F3G, con un rango de area de 5 a 7 um?. E) Muestra de cloroplastos
de la fase F4G, con un rango de area de 5 a 8 um?2. La barra de escala tiene una longitud

de 10 um.

Para el proceso de separacion de proplastidos en la variedad somaclonal albina, también
se colocaron 5 ml por encima del gradiente de sacarosa, utilizando las mismas
concentraciones mencionadas anteriormente para la variedad verde (2 M, 1.75 M, 1.5 M,
1.25 M, y 1 M) (Fig. 3.5B). Las interfases de 1.25—- 1 M (fase 4) y 2 — 1.75 M (fase 1) (Fig.
3.5A), no revelaron la presencia de proplastidos ni cloroplastos aislados en la variedad
somaclonal albina. En cambio, las interfases de 1.5 - 1.25 M (fase 3) y 1.75 — 1.5 M (fase

2) mostraron dos fases, las cuales se denominaron F3A y F2A, respectivamente.
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A)
Lisados - Lisados
F4A F4G
F3A F3G
F2A F2G
F1A F1G

Figura 3.5. Separacion de proplastidos y cloroplastos mediante un gradiente de
sacarosa. A) Proplastidos de la variedad somaclonal albina separados a través del
gradiente de sacarosa, destacando la presencia de los proplastidos en las fases F3Ay F2A,
ya que las fases F4A y F1A no presentaron proplastidos. B) Cloroplastos de la variedad
somaclonal verde separados mediante el gradiente de sacarosa, mostrando las cuatro
distintivas fases (F1G, F2G, F3G y F4G).

3.3 ANALISIS DE DOMINIOS CONSERVADOS

La identificacion de dominios conservados en las secuencias de los genes psaB, psal,
psbA, psbD, psbH y ycf3, localizadas en el plastoma de referencia (NC_059876.1) y
traducidas a aminoécidos, se llevé a cabo mediante InterProScan. Este andlisis revel6 la
presencia de proteinas funcionales para todos los genes, las cuales mostraron una

conservacion a lo largo de toda la secuencia (Fig. 3.6).
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PsaB

1 734

Psal Ycf3

1 36 1 168

PsbA PsbD

1 353 1 353

PsbH

Figura 3.6. Analisis de los dominios conservados de las proteinas involucradas en el
ensamblaje de los fotosistemas |y Il. Dominios funcionales vinculados al ensamblaje del
FSI (A) y del FSII (B). Las secuencias seleccionadas para el analisis fueron traducidas en

aminoacidos y se identificaron utilizando la base de datos InterPro.

Posteriormente, se clasificaron las proteinas por su superfamilia proteica (Tabla 3.1). Se
determind las familias para diferentes proteinas: la proteina PsaB pertenece a la familia
IPR001280 ademas de la subfamilia IPR006244; Psal a la familia IPR001302; Ycf3 a la
familia IPR02281; PsbA pertenece a la superfamilia IPR0O00484, con la subfamilia
IPR0O05867; PsbD pertenece a la superfamilia IPR000484, con la familia IPR0O05868; y
PsbH pertenece a la familia IPR001056.

Tabla 3.1. Dominios Conservados. Lista de las proteinas identificadas en la busqueda

con su respectiva entrada de InterPro.
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Proteina Fotosistema

Superfamilia

Entrada InterPro

PsaB FSI Fotosistema | PsaA/PsaB IPR006244
Psal FSI Subunidad VIII del CR IPR001302
Ycf3 FSI Proteina de Ensamblaje Ycf3 IPR022818
PsbA FSlI Proteina D1 IPRO05867
PsbD FSili Proteina D2 IPR0O05868
PsbH FSili Proteina H del CR IPR0O01056

3.4. ANALISIS DE MOTIVOS CONSERVADOS

Los motivos obtenidos a través de la busqueda en MEME de las 13 especies utilizadas

demostraron una conservacion significativa (Fig. 3.7) respaldado por un valor P igual a cero

para la mayoria de las especies, como las pertenecientes al género de Agave.

Las principales diferencias se encontraron para el gen psal en las especies C. papaya y M.

truncatula, presentando un motivo inicial diferente a las demas especies.
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Figura 3.7. Motivos conservados en las secuencias de interés de los fotosistemas.
Utilizando el software MEME, se utilizaron secuencias de 15 especies diferentes, buscando
un maximo de hasta 20 motivos. A) Genes vinculados al ensamblaje del FSI. B) Genes
vinculados al ensamblaje del FSIl. Para la mayoria de los genes se encontré una
conservacion significativa respaldado con un valor P igual a O en la mayoria de los casos.
Las especies se encuentran enumeradas del 1 al 13 ordenados de la siguiente forma: 1) A.
angustifolia, 2) A. americana, 3) A. fourcroydes, 4) A. sisalana, 5) Amborella trichopoda, 6)
Anana comosus, 7) Arabidopsis thaliana, 8) Brassica napus, 9) Carica papaya, 10)
Dendrobium catenatum, 11) Elaeis guineensis, 12) Medicago truncatula y 13) Nicotiana

tabacum.
3.5. ANALISIS DE EXPRESION POR RT-PCR Y RT-QPCR

El andlisis de expresién de las diferentes muestras se realiz6 por PCR punto final y por PCR
cuantitativo (Figs. 3.7 y 3.8). El andlisis en RT-PCR se llevé a cabo en las cuatro fases de
crecimiento de los cloroplastos de la variedad somaclonal verde (F1G, F2G, F3G, F4G),
utilizando una concentracién de ARN de 500 ng/ul para cada fase. Las amplificaciones de
RT-PCR (Fig. 3.7A) revelaron un patron donde las dos primeras fases (F1G y F2G) existe
nula o minima expresion, aumentando en las dos ultimas fases (F3G y F4G). En relacion
con los genes asociados al ensamblaje del FSI, se observé una expresion similar entre psal
y ycf3, mientras que psaB presenté una mayor expresion en la F4G. Por otro lado, para el
centro de reaccion del FSIlI (psbA y psbD), presenté una expresion muy similar, mientras
gue psbH, una proteina auxiliar, present6 expresion ascendente desde la F1G hasta la F4G,
siendo en esta la banda mas pronunciada. Por otro lado, en las dos fases de la variedad
somaclonal albina (F2A y F3A), partiendo igualmente de 500 ng/ul de ARN, se encontrd
que, para todos los genes, excepto ycf3, la expresién para F3A fue mayor. En la F2A se

encontrd que los genes psbD, psbH y ycf3 presentaban un nivel de expresion muy inferior.
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A) B)
FIG F2G F3G F4G F2A  F3A

psaB

psal

ycf3

PSbA

psbD
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Figura 3.7. Analisis por RT-PCR en gel de agarosa. A) Amplificacion de las fases F1G,
F2G, F3G y FAG de la variedad somaclonal verde para los genes evaluados, mostrando la
mayor expresion en las dos ultimas fases. B) Amplificacion de las fases F2A y F3A de la

variedad somaclonal albina.

Para el analisis por RT-gPCR, se determiné la eficiencia de cada oligonucleétido (Tabla
3.2.) y se verifico la especificidad de las amplificaciones mediante pruebas Melt. Los datos
crudos obtenidos de las amplificaciones por RT-gPCR fueron extraidos y analizados
utilizando LinRegPCR, lo que permitié descartar réplicas con una eficiencia de amplificacion

inferior a 1.90, la mayoria oscilando entre 1.90 y 1.93.

Las amplificaciones de las diferentes fases y genes fueron establecidas con un umbral de
0.2 en todos los casos. La eleccion de un gen constitutivo adecuado resulté desafiante,
dada la naturaleza de los genes provenientes del plastoma. La mayoria de los genes
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constitutivos conocidos como el 18S, la tubulina y la actina, tienen origen nuclear, mientras
gue los genes constitutivos conocidos del plastoma, como los genes ribosomales y de la
PEP, presentaron niveles de expresion variables en cada fase de crecimiento, dificultando

la normalizacion.

Tabla 3.2. Eficiencia estimada de los oligonucleétidos por gRT-PCR.

Gen Eficiencia Desviaciéon estandar
psaB 1.91 0.022

psal 1.92 0.02

ycf3 1.91 0.01

psbA 1.92 0.01

psbD 1.9 0.004

psbH 1.9 0.008

Las amplificaciones de los genes por RT-gPCR se obtuvieron en valores de umbral de ciclo
(Cy (Fig. 3.8), donde los valores mayores a 35 indicaron ausencia de expresion. En el caso
de la variedad somaclonal verde (Fig. 3.8 A), con respecto a los genes asociados al FSI, se
observé que para el gen psaB mostrd una baja expresion en la primera fase de crecimiento
(F1G), aumentando progresivamente hasta alcanzar su punto maximo en la fase de mayor
crecimiento (F4G). Para psal, se encontré un incremento en la expresion en las tres
primeras fases, seguido de una disminucion en la Ultima fase, aproximandose a niveles
similares a la F2G. El gen ycf3, por otro lado, presenté una expresion significativamente
baja en las dos primeras fases, alcanz6 su punto maximo en la tercera fase, y mostr6é una
expresion mas elevada en la cuarta fase en comparacion con las dos primeras, pero menor
que la tercera. En cuanto a los genes asociados al FSllI, psbA y psbH presentaron un patréon
de expresion similar a psaB, con un aumento constante hasta la Ultima fase. Por otro lado,
psbD mostré su maxima expresién en F3G y la minima en F2G, mientras que F1G y F4G

presentaron niveles de expresion intermediario con respecto a la F3G y F2G.
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En el caso de la variedad somaclonal albina (Fig. 3.8B), al comparar unicamente la F2G y
F3G con F2A y F3A, se observo una tendencia similar de menor a mayor expresion (Fig.
3.8). En cuanto a los genes asociados al FSI, psaB fue el menos expresado en la etapa
mas temprana (F2A), mientras que ycf3 fue el mas expresado. El gen psal demostré un
nivel de expresion intermedia en comparacién con los genes psaB y ycf3, vinculados al FSI.
Para la etapa tardia (F3A), psaB y psal mostraron niveles de expresion similares, mientras
que ycf3 mostré la menor expresion. En cuanto a la expresion de los genes asociados al
FSII, psbD mostr6 la menor expresion en la F2A, mientras que, en la misma etapa, psbA y
psbH mostraron una mayor expresion que psbD. En F3A, se encontré una expresién mayor
que en F2A para los tres genes evaluados para el FSll, siendo psbD el que presenté la

mayor expresién en comparacion de los otros dos genes evaluados.

20 30 40
B) C,
psaB psaB
psal psal
ycf3 ycf3
pshA psbA
psbD psbD
psbH psbH
F1G F2G F3G F4G F2A F3A
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Figura 3.8. Mapa de calor de la expresion diferencial de los genes analizados en
ambas variedades somaclonales. A) Andlisis de expresion de los genes asociados al FSI
y FSII en las cuatro fases de crecimiento de los cloroplastos (F1G, F2G, F3G y F4G)
obtenidas de la variedad somaclonal verde de A. angustifolia. B) Analisis de expresion de
los genes asociados al FSI 'y FSIl en las dos fases de crecimiento de los cloroplastos (F2A
y F3A) obtenidas de la variedad somaclonal albina de A. angustifolia. Los valores de C;

mayores a 35 representan la ausencia de expresion.
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CAPITULO IV
DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
4.1. DISCUSION

4.1.1. Estandarizacion del aislamiento de cloroplastos y proplastidos de plantulas in

vitro de Agave angustifolia Haw.

Existen numerosos estudios que han estandarizado protocolos para el aislamiento de
cloroplastos. Estos han permitido sentar las bases para este proceso en diferentes especies
como Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Solanum lycopersicum, Spinacia olaracea,
Nicotiana tabacum y Zea mays (An et al., 2021; Bhattacharya et al., 2020; Block y Albrieux,
2018; Douce et al., 1973; Jacobson, 1968; Kubis et al., 2008; Morita, 1980; Takabe et al.,
1979). La morfologia foliar facilita estas manipulaciones. Aunque se han establecido
protocolos para organismos fotosintéticos como Chlamydomonas reinhardtii (Mason et al.,
2006), en plantas suculentas, como A. angustifolia, existen pocos procedimientos
estandarizados (Gerwick et al. 1977), posiblemente debido a sus caracteristicas
morfol6gicas distintas, como la cuticula gruesa y el meristemo mas ensanchado, lo que
podria representar desafios Unicos para la obtenecion de cloroplastos intactos. No obstante,
en este estudio, la morfologia de las plantulas in vitro de A. angustifolia permitié la
estadarizacion del protocolo de aislamiento de cloroplastos (Fig. 3.3), abriendo la

posibilidad de adaptarlo a otras especies con caracteristicas similares.

La separacion de cloroplastos segun las fases de crecimiento mediante un gradiente de
sacarosa ofrece una perspectiva valiosa para el analisis de la expresion génica. Los
cloroplastos de las fases F1G y F2G, visualmente, presentaron un area de
aproximadamente 1 — 4 um?, con caracteristicas morfolégicas similares entre ellas, una
disminucién en la pigmentacién y un area menor a 2 pm2. En cambio, los cloroplastos de
las fases F3G y F4G exhibieron pigmentacion visible, con un area entre 6 — 8 um?, siendo
la F4G la de mayor area (Fig. 3.4), en concordancia con lo reportado por Hernandez-
Castellano (2020).

La visualizacion de proplastidos indiferenciados de la variedad somaclonal albina presento

desafios técnicos debido a la ausencia de clorofila y estructuras morfoldgicas visibles (Fig.
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3.2). A diferencia de los cloroplastos, no hay estudios sobre el aislamiento de proplastidos,
y la microscopia electronica a mas de 20,000X es necesaria (Jacobson, 1968; Klein y
Poljakoff-Mayber, 1961; Leese y Leech, 1976; Tischendorf et al., 2007).

Durante el proceso de separacién por gradiente de sacarosa, los plastidos indiferenciados
de la variedad somaclonal albina formaron 2 fases, en contraste con las 4 fases observadas
de los cloroplastos de la variedad somaclonal verde (Fig. 3.5). Estas dos fases (F2A 'y F3A)
de la variedad somaclonal albina probablemente presenten un rango de tamafios similar a

la F2G y F3G de la variedad somaclonal verde.

4.1.2. Analisis de RT-PCR y RT-gPCR en genes asociados al ensamblaje de los

fotosistemas |y Il

Durante la biogénesis del cloroplasto, los plastidos indiferenciados comienzan a dividirse y
proliferan en nimero a lo largo de las células (Choi et al., 2021). Al iniciar el desarrollo hacia
cloroplasto, el ensamblaje de los fotosistemas se activa simultaneamente, con la expresion
de genes clave, incluyendo aquellos que componen los fotosistemas (psa y psb) (Nickelsen
y Rengstl, 2013; Schdéttler et al., 2011). En A. angustifolia, se observd una baja expresion
de todos los genes evaluados en las fases F1G y F2G (Figs. 3.7 y 3.8), lo cual podria estar
contrastando con la division de los plastidos para la proliferacion celular, ademas de la falta
de tilacoides desarrollados que sirven como plataforma de anclaje para las proteinas del
FSly FSIl. En la F3G, donde los tilacoides estan en desarrollo, se esperaria que ocurriera
el ensamblaje del fotosistema, destacando la mayor expresion encontrada de los genes
evaluados en esta fase. En F4G, al ser los mas maduros, se anticipa la etapa mas
productiva que requiere continuamente la reparacién y ensamblaje de fotosistemas. En
contraste, se encontrd que para el FSI, el gen psaB presenté una mayor expresion (Fig.
3.8), posiblemente relacionada con el proceso de regulacion de luz asociado con este gen
(Finster et al., 2013). De igual forma, el gen ycf3 presenté una expresion menor que en su
fase anterior, aunque significativa. Este comportamiento contrasta con las funciones de este

gen, el cual esta asociado al anclaje de las proteinas PsaA y PsaB (Nellaepalli et al., 2018).

En cuanto al FSII, los genes psbA y psbH mostraron una tendencia de expresion similar,
con una baja expresion en las dos primeras fases de crecimiento que aumenta hasta la

cuarta fase. El gen psbA codifica para la proteina del centro de reaccion, vinculada también
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con la regulacion de luz (Finster et al., 2013), mientras que el gen psbH codifica para la
proteina auxiliar indispensable para estabilizar la unién del centro de reaccién con las
antenas LHCI (Cao et al., 2020; Levey et al., 2014). Para el gen psbD, una de las dos
subunidades del centro de reaccién, se observo un comportamiento similar en F1G, F2G y
F3G en comparacién con los demas genes evaluados del FSlI; sin embargo, en F4G mostro
una menor expresion, indicando posiblemente un proceso de regulacion en la fase mas
tardia de crecimiento, asociado a procesos de regulacién de luz, ya que con mayor
presencia de luz, el transcrito tiende a estar mas expresado (Finster et al., 2013; Satoh
et al., 1999).

La variedad somaclonal albina present6 Unicamente dos fases, correspondientes a F2G y
F3G (Fig. 3.5). En la F2A, los genes vinculados al FSI mostraron disminucion en su
expresion, excepto el gen ycf3 (Fig. 3.8). Este gen esta relacionado con el ensamblaje de
los fotosistemas, sin embargo, para su transcripcion se requiere la presencia del factor
nuclear denominado BF2 (Wang et al., 2020), y ademas, necesita la presencia de la
proteina Y3IP1 para que, una vez unidos, el complejo Ycf3-Y3IP1 pueda interactuar con la
membrana de los tilacoides y permitir la union de las proteinas PsaA y PsaB (Nellaepalli
etal., 2018, 2021). Se ha reportado que niveles reducidos de Y3IP1l, posiblemente
vinculados a cambios en la expresion de ycf3, pueden inhibir el desarrollo del FSI
(Nellaepalli et al., 2021). En el caso de los genes vinculados al FSlI, en F2A, psbA mostro
una expresion similar a psbH, mientras que psbD mostré una expresion menor. En
comparacion con F2G, F2A presentd niveles mas altos de expresion para psbA y psbH,
necesarios en los procesos intermediarios e iniciales del ensamblaje del FSII, mientras que
psbD presento niveles que coinciden con F2G. En F3A, se observaron los niveles més altos
de expresion para los tres genes vinculados al ensamblaje del FSII similar a la expresién
que presenté F3G. Pudiendo ser que, a pesar de la falta de pigmentacion en la planta albina,
los genes necesarios para el ensamblaje del FSII estan activos y expresandose de manera

similar que el fenotipo verde.

Los resultados obtenidos mediante RT-PCR (Fig. 3.7) y RT-gPCR (Fig. 3.8) revelan un
patron de comportamiento consistente, fortaleciendo la confiabilidad de los datos obtenidos.
Ademas, las fases identificadas en este estudio se alinean con los hallazgos de Loudya et
al. (2021), quienes detallaron la biogénesis y el desarrollo del cloroplasto a nivel

transcriptomico en una hoja de Triticum aestivum, una planta monocotiledonea.
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Aprovechando el gradiente de crecimiento de los cloroplastos desde la base de la hoja,
donde se ubican los proplastidos, hasta el 4pice, donde se encuentran los cloroplastos
maduros, Loudya etal. (2021) reportaron dos fases distintas: una fase inicial de
proliferacién de proplastidos y una segunda fase de diferenciacién y desarrollo de los
cloroplastos. Al contrastar estos resultados con nuestro estudio, se observa que, a
excepcién del gen ycf3, la expresidn en las dos primeras fases de los cloroplastos aislados
(F1G, F2G y F2A) sigue una tendencia similar a la etapa de proliferacién de proplastidos
descrita por Loudya et al (2021). De igual forma, las fases posteriores de los cloroplastos
aislados (F3G, F4G y F3A) exhiben un patrén de expresion que podria estar correlacionado
con la fase de diferenciacion y desarrollo de los cloroplastos segin Loudya et al. (2021),
sugiriendo que la ausencia de diferenciacion y desarrollo de los cloroplastos en el fenotipo
albino no esta vinculado a los genes que conforman estructuralmente al FSI y FSII. Estos
resultados también concuerdan con lo reportado en A. angustifolia por Hernandez-
Castellano et al., (2020), donde se observa un aumento en la concentracién de clorofila

desde las etapas mas tempranas hasta las fases de mayor crecimiento.

La eleccion del gen de referencia es muy importante para verificar posibles problemas en
las concentraciones de ADN y reducir errores asociados con la concentracion inicial de la
muestra mediante la normalizacion (Andrade et al., 2017). En el presente estudio, se utilizd
ARN de cloroplasto o proplastido, descartando genes de origen nuclear como tubulina,
actina o 18S (Wang etal.,, 2015). Sin embargo, la limitacion al seleccionar un gen
constitutivo de cloroplasto radica en su expresion correlativa con la etapa de crecimiento
del cloroplasto (Loudya et al., 2021). Debido a esto en el presente estudio no se utilizé un
gen constitutivo para el andlisis de RT-qPCR, por lo que se respaldaron los resultados con
el analisis de RT-PCR.

Durante la maduracion de los cloroplastos en la variedad somaclonal verde, se observé un
aumento en la expresion de genes esenciales para el ensamblaje de fotosistemas 1y Il (fig.
3.7 y 3.8). Sin embargo, en los proplastidos de la variedad somaclonal albina, la expresion
de estos genes fue similar a los cloroplastos de la variedad somaclonal verde, con
excepcion del gen ycf3 que mostr6 mayor expresion para F2A a diferencia de F1G y F2G

gue mostraban expresion baja, cumpliendo parcialmente nuestra hipotesis inicial.
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Existen reportes de fenotipos albinos totales o parciales vinculados a alteraciones del gen
ycf3, como mutaciones, polimorfismos de nucle6tido Unico o eliminacion de pares de bases
(Nellaepalli et al., 2018, 2021; Park et al., 2023). Estos estudios demuestran que la proteina
Ycf3 interactda con la proteina de origen nuclear Y3IP1 uniéndose a la membrana de los
tilacoides y permitiendo el inicio del ensamblaje de los fotosistemas mediante la union de
las proteinas PsaA y PsaB. En el caso de la variedad somaclonal verde de A. angustifolia,
la expresion del gen aumentd progresivamente, siendo mas prominente en las etapas
finales (F3G y F4G), mientras que la variedad somaclonal albina presenté una mayor
expresion en la etapa inicial (F2A), para disminuir en la etapa posterior (F3A). Esto podria
provocar gue la interaccion Y3IP1 esté alterdndose, lo que conduciria a un fenotipo albino

tal como se reportd previamente.
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4.2. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
4.2.1. Conclusiones

e La estandarizacién del protocolo de aislamiento y separacion de cloroplastos
mediante un gradiente de sacarosa facilitdé la obtencion de cloroplastos y
proplastidos aislados en diferentes fases de crecimiento, permitiendo su analisis

independiente mediante RT-gPCR.

¢ Lavariedad somaclonal verde presento cuatro fases de crecimiento (F1G, F2G, F3G
y FAG) mientras que la variedad somaclonal albina presenté dos fases (F2A y F3A),

correspondientes a las fases intermedias de la variedad verde.

e Las caracteristicas morfologicas de los proplastidos aislados de la variedad
somaclonal albina representan un reto para la visualizacion mediante microscopio

de campo claro o autoinfluorescencia.

e Laexpresion de los genes clave en el ensamblaje de los fotosistemas en la variedad
somaclonal verde mostr6 una menor actividad en las etapas tempranas en
comparacion con las etapas tardias, corroborando hallazgos anteriores, pero desde

una nueva perspectiva.

e La expresion de los genes en el ensamblaje de los fotosistemas en la variedad
somaclonal albina en las dos fases de crecimiento observadas resulté similar a la
variedad somaclonal verde. Aunque la fase temprana presenta menor expresion que
incrementa en la fase tardia, excepto el gen ycf3. Dada la importancia de este gen

en el ensamblaje del FSI, la baja expresion podria estar asociada al fenotipo albino.
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4.2.2. Perspectivas

e Caracterizar la ultraestructura de los cloroplastos y proplastidos separados por

tamafios mediante microscopia electrénica de transmision.

e Analizar la presencia o ausencia de proteinas involucradas en el ensamblaje de

fotosistemas mediante Western blot.

¢ Investigar factores nucleares relacionados con el gen ycf3, como BF2 y Y3IP1, asi

como aquellos vinculados al ensamblaje de fotosistemas.
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