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Los cloroplastos son organelos
de la familia de plastos

Rodeado por una cubierta formada por dos unidades de membrana

Cloroplastos

Proplastos

Etioplastos

Amiloplastos

Leucoplastos




Interconversion de los plastos
durante el desarrollo
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DNA nuclear,
mitocondrial y plastidial
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¢Cuantas genomas hay
en células vegetales?

= NUCLEO

m MITOCONDRIA

® circular, tamafio variable entre especies (100 kb - 500
kb; humanos 16 kb).

® Editado (en plantas).
® rRNA, tRNA vy algunas (20) proteinas de respiracion

m CLOROPLASTO
® circular, tamafio constante (arveja 120 kb, espinaca 150 kb)
® 150 genomas por cloroplasto (15% de DNA total)
® rRNA, tRNA, algunas (45) proteinas de fotosintesis



Organizacion
del genoma plastidial

(A)
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Movimiento de
DNA intergenomal en plantas

Rubisco S

Rubisco L ‘

Cianobacteria — 1500 genes
Cloroplasto —110-120 genes



Movimiento de
DNA intergenomal en plantas

NRGen 5, 123




Herencia de los cloroplastos

{a) Variegated Plant

Carl Correns (1909)

Main shoot is variegated f‘ l Mirabilis jalapa
Hembra Macho Fenotipo de progenie
Verde Verde, variegada, blanca Verde

Variegada Verde, variegada, blanca Variegada

Blanca Verde, variegada, blanca Blanca

¢cPorqué?



Herencia de los cloroplastos

(&) Variegated Plant {b) Results of crosses between branches
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Implicancias practicas de la
herencia maternal de los plastos

- Rasgos codificados en los plastos no son transferidos facilmente
a otras especies vegetales (en la formacion de hibridos)

- Rasgos codificados en los plastos no son presentes en el polen,
asi disminuyendo su potencial 'riesgo’ a especies no-vegetales no-blancos




Herencia generacional
de los plastos - excepciones

Especie Cloroplastos
Maiz (Zea maiz) m
Arabidopsis thaliana m

Geranio (Pelargonium spp.) m, m/p, p

Platano (Musa acuminata) m
Sequoia (gimnosperma) )

m = Maternal p = Paternal

Sources: Birky (1995), Corriveau (1988), Corriveau et al. (1988), & Faure et al. (1994)
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Hemos visto...

m Miultiples organelos por célula 100
m Miultiples copia del DNA por organelo x 100
copias por célula 10000

m Herencia materna, facil de contener

Ademas, su origen procarionte....

m Genes transcritos en operones (un promotor, >1 gen)

unico gen B} T e IR

Multiples genes ﬂ RESGenX | RBSGenY ! RBSGenz I | I

m Integracidon de transgen por recombinacion homoéloga




Recombinacion homologa
-cilasmata en meiosis
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Recombinacion homologa
-transformacion genética de plastos

Vector con
gen de interés
Cromosoma

del plasto

Plasto con
gen de interés




Organizacion
del genoma plastidial

(A)

Large single- copy
region

-~35 genomas de
cloroplastos de distintos
especies secuenciados

Oryza sativa (rice) chloroplast DNA
134,525 bp

“  =regiones altamente
conservados

Inverted repeatp




Diseno de vectores para
transformacion de plastos

Selectable 3] Untranslated Regulatory
Marker region Elements
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Transformacion de plastos
-biobalistica

Y
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Transformacion de plastos
-inyeccion

Genoma
nuclear

Nucleo

Mitocondrias

Cloroplastos

Fentojeringa



Transformacion de plastos
-obtencion de células homoplastias

Heteroplastia  Division y\ / replicacién

Division y
replicacio

Ab

Homoplastia



Comprobacion de la
herencia materna de los cloroplastos

| Nt-483891 X WTJ x Nt-48383

Nt-48383

Staub et al
Nature Biotec 18. 333

Verma PPO7



La transplastomica
en especies vegetales

Arroz Zanahoria
Algodon
Lechuga Coliflor
Raps
Soja ]
Petunia Maiz

Tabaco Papa



Algunos ejemplos
de la transplastomica

Rasgos agronomicos
-Resistencia a herbicida
-Produccidén de toxina Bt
-Resistencia a sequia

Farmaceéutico
-Produccion de albumina sérica humana 'Biofarm’
-Produccion de factores de crecimiento -barato,

(FC; insulina-like) e interferonas -ausencia de
patdgenos de

Salud mamiferos
-Producciéon de antigenos para vacunas  -alto rendimiento
ej Colera, Antrax, rotavirus, hepatitis C



1.- Produccion de
albumina sérica humana (ASH)

ASH
-60% del volumen total de suero
-Proteina mas usada en transfusiones
-Bajos niveles producidos en otros
sistemas transgénicos

Medicion de HSA por ELISA en hojas de distintos estadios
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Tomade de: Femandez-San Milan ef al, Plant Biotechnology Journal, 2003,



2.- Produccion de
tomates mas naranjos 1

GGPP

Fitoeno

Licopeno
B-ciclasa

Z-caroteno — Licopeno—f-caroteno

Wurbs PJO7



2.- Produccion de
tomates mas naranjos 1

WT LCe

Meoxanthin nid nd

Violaxanthin nd nd

Antheraxanthin nd nd

Zeaxanthin nd nd

Licopeno Chlorophyll b nd nd

. Chlorophvll a nd nd
B-ciclasa Lycopene 3657 4 + 156.5 2351 + 138 4 AUR:R

f-Carotene 69.1+21.4 286.1 = 14.6 1WMB%

| jeonan® — B=
=1€openo p-caroteno Total carotenoid 31266 L 1857 32371 L1816

Total chlorophyll nd nd

Wurbs PJO7



2.- Produccion de
tomates mas naranjos-transcriptomica
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2.- Produccion de
tomates mas naranjos 2
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Narcissus pseudonarcissus (daffodil)

Licopeno
B-ciclasa

Z-caroteno — Licopzno—-p-caroteno




2.- Produccion de
tomates mas naranjos 2

Licopeno
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Numero de copias
Niveles de expresién

Genes y expresion

Efectos de posicion

Silenciamiento génico

Transferencia horizontal

Plegamiento y formacion
de puentes disulfuro

Glicosilacion

Conclusiones

~10.000/celula

Altos
Entre el 2-7% (hasta 47%)

Operones

Insercion en sitio conocido
elimina este problema

Mo se ha reportado

Herencia materna

Correcto

NO

Focas copias

For lo general bajos
Entre 0,001-0,1%

Monocistronicos

Insercion al azar
(expresion variable)

TGS y PTGS afectan
la expresion

Si

Correcto
(pasando por reticulo
endoplasmatico)

Sl




The future of protein production

Chlorogen

Imagine: a cure for cancer
from tobacco
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