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I. INTRODUCCION

I.1. PRESENTACION Y OBJETIVOS.

I.1.1. Los isoprenoides: Naturaleza bioquimica e importancia biolégica.

Los isoprenoides (o terpenoides) constituyen una vasta familia de compuestos de muy
diversa naturaleza estructural y funcional presentes en todos los seres vivos. Los isoprenoides
sintetizados por las plantas representan la inmensa mayoria de los 29000 identificados hasta el

momento, constituyéndose en la mayor familia de productos naturales conocidos [51].

Esta gran variedad de estructuras y funciones que singulariza a los compuestos
isoprenoides resulta tanto mas asombrosa cuando aprendemos que todos ellos,
independientemente de su origen, derivan del mismo intermediario comun, el isopentenil
pirofosfato (IPP, Cs). En efecto, mediante condensaciones secuenciales del IPP con su isémero
alilico el dimetilalil pirofosfato (DMAPP), y en una serie de reacciones llevadas a cabo por
enzimas especificas, tiene lugar la formacion de los llamados prenildifosfatos, de longitud
creciente. Estos esqueletos carbonados son los metabolitos iniciadores a partir de los cuales, y

tras diversas modificaciones, tiene lugar la miriada de productos isoprenoides que se conocen.

Estructura quimica y funcion biolédgica son los criterios por los que han venido
clasificAndose convencionalmente todos los compuestos isoprenoides. En efecto, si podemos, por
un lado, catalogarlos en funcién del grado de complejidad quimica que asuman, también
podemos dividirlos en dos clases segln se trate de metabolitos primarios o secundarios para la
bioquimica de la célula vegetal donde, de hecho, son escasos los procesos metabdlicos o de
desarrollo en los que no esté directamente implicado un producto de naturaleza isoprenoide. Asi,
entre los que podriamos clasificar como primarios se incluyen algunos metabolitos esenciales
para el crecimiento y desarrollo de la planta. Por su parte, conformando los denominados
metabolitos secundarios aparecen compuestos isoprenoides con funciones no esenciales, y con

frecuencia especificos de determinados grupos de plantas.

La unidad mas sencilla a partir de la cual se forman los restantes terpenoides es referida
como isopreno, de ahi el origen etimolégico del término isoprenoide para referirse
colectivamente a estos compuestos, caracterizados muchos de ellos por la capacidad de
descomponerse térmicamente en ese gas. El isopreno forma parte de los isoprenoides mas
sencillos, los llamados hemiterpenos (Cs). Adiciones secuenciales de unidades de isopreno dan
lugar a isoprenoides mas complejos. En primer lugar, los monoterpenos de 10 carbonos (C), que
fueron los primeros terpenoides caracterizados y en los que se basa la nomenclatura.
Seguidamente, los sesquiterpenos (Cis) y los diterpenos de 20 carbonos. Estos tres ultimos
grupos son los que distinguen a los sistemas vegetales como productores de la fabulosa variedad

de isoprenoides conocidos. Se trata generalmente de metabolitos secundarios
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fundamentalmente implicados en la interaccién planta-entorno. Algunos de ellos actlan como
substancias atrayentes para la polinizacién como los aceites esenciales y los aromas, o en las
respuestas de defensa frente a agresiones bioldgicas como las fitoalexinas o las piretrinas. Otros
diterpenos incluyen las giberelinas (GAs) o la cadena lateral de la clorofila y las filoquinonas. A
continuacién, aparecen los triterpenos, de 30 carbonos, entre los que encontramos los
fitoesteroles, fundamentales para el mantenimiento de la estructura y fluidez de las membranas
bioldgicas, y los brasinosteroides, derivados de estos ultimos. Por su parte, los tetraterpenos,
que contienen 40 carbonos, desarrollan importantes funciones en la fotosintesis de la mano de
los carotenoides, los mas abundantes de entre todos los terpenoides sintetizados por las plantas.
El acido abscisico (ABA) es, asimismo, un derivado de los carotenoides. Los denominados
politerpenos se encuentran formados por mas de 8 unidades isopreno, entre los que se incluyen
las fracciones terpénicas de las quinonas implicadas en los sistemas de transferencia de
electrones (plastoquinonas o ubiquinonas), o los dolicoles, asociados a la glicosilacién de
proteinas. Algunos de estos compuestos pueden formar polimeros tan complejos como los del
caucho, de hasta 1500 carbonos. Finalmente, los compuestos de naturaleza mixta tales como las

proteinas preniladas o las citoquininas reciben el nombre de meroterpenos.

Muchos de estos compuestos eran conocidos y apreciados desde muy antiguo como
aromatizantes, substancias medicinales, perfumes, pigmentos o narcéticos. Consecuentemente,
numerosos productos isoprenoides representan un indudable interés econdémico. Entre ellos
destacan el caucho, aromas como el de la uva variedad moscatel, el mentol o el limoneno,
nutracelticos como las vitaminas A, D3, K y E o los fitoesteroles y compuestos
farmacolégicamente activos como el taxol o la digitonina. Recientemente han sido registrados

los carotenos licopeno y luteina como agentes oncoprotectores.

Animales, hongos y arqueobacterias sintetizan el IPP en exclusiva a partir del acetil-CoA
a través de la ruta del mevalonato (MVA). De hecho, esta ruta, descubierta en los afios 50, se
consideraba proveedor Unico para la sintesis del intermediario comin a todos los isoprenoides
también en organismos fotosintéticos y eubacterias. Sin embargo, la Ultima década ha sido
testigo del descubrimiento de una nueva via de sintesis de IPP. Efectivamente, se ha constatado
la capacidad de utilizar el gliceraldehido 3-fosfato y un derivado C, del piruvato para su sintesis.
Estos precursores son utilizados en una reaccion dependiente de la pirofosfato de tiamina (TPP)
catalizada por la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) que produce la pentosa 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP), la cual, y mediante una original capacidad catalitica que
implica una reordenacién del esqueleto carbonado y una reduccién, origina 2-C-metil-D-eritritol
4-fosfato (MEP). La enzima responsable de este proceso, la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
reductoisomerasa (DXR) cataliza el primer paso especifico de esta nueva ruta en tanto que la
DXP serd a su vez precursora de los cofactores tiamina y piridoxol [131, 145]. Las siguientes
etapas han sido caracterizadas recientemente, en el esfuerzo sinérgico de diversos grupos de

investigacion (revisado en [94, 238]). Una particularidad de esta ruta es la capacidad para
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sintetizar simultdneamente IPP y DMAPP, en contraste con la del mevalonato que conduce

exclusivamente hasta la sintesis de IPP.

Esta nueva via biosintética, recientemente bautizada como del MEP, fue puesta de
manifiesto originalmente en eubacterias y ha sido confirmada en diversos organismos autétrofos
fotosintéticos, como las plantas superiores, las algas (excepcion hecha de las euglenofitas) o las
briofitas (revisado en [171, 173, 247]). Nuestro grupo ha sido pionero, en colaboracién con el
del Dr. Rohmer de la “Université Louis Pasteur” de Estrasburgo, en verificar la existencia de la
ruta MEP en plantas, probablemente una de las Ultimas grandes ruta anabdlicas por dilucidar.
Adicionalmente, esta ruta ha sido confirmada también en los apicoplastos del organismo
responsable de la malaria (Plasmodium falciparum) [142], asi como en otros muchos organismos
patégenos. Por todo ello, esta nueva ruta se erige en una diana ideal para el desarrollo de

nuevos herbicidas y antibidticos.

El nuevo paradigma enunciado para la sintesis de isoprenoides en las células vegetales
contempla la coexistencia de dos rutas biosintéticas de IPP localizadas en compartimentos
distintos dentro de la célula vegetal. Segun este modelo, los triterpenos y los sesquiterpenos son
sintetizados en el reticulo endoplasmatico (RE)/citosol a partir del IPP producido via MVA,
mientras que mono, di y tetraterpenos lo haran desde el IPP originado a través de la ruta MEP,
confiriéndole autonomia plena a los plastidos para la sintesis del IPP. Evidencias crecientes
apuntarian hacia la cooperaciéon de estas dos rutas biosintéticas en la consecucion de procesos
biosintéticos y morfogénicos particulares, aunque la relacion entre ellas estd adn pendiente de

clarificarse convenientemente.

A pesar de la importancia de las funciones sefialadas desempefiadas por los
isoprenoides, y del evidente interés que despierta su estudio, muchos aspectos de la bioquimica
de estos productos y en particular de la regulaciéon de su propia biosintesis son relativamente
poco conocidos, particularmente en lo que se refiere a aquellos sintetizados por la via plastidica
del MEP. La extrema complejidad de su metabolismo, por un lado, y la ocasionalidad de su

biosintesis tanto a nivel espacial como temporal, por otro, justifican la dificultad de su estudio.

Este trabajo pretende ser una introduccién al estudio de los genes que codifican para las
enzimas (DXS y DXR) que catalizan las dos primeras etapas de la ruta MEP de sintesis de IPP,
utilizando para ello Arabidopsis thaliana, modelo universal de la genética molecular vegetal. De
acuerdo con estos antecedentes se han planteado los siguientes objetivos que enunciamos a

continuacion.
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1.1.2. Objetivos.
1.-Identificar, aislar y caracterizar los genes DXS y DXR de A. thaliana.

2.-Resolver la funcién de las proteinas DXS y DXR en relacién con las dos primeras

etapas enzimaticas de la recientemente descubierta ruta MEP de sintesis de IPP.
3.-Analizar el patrén de expresion de los genes DXS y DXR.
4.-Determinar la localizacién subcelular de las proteinas DXS y DXR.

5.-Generar y examinar plantas transgénicas de sobreexpresion DXS y DXR, con el
proposito de obtener informacion acerca de posible papel regulador en la biosintesis de los
isoprenoides plastidicos.

6.-Introducir el estudio de la interaccion entre las vias MEP y del MVA de sintesis de IPP

coexistentes en la célula vegetal.
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1.2. BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES.

1.2.1. Naturaleza quimica de los isoprenoides.

Los isoprenoides, también llamados terpenos o terpenoides (derivado del inglés
“turpentine”, trementina [127]) representan la mayor familia de productos naturales conocidos
[51]. En consecuencia, la diversidad quimica estructural de estos compuestos es enorme. A
pesar de ello, todos derivan de una unidad estructural comidn de 5 atomos de C, observacion
que, en 1910, le valié al Profesor Otto Wallach para ser galardonado con el premio Ndbel. No
obstante, el modelo postulado no permitia justificar la enorme complejidad de los compuestos de
naturaleza isoprenoide. De esta manera, L. Ruzicka y cols. propusieron hacia 1953 la “regla
biogénica del isopreno”, modelo de racionalizacién del origen biosintético de todos los
isoprenoides por el que en 1939 recibieron el premio Ndbel de Quimica. Dicha regla hacia énfasis
en los mecanismos de reaccién bioquimica ignorando la propia estructura del precursor. Asumia
la implicacion de reacciones electrofilicas que generaban intermediarios carbocationicos a partir
de aquel precursor Cs. De este modo, las diversas subfamilias de compuestos isoprenoides
derivarian de un Unico intermediario comun siguiendo una compleja y ramificada ruta bioquimica
que incluia ciclaciones, reordenamientos y conjugacion de diversos grupos funcionales,
modificaciones todas ellas perfectamente conocidas por la quimica organica. Como verificaria
afnos después F. Lynen, es el isopentenilpirofosfato (2-metil-1,3-butadienofosfato: IPP, Figura
I.1) la molécula de 5 C considerada el precursor biosintético activo, originandose todos los
isoprenoides a partir de la condensacién secuencial de unidades de IPP sobre su isémero alilico
el dimetilalilpirofosfato ( DMAPP).

DimetilalilPP IsopentenilPP

— Jd_-
/I\/\cw P — OPP

Figura I.1: El isopentenilpirofosfato y su isomero alilico, el dimetilalilpirofosfato:

Cada subfamilia de isoprenoides se clasifica en funcion del grado de complejidad quimica
que asuma, esto es, del nimero de unidades de isopreno que han debido adicionarse para
construir el esqueleto basico correspondiente. Estas moléculas parentales tendran, por lo tanto,
un numero de carbonos multiplo de 5. Los miembros de una misma subfamilia han venido
designandose convencionalmente sobre la base de los monoterpenos (Cig), primeros
isoprenoides identificados ya a mediados del siglo XIX, de ahi la nomenclatura empleada y que

aparece reflejada en la Tabla I.1.
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Cn NOMBRE MOLECULA PARENTAL SUBFAMILIAS

5 Hemiterpenoides IPP Isopreno, citoquininas e isopentenil-ARNt

10 Monoterpenoides GPP Iridoides y aceites esenciales.

15 Sesquiterpenoides FPP Fitoalexinas, piretrinas y fraccion terpénica

de proteinas preniladas.

20 Diterpenoides GGPP Giberelinas, vit. A, fraccion terpénica de
proteinas preniladas, cadena lateral de las
clorofilas (fitol) y de la vit. K (filoquinona) y E

(tocoferol) y resinas de gimnospermas.
25 Sesterpenoides GFPP Ceras.

30 Triterpenoides Escualeno Fitoesteroles y derivados esteroidicos
(brasinosteroides y saponinas), triterpenos

pentaciclicos.
40 Tetraterpenoides Fitoeno Carotenoides, xantdfilas y ABA.

>40/103-10* Politerpenoides GGPP Caucho, latex, dolicol y fraccion terpénica

de la plastoquinona y la ubiquinona.

Tabla 1.1: Clasificacion de los terpenoides y las subfamilias correspondientes presentes en el reino vegetal

(adaptado de [52, 315]).
1.2.2. La ruta del acetato/mevalonato: la “via clasica” de sintesis de IPP.

Siguiendo un criterio meramente histdérico, estudiaremos en primer lugar algunos
aspectos relativos a la sintesis de IPP por la llamada ruta del mevalonato, para centrarnos a
continuacién en la ruta alternativa o del MEP, objeto de esta memoria. La via anabdlica de
sintesis de IPP a partir del acetato/mevalonato lleva siendo ampliamente estudiada desde hace
décadas, razén por la cual es referida también como via clasica. Bloch y Rittenberg establecieron
las bases para la elucidacion de esta ruta biosintética al confirmar al acetil-CoA como precursor
para la sintesis de esteroles [230], trabajos por los cuales se hicieron merecedores del premio
Nobel de Medicina en 1964. El mevalonato es formado a partir de la condensacién secuencial
de 3 moléculas de acetil-CoA en dos pasos enzimaticos que rendiran sucesivamente
acetoacetil-CoA y 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), seguidos por un paso
de reduccién catalizado por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa
(HMGR). A esta enzima se le ha atribuido el papel de catalizar la etapa limitante de esta ruta
bioquimica. Se trata de la primera reaccidon irreversible y responsable de la produccién del
primer intermediario especifico de la ruta, razén por la cual se ha venido designando
convencionalmente como ruta del mevalonato. A partir de este compuesto, y mediante dos

pasos sucesivos de fosforilacion dependientes de ATP seguidos de una descarboxilacion, tiene
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lugar la formacién del IPP. La Figura 1.2 ilustra todas las reacciones implicadas asi como las

enzimas involucradas en la ruta del MVA de sintesis de IPP.

) ) Hidroximetil
Acetil-CoA Acetoacetil-CoA glutaril-CoA Mevalonato

9 Acetil-CoA CoASH Q OAcetil—CoA CoASH 9 2NADPH 2NADP

5-CohA S-Col S-Coh

AAT HMS HMG OH

ATP

MVK[

P ADP

DimetilalilPP IsopentenilPP Mevalonato 5-PP Mevalonato 5-F
ADP ATEO ¢ OH ADP AT§O P OH

)\/\m-]_» — OPP OPP opP

Figura 1.2: Representacion esquemdtica de las reacciones implicadas en la biosintesis de IPP por la
denominada ruta del mevalonato. Las abreviaturas de las distintas enzimas involucradas reflejan la notacion
acordada para cada una de los genes correspondientes en Arabidopsis thaliana. AAT: AcetoacetilCoA-
Tiolasa, HMS: HMG-CoA Sintasa, HMG: HMG-CoA reductasa, MVK: Mevalonato kinasa, PMK:
fosfomevalonato Kinasa, MVD: difosfomevalonato kinasa, IDI: isopentenildifosfato isomerasa. Sin embargo,

esta comunmente aceptado HMGR y AACT para los productos de los genes HMG y AAT respectivamente. PP,

pirofosfato.
1.2.3. La via del metileritritolfosfato (MEP) de sintesis de IPP.

Desde los afios 50, en los que se establecid la via del acetato/mevalonato en levaduras y
animales, esta ruta metabdlica se ha considerado como exclusiva para la sintesis del IPP ademas
de ubicua en toda de la escala evolutiva [279]. Los Ultimos afios, y gracias al esfuerzo sinérgico
de muchos investigadores, han permitido clarificar la que es considerada como la ultima gran
ruta bioquimica por caracterizar, y que permite la sintesis independiente del mevalonato del
intermediario comun a todos los isoprenoides, el IPP. El congreso celebrado en Barcelona del 21
al 23 de abril de 1999 ("4 European Symposium on Plant Isoprenoids”) acordé denominar a
esta ruta, ruta del MEP (metileritritolfosfato), por analogia con la ruta del mevalonato, tomando
ambas asi el nombre del primer intermediario especifico. No obstante, la bibliografia utiliza
indistintamente via de Rohmer, del DXP, alternativa, mevalonato independiente o plastidica para

referirse a esta nueva ruta de sintesis de IPP.

1.2.3.1. Antecedentes histéricos en la elucidacion de la via del MEP. Los organismos procariotas

como modelo.

Los primeros trabajos que apuntaban hacia la no universalidad de la via del mevalonato
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en la sintesis de IPP aparecieron en los afios 60 [171, 173], tempranamente después del
descubrimiento de la misma, pero no fue hasta 1981 cuando un primer modelo alternativo fue
propuesto [218]. Este se basaba en la imposibilidad de seguir el marcaje radioactivo sobre las
cadenas laterales de la ubiquinona de modo coherente a lo esperado seglin la ruta del
acetato/mevalonato, utilizando para ello diferentes especies procariotas (Azotobacter vinelandii,
Pseudomonas sesami, Escherichia coli y Rhodopseudomonas capsulata) suplementadas con
14C-acetato. Los autores sugerian una via alternativa a través del acetolactato, utilizando el
equipo enzimatico implicado en el metabolismo de la leucina y la valina, para sintetizar HMG-
CoA a partir de piruvato y acetaldehido. Con posterioridad, Zhou y White refutaron ese modelo
basandose en observaciones realizadas sobre experimentos de marcaje en los que combinaban
diferentes sustratos radioactivos, concretamente !3C,-acetato y !3Cg-glucosa [331]. Los
resultados por ellos obtenidos relativos a la sintesis de ubiquinona en E. coli, apuntaban ya hacia
el piruvato mas que hacia el acetil-CoA como precursor en la sintesis de IPP en esta especie. Se
anadian asi evidencias que excluian al mevalonato como intermediario en la biosintesis de
isoprenoides en estos organismos. Otras de estas evidencias derivarian de los trabajos con
células de E. coli permeabilizadas para la entrada del IPP o el mevalonato, que confirmaron la
imposibilidad de éste para incorporarse a los isoprenoides, o de la ausencia de efecto paralizador
en el crecimiento de E. coli de la mevinolina, inhibidor especifico de la HMG-CoA reductasa
[107]. Finalmente, diversos autores intentaron infructuosamente detectar in vitro actividades
enzimaticas relacionadas con la ruta del mevalonato a partir de extractos crudos de distintas
bacterias como E. coli y Zymomonas mobilis utilizando como sustratos los intermediarios desde
el HMG-CoA hasta el MVAPP (Figura 1.2) [134].

1.2.3.2. La 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa: primera enzima de la via MEP.

En la linea de los experimentos descritos en el epigrafe anterior, fue observado un
marcaje de los hopanoides y la cadena lateral de la ubiquinona incompatible con el
acetato/mevalonato como precursores. Los hopanoides son triterpenoides bacterianos que
constituyen los analogos funcionales de los esteroles propios de las membranas eucariotas.
Fueron los estudios de incorporacién de distintos precursores marcados (*3C-glucosa, -acetato, -
eritrosa y -piruvato) en aquellos isoprenoides, efectuados sobre cultivos celulares de diversas
eubacterias (E. coli, Methylobacterium organophilum, Rhodopseudomonas palustris vy
acidophila), los que llevaron a Rohmer a proponer un modelo alternativo de sintesis de IPP que
implicaba a las triosas fosfato [248]. Pero no seria hasta 1996 cuando se confirmaria la
naturaleza exacta de los precursores de esta nueva via, postulandose el origen preciso de los
carbonos presentes en la molécula de IPP asi sintetizada. Para ello, utilizaron mutantes de E. coli
defectivos para enzimas del metabolismo de las triosas-fosfato. Basandose en aquellos estudios
se propuso que el esqueleto isoprénico pentacarbonado original se formaria en una reaccién
enzimatica dependiente de tiamina similar a las de las transcetolasas y que implicaria la

condensacion de la hidroxietiltiamina (C,) derivada del piruvato con el grupo aldehido de la
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subunidad C; del gliceraldehido 3-fosfato (Figura 1.3) [249]. El producto asi formado seria la 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP), sustrato ya conocido como precursor en la biosintesis de
tiamina y piridoxina: vitaminas Bl y B6 respectivamente [131, 145]. Este descubrimiento
permitié explicar el marcaje preferencial de los atomos de C en posicidén 1 y 5 observado hasta
el momento para la unidad IPP en numerosos productos isoprenoides, tal y como muestra la
Figura 1.3, y que resultaria incompatible con el marcaje en los C 2, 3 y 4 esperable de originarse
via acetato/mevalonato. La enzima responsable de aquella actividad enzimatica se denomind 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), y el gen responsable ha sido identificado y
clonado en E. coli incluido en un operdn que codifica por al menos otra enzima implicada en la

sintesis de isoprenoides [177, 278].

1.2.3.3. La 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa cataliza la produccion del primer

intermediario exclusivo de la via de Rohmer.

Experimentos de incorporacion utilizando ['3C]-1-desoxi-D-xilulosa confirmaron el
esquema biogénico apuntado ya por Rohmer y colaboradores y que anticipaba que el esqueleto
carbonado lineal de la pentosa DXP seria modificado para dar lugar a los precursores ramificados
de la unidad isoprenoide [14, 91, 249]. Se propuso un proceso que implicaba un reordenamiento
intramolecular de la DXP en el intermediario hipotético de reaccién 2-C-metileritrosa 4-
fosfato el cual a su vez, y tras un paso de reduccién dependiente de NADPH, se convertiria en el
2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), siguiente intermediario y primer metabolito especifico
de la via de sintesis de IPP independiente de MVA [91] (Figura I.3). La actividad enzimatica
responsable de la catalisis de esta segunda etapa en la nueva ruta de sintesis de IPP seria
similar a la observada en las cetoacido reductoisomerasas implicadas en la biosintesis de
aminodacidos de cadena ramificada tales la valina, la leucina o la isoleucina, que fue designada
como 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR). La identificacién de mutantes
auxotrofos para el producto de reaccién defosforilado, el metileritritol (ME), permitié el
aislamiento e identificaciéon del gen correspondiente en E. coli [158, 291]. La elecciéon de ME en
lugar de MEP vino motivada por la capacidad probada de la forma defosforilada para

incorporarse eficientemente en las cadenas laterales de las quinonas en E. coli [91].

Figura 1.3: Representacion esquemdtica de las reacciones catalizadas por las dos primeras enzimas en la
biosintesis de IPP por la ruta del MEP. El marcaje originado por la *C-glucosa aparece representado por
puntos negros, apareciendo en los C 1y 5 de la molécula final de IPP. Por su parte, los C en las posiciones 2,
4y 5 enriquecidas en "C correspondientes al IPP derivado del acetato/mevalonato aparecen sefialados por
circulos. Aparece también representada la estructura del inhibidor especifico de la reaccion catalizada por la

DXR, la fosmidomicina. TPP, pirofosfato de tiamina.

11



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

) Hidroxietiltiamina
Piruvato

cH o
CO.H
T le—x 5 TPP rh‘
co J H—0 CH :
0 0 —_— H—0— H
4 e o on —4 A

4 TPP i ——OH
<H  DXS g
-
,CH.OP CH.OP
Gliceraldehido 3-fosfato l-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato

OH

|
[/N\u//N\R/DE> ‘———————————{ DXR

|

(o}
Fosmidomicina

IsopentenilPP
-50 HQ’-.,
3 NADP NADPH | H
4
b o
OH CH DXR o} OH
2-C-metil-D-eritritol 4-P 2-C-metil-D-

eritrosa 4-P

1.2.3.4. Las sintesis de IPP via MEP en plantas: Las dos primeras etapas.

Una vez confirmada la viabilidad bioquimica de la sintesis de IPP de manera
independiente del mevalonato por esta nueva ruta del MEP, se revisaron los abundantes trabajos
que apuntaban en esta direccion en organismos vegetales [94, 171-173]. Entre ellos destacaban
los relacionados con la utilizacién de la mevinolina. Asi, a principios de los 80 se observé como
este inhibidor afectaba el desarrollo de plantulas de trigo (Triticum aestivum) y rabano
(Raphanus sativus), bloqueando la sintesis de esteroles, mientras que la produccién plastidica
de pigmentos fotosintéticos permanecia inalterada [20, 19, 259]. Resultados similares fueron

también obtenidos con Sylibum marianum [88].

Otro conjunto de evidencias se basd en los resultados relativos a los estudios de
incorporacion de precursores radioactivos en isoprenoides, en una aproximacion analoga a la
seguida para las bacterias. Asi se observd como plastidos aislados de narciso (Narcissus
pseudonarcissus) y espinaca (Spinacea oleracea) eran incapaces de producir IPP a partir de
mevalonato o sus derivados fosforilados ([153, 182] y revisado en [150]). Mas aun, en cultivos
de Ginkgo biloba y Salvia miltiorrhiza suplementados con !3C-mevalonato fue encontrada una
incorporacion preferencial del marcaje en los esteroles respecto de la observada en los
ginkgdlidos [264]. En cambio, en presencia de glucosa marcada en diferentes posiciones con *3C
se observé un patron de incorporacidn coherente con el observado en eubacterias segun la
recién descubierta ruta MEP. Otro tanto se constatd para el esqueleto terpénico de los taxanos

en Taxus chinensis [93], y para la marrubina sintetizada por la lamiacea Marrubium vulgare
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[151].

Pero fueron los trabajos en otras especies vegetales (Lemna gibba, Hordeum vulgare y
Daucus carota) los que pusieron definitivamente en evidencia el origen independiente del
mevalonato del IPP implicado en la sintesis del fitol (cadena lateral de la clorofila), el g-
caroteno y la cadena poliprenilica de la plastoquinona, al contrario de lo que ocurriria para los
esteroles citosdlicos [174]. Se demostraba de esta forma la coexistencia de las dos vias de
sintesis de IPP en células vegetales, confirmando la autonomia de los plastidos para su sintesis.
Por medio de una aproximacion similar se mostré como varios de los aceites esenciales de
naturaleza monoterpenoide sintetizados por Mentha x pipperita, como el geraniol, la mentona, la

pulegona y el timol eran producidos siguiendo la ruta del MEP [95].

A continuacién, y una vez identificada la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato como primer
intermediario en esta nueva ruta de sintesis de IPP, se sucedieron los experimentos que
estudiaban su incorporaciéon en distintos isoprenoides. Se confirmd de este modo como la via del
DXP seria también la responsable de la biosintesis de p-caroteno, luteina y fitol sobre cultivos
celulares de Catharanthus roseus [14]. Igualmente, y mediante la administracién directa del
precursor radioactivo en las flores de la manzanilla (Maricaria recutita), se constaté su
incorporacion en algunos sesquiterpenos especificos [2]. Sin embargo, en este caso, se observo
como las unidades isoprénicas tenian un origen mixto derivado de ambas vias de sintesis de IPP,
aspecto sobre el que incidiremos en el apartado I1.3.2. Algo parecido ocurria con el isopreno
liberado por el alamo (Populus nigra), el sauce (Salix viminalis) y la celidonia (Chelidonium
majus), producido primariamente via IPP plastidico, pero con una contribucidn significativa de la
via del MVA [330].

Aproximaciones de otro orden se han seguido con el objeto de obtener evidencias
directas de la presencia de los genes que codifican para las enzimas de la ruta MEP de
biosintesis de IPP en plantas. En 1996 se describia un mutante albino de Arabidopsis thaliana
(mutante clai-1), con importantes alteraciones en el desarrollo morfogénico de los
cloroplastos debidas, presumiblemente, a un déficit en la sintesis de pigmentos fotosintéticos
[187]. Aungue originalmente no se relaciond al gen CLA1 con la via del MEP, la homologia de la
proteina con DXS bacterianas y vegetales clonadas ulteriormente confirmaron que efectivamente
se trataba de un mutante de las DXS de Arabidopsis [101]. El mutante chs5 ha sido también
identificado como afectado en la DXS y posee un fenotipo albino singular, que Unicamente se
manifiesta cuando es crecido a temperaturas restrictivas, esto es, por debajo de 16 °C [11]. En
los Ultimos afios hemos asistido al clonaje y caracterizacion de ADNc correspondientes al gen
DXS en diversas especies vegetales, como en Mentha x pipperita [165], Capsicum annuum [30],
Lycopersicon esculentum [178] Catharanthus roseus [50, 303], Medicago truncatula [308,
309] y Tagetes erecta [198].
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Por su parte, ortélogos de la DXR de E. coli han sido clonados y caracterizados en mayor
0 menor detalle en varias especies vegetales como Mentha x pipperita [161, 185] , Arabidopsis
thaliana [48, 266], Oryza sativa [308], Catharanthus roseus [303] o Lycopersicon esculentum
[237]. No obstante, y aun a pesar de constatarse la actividad enzimatica DXR en hojas de
Liriodendron tulipifera [254], no ha sido posible incorporar el producto de la reaccidon
correspondiente en su forma defosforilada (ME) marcado radioactivamente en especies de
plantas. Las razones esgrimidas apuntan a la no traslocacién del ME a plastidos, o bien a la
ausencia o ineficacia de la kinasa responsable de su fosforilacién. Esta segunda hipétesis parece
ser la mas fundada tras conseguir incorporar MEP a isoprenoides presentes en cromoplastos

aislados de Capsicum annuum entre otras especies [102].

Un denominador comun a todos las enzimas DXS y DXR vegetales identificadas hasta el
momento es la presencia en el extremo amino-terminal de un dominio con caracteristicas de
péptido de transito a plastidos, no presente en los homélogos procariotas, y que resultaba

coherente con la localizacidn subcelular que se habia asignado a la ruta de MEP en plantas.

1.2.3.5. La via MEP de sintesis de IPP en otros organismos fotosintéticos:

Con el propésito de estudiar la distribucion de la via del MEP en organismos
fotosintéticos distintos de las plantas superiores, diversos autores plantearon una estrategia
para evitar el reciclaje del CO, que tiene lugar como consecuencia de la fotosintesis y que podia
alterar los resultados. Para ello, se crecian los sistemas a estudio bajo condiciones heterotréficas
suministrando una fuente de carbono marcada en condiciones de luminosidad tales que, si bien
no permitian la fotosintesis, eran aun compatibles con la morfogénesis de los plastidos v,
consecuentemente, con la produccion de todos sus compuestos isoprenoides. Los primeros
resultados basados en estas aproximaciones se obtuvieron con el alga verde Scenedesmus
obliquus, siguiendo el marcaje en 3C de la glucosa y el acetato. Los datos obtenidos ratificaron
el origen independiente del mevalonato de diversos isoprenoides, incluyendo los esteroles [267,
268]. El mismo comportamiento fue posteriormente observado con Chlamydomonas reinhardtii y
Chlorella fusca [87] y recientemente se hizo extensivo a muchas otras especies del taxon
Clorophyta [265]. Estos y otros resultados permitieron a los autores presentar a las clorofitas
como el Unico grupo de organismos eucaridticos fotosintéticos que utilizan exclusivamente la
recientemente descubierta via MEP de sintesis de IPP [265]. Entre estos resultados destacaban,
adicionalmente, las observaciones efectuadas sobre la incapacidad del inhibidor mevinolina para
alterar el crecimiento y multiplicacion de estas algas [267], unido a la imposibilidad de aislar,
mediante técnicas de biologia molecular, ninguno de los genes implicados en la via del

mevalonato de sintesis de IPP [265].

Por su parte, la misma dualidad observada en las plantas superiores en cuanto a la

sintesis de IPP fue también encontrada en las algas rojas de la especie Cyanidium caldarium vy la
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criséfita Ochromonas danica [87]. Algo parecido ocurre con las diatomeas marinas de los
géneros Phaeodactylum o Nitzschia [79]. Para la euglénofita Euglena gracilis sin embargo, esta
dicotomia estaba ausente. Todos los isoprenoides analizados, tanto plastidicos como

citoplasmaticos, aparecian sintetizados a través de la via del acetato/mevalonato [87].

No abundan los trabajos referidos a especies de briofitas y helechos. No obstante, se ha
observado el mismo comportamiento que las plantas superiores en cuanto a la sintesis del IPP
en diversas especies de hepaticas [3, 137, 204, 295] o musgos [137]. Las hepaticas tienen el
interés afiadido de producir, al igual que las plantas, grandes cantidades de aceites esenciales.
Coherentemente con ello, la DXS y varias preniltransferasas de Marchantia polymorpha han sido
identificadas como asociadas a estructuras celulares especializadas en la sintesis de los

isoprenoides especificos de dichas hepaticas (apdo. 1.3.1.2.; [286]).

1.2.3.6. Etapas enzimaticas posteriores a la DXR en la sintesis via MEP del IPP.

Durante el Ultimo lustro se han identificado las reacciones enzimaticas, mas alla de la
catalizada por la DXR, que conducen hacia la sintesis de IPP por esta nueva via del MEP (Figura
1.4). Diversos sistemas bacterianos han constituido, en todos los casos, el modelo de origen.
Una de las mejor estudiadas, E. coli, se ha desvelado como un poderoso sistema para la
identificacién de los diversos genes implicados en la ruta del MEP. A partir de ahi, el esfuerzo
multidiscplinar de diversos grupos de investigacion ha rentabilizado el conocimiento de genomas
completamente secuenciados y las colecciones de secuencias genéticas expresadas (ESTs) para
la rapida dilucidacién de la ruta del MEP en distintas especies de bacterias y plantas. Las
aproximaciones bioinformaticas y de genémica comparativa, sumadas a las estrategias basadas
en la ingenieria genética, han tenido un papel determinante en la consecucion con éxito de esta
empresa. Asimismo, sistemas vegetales como el de los cromoplastos purificados de pimiento (C.
annuum) o narciso (Narcissus pseudonarcissus) se han revelado como extremadamente
versatiles para el seguimiento del marcaje de intermediarios de esta ruta, previamente

identificados en los sistemas bacterianos, en diversos isoprenoides, tales como los carotenoides.

15



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

Piruvato l-desoxi-D-xiluleosa S5-fosfato 2C-metil-D-eritritol
" " 4-fosfato
o OH HO,

o) co NADP NADPH = %,
)J\ + P + TPP _4 op L—4 H op
H
co.H DXS | DxrR I |
OH 0 OH ¢ OH

Gliceraldehido 3-fosfato

a o N _wH
D_Df\tr _DC;’.‘
& s} g
g M YGBB opp\d YCHB
; o OH
o] OH CMP B ADFP ATF
2C-metil-D-eritritol oo, o B o
-metil-D-eritrito 4-difosfocitidil- ; i £3 A3
2,4-cicledifosfato 2C-metil-D-eritritol § difostond Lhelll”
2C-metil-D-eritritol
2-fosfato
l GCPE
)\/\_ bp IsopentenilPP

Lo 8 I

OH

l-hidroxi-2-metil-2- /l\/\ DimetilalilPP
(E) -butenil OPP

4-difofato

Figura 1.4: Ruta del metileritritol fosfato de sintesis de IPP. Aparecen representados todos los pasos desde
los precursores gliceraldehido 3-fosfato y piruvato hasta isopentenil pirofosfato y dimetilalil pirofosfato. Cada
etapa enzimatica, excepcion hecha de las catalizadas por la DXS, DXR e IDI, se han denominado segun la

nomenclatura original del gen bacteriano correspondiente.

A pesar de que tedricamente restaba una etapa de reduccion, de deshidratacién y otra
de fosforilacion hasta la produccion de IPP desde el MEP, el primer producto identificado a
continuacidon de dicho intermediario resultaba de la transformacion del MEP en una reaccién
dependiente de citidin trifosfato (CTP). Las busquedas en las bases de datos de enzimas con
capacidades enzimaticas como la resefiada alumbraron al gen ygbP (también designado ispD),
del que se ha mostrado la capacidad de catalizar la formacién de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol a partir de MEP y CTP [245], recibiendo asi el nombre de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol sintasa (Figura I.4). Mas aun, se ha confirmado la capacidad de este nuevo
intermediario de incorporarse eficientemente a carotenoides de cromoplastos aislados de C.
annuum [245]. Por su parte, el ADNc del gen correspondiente en Arabidopsis thaliana ha sido

recientemente clonado y expresado, confirmandose la actividad del dominio catalitico [244].

La identificacion de esta tercera etapa de la ruta MEP de sintesis de IPP sentd las bases
para la busqueda “in silico” de genes conservados entre las secuencias gendmicas de eubacterias
y plantas (en este caso con un extremo N-terminal adicional con caracteristicas de péptido de
transito a plastidos) y que estuviesen ausentes de arqueobacterias. Estas aproximaciones
bioinformaticas permitieron descubrir candidatos a intervenir en esta nueva ruta de sintesis de

IPP, entre los que se encontraron los responsables de las dos siguientes etapas (ychB e ygbB).
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El producto del gen ychB (luego designado ispE) fue sobreexpresado en E. coli,
mostrandose la capacidad de catalizar la fosforilacién del grupo hidroxi en posicion 2 del 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol para formar 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 2-fosfato
en una reacciéon con el ATP como donador de grupos P [183] (Figura 1.4). El ADNc del gen
ortélogo en L. esculentum fue clonado, expresado y la proteina correspondiente purificada
confirmandose la actividad enzimatica, que recibié el nombre de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol 2-fosfato kinasa [246]. Curiosamente, habia sido referida, afios atrads, la induccién de
la expresidon de este gen durante el proceso de maduracion organoléptica del fruto de tomate
[166]. Fue aislado en el contexto de la busqueda de genes asociados a la morfogénesis de
cromoplastos, en los que se produce la acumulacién masiva de carotenoides como el licopeno.
Por otra parte, se ha detectado la capacidad de esta enzima, residual aunque metabdlicamente
relevante, para fosforilar isopentenil monofosfato en E. coli y M. Pipperita en una reaccion
propuesta en su momento como paso terminal de la via [162]. Otros resultados refutarian esto

Gltimo, ratificando la actividad enzimatica propuesta originariamente [45].

A continuacidon se demostrd la implicacion del gen ygbB de E. coli (posteriormente
llamado ispF) en la ruta MEP. De hecho su distribucion se ajustaba a la de aquellos organismos
donde esta ruta habia sido descrita. Aparecia, ademas, frecuentemente unido o fusionado a los
genes ispD. El gen correspondiente fue aislado y expresado, observandose su capacidad para
catalizar la conversién de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 2-fosfato en 2-C-metil-D-eritritol
2,4-ciclodifosfato liberando CMP (Figura 1.4). La participacion en la ruta MEP de dicho
producto, conocido anteriormente por acumularse en algunas bacterias bajo condiciones de
estrés oxidativo [217], se ha verificado por medio de experimentos de incorporacion de dicho
metabolito en carotenoides, realizados con el modelo de cromoplastos de C. Annuum [103, 129]
o del intermediario fitoeno, en cromoplastos de Narcissus pseudonarcissus [103]. El homologo
en Plasmodium falciparum ha sido, por su parte, recientemente clonado y la actividad catalitica

de la proteina recombinante correspondiente ratificada mediante expresiéon en E. coli [242] .

A todas las herramientas presentadas hasta el momento para la identificacion de las
etapas enzimaticas de la ruta del MEP, se sumo otra que proporcionaria una evidencia directa de
la implicacion de los genes correspondientes. Se trataba de cepas bacterianas modificadas
genéticamente que resultaban dependientes del mevalonato en cuanto a la sintesis de IPP.
Fueron obtenidas integrando un operdén sintético (operéon MVA) conteniendo las secuencias
codificantes para la MVD de levadura, la PMK humana y la MVK de levadura (ver Figura 1.2)
[45]. Esta cepa, al poseer todas las etapas enzimaticas necesarias para sintetizar IPP a partir del
mevalonato suplementado exdgenamente, permite rescatar mutantes letales para cada una de
los enzimas de la via del DXP. Siguiendo esta elegante aproximacién, se confirmé la implicacion
de los genes dxs, dxr, ygbP, ychB e ygbB de E. coli en la ruta de sintesis de IPP independiente
de MVA [45]. La inclusién facultativa en el operén MVA del gen para la isopentenil difosfato

isomerasa (IDI) permitiria discriminar la ubicacidén del gen en la zona troncal de la ruta, o bien
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después del supuesto punto de ramificacion [45, 239].

En efecto, la utilizacién de aquellas cepas permitié solventar una cuestién que quedaba
pendiente y sobre la que se planted cierta controversia. Se trataba de la existencia de un punto
de ramificacion en la parte baja de la ruta MEP de sintesis de IPP, ramificacién que conduciria a
la sintesis independiente de IPP y DMAPP, de modo distinto a lo que ocurre en la ruta del MVA.
Ya se sabia que el DMAPP no era el precursor exclusivo del IPP plastidico en plantas [13], lo cual
ademas resultaba coherente con que la pérdida de la actividad IDI en E. coli no resultase letal
[239]. En este sentido, fue postulada la sintesis del IPP de modo independiente respecto de su
isémero DMAPP. Esta hipétesis se propuso en base al estudio del marcaje de los isoprenoides
producidos por una cepa bacteriana defectiva en la actividad DXS, la cual habia sido
suplementada con isémeros del ME marcados con deuterio [55]. Recientemente, y utilizando
formas deuteradas de DX, ha sido corroborado la existencia de dicha ramificacion en la
biosintesis de IPP y DMAPP, asi como la funcionalidad de una IPP isomerasa plastidial para

interconvertir ambas formas isoméricas [132].

El siguiente paso enzimatico en la ruta MEP fue descubierto gracias a la constatacion de
que la disrupcién del gen gcpE (también ispG), sobre el fondo genético de la cepa de E. coli
portadora del operén MVA, provocaba la acumulacién de 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
[269], el ultimo producto de reaccion descrito. Este hecho, sumado a la capacidad de revertir
dicho mutante suplementando el medio de cultivo con mevalonato, apuntaba inequivocamente
hacia la implicacion del enzima codificada por el gen gcpE en la parte troncal de la ruta de
sintesis de IPP [46]. La sobreexpresion de la proteina recombinante correspondiente permitid
identificar la naturaleza del producto de reaccion: se trata de la 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-
butenil 4-difosfato resultante de la apertura del anillo del 2-C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato en un paso de reduccion [123] (Figura 1.4). La enzima correspondiente fue
denominada, consecuentemente, 1-hidroxi-2-metil-2-(FE)-butenil 4-difosfato sintasa. El
clonaje del ADNc homdlogo en Arabidopsis, asi como la confirmacion de la localizacion plastidial
del producto correspondiente de modo coherente con la funciédn a asumir dentro de la célula

vegetal, completan la informacion hasta la fecha sobre el gen GCPE [225].

Los trabajos llevados a cabo con una cepa mutante de la cianobacteria Synechocystis
permitieron presentar las primeras evidencias experimentales del rol de /ytB en la via del MEP
[78]. La capacidad de revertir el mutante con analogos alcohol del IPP y el DMAPP apuntaba
hacia un papel de la actividad resultante mas alla o en el propio punto de ramificacion de la ruta.
Evidencias ulteriores sobre la funcion de la proteina se obtuvieron a partir del clonaje del gen
correspondiente E. coli [6]. En efecto, el gen lytB (alternativamente designado ispH) cataliza la
reaccion responsable de la ramificacion por la que simultdneamente se sintetizaba tanto el IPP
como el DMAPP, segun una relacién 5:1, a partir del Gltimo intermediario reconocido 1-hidroxi-2-

metil-2-(E)-butenil 4-difosfato. No obstante, los requerimientos exactos de cofactores para el
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desarrollo de esta reacciéon no se conocen aun totalmente. En cualquier caso, esta Ultima etapa
constituye una diferencia fundamental con la ruta de mevalonato, en la que el DMAPP es
generado secuencialmente desde el IPP gracias a la enzima IDI. El papel de esta enzima,
ausente por otra parte en numerosas especies bacterianas que operan segun la ruta del MEP
[243], seria el de balancear o equilibrar los valores de IPP y DMAPP optimizando las

disponibilidades de los intermediarios en la sintesis de isoprenoides [239].

Se terminaba asi la elucidacion completa de los pasos biosintéticos que conducen a la
sintesis de IPP, por esta ruta del MEP, de manera independiente del mevalonato. La presentacion
de esta nueva via permitié, a su vez, una interpretacién razonable de resultados parciales
obtenidos anteriormente, y que habian sido explicados en el marco de modelos basados en la
compartimentacion subcelular de la via del MVA, aspecto que serd desarrollado en el apartado
I.3.

1.2.3.7. La via del MEP de sintesis de IPP representa una atractiva diana para el ensayo de

antibidticos y herbicidas.

La existencia de la ruta del MEP en plantas superiores y algas hacen a las distintas
enzimas implicadas dianas ideales para el ensayo de herbicidas. Mas aln, la presencia de esta
nueva via de sintesis de IPP en organismos patdgenos hace de todos sus inhibidores potenciales
antibidticos. La ausencia de ortdlogos entre los huéspedes mamiferos las hacen todavia mas

atractivas para dicho proposito.

En este contexto, son destacables los trabajos relativos a la fosmidomicina, primer
inhibidor caracterizado de esta nueva ruta bioquimica (Figura 1.3). Este antibiético,
originalmente aislado de Streptomyces lavendulae, actia como un inhibidor competitivo de la
DXR. Su analogia estructural con el intermediario propuesto de la reaccion catalizada por la DXR,
la 2-C-metileritrosa 4-fosfato, le permitiria competir con éste por el sitio de unién de la enzima
[157, 329]. Su eficacia como potente herbicida es bien conocida a partir de trabajos
desarrollados en numerosos sistemas vegetales que confirman la alteracion de diversos aspectos
del desarrollo y crecimiento, debidos a la inhibicién en la formacidn de isoprenoides sintetizados
a partir del IPP plastidico [102, 157, 175, 214, 237, 329]. Sus aplicaciones farmacoldgicas son,
ademas, evidentes y pasan por los prometedores trabajos relativos al tratamiento contra el
agente responsable de la malaria, el parasito Plasmodium falciparum, responsable de millones
de muertes anuales en todo el mundo [142]. Diversos agentes patodgenos, tales como las
enterobacterias o Mycobacterium tuberculosis representan otras tentadoras dianas para el

ensayo de este inhibidor [175].

En el mismo sentido se dirigen los estudios en torno al clomazén, otro herbicida

conocido ya desde los afios 80 y con un efecto similar al de la fosmidomicina en cuanto al
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bloqueo en la acumulacién de los isoprenoides plastidicos [72]. Estudios recientes apuntan a que
este inhibidor, o al menos algunos de sus productos de degradacién, tendrian un efecto inhibidor
sobre la actividad DXS [202, 328].

En cualquier caso, el disefo racional de compuestos con capacidades inhibidoras de las
enzimas responsables de la ruta del MEP pasa, necesariamente, por el esclarecimiento de los
mecanismos cataliticos intimos de las mismas. En esta linea, los ultimos afios han sido testigos
de importantes avances en la resolucién de las estructuras cristalograficas de muchas de las
proteinas bacterianas de la ruta MEP (revisado en [238]). En concreto, la estructura del cristal
de la proteina DXR de E. coli ha sido resuelta recientemente, en un caso acomplejada a los
cofactores NADP(H) correspondientes [234, 324].

1.2.4. Las dos rutas de sintesis de IPP estan integradas en puntos centrales del metabolismo de

las células vegetales.

Las dos rutas de sintesis de IPP que coexisten en las células vegetales aparecen
estrechamente relacionados con el resto de rutas bioquimicas, ocupando sus precursores puntos

centrales en el metabolismo (Figura I1.5).

La confirmacion del gliceraldehido 3-fosfato (GA3P) y del piruvato como precursores de
la sintesis de DXP en la nueva ruta de sintesis de IPP ha permitido encontrar una explicacién a
los resultados anteriores que apuntaban al [1*C]-CO, antes que al *C-acetato como precursor de
los isoprenoides producidos por plastidos (revisado en [171]). El nuevo modelo contempla que el
acetato suministrado exdgenamente se incorporaria, via acetil-CoA a través de la
correspondiente ruta anabdlica plastidica, a los acidos grasos [127] (Figura 1.5). Por su parte, el
proceso de fijacion fotosintética del carbono seria responsable de la incorporaciéon del CO, en el
3-PGA y el GA3P (Figura I.5). Finalmente, el piruvato ocupa un lugar central en el metabolismo
plastidico. Su origen estaria en el 3-fosfoglicerato (3-PGA) plastidico o bien en una actividad
residual de la enzima ribulosa bisfosfato carboxilasa, aunque un origen citosdlico parcial también
parece posible. En cualquier caso, ademas de servir de sustrato para la sintesis de DX, precursor
a su vez de las vitaminas tiamina y piridoxina [131, 145, 160], derivara también en acetil-CoA
utilizado en la sintesis de novo de acidos grasos o en aminoacidos ramificados tales la valina, la
leucina o la isoleucina (ver Figura 1.5). De este modo, la formacion de IPP y DMAPP via GA3P y
piruvato explicaria la rapida incorporacion del CO, fijado fotosintéticamente observada en los
isoprenoides [171, 318].

En este sentido, es interesante anotar como la rapida incorporacién del [*C]-CO, en el
isopreno confirma que su biosintesis esta intimamente asociada con la fisiologia plastidica a
través del proceso de fijacion fotosintética del C. Este esquema resultaria coherente con el hecho

de que este compuesto volatil es liberado a la atmdsfera por muchas plantas C3 cuando las
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hojas son expuestas a radiaciones luminosas elevadas o a excesivo calor, de ahi que al isopreno
se le haya atribuido una doble funcién protectora del aparato fotosintético, secuestrando las
especies reactivas de oxigeno dafinas en el primer caso, o bien estabilizando las membranas
tilacoidales en el segundo [318, 330]. Estas observaciones cuadrarian con la localizacién
plastidica recientemente demostrada para la enzima responsable de la sintesis de isopreno a
partir del dimetilalilipirofosfato: la isopreno sintasa [318]. Las emisiones foliares de isopreno
resultan, por otro lado, fundamentales para la quimica troposférica, ya que constituye un

reactivo esencial en la formacion del ozono.

Mas controversia plantea el origen del acetil-CoA citosdlico utilizado como precursor en la
sintesis de IPP via mevalonato. La ruta mas sencilla para la formacién del acetil-CoA implicaria la
conversiéon del 3-PGA en piruvato mediante las enzimas glicoliticas, seguido de la
descarboxilacion oxidativa de éste llevada a cabo por la piruvato deshidrogenasa. El problema
deriva de que no se conocen formas citosolicas de esta enzima. Alternativamente, ha sido
propuesta la actividad de la ATP-citrato liasa citosélica como proveedora de dicho precursor
[114], aunque la activacién del acetato en acetil-CoA mediado por la enzima acetil-CoA sintasa o
su transporte desde los organelos hacia el citosol no pueden ser descartados (Figura I1.5). El
primer producto especifico de esta ruta es el mevalonato, en tanto que el HMG-CoA es a su vez
intermediario en la ruta de degradacion de determinados aminodacidos, tales la leucina, la lisina o
el triptéfano [18].

Figura 1.5: Modelo de integracion de las rutas plastidica y citosdlica de sintesis de IPP en el metabolismo de
una célula vegetal fotosintética. Las abreviaturas corresponden a OAA: oxalacetato, PEP: fosfoenolpiruvato y
PGA: fosfoglicerato. Las letras en rojas indican actividades enzimaticas, concretamente a, DXS; b, piruvato
deshidrogenasa; c, ATP-citrato liasa; d, citrato sintasa; e, acetolactato sintasa, f, dcido graso sintetasa y g,

HMGR.

21



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

Ribui % jA‘ ic:.ucous;s
\

PIRUVATO

Acetil-CoA

HMG-CoA CITRATO
G)

[“C]-ACETAT® MEMNLONITD

ISOPRENOIDES IPP
ISOPRENOIDES

b O

1.2.5. Etapas enzimaticas posteriores a la sintesis de IPP en la formacién de

isoprenoides.

El IPP sintetizado por cualquiera de las dos rutas descritas es utilizado en la formacién de
los precursores inmediatos de las diferentes familias de terpenoides. El isémero alilico del IPP
(DMAPP) constituye la forma reactiva de las dos gracias precisamente a la capacidad de
ionizarse que le confiere su doble enlace alilico. De este modo, el isopentenil pirofosfato (IPP),
mediante condensaciones secuenciales con el dimetilalil pirofosfato (DMAPP) conducird, segun
una secuencia de reacciones de elongacion electrofilicas, hacia la produccién de los denominados
prenildifosfatos, de longitud creciente. El estudio del conjunto de procesos bioquimicos que a
partir del IPP y el DMAPP desembocan en la sintesis de los distintos isoprenoides nos permite

constatar la enorme variabilidad que caracteriza a esta humerosa familia de compuestos.

1.2.5.1. Las preniltransferasas.

Las enzimas responsables de reacciones de elongacién cabeza-cola a partir de unidades
prenilo que utilizan al IPP como molécula aceptora representan una primera categoria dentro de
las enzimas designadas colectivamente con el nombre de preniltransferasas. En esta categoria
se encuentran las enzimas responsables de la condensacién del DMAPP con el IPP que
proporcionan el primer intermediario Cyq, el geranildifosfato (GPP). Asimismo, incluye aquellas
enzimas que, mediante reacciones similares de adicion sobre 1 6 2 moléculas de IPP
respectivamente, producen farnesildifosfato (FPP) de C;s y geranilgeranildifosfato (GGPP)

de C, (Figura I1.6). Los genes correspondientes a las enzimas geranildifosfato sintasa
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(GPPS), farnesildifosfato sintasa (FPS) y geranilgeranildifosfato sintasa (GGPS) han sido
clonadas vy caracterizadas en diversas especies. Particularmente en Arabidopsis se ha aislado 1
isoforma de la GPPS [31], 2 isoformas de la FPS [84], [75] y hasta 5 de la GGPS [215], aunque
el andlisis de la secuencia del genoma completo ha revelado recientemente la presencia de al
menos otras 7 secuencias homdlogas de esta uUltima [163]. Todas estas enzimas se caracterizan
por llevar a cabo la formaciéon de un enlace C-C entre 2 unidades prenilo en un proceso,
dependiente de iones Mg?*, que transcurre con una substitucién nucleofilica y que implica la

liberacién de un residuo de pirofosfato.
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Figura 1.6: Representacion esquemdtica de la sintesis de isoprenoides a partir del IPP y el DMAPP. Los
prenildifosfatos de peso molecular creciente son formados por la condensacion cabeza-cola de unidades de
isopreno activas en reacciones catalizadas por las correspondientes enzimas preniltransferasas (seiialadas en

rojo).

Pero también son destacables otras enzimas, incluidas dentro de esta primera categoria
de preniltransferasas, que catalizan reacciones de adicidon atipicas. Tal es el caso de las enzimas
involucradas en la sintesis de las cadenas laterales de las quinonas [169], o de la dehidrodolicol
difosfato (dedol-PP) sintasa, responsable en plantas de la sintesis de los poliprenil difosfatos
precursores de los dolicoles y que pueden llegar a formar cadenas de hasta 90 carbonos [74] .
Un ejemplo mas extremo viene representado por las preniltransferasas propias de los laticiferos
de Hevea brasiliensis, que pueden llegar a condensar hasta 1500 moléculas de IPP para la
produccion del caucho [212]. Resta afiadir que estas dos Ultimas enzimas son representantes de
una poco conocida subcategoria de preniltransferasas capaces de catalizar la formacién de

enlaces en cis, a diferencia de las restantes, susceptibles de sintetizar compuestos isoprenoides
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segun una estereoquimica en trans [169].

Pero las enzimas preniltransferasas engloban otras dos categorias: la de aquellas
encargadas de dimerizar el FPP o el GGPP y otra, mas heterogénea, implicada en catalizar
reacciones de condensacién entre 2 unidades en la que una de ellas no es de naturaleza

prenilica.

Las reacciones de dimerizacion representan un paso previo en la formacién de
triterpenos y tetraterpenos:

Efectivamente, una reaccion de condensacion cabeza-cabeza entre dos moléculas de FPP
es la responsable de la formacidn del escualeno, primer precursor especifico en la sintesis de los
triterpenos. La preniltransferasa escualeno sintasa utiliza el NADP(H) como cofactor y constituye
el primer punto de la ramificacion que conduce hacia la biosintesis de esteroles vy

brasinosteroides.

Los tetraterpenos, por su lado, se generan a través de la uniéon cabeza-cabeza de dos
moléculas de GGPP para sintetizar fitoeno, seglin un mecanismo analogo al que tiene lugar para
la formacién del escualeno, catalizado por la fitoeno sintasa, y que transcurre en dos pasos
con el prefitoeno como intermediario. Se trata del primer metabolito especifico con la estructura
en Cy4o caracteristica de carotenoides y xantofilas, adonde nos conducira dicho esqueleto basico
tras una serie de conversiones quimicas que veremos mas detalladamente en el apartado
1.2.5.5.

Las cadenas prenilo confieren capacidad a productos de diversa naturaleza para

anclarse en las membranas bioldgicas:

Esta ultima categoria de preniltransferasas es capaz de transferir cadenas laterales de

naturaleza prenilica a sustratos no terpenoides. Veamos tres ejemplos:

En efecto, reacciones similares a las catalizadas por las demds preniltransferasas son las
responsables de introducir cadenas prenilo de diferentes longitud a los precursores de los
transportadores de electrones ubiquinona, plastoquinona y citocromo A. Gracias a ellas resultan
solubles en las estructuras de membrana. Algo parecido sucede con la incorporacién de las
cadenas poliprenilicas en la clorofila (fitol), tocoferol (vitamina E) y filoquinona (vit. K).
Estas cadenas poliprenilicas derivan de la GGPP y se incorporan a sus sustratos respectivos tras
un paso de reduccion dependiente del NADP(H) [127].

Por otra parte, la unién covalente de grupos prenilo confiere mayor hidrofobicidad a las
proteinas, facilitando su asociaciéon con membranas o con otras proteinas y resultando esenciales

para la funcion y localizacidon subcelular de las mismas. De igual modo que en animales y
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levaduras, el proceso transcurre gracias a preniltransferasas particulares que unen, por medio
de enlaces tioester, derivados alcohol del FPP y GGPP a 1 6 2 cisteinas cercanas al extremo
COOH-terminal del péptido. Una peptidasa liberara los residuos terminales unidos a la ultima
cisteina modificada, cuyo grupo carboxilo sera, por ultimo, metilado [240, 241]. Recientemente
ha sido detectada una segunda categoria de procesos de prenilacion dependiente,
especificamente, de productos del genoma plastidico, y por lo tanto exclusiva de las plantas
[219]. El isoprenoide modificante seria, aparentemente, una cadena fitol y la asociacién con la

proteina no tendria lugar, en este caso, a través de enlaces tioester.

Muchas proteinas de membrana estan glicosiladas por oligosacaridos ramificados. Los
dolicoles, isoprenoides de cadena larga asociados a las estructuras de membrana subcelulares,
estan involucrados en la sintesis y ensamblaje de dichas estructuras oligosacaridicas. Estos
mismos compuestos promoveran, finalmente, la transferencia de los glicanos hacia residuos

especificos de asparragina de la proteina de membrana diana [40].
1.2.5.2. Las terpenosintasas.

Las enzimas de esta familia reciben el nombre de mono-, sesqui- o di-terpeno
sintasas segun sea el GPP, el FPP o el GGPP el sustrato de las mismas. Estas enzimas utilizan
las unidades terpénicas lineales de GPP, FPP o GGPP para sintetizar los esqueletos carbonados
propios de las distintas familias de terpenoides finales. Para ello, catalizan reacciones de
condensacién intramolecular siguiendo una orientacion cabeza-cola, aunque también son
frecuentes fusiones cabeza-cabeza e incluso cabeza-medio que rendirdn los llamados terpenos
irregulares. La mecanistica de las reacciones catalizadas por estas enzimas es basicamente la
misma de las preniltransferasas, hasta el punto de mantener en su secuencia peptidica dominios
conservados ricos en Asp [169]. Sin embargo, variaciones particulares en las reacciones
carbocatidnicas de las que son responsables les conceden entidad propia. La mayoria de estas
enzimas son capaces de producir productos ciclicos recibiendo en este caso el nombre de

ciclasas. Ademas, en muchas ocasiones son capaces de producir mas de un producto final.

Las monoterpeno sintasas son responsables de sintetizar una gran variedad de aceites
esenciales y resinas en numerosas especies de angiospermas y gimnospermas respectivamente.
Dos ejemplos relevantes son la limoneno sintasa [29, 320], y la pineno sintasa [29]. Las
piretrinas constituyen un ejemplo de monoterpenos irregulares en tanto que se sintetizan tras
una condensacién cabeza-medio. Se trata de sustancias con capacidad insecticida encontradas
en especies de los géneros Chrysanthemum y Tanacetum [38]. Su limitada toxicidad hacia los
mamiferos, asi como la escasa persistencia en el ambiente, han hecho atractivas a estas

substancias como insecticidas de uso comercial.

Las sesquiterpeno sintasas estan frecuentemente relacionadas con la sintesis de diversos

compuestos implicados en las respuestas de defensa de la planta, llamados genéricamente
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fitoalexinas. Una de las mas estudiadas es la epiaristoloqueno sintasa implicado en la sintesis de

capsidiol, fitoalexina caracteristica de la familia de las solanaceas [227].

Por su parte, las diterpeno sintasas catalizan dos tipos distintos de reacciones de
ciclacién. La primera tiene lugar a través de un mecanismo similar al de otras terpeno sintasas.
Ejemplos interesantes serian la casbeno sintasa responsable de la sintesis de la fitoalexina
especifica de Ricinus communis [190] y la taxadieno sintasa, que cataliza el primer paso
especifico en la sintesis del taxol, compuesto propio de Taxus brevifolia de interés farmacoldgico
por sus propiedad quimioterapéuticas en el tratamiento del cancer [319]. La segunda clase de
reacciones de ciclacion pasaria por la formacion de un intermediario biciclico (copalil difosfato) y
corresponde, por ejemplo, a las enzimas de localizacién plastidica que catalizan los 2 primeros
pasos especificos en la sintesis de giberelinas a partir de GGPP. Se trata de la copalil-difosfato
sintasa [287], y de la ent-kaureno sintasa [326], cuyo producto es transportado mediante un
mecanismo desconocido hacia el citosol, donde se completa el conjunto de reacciones que
culminan con la sintesis de las giberelinas biolégicamente activas (GAs) [124]. Las giberelinas
son hormonas vegetales relacionadas con la elongacién y divisidon celular, amén de distintos
procesos morfogénicos Finalmente, la abietadienosintasa, implicada en la sintesis de
diterpenoides propios de la resina de algunas coniferas, pertenece también a este subgrupo de

enzimas [305].
1.2.5.3. Reacciones de modificacion de los esqueletos terpénicos.

Raramente los productos de reaccion de las preniltransferasas o las terpenosintasas
constituyen por si mismos los productos isoprenoides finales. Los esqueletos terpénicos sufriran
una serie de modificaciones (genéricamente reacciones redox) que conferiran las propiedades
funcionales y la diversidad estructural de esta gran familia de productos naturales. Estas
transformaciones secundarias comprenden oxidaciones, reducciones, isomerizaciones y
reacciones de conjugacién llevadas a cabo por enzimas distintas de las preniltransferasas. Entre
las secuencias de reacciones mas importantes para los sistemas vegetales se encuentran

aquellas que conducen hacia la produccién de esteroles, carotenoides o aceites esenciales.
Esteroles:

En las plantas, el escualeno es usualmente oxidado y ciclado en 2 reacciones sucesivas
para dar el cicloartenol, primer intermediario especifico de la compleja e interconectada
secuencia de mas de 30 etapas que llevan, a partir de dicho metabolito, hacia la formacién de
los algo mds de 200 esteroles vegetales conocidos. A diferencia de en animales u hongos los
esteroles mas abundantes en las plantas son el sitosterol, el estigmasterol y el campesterol, éste
Gltimo punto de partida a su vez para la sintesis de brasinosteroides, nutrido grupo de derivados
esteroidicos polihidroxilados con importantes funciones reguladoras del crecimiento y desarrollo

vegetales [67]. Por su parte, de los esteroles mayoritarios en animales y hongos: el colesterol y
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el ergosterol, se encuentran solamente trazas. Los esteroles libres son sustancias responsables
del mantenimiento de la arquitectura de las membranas bioldgicas, gracias a su capacidad de
regular la fluidez y permeabilidad de las mismas. Las formas esterificadas de esteroles pueden
representar un porcentaje importante de los esteroles totales y se han adscrito a procesos de
regulacion, transporte y almacenamiento de los mismos [112]. La Figura 1.7 ilustra la estructura

basica de los esteroles.

Figura L7: Estructura de los esteroles: la ilustracion

representa el esqueleto carbonado basico. Se trata de un
anillo perhidro-1,2-ciclopentanoperhidrofenantreno con
un grupo hidroxilo substituyendo al C-3, dos grupos
metilo a los C-10 y C-13 y una cadena de 8 a 10
carbonos al C-17. Los numeros indican la notacion

convencional para identificar las posiciones de los

atomos de C en la cadena.

Carotenoides:

Los carotenoides de las plantas desempefian dos grupos de funciones diferentes segun el
tejido en que estén localizados. En tejidos fotosintéticos aparecen formando parte de los
complejos antena, en las membranas tilacoidales cloroplastidicas, donde actuan como pigmentos
accesorios en la captacién de la energia luminica. Adicionalmente, el papel desempefiado por los
carotenoides en la fotoproteccién del aparato fotosintético viene evidenciado por el fenotipo
albino de los mutantes afectados en su biosintesis [47, 187]. La energia luminica absorbida por
la clorofila puede ser transferida al oxigeno molecular, acumuldndose en forma de especies
reactivas que pueden provocar dafio fotooxidativo en el aparato fotosintético. Los carotenoides,
junto con otros compuestos y enzimas, participan en el secuestro de dichas especies reactivas
[211]. Por su parte, los carotenoides que se encuentran en tejidos no fotosintéticos aparecen
englobados dentro de los cromoplastos, plastidos especializados en el secuestro de moléculas
lipofilicas [109]. En ausencia de clorofila, pierden sentido las funciones anteriormente descritas,
especializdndose fundamentalmente en la pigmentacion de tejidos con el objeto de atraer

insectos y otros animales para la polinizacidn.

Bioquimicamente, una serie de 4 reacciones de desaturacidn sobre el fitoeno originan,
gracias a la creacion de los dobles enlaces conjugados que caracterizan al grupo cromoéforo, los
diversos intermediarios coloreados (Figura 1.8). Concretamente, 2 enzimas dependientes del
cofactor FAD, la fitoeno desaturasa (PDS) y la (-caroteno desaturasa (ZDS), son las
responsables de llevarlo hasta el licopeno. El siguiente paso es el responsable de la estructura
biciclica de los carotenoides presentes en el aparato fotosintético de las plantas y constituye el
primer punto de ramificacién de esta ruta. Dicho proceso conduce, gracias a distintas licopeno

ciclasas (LYC), hacia la formacion de anillos en conformacién B, pero también ¢, y mas
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raramente g,e. De este modo, la cadena lineal del licopeno se transforma en -, a- o finalmente
g-caroteno respectivamente. Por Ultimo, diversas reacciones de hidroxilacién que corren a cargo
de la carotenohidroxilasa (CHY) conducen hasta la sintesis de las xantofilas, familia de
compuestos extraordinariamente diversa que se generan a través de numerosas reacciones de
oxigenacion, epoxi- y deepoxi-dacion. Los dos compuestos principales del ciclo de las xantofilas,
la violaxantina y la zeaxantina, se interconvertirdn mediante la enzima zeaxantina epoxidasa
(ZEP) (Figura I1.8). A partir de ellos, y mediante diversas reacciones de lisis oxidativa, tiene lugar
la biosintesis del acido abscisico (ABA) [24, 104, 195], fitohormona relacionada, entre otros

procesos, con la regulacion de las disponibilidades de H,0 vy el retraso de la dormancia.
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Figura 1.8: Ruta simplificada de biosintesis de los carotenoides, xantofilas y ABA. Los nombres completos de

las principales enzimas involucradas (sefialadas en rojo) aparecen en el texto.

Aceites esenciales:

Los aceites esenciales constituyen una amplia familia de isoprenoides, generalmente
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monoterpenoides, cuya naturaleza lipidica y caracter volatil les ha hecho adoptar ese nombre
genérico. Sus funciones estan relacionadas con la interaccién planta-entorno: defensa vegetal,
interacciones alelopaticas y polinizaciéon. Todas son substancias aromaticas, abundantes en las
flores de numerosas especies, cuya biosintesis ocurre simultdneamente al proceso de floracion

donde actiian como potentes atrayentes para la polinizacion.

Numerosas son las modificaciones quimicas que dan lugar a estos productos. Algunas de
ellas pasan por la hidrolisis del GPP para dar geraniol, linalol cuando aquella transformacién va

acompafiada de un reordenamiento, y otros muchos derivados de ambos.

La enzima limoneno sintasa, a través de una ciclacion acompafiada de una isomerizacion
sintetiza, a partir del GPP, limoneno como producto mayoritario, aunque la misma actividad
catalitica es susceptible de producir mirceno, a- y B-pineno. Estos productos constituyen, por
ejemplo, los componentes esenciales de la resina de las coniferas, mezcla de terpenos de
distintos origenes que desarrollan una funcién central en la defensa frente a insectos y otros
herbivoros [127, 184]. Asimismo, reacciones de hidroxilaciéon, oxigenacion y reordenamientos
varios a partir del limoneno conducen a la biosintesis de una serie de metabolitos relacionados
estructuralmente, entre los que destacan el mentol, la piperitona o la pulegona, componentes
principales de los aceites esenciales producidos por la especie Mentha x pipperita, aunque
comunes a un gran numero de especies [38]. Finalmente, otras transformaciones posibles
incluyen acetilaciones, carbonilaciones y carboxilaciones, contribuyendo a la enorme diversidad

estructural de esta familia de compuestos biolégicamente relacionados.

1.2.6. Origen evolutivo y significado biolégico de la existencia de la ruta del

MEP y del MVA de sintesis de isoprenoides.

Los compuestos isoprenoides son los productos naturales mas antiguos de los que se
tienen conocimiento. Esta afirmacidon viene corroborada por el descubrimiento de sedimentos
fésiles de hopanoides, tales los 2a-metilhopanos caracteristicos de las cianobacterias, con una
edad estimada en 2,7 miles de millones de afios [33]. Este hecho, junto a la complejidad del
entramado biosintético subyacente a la produccién de los distintos isoprenoides ha hecho
especialmente atractivo el estudio de su historia evolutiva, maxime considerando la interesante
distribucién taxondmica de las 2 rutas que conducen hacia la biosintesis del primer precursor

comun, el IPP.

Se ha propuesto que las plantas superiores hayan heredado la via plastidica de sintesis
de IPP de sus ancestros procariotas fotosintéticos, de acuerdo con la teoria de la endosimbiosis
[188, 284], hipdtesis que se veria apoyada por la existencia de dicha via en cianobacterias [87].
Por su parte, la célula huésped eucariota conservaria la ruta del mevalonato, del mismo origen

gue la presente en animales y levaduras y derivada presumiblemente de las arqueobacterias,
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donde aun la conservarian como fuente exclusiva del IPP necesario para la produccién de los
prenil-lipidos presentes en la membrana. Dos procesos completarian este modelo. Uno vendria
constituido por la transferencia en bloque hacia el nlcleo de aquellos genes plastidicos
implicados en la sintesis de IPP [164, 229]. Por su parte, los fenédmenos de transferencia
horizontal de genes explicarian las anomalias en la distribucidn de las vias biosintéticas entre
eubacterias. Efectivamente, han sido encontradas excepciones a la existencia de la ruta del MEP
de sintesis de IPP entre las eubacterias. Algunos ejemplos vienen dados por eubacterias
parasiticas obligadas que utilizan el IPP de sus hospedadores [164], la especie Streptomyces
aeriouvifer que dispone de la ruta MEP para la sintesis de monoterpenos especificos y de la del
MVA para producir la cadena prenilo de las quinonas [270] u otras excepciones de variada

localizacidon taxondmica [164, 247].

Se ha confirmado que la ruta del MEP estd ampliamente distribuida entre todos los
organismos fotosintéticos, donde es la principal responsable de la sintesis de los isoprenoides
propios de los plastidos. La existencia de 2 vias independientes de sintesis del mismo
intermediario multiplica las posibilidades de regulacion de la biosintesis de compuestos
isoprenoides, tanto mas importante en aquellos organismos donde mayor sera la diversidad de
dichos compuestos. Por ello, resulta chocante el uso exclusivo del IPP derivado de la via del MEP
o del mevalonato para la sintesis de todos sus isoprenoides entre las algas clorofitas o las
euglenofitas respectivamente [87, 265]. Se ha sugerido que la explicacién a esto venga dada por
el propio desarrollo de la teoria endosimbidtica. La pérdida, en cada caso, de una u otra via
habria tenido lugar durante los reordenamientos genéticos que acompafiaron a los episodios
endosimbidticos secundarios que terminaron configurando la envuelta plastidica tal y como la
conocemos hoy o a los terciarios, responsables de que las algas euglenofitas presenten la
singularidad de poseer cloroplastos con una triple envuelta [171, 284]. Estos fendmenos exigian,
por otro lado, la flexibilidad estructural de las membranas conferida por la aparicién de los
esteroles [229]. Parece que el linaje de las clorofitas habria perdido durante dichos eventos
varias actividades enzimaticas correspondientes a distintas rutas bioquimicas citosodlicas [265].
Los diferentes grupos taxondmicos de algas habrian seguido durante la evolucién diferentes

estrategias de reordenamiento genético y metabdlico.

En cualquier caso, la diversidad de patrones de marcaje encontrados entre los
isoprenoides de todos los organismos fotosintéticos, en funcidon del origen del precursor IPP
utilizado, refleja el origen polifilético de los mismos. Este extremo queda patente en la variada
composicion de sus pigmentos fotosintéticos, de naturaleza isoprenoide. A pesar de ello, el
analisis de la distribucion de ambas vias por taxones parece ajustarse a las relaciones
filogenéticas actualmente aceptadas, basadas en comparaciones de secuencias de ARNr-18s y

caracteres ultraestructurales [284].

Otro aspecto interesante y con indudables aplicaciones biomédicas de la distribucion
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taxondmica de las vias de sintesis de IPP deriva de la ausencia de la ruta del MEP en animales.
Consecuentemente, los intermediarios a partir del MEP en la sintesis de IPP seran especificos de
esta ruta y, por tanto, exclusivos de aquellos grupos que la posean. Algunas de ellos, como el 1-
hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato, ademas de otros intermediarios tales el propio
metileritritol, tienen la capacidad de activar determinadas subpoblaciones de células T humanas
[7]. Los autores estudiaron la estimulacion de estas células implicadas en la respuesta inmune y
la producciéon concomitante de factores de crecimiento frente a la presencia de extractos de una
cepa de E. coli deficiente en lytB que acumulaba hidroximetilbutenil 4-difosfato [92]. La posesidn
de los intermediarios de la ruta del MEP se constituye en un caracter taxonémico afiadido a la

hora de establecer relaciones filogenéticas entre grupos bioldgicos.

1.3. ORGANIZACION/LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA
BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES.

1.3.1. Localizacion de la biosintesis de isoprenoides.

1.3.1.1. Compartimentacién espacial y temporal de la biosintesis de isoprenoides: Una perspectiva
histoérica.

La localizacién espacial y temporal de la biosintesis de isoprenoides ha constituido una
de las areas de investigacion que mayor discusion cientifica ha planteado los Ultimos afios.
Ciertamente, la posibilidad de la existencia de una ruta biosintética de IPP localizada en plastidos
y actuando de modo independiente a la citosdlica del mevalonato ha motivado histéricamente
amplia controversia. Aunque varios modelos explicativos han ido sucediéndose, la informacion
obtenida en este contexto ha ido apuntando paulatinamente hacia la autonomia plastidica en la
sintesis del IPP, erigiéndose en uno de los argumentos mas soélidos para la elucidacion de la ruta
del MEP.

El primer modelo presentado proponia la estricta segregacién/compartimentacién de
plastidos, mitocondrias y RE/citosol para la sintesis de IPP a partir del acetil-CoA, por medio de
dotaciones enzimaticas propias de la ruta del mevalonato (Figura I.10). La impermebilidad de los
plastidos para intermediarios de la ruta explicaria los resultados contradictorios de marcaje por
los cuales Unicamente el [*C]-CO,, no asi el *C-mevalonato, era capaz de incorporarse a los
isoprenoides propios de este organulo [113, 150]. Otras investigaciones abundarian

posteriormente en la misma direccidn (revisado en [114]).

A pesar de la existencia de varias isoformas para muchos de los genes implicados en la
sintesis de IPP (aspecto sobre el que incidiremos mas adelante), fue imposible detectar en
plastidos actividades enzimaticas asociadas con la sintesis de IPP via mevalonato [153, 182].

Los mismos autores comprobaron también que los cloroplastos [153] y las mitocondrias [182]
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aislados eran incapaces de sintetizar isoprenoides de novo a partir del mevalonato o sus
derivados fosforilados pero si a partir del IPP. Todos estos elementos llevaron a postular un
nuevo modelo alternativo de segregacion en el que los distintos orgénulos subcelulares
utilizarian el IPP sintetizado exclusivamente en el citosol (Figura I1.10). Sin embargo, este

modelo chocaba frontalmente con la dificultad de detectar sistemas activos de traslocacién para

el IPP en las envueltas plastidicas y mitocondriales [150], a pesar de los intentos realizados en
este sentido [277].

Figura 1.10: Modelos preliminares de compartimentacion de la biosintesis de isoprenoides en células
vegetales (adaptado de [114]). El primer modelo propone la coexistencia de 3 rutas biosintéticas
independientes en cada uno de los organulos involucrados en la sintesis de isoprenoides [113]. El segundo
propone la sintesis exclusiva de IPP en citosol y su posterior translocacion al interior de plastidos y

mitocondrias [153].

Sin embargo, experimentos llevados a cabo en los afos 80 y basados en la utilizacién de
la mevinolina, no encajaban en ninguno de los modelos planteados (ver apdo. 1.2.3.4; [20, 19,
88, 114, 259]). Si la sintesis de isoprenoides plastidicos dependia del IPP citosdlico, como se
postulaba, deberia verse afectada por el tratamiento con mevinolina al igual que los restantes.
En aquel momento, la ausencia de efecto sobre los niveles de aquellos isoprenoides se atribuyo
a una posible impermeabilidad de la envuelta plastidica para la mevinolina. Por el contrario, la
cuestion relativa a la biosintesis de ubiquinona si estaba de acuerdo con este modelo. La sintesis
de ubiquinona parecia ser dependiente del IPP citosdlico en tanto que los tratamientos con
mevinolina eran capaces de reducir su concentraciéon, aunque nunca por debajo del 50%. Los
autores argumentarian distintas afinidades de las enzimas preniltransferasas por sus
intermediarios respectivos para explicar las diferencias en los cambios encontrados para los

esteroles y la ubiquinona en respuesta a la mevinolina [259].

A finales de los afios 80 se encontraron otras evidencias inexplicables desde la
perspectiva de los dos modelos planteados y que empujaron hacia un cambio de paradigma. En

el grupo del Dr. Schultz se observé como cloroplastos aislados de espinaca eran incapaces de
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incorporar acetato o mevalonato a los carotenoides, pero si por el contrario CO,, fosfoglicerato o
piruvato [261]. Estos datos fueron interpretados por los autores hipotetizando la existencia de 2
subpoblaciones plastidicas de acetil-CoA originadas respectivamente por la accién de la acetil-
CoA sintetasa o el complejo plastidico de la piruvato deshidrogenasa, vy utilizados
fundamentalmente como precursores para la sintesis de acidos grasos o de IPP plastidico
respectivamente [262]. Todos estos argumentos, en asociacién con otros obtenidos tomando al
alga verde Acetabularia como modelo, reafirmaban una vez mas la autonomia de los cloroplastos

en cuanto a la sintesis de IPP [200].

Basandose en estas investigaciones fue propuesto, en el afio 1990, un tercer modelo
dindmico de compartimentacién de la sintesis de IPP que conciliaba las 2 hipétesis anteriores
planteando la variacion de la fuente del IPP plastidico con el estadio de desarrollo del organulo o
tejido. Como modelo se utilizaron secciones transversales practicadas a diferentes niveles sobre
hojas de cebada (Hordeum vulgare), desde la parte basal, donde se acumulan los cloroplastos
en los primeros estadios de desarrollo, hasta la region apical, donde los cloroplastos ya estan
totalmente maduros tanto estructuralmente como en cuanto a eficacia fotosintética. Con este
modelo observaron como la incorporacion del CO, en distintos isoprenoides plastidicos tenia
lugar de modo eficiente Unicamente en los cloroplastos inmaduros de la regiéon basal,
desapareciendo hacia la zona apical paralelamente a un aumento simultaneo de la incorporacién
del *C-mevalonato. La maduracién del cloroplasto conllevaria, segln los autores, una pérdida
paulatina de autonomia en cuanto a la sintesis del IPP, sintesis que se llevaria a cabo
originalmente a través de un compuesto de 2 carbonos derivado de la actividad del complejo
piruvato deshidrogenasa sobre el piruvato y diferente del acetil-CoA. El decaimiento de la
actividad de dicho complejo enzimatico con el desarrollo de cloroplasto y el aumento observado

en la dependencia del IPP traslocado desde el citoplasma apoyarian este modelo [125, 126].

Este modelo de cooperacion entre las distintas vias de sintesis de IPP en procesos y
momentos concretos del desarrollo resultaba sugerente y cuadraba con las observaciones
relativas, por ejemplo, a que dosis elevadas del inhibidor mevinolina, y en un proceso
dependiente de la edad de la plantula, eran capaces de afectar limitadamente la acumulacion de
clorofilas y carotenoides sobre hojas primarias de trigo [20], o a la variacion con el
tiempo/estadio de desarrollo del origen del IPP utilizado en la sintesis de los terpenos propios de
los aceites esenciales sintetizados por células especializadas secretoras de Menthaxpipperita

[191], como estudiaremos mas adelante.

La confirmacion de la actuacion de la nueva ruta MEP biosintética de IPP permitid
reinterpretar todos estos resultados, y muchos otros, asignando autonomia metabdlica plena a
los plastidos en cuanto a la biosintesis de isoprenoides. En la actualidad, estda cominmente
aceptado que la biosintesis de isoprenoides en células vegetales tiene lugar en tres

organulos/compartimentos subcelulares distintos. En plastidos, via MEP, tiene lugar la formacién
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de mono-, di- y tetraterpenos entre los que destacan los carotenoides, el ABA y las cadenas fitol
de la clorofila o la nonaprenil de las plastoquinonas. El IPP sintetizado, via MVA, a nivel de
Reticulo Endoplasmatico (RE)/citosol conducird hacia la sintesis via FPP de sesquiterpenos, de
triterpenos como los esteroles y los brasinosteroides o de politerpenos formados por la
elongacion secuencial de la cadena terpénica, como los dolicoles. Finalmente, en mitocondrias, y
a partir del IPP citosélico, tendra lugar la sintesis de la ubiquinona [86] (Figura 1.9). La ubicacién
dentro de la célula vegetal de las preniltransferasas responsables de la sintesis de las unidades
terpénicas (GPP, FPP y GGPP) precursoras de cada una de estas subfamilias de compuestos
resulta coherente con este esquema [31, 73, 286]. Los crecientes estudios acerca de la
localizacidn subcelular de otras preniltransferasas corroboran este modelo, tal es el caso de la

SQS, detectada en RE/citosol [83], o la PSY, asociada a las membranas tilacoidales [313].
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Figura 1.9: Representacion esquemdtica del modelo actual de compartimentacion de la biosintesis de
isoprenoides en la célula vegetal. El color marron corresponde a los principales productos isoprenoides
sintetizados por las plantas. Las 2 primeras etapas de la via MEP aparecen en rojo, asi como los 2 mutantes
conocidos afectados en la DXS: el chs5 y el clal [11, 187]. Por su parte, las vitaminas tiamina y piridoxina
destacan en color violeta. Algunos de los inhibidores caracterizados de distintos pasos especificos de la
biosintesis de isoprenoides, utilizados en la parte experimental de esta memoria, estan destacados en azul.
Finalmente, la interrogante sefiala uno de los aspectos mas discutidos actualmente en relacion con el modelo

presentado de compartimentacion, y que hace referencia a la interaccion entre las dos rutas de sintesis de IPP.
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1.3.1.2. Otros organulos subcelulares implicados en la biosintesis de isoprenoides.

Hemos apuntado en otros puntos de esta introduccién al papel de las mitocondrias en la
biosintesis de isoprenoides. Efectivamente, las mitocondrias son capaces de sintetizar las
cadenas prenilo de las ubiquinonas, particularmente la 9 y la 10 que son las que aparecen en
plantas, asi como del grupo hemo del citocromo, si bien dependiendo, en ambos casos, del
mismo IPP que el utilizado para la sintesis de esteroles, formado en el RE/citosol via MVA [86].
El blogueo en la acumulacién de las ubiquinonas como consecuencia del tratamiento con
mevinolina, asi como la también referida incapacidad por parte de mitocondrias aisladas de
incorporar MVA o sus derivados fosforilados en los isoprenoides mitocondriales asi lo corroboran
[19, 182].

Una excepcion a este modelo lo constituyen las algas verdes (clorofitas), cuyas
ubiquinonas se producen a partir del IPP sintetizado por la ruta del MEP [87]. Quedaria por
dilucidar si las mitocondrias de estos organismos poseen la maquinaria biosintética para la

sintesis de IPP o si, por el contrario, éste es importado del plastido.

La reciente demostracién de la presencia en los peroxisomas de mamiferos de enzimas
implicadas en la sintesis mevalonato dependiente de IPP, han desvelado este organelo como una
nueva ubicacién para la biosintesis del colesterol [216]. Por su parte, en plantas, ha sido
sugerida la localizaciéon peroxisomal de la isoforma 2 de la AACT [4]. La existencia en plantas de
determinados tipos de peroxisomas originados a partir de subdominios de membrana del RE
impulsa al autor de este trabajo a proponer que aquél seria el destino de, al menos, algunas de
las otras enzimas implicadas en la biosintesis de IPP por la llamada ruta del MVA. Experimentos
de inmunolocalizacién apuntaron originalmente hacia dichos organelos como ubicacion de
algunas de las isoformas de la HMGR de A. thaliana. Sin embargo, el uso de marcadores
especificos para dicho organelo obligaron a revisar la naturaleza de las vesiculas identificadas,
en cualquier caso, intimamente asociados al RE (Leivar-Rico, P., Fernandez-Busquets, X.,

Gonzalez, V., Campos, N., Ferrer, A. y Boronat, A.; resultados no publicados).

La produccion y almacenamiento de monoterpenoides se venia asociando en exclusiva a
estructuras plastidicas no fotosintéticas englobadas dentro de estructuras secretoras, y ello
debido a la toxicidad que concentraciones elevadas de estos compuestos podrian tener para las
estructuras bioldgicas [299]. Un ejemplo es el de la sintesis de monoterpenos para los aceites
esenciales propios de Mentha x pipperita, que tiene lugar en los leucoplastos de las células de
los tricomas glandulares, estructuras foliares especializadas en funciones secretoras [191, 299].
Sin embargo, otros autores han concluido que la sintesis de monoterpenos no esta
necesariamente limitada a los leucoplastos, sino que también puede ubicarse en cloroplastos de
células fotosintéticas. Las afirmaciones que han permitido reconsiderar el asiento de la

biosintesis de los monoterpenos se han basado en estudios de inmunohistoquimica que han
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permitido detectar la enzima DXS, GPPS y monoterpenosintasa en plastidos fotosintéticos y no
fotosintéticos de distintos tejidos, secretores y no secretores pertenecientes a diversas especies
de plantas [31].

Otros ejemplos de organelos especificos para la sintesis de isoprenoides lo constituyen
los plastidos que se han observado en las raices micorrizadas y cuya morfologia inusual los situa
mas cerca de los cromoplastos. Dichas estructuras, rebautizadas como gerontoplastos [309],
han sido relacionadas con la formaciéon de los apocarotenoides, derivados de los carotenoides
por rotura oxidativa cuya produccién se ve estimulada durante la infeccidn por hongos

micorrizicos [308].

Por otro lado, se conocen estructuras especializadas para la sintesis de isoprenoides
propias de determinados grupos taxondémicos dentro del reino vegetal. Los cuerpos oleicos son
estructuras de secrecidn exclusivas de las hepaticas originadas a partir de las cisternas del
reticulo endoplasmatico. Estos organulos subcelulares han sido propuestos como lugares donde
tendria lugar la sintesis y acumulacion de grandes cantidades de aceites esenciales. La
identificacion mediante técnicas inmunocitoquimicas de diversas preniltransferasas en
Marchantia polymorpha corroborarian esta afirmacién [286]. No obstante, la cuestién relativa al

origen del IPP utilizado por estos organelos quedaria, también en este caso, sin resolver.

En definitiva, todos estos datos enriquecen el modelo aceptado, ampliando las
posibilidades de regular especificamente la biosintesis de isoprenoides asociados a uno u otros
organelos. De este modo, el andlisis de la localizaciéon subcelular de las diversas enzimas
implicadas en dichos procesos biosintéticos deviene un aspecto esencial para la comprensién de

la regulacién de la biosintesis de isoprenoides.

1.3.2. ; Existe interaccion entre las dos vias de sintesis de isoprenoides?.

La existencia de dos rutas biosintéticas de IPP localizadas en compartimentos
subcelulares independientes sugiere una segregacion estricta entre ambas. Sin embargo, se
anaden evidencias en el sentido de una interaccion entre las dos vias durante el desarrollo de

procesos morfogénicos o biosintéticos particulares.

En este sentido, la primera evidencia viene dada por los ya referidos trabajos que
postulaban una pérdida de autonomia metabdlica en cuanto a la sintesis del IPP necesario para
la biosintesis de isoprenoides plastidicos en hojas de cebada [125]. Recordemos que el modelo
propuesto planteaba que los cloroplastos maduros dependerian del transporte de IPP
extraplastidico como sustrato para la sintesis de isoprenoides. Observaciones ulteriores en el
sentido de la incorporacién de tanto el acetato como el piruvato en los isoprenoides plastidicos
de espinaca obligaron a revisar el marco propuesto, en el contexto ademas del descubrimiento

de la nueva via de sintesis de IPP. Los autores anticipaban la posibilidad de una cooperaraciéon
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entre distintas vias de sintesis de IPP para la produccién de los isoprenoides plastidicos [126].

Las investigaciones realizadas sobre los tricomas glandulares de Mentha x pipperita
constituyen otro interesante ejemplo de colaboracidn entre ambas vias. Estos 6rganos estan
especializados en la sintesis, acumulacién y/o secrecidon de aceites esenciales compuestos
principalmente de mono- y algunos sesqui-terpenos. Las células secretoras de estos sistemas
son no fotosintéticas y Unicamente contienen leucoplastos, organulos donde tendria lugar la
sintesis del IPP necesario para la produccién de ambas familias de terpenos [191]. Recordemos
que, segun el modelo de la Figura 1.9, los sesquiterpenos se sintetizarian en el citosol. Sin
embargo, en el sistema de los tricomas glandulares de Mentha x pipperita, la ruta del
mevalonato seria inoperante y el IPP necesario para la sintesis de sesquiterpenos via FPP seria
translocado desde los leucoplastos (sintetizado via MEP) al citoplasma. Las células secretoras
Unicamente serian capaces de utilizar el IPP sintetizado en el citoplasma a partir del mevalonato
en momentos tempranos del desarrollo, momento donde el requerimiento de esteroles para la
formacion de las membranas es especialmente importante. Todo este esquema sugiere, ademas,
una compartimentacién temporal en la sintesis del IPP, tal y como apuntdbamos anteriormente.
Posteriormente, la identificacidon en plantas superiores del origen via MEP del IPP necesario para
la sintesis de los aceites esenciales de Mentha x pipperita anadié argumentos en favor del
modelo [95].

Por otro lado, la naturaleza dual de la localizacidon subcelular de la enzima GPPS de A.
thaliana, detectada en los compartimentos plastidico y citosdlico, permitié presentar un original
modelo de colaboracidn en la produccién del IPP necesario para la sintesis de monoterpenos. Los
autores postulan el intercambio de IPP o GPP a través de la envuelta plastidica, preferiblemente
aquél en tanto que potencialmente mas resistente a la accidn de las fosfatasas celulares [31]. En
cada compartimento, el IPP sintetizado por una y otra via seria encauzado, a través de la enzima

GPPS, hacia la sintesis de monoterpenoides especificos.

Pero las primeras evidencias quimicas a favor de una cooperacién entre las dos vias en la
sintesis de productos isoprenoides especificos aparecen en 1994, de la mano de los estudios
efectuados acerca de la biosintesis de los ginkgdlidos en cultivos de Ginkgo biloba [264]. Por
medio de experimentos de marcaje con !3C se observé como 3 de las 4 unidades
isoprénicas/prenilo de aquellos diterpenos provenian de la ruta del mevalonato no asi la 43,
marcada de acuerdo con la via del MEP. Aparentemente, una unidad de FPP de origen citosolico
se uniria a un IPP plastidico para dar lugar al diterpeno final (C,), aunque restaba por confirmar
en que organulo tendria lugar este proceso [264]. Resultados de patrones de marcaje mixtos,
analogos a los anteriormente descritos, han sido también presentados en el caso de la cadena
fitol, diterpenos o carotenoides de las hepaticas Heteroscyphus planus, Conocephalum conicum o
Lophocolea heterophylla [203, 204, 295], asi como la cadena fitol de la clorofila A de Anthocerus
punctatus [137].
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Todos estos datos relativos a la cooperacion de la via del MVA en la sintesis de
isoprenoides sintetizados en los plastidos integran la explicacién racional definitiva para las
evidencias anteriores en el sentido de la deteccién del *C procedente del MVA marcado en la
biosintesis de muy diversos compuestos isoprenoides, como carotenoides, monoterpenoides o
diterpenoides. Un interesante ejemplo afiadido se refiere a los alcaloides indol terpénicos
producidos en Catharanthus roseus, compuesto mixto cuya fraccién terpénica deriva de un
intermediario de naturaleza monoterpenoide llamado secologanina. Las trazas de !“4C-
mevalonato encontradas en dicho metabolito han sido atribuidas al intercambio de

intermediarios entre las dos rutas biosintéticas [50, 69].

Los sesquiterpenos especificos producidos por la asterdcea Maricaria recutita
presentaban 2 de las 3 unidades prenilo del FPP marcadas de acuerdo con el patron previsto
segun la ruta plastidica, no asi la Ultima, que tendria un origen mixto a partir de la via del MVA o
del MEP [2]. Asimismo, ha sido encontrada una contribucién menor del IPP sintetizado via MEP

para la biosintesis de esteroles en cultivos de Salvia miltiorrhiza [34] y Catharanthus roseus.

Este solapamiento en los patrones de marcaje de diversos isoprenoides a partir de IPP
de origenes distintos, obligaba a replantear el paradigma existente en relacion con la
segregacion en compartimentos estancos de la biosintesis de IPP e isoprenoides. En efecto,
todos estos resultados apuntan hacia un posible mecanismo de intercambio/transporte activo de
IPP y/o prenilfosfatos entre los distintos organulos involucrados. De esta manera, va
afianzandose la hipétesis de una distribucion flexible y variable con el tiempo, lugar y situacién
fisioldgica de la sintesis de isoprenoides, en consonancia con la gran diversidad de compuestos

isoprenoides sintetizados por los organismos fotosintéticos.

Quedan en el aire, no obstante, muchas preguntas encontradas con este modelo
aparentemente versatil de la biosintesis de isoprenoides. Resulta paraddjico el hecho de que la
busqueda de un transportador activo de IPP o algun otro intermediario comun entre las dos
rutas biosintéticas de IPP no se haya traducido, hasta el momento, en resultados concluyentes.
También resulta dificil de explicar, de acuerdo con este modelo, la incapacidad de la ruta
plastidica de sintesis de IPP de revertir la inhibicion especifica observada para la via del
mevalonato durante los tratamientos con el inhibidor mevinolina ([20, 259] y revisado en
[114]). Finalmente, existe aun cierta controversia acerca de la existencia en plastidos de
actividades enzimaticas ligadas a la sintesis de IPP via acetato/mevalonato. No deben
despreciarse los numerosos experimentos efectuados en este sentido que, bien mediante
fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial, bien estudiando la respuesta al
tratamiento con inhibidores enzimaticos, sugieren la existencia de isoformas plastidicas de la

HMGR con propiedades cinéticas especificas [18, 114, 281].
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1.4. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES.

Bajo este epigrafe se pretende dar una aproximacién a los diferentes aspectos
concernientes a la regulacion de la biosintesis de isoprenoides. La fabulosa diversidad de
compuestos isoprenoides sintetizados por las plantas, asi como la multiplicidad de funciones que
han de desempefar, las han obligado a desarrollar un exquisito conjunto de mecanismos de
control de la biosintesis de estos compuestos. Sin embargo, la mayoria de los estudios al
respecto se centran en las enzimas de la llamada ruta del MVA de sintesis de IPP y a los
terpenoides derivados de ella. Su analisis nos servird, sin duda, para orientarnos en el estudio
de la regulacién de la biosintesis de isoprenoides plastidicos, maxime en el contexto de la cada
vez mas evidente interaccion que habria de verificarse con la ruta MEP. La regulacion de la
biosintesis de isoprenoides plastidicos, por razén de la proximidad en el tiempo transcurrido
desde la elucidacion de todos los pasos enzimaticos implicados, constituye uno de los aspectos

mas apasionantes, aun por profundizar en el futuro, dentro del campo de la biologia vegetal.

1.4.1. La existencia de familias multigénicas constituye un primer punto de

control en la biosintesis de isoprenoides citosélicos: Dos ejemplos.

La existencia de multiples isoformas para una enzima dada es un fenémeno comun en
plantas, derivada de la importancia que los procesos de duplicaciéon tienen en la evolucion de los
genomas vegetales [197] . De acuerdo con esto, numerosas enzimas responsables de la sintesis
de isoprenoides segun la via del mevalonato estan codificadas por otras tantas familias
multigénicas, afiadiendo un punto de complejidad adicional a la del propio entramado
biosintético. En lo que respecta a Arabidopsis thaliana se encuentran numerosas evidencias en

este sentido en la literatura, tal y como aparece reflejado en la Tabla I.2.

La presencia de familias multigénicas que codifican para las distintas enzimas
biosintéticas de isoprenoides se constituye en un primer nivel de control de dicho proceso
biosintético. Este mecanismo permite diversificar y optimizar el control sobre la sintesis de la
enorme variedad de isoprenoides producidos por las plantas, facilitando enormemente la
respuesta a sefiales ambientales de uno u otro tipo o a coyunturas fisiolégicas o de desarrollo
determinadas. Para ello, cada una de las distintas isoformas de una actividad enzimatica
determinada sufrird una modulacién particular de su expresidén y/o actividad para hacer frente a
las necesidades diferenciales de intermediarios requeridos en cada momento. La localizacion
subcelular de cada una de ellas deberia, ademas, resultar coherente con el papel especifico

atribuido. Analizaremos dos ejemplos profusamente estudiados.
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ENZIVA GEN N° ISOFORMAS IDENTIFICADAS REFERENCIA
Acetoacetil-CoA tiolasa AAT 2:1y2 [4]
HMG-CoA sintasa HMS 1 [199]
HMG-CoA reductasa HMG 3L, 1Cy 2 [42, 98]
Mevalonato kinasa MVK 1 [176]
Mevalonato fosfato kinasa PMK 1 [163]
Mevalonato difosfato descarboxilasa MVD 2 [70]
Isopentenil difosfato isomerasa IPP 2 [43]
Geranil difosfato sintasa GPPS 1 [31]
Farnesil difosfato sintasa FPS 31L,1Cy 2 [73, 75]
Geranilgeranil difosfato sintasa GGPS 5 [215]

Tabla 1.2: Numero de isoformas de varios de los genes implicados en la sintesis de isoprenoides en A.

thaliana.

Fue precisamente en A. thaliana donde se constatdé por primera vez la existencia de
familias multigénicas codificantes para la HMGR [42, 98, 180]. A partir de entonces, se ha
observado el mismo fendmeno en distintas especies, como el tomate, que contaria con 4
isoformas, o el tabaco, donde se han identificado 2, aunque los andlisis de Southern-blot
apunten hacia la existencia de isoformas adicionales. Mas numerosa resulta la familia génica de
HMG encontrada en guisante, donde se ha contabilizado un nimero de 5 a 7 genes o en patata,
especie de la que se llevan aislados 7 clones genémicos donde han sido identificados al menos 9
genes [281], a pesar que algunos de ellos pudieran ser pseudogenes o simples variantes
alélicas. Weissenborn y cols. han revisado gran nuimero de estas familias multigénicas en
diferentes especies de plantas superiores, evidenciando lo general de este fendmeno que da una
idea de la importancia del paso catalizado por la HMGR en el control de la ruta del MVA de
sintesis de IPP [312].

Existen abundantes trabajos que versan sobre la regulacion diferencial de las distintas
isoformas de los genes HMG. Dichas investigaciones, sobre las que insistiremos en el apartado
siguiente, ponen de manifiesto como cada isoforma desarrollaria un patréon especializado de
expresion en relacién con un contexto fisiolégico concreto o bien en respuesta a diferentes

seflales ambientales.

Cifiéndonos a la especie de referencia en este trabajo, encontramos abundante literatura
relativa a la identificaciéon y caracterizacién de las 2 copias génicas presentes en el genoma de

Arabidopsis que codifican para la HMGR [42, 98]. Tales copias se denominan 1 y 2. La
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comparacion entre sus secuencias peptidicas y las correspondientes a otros homédlogos vegetales
revelan el alto grado de conservacién evolutiva existente. De hecho, la homologia sera
curiosamente mayor entre la HMGR1 y las HMGR de otras especies que entre las dos HMGR de
Arabidopsis. La isoforma 2 de Arabidopsis parece representar una isoforma divergida menos

comun.

Adicionalmente, el uso de promotores alternativos permite al gen HMG1 codificar 2
transcritos distintos cuyos inicios de transcripcién estan separados 121 pares de bases en el
extremo 5’. Consecuentemente, tendra lugar la traduccion de dos proteinas, la llamada forma
larga o HMGR1L que tendra una extension NH,-terminal adicional de 50 aminoacidos respecto de
la denominada isoforma corta o HMGR1C [180].

Del estudio de los patrones de expresion de las 3 isoformas del gen HMG se ha concluido
que el transcrito responsable de codificar para la HMGR1C es abundante y aparentemente
ubicuo, detectandose por northern-blot a niveles elevados en todos los tejidos de la planta
analizados. Por el contrario, los ARNm correspondientes a las isoformas HMGR1L y HMGR2
presentan niveles mas reducidos y restringidos a plantulas, raices e inflorescencias [98, 99,
180].

Pero esta cualidad no es exclusiva del gen HMG. Ha sido también estudiado el patron de
expresion diferencial de las 3 isoformas conocidas para la FPS, codificadas a su vez por 2 genes
[73]. En efecto, fue detectado un nuevo ARNm (FPS1L), derivado de la utilizacién de un
promotor alternativo en la transcripcién de FPS1 que proporcionaria un inicio de traduccion
adicional situado 123 pares de bases corriente arriba de la forma anteriormente descrita (FPS1C)
[75]. De modo similar a lo observado para HMG, la expresion del gen FPS1 estaria ampliamente
generalizada en diversos tejidos y estadios de desarrollo aunque mas acusadamente en raices e
inflorescencias. Por el contrario, el mensajero FPS2 aparece mas restringido a inflorescencias
[73, 75, 76].

Otro de los aspectos asociados a la existencia de familias multigénicas es el de la variada
localizacion subcelular de las distintas formas isoenzimaticas codificadas. Aunque el caso de la
HMGR es una cuestion objeto aun de debate, existe consenso acerca de la asociacion de la
enzima con membranas microsomales derivadas del RE, conclusién derivada de los
experimentos de transcripcidon-traduccién in vitro que muestran la integraciéon cotraduccional en
el RE de las 3 isoformas de la HMGR de Arabidopsis [44, 98, 180] o tomate [85]. Estas
observaciones estarian de acuerdo con un mecanismo de insercion de la HMGR en las
membranas del RE, como destino primario, mediado por la interaccion de las 2 secuencias
hidrofébicas presentes en su secuencia peptidica con las llamadas SRP (“Signal Recognition
Particle”), deviniendo asi proteinas integrales de membrana. Ha sido definida también la

topologia que aquellas enzimas adoptarian en el RE. La proteina contendria los dos dominios
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altamente hidrofébicos anteriormente citados atravesando la membrana con una corta regién
conectora dispuesta hacia el lumen, mientras que los extremos N- y C-terminal se situarian
hacia el lado citosdlico de la membrana, este Ultimo conteniendo el dominio catalitico. Para
terminar, una corta region hidrofilica se proyectaria hacia el lumen del reticulo endoplasmatico
[44]. Las sefiales de retencidn en RE identificadas entre las secuencias peptidicas de diferentes
HMGR, ademas del alto grado de conservaciéon evolutiva de las regiones transmembrana de las
HMGR vegetales, apuntarian a que la misma disposicién espacial es adoptada por los homdlogos
de otras especies vegetales [44, 85, 263]. Se ha propuesto, adicionalmente, que las diferencias
entre estas supuestas sefiales de retencién en RE reflejarian destinos en subdomios especificos
dentro del RE [44]. Esta subcompartimentacién de las distintas HMGR en el sistema de
endomembranas resulta coherente con la existencia de canales metabdlicos para la sintesis de
isoprenoides (ver apdo. siguiente), que sugiere la especializacion de distintas regiones del RE en
la sintesis de isoprenoides especificos. Por ultimo, no puede descartarse el redireccionamiento de
las HMGR desde el RE hacia otras estructuras de membrana asociadas. Este seria el caso de
alguna de las isoformas de la HMGR (concretamente la 1C) que ha sido localizada
adicionalmente en estructuras vesiculares de naturaleza desconocida asociadas al RE (Leivar-
Rico, P., Fernandez-Busquets, X., Gonzalez, V., Campos, N., Ferrer, A. y Boronat, A.; resultados
no publicados). En esta contexto, las diferencias entre el proceso de direccionamiento de las
proteinas hacia el RE/sistema de endomembranas o hacia plastidos/mitocondrias refutan los
trabajos que sostenian la deteccion de la actividad HMGR en dichos organelos y desechan la
extension NH,-terminal de la isoforma HMGR1L como péptido de transito a organulos

subcelulares [18].

Mas concluyentes son los resultados relativos a la ubicacion de la FPS dentro de la célula
vegetal. Las sospechas que apuntaban a la extension NH2-terminal de la forma isoenzimatica
FPS1L como péptido de transito a mitocondrias se han verificado siguiendo diversas
aproximaciones. Estas incluyen la capacidad de aquella extension de dirigir la subunidad CoxIV
de la citocromo C oxidasa hacia mitocondrias, rescatando mutantes de levadura disruptados en
dicho marcador, o experimentos de importe in vitro utilizando mitocondrias purificadas de patata
[75]. Mas recientemente, otras aproximaciones basadas en la deteccion de la proteina por
inmunocitoquimica utilizando anticuerpos especificos anti-FPS, asi como observaciones por
microscopia confocal de células de Arabidopsis que expresan la proteina quimérica resultante de
la fusidn del supuesto péptido de transito con la proteina delatora GFP han afianzado la cuestion
(D. Manzano-Alias y A. Ferrer; resultados no publicados). Las mismas aproximaciones han
verificado la localizacidon citosodlica, en forma soluble, de los otros miembros de la familia de las
FPS.

En conclusién, la regulacion diferencial de los distintos genes pertenecientes a una
misma familia multigénica, asi como lo diverso de las localizaciones subcelulares de sus

respectivos productos, sugieren la especializacién funcional de las distintas isoenzimas en
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relacidon con la sintesis de determinados isoprenoides. Mas aun, ha sido evidenciada la regulacion
armonizada de la expresién de distintos genes implicados en la sintesis de determinados
isoprenoides citosdlicos, particularmente el encargado de codificar para la HMGR y aquellos otros
responsables de los puntos de ramificacion de la via, como el FPS o el SQS [60, 61, 306]. Estos
resultados han dado pie a un atractivo modelo de organizaciéon de las enzimas de sintesis de

isoprenoides citosolicos en los llamados canales metabdlicos [52].

.4.2. Familias multigénicas y canales metabdlicos en la biosintesis de

isoprenoides citosdlicos.

Era conocido ya desde los afios 80 como la biosintesis de sesquiterpenos y esteroles
(ambos derivados del precursor comun FPP) estaban regulados independientemente durante los
eventos de respuesta de defensa inducidos en las plantas (revisado en [52]). Un ejemplo muy
estudiado es el basado en el modelo de patata (Solanum tuberosum). El mecanismo
desencadenado en respuesta a una herida o a tratamientos con metiljasmonato (sustancia
identificada como mediador de aquel mecanismo) se manifestaba con un acimulo de esteroles
en el tejido tuberoso. Por su parte, el tratamiento con un elicitor faingico como el acido
araquidonico o la inoculacién directa con el hongo patégeno Phytophthora infestans bloqueaban
dicho acumulo e inducian la produccion de fitoalexinas sesquiterpénicas, sustancias antibidticas
propias de la respuesta frente a una infeccion por patégeno [60, 61]. Si en aquella situacion
tenia lugar la induccion de la expresion del gen HMG1, la produccién de fitoalexinas en esta otra
correlacionaba con un aumento de la expresidon de las otras 2 isoformas de la HMGR
caracterizadas en patata. Ain mas, habia sido demostrada la regulaciéon coordinada de HMG1
con el gen responsable de codificar para la escualeno sintasa, primera enzima de la rama que
dirige el FPP hacia la sintesis de esteroles, asi como la induccién simultdnea de la expresién de
los genes HMG2 y HMG3 y el correspondiente a la enzima sesquiterpeno ciclasa, a su vez
primera enzima especifica de la sintesis de sesquiterpenos [306, 327]. La induccion de patrones
de expresion diferencial de las distintas isoformas del gen HMG en respuesta a las diferentes
situaciones de estrés planteadas representaria una estrategia coordinada para adaptarse a los
requerimientos cambiantes de mevalonato destinados a la sintesis de los distintos isoprenoides
celulares. Otras especies de plantas pertenecientes a la familia de las solanaceas presentan un
comportamiento similar. Los 4 genes conocidos en tomate responsables de codificar por la HMGR
han mostrado una separacion analoga en las funciones desempefiadas. Si la isoforma 2 se veia
activada en respuesta a herida o frente a la agresién de un patégeno sugiriendo su implicacién
en la sintesis de antibioticos de naturaleza sesquiterpénica, la isoforma 1 estara asociada con la
biosintesis de esterol y el crecimiento celular [312]. Al tiempo, los trabajos sobre cultivos

celulares de tabaco [53], y pimiento [116], han convergido hacia conclusiones similares.

Todos estos resultados, que postulan la especializacion funcional de distintas isoformas

de la HMGR en la sintesis de isoprenoides especificos, plantean un cambio de paradigma
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respecto de la visidn tradicional que entendia la biosintesis de isoprenoides en el citosol/RE como
ocurriendo en un entorno homogéneo en el que los intermediarios difundirian libremente,
interaccionando entre si y expuestos a los diferentes enzimas que competirian por ellos. Por el
contrario, serian mas consistentes con la idea de los canales metabdlicos y los llamados
“metabolones”, segun la cudl, en el RE habria agrupaciones de isoenzimas concretas dedicadas a
la produccion de isoprenoides especificos, cada una de ellas reguladas de forma independiente
[52]. Cada metaboldén controlaria la sintesis de familias concretas de productos isoprenoides
finales mediante la insercién de enzimas en subdominios especificos del RE, la interaccion entre
los distintos elementos y la regulacién de la actividad de las mismas por mecanismos
postraduccionales comunes. Este modelo, que hasta el momento Unicamente se ha observado
entre las solandceas, contemplaria la existencia de un metabolén dedicado a la sintesis de
esteroles y otro asociado especificamente con la produccién de fitoalexinas sesquiterpénicas. Las
distintas isoenzimas implicadas en uno u otro canal metabdlico no competirian asi por el mismo
“pool” de sustrato, confiriéndole significado bioldgico al modelo. La visién del RE en plantas
como un sistema dindmico compuesto de numerosos subdominios con funciones especializadas
dotaria de mayor peso a esta hipdtesis [280]. La Figura I1.10 presenta el modelo de los canales
metabdlicos, tal y como fue originalmente postulado, e integrando la ruta MEP de sintesis de

isoprenoides.

i

_ESTERO’-Es SESQUITERPENOS

Figura 1.10: Modelo de organizacion en canales metabélicos de la sintesis de isoprenoides. A la izquierda se
representa el modelo de canales metabdlicos tal y como fue presentado originalmente, con un tercer
metabolon destinado a la produccion del IPP necesario para la biosintesis de los isoprenoides organelares. El
esquema de la derecha representa el mismo modelo integrando el descubrimiento de la ruta MEP de

isoprenoides plastidicos (adaptado de [52]). La notacion es la misma que la empleada en la Figura 1.9.

Numerosos resultados encontrados ad hoc pueden encuadrarse en este modelo. Entre
ellos estan los obtenidos con plantas transgénicas de tabaco disefiadas por Chapell y cols. que
sobreexpresan la HMGR de hamster [54]. Los niveles de actividad del enzima sobreexpresado
correlacionaban con limitados aunque significativos aciimulos en los niveles de esteroles; por el

contrario, no ocurria lo mismo con los sesquiterpenoides. No obstante, la existencia de puntos
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adicionales de regulacion mas allda de la HMGR en la sintesis de isoprenoides especificos no
puede descartarse. El sistema responsable de la produccion del latex, la euforbidcea Hevea
brasiliensis, posee una pequefia familia génica codificante para la HMGR formada por 3
miembros. Se ha sugerido la implicacion de la isoforma 1 en la produccién del latex, en tanto
gue su expresion reacciona a la presencia del etileno y esta restringida a los laticiferos, érganos
responsables de la produccién de dichos politerpenos. Por el contrario, el gen HMG3 presenta un
patrén de expresion constitutivo. Patrones de expresion diferenciales han sido también
encontrados durante el proceso de maduracion del fruto de tomate para los genes HMG1 y
HMG2 [209], o del pimiento [116]. Aunque ninguno de estos trabajos da cuenta de la asociacion
fisica entre las distintas enzimas implicadas en la produccién de terpenoides particulares, propia
de los metabolones, si apunta nitidamente hacia la imbricacion de distintas enzimas HMGR en

canales metabdlicos concretos [64, 65].

A pesar de todo, este modelo no ha podido ser demostrado de forma concluyente.
Constituye, en cualquier caso, un interesante paradigma que ha enmarcado gran nimero de las
lineas de investigacion referidas al control de la biosintesis de isoprenoides. Ha propiciado, por
ejemplo, la busqueda de motivos estructurales implicados en interacciones proteina-proteina o
proteina-subdominio del RE en un intento de descubrir elementos comunes a las distintas partes
implicadas en la organizacién de un metabolén. Los motivos conservados, localizados en el
extremo N-terminal e identificados como senales de retencién en RE encontrados entre
homodlogos de la HMGR de distintas especies, constituirian un interesante ejemplo [263]. Por
otro lado, se han identificado sitios de glicosilacion comunes en subpoblaciones de HMGR
asociadas con funciones especificas. Se ha sugerido un rol biolégico para los glicanos,

posiblemente dirigiendo al enzima hacia una regidn concreta dentro del RE [85].

El modelo del metabolén y los canales metabdlicos estaria intimamente ligado a la
existencia de las familias multigénicas, asi como a la existencia de multiples puntos de
ramificacion de la ruta de biosintesis de isoprenoides, necesidad derivada de la gran variedad de
isoprenoides posibles. Aunque ambas circunstancias concurren casi exclusivamente en plantas
superiores, se han encontrado evidencias de la posible participacion de la SQS en la organizacion
de canales metabdlicos en la levadura Saccharomyces cerevisiae [154]. El extremo C-terminal,
en este caso, resultaria indispensable para la localizacion del enzima en el lugar apropiado del
RE que permita al escualeno ser utilizado eficazmente como precursor para la sintesis de
esteroles. La segregacion fisica de las dos isoformas de la HMGR presentes en dicho organismo,
asi como la aparente compartimentacion citosélica de la sintesis de isoprenoides en células de

levadura, apoyarian tal hipdtesis [25, 49, 321].
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1.4.3. Las enzimas implicadas en la sintesis de isoprenoides citosolicos

responden a muy diversas sefales ambientales o de desarrollo.
1.4.3.1. El papel de la luz:

Las condiciones de iluminacidon influyen decisivamente en la expresion y actividad de
muchas de las enzimas relacionadas con la sintesis de isoprenoides citosolicos. Tal es el caso de
los genes HMG de Arabidopsis o de Morus alba, para los que se ha constatado una disminucion
de los niveles de ARNm cuando las plantas eran crecidas en luz [98, 99, 137, 138].
Adicionalmente, el crecimiento en condiciones de oscuridad provoca una importante induccién de
la actividad HMGR en plantulas de maiz (revisado en [281]), y es responsable de desencadenar
el mismo efecto estimulador sobre la expresién de otros genes como el SQS de A. thaliana [83].
El desarrollo de las llamadas plantas etioladas es un buen ejemplo de como la ausencia de luz
afecta a la morfogénesis vegetal. El papel desempenado por los brasinosteroides asi como los
requerimientos de esteroles para la elongacidon del hipocotilo, entrenudos y peciolos
caracteristicos de este programa de desarrollo podrian justificar los elevados niveles de

expresion y actividad detectados para algunos de los genes de la ruta del MVA [67, 83, 201].

Por el contrario, se ha observado que el transcrito del gen AAT1 de A. thaliana se
acumula cuando la planta es crecida en luz [4]. Por su parte, la actividad HMGR de guisante

resulta también estimulada en respuesta a la luz (revisado en [281]).

La ya referida especializacion funcional de las distintas isoformas de la HMGR de
Arabidopsis podria contribuir a solventar esta aparente controversia, ya que también parece
tener su reflejo en el control diferencial mediado por luz. De este modo, se ha observado que los
perfiles de expresidon de la isoforma HMGR1 de Arabidopsis varian autdbnomamente en cada
organo de la planta en funcion de las condiciones de luz u oscuridad, en un complejo proceso

aparentemente regulado por los brasinosteroides y mediado por el fitocromo [167].

Finalmente, ha sido descrito en tabaco como el momento de desarrollo puede determinar
una variacion del efecto de la luz sobre la HMGR [152]. Si en plantas jovenes es detectable una
inhibicion de la actividad correspondiente, las plantas maduras verian una activacién de la

misma mediado por mecanismos postraduccionales.

1.4.3.2. Respuestas a otros factores ambientales:

Un interesante ejemplo, ya indicado anteriormente, viene constituido por la induccién
coordinada de los genes implicados en la sintesis de sesquiterpenos y esteroles en solandceas,
en el contexto de la respuesta frente a heridas, elicitores o patégenos fungicos [53, 60, 61, 116,
306, 312]
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En tabaco, se conocen dos isoformas de la IPP isomerasa, la 1 y la 2, localizadas
respectivamente en plastidos y citosol. Se han presentado resultados que muestran patrones
diferenciales de induccién de la expresién de los genes correspondientes en respuesta a
diferentes situaciones de estrés, como tratamientos con NaCl o exposiciones a intensidades
elevadas de luz [208]. También ha sido referida la respuesta de naturaleza opuesta desarrollada
por HMS en Brassica juncea en situaciones de estrés hidrico u osmético, en este caso, ademas,

aparentemente dependiente de ABA [5].

1.4.3.3. Regulacion por fitohormonas:

La naturaleza isoprenoide de muchos de los reguladores del crecimiento vegetal hace
esperable una relacion con el control y actividad de las enzimas a estudio. Una vez mas, se
encuentran referencias en este sentido para la enzima HMGR. Por un lado, se ha observado
como la inhibicién por mevinolina puede ser revertida mediante la adicién de ciertas citoquininas
como la kinetina. Diversos autores sefialan la inhibicién de la actividad de la enzima como
consecuencia del tratamiento con ABA, reversible con la administracidn combinada de la
giberelina GAs o la citoquinina isopenteniladenina ( revisado en [281]). Algunos de estos trabajos
han sido efectuados sobre el fruto del aguacate (Persea americana Mill.) [71], o plantulas de
guisante (Pissum sativum) [253]. Asimismo, estd documentada una represion de HMS de
Brassica juncea dependiente de ABA [5]. Ambas enzimas, la HMGR y la HMS, parecen responder
coordinadamente al ABA con el objetivo de reducir los niveles de mevalonato vy
consecuentemente la actividad metabdlica global, en un proceso que conduciria finalmente a la
paralizacion del crecimiento. No obstante, ha sido observada la respuesta contraria para HMG1
de Morus alba [138]. Los intensos niveles de expresion de dicho gen verificados en las células
guardia estomaticas llevan a sugerir a los autores una mediacion en la respuesta al estrés

hidrico mediado por ABA que condujese al cierre de los estomas.

En cualquier caso, quedaria por averiguar si estos efectos estarian mediados por
mecanismos “feedback” derivados de la naturaleza isoprenoide de las fitohormonas
mencionadas, o bien a su acciéon como reguladores del crecimiento. En este contexto, se ha
sefialado también la induccion de HMG1 en Hevea brasiliensis por el etileno, hormona gaseosa

de naturaleza no isoprenoide implicada en numerosos procesos de desarrollo vegetal [65].

1.4.3.4. Correlacion con procesos de desarrollo:

Se ha sugerido la especializacion de alguna isoforma de la HMGR de Arabidopsis en
procesos de divisidn celular activa que requieren un aporte excepcional de esteroles para la
biogénesis de membrana [98]. Concretamente, el examen detallado de plantas transgénicas
HMG2:GUS ha revelado un patrén de expresion restringido a tejidos meristematicos apicales de
tallos y raices, zonas de emergencia de raices secundarias y otras regiones propias de flores,

todals ellas en intensa division y crecimiento celulares [99]. Tampoco puede descartarse la

47



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

relacién de la intensa expresiéon del gen HMG2 observada en tejidos meristematicos con la
prenilacion de proteinas, proceso que ha sido asociado con la division y el crecimiento celulares
[37, 110]. Este fendmeno se hace extensible a HMGR de otras especies como la isoforma 1 de
mora, la HMGR1 de tomate o la forma 2 del arroz [117, 138, 312], e incluso a otras enzimas

tales la HMS de Brassica juncea [5].

En este contexto, el patrén de expresion desplegado por el gen FPS2 de A. thaliana en
las flores podria interpretarse por su dedicacion a la sintesis de FPP destinado a isoprenoides con
funciones especificas, como la farnesilaciéon de proteinas relacionadas con la morfogénesis floral
[76], los esteroles y brasinosteroides que acompafan al crecimiento del tubo polinico [221,
222], o los dolicoles responsables de la glicosilacion de las glicoproteinas que median la
interaccion polen-papilas estigmaticas [293]. Algo parecido ha sido argumentado en relacién con
el gen SQS, que muestra importantes elementos de similitud en su perfil de expresion con HMG2
y FPS2 [83].

1.4.3.5. Mecanismos de regulacion feed-back:

Este aspecto de la regulacion de la sintesis de isoprenoides estd poco estudiado, aunque
son destacables los resultados que postulan mecanismos “feed-back” de control de la expresion
de HMG en plantas en respuesta a los niveles intracelulares de ubiquinona o esteroles tales
como el estigmasterol y el colesterol [71, 253, 281] de modo andlogo a lo propuesto ya en 1980

para la enzima de mamiferos [37, 110].

1.4.3.6. Diversos mecanismos de regulacion postraduccional modulan el estado de activacién de

las enzimas implicadas en la ruta del MVA.

Se han observado procesos reversibles de activacién por defosforilacién e inactivacion
por fosforilacién mediado por fosfatasas y quinasas especificas, respectivamente, en un proceso
similar al previamente observado en mamiferos (revisado en [110]). Los dominios cataliticos de
la HMGR1 y 2 de Arabidopsis parecen estar controlados de este modo [81]. Adicionalmente,
existen evidencias que presentan a la fosforilacion como un mecanismo dependiente de Ca’*
[89].

Por otro lado, diferentes trabajos apuntan hacia la existencia de un proceso de
degradacién proteolitica controlado mediado por cistein-proteasas y asociado con la existencia
de secuencias PEST en las HMGR vegetales [281]. En este sentido, un mecanismo de
degradacién proteolitica regulada parece ser el tipo de control utilizado también en la
modulacién de los niveles de actividad HMGR en patata en respuesta a la luz y el estadio de
desarrollo [152].
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1.4.4. La enzima HMGR cataliza la etapa limitante en la regulacion de la
biosintesis de isoprenoides citosolicos en plantas, aunque podrian existir

puntos adicionales de control.

Estd ampliamente aceptado el modelo que presenta a la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A reductasa (HMGR) en mamiferos [110] y hongos [25] como la enzima responsable
de catalizar el paso regulatorio clave en el control de la biosintesis de isoprenoides. Este hecho
justificaria el gran ndmero de publicaciones referidos a esta enzima, habida cuenta de la
evidente atencién biomédica que suscitan cuestiones como el control de la colesterolhemia o la
regulacion de la prenilacion de proteinas involucradas en el control del ciclo celular [110]. Todos
estos trabajos atestiguan el fino y complejo entramado de niveles de regulaciéon soportado por la
HMGR.

En los Ultimos afos van sumandose evidencias en la direccién de un papel andlogo de la
HMGR en el control global de la biosintesis de los isoprenoides vegetales producidos en el citosol.
Se han constatado abundantes elementos de similitud con sus homoélogos de mamiferos, tanto
en sus mecanismos de accidén enzimatica, comportamiento frente a diversos agentes reductores
e inhibidores presentes en el medio, conformacidon espacial adoptada en relacién con su
localizacidn subcelular, asi como la existencia de mecanismos comunes de control de su sintesis
y actividad, reflejo todos ellos del alto grado de conservacién evolutiva existente [112]. Estos
elementos permiten hipotetizar un rol de la HMGR vegetal en el control de la biosintesis de
isoprenoides citosodlicos similar al acreditado para la enzima animal y fungica. La importancia
cualitativa y cuantitativa de los esteroles para la célula vegetal explican por qué la mayoria de
los trabajos se centren también en aquellos isoprenoides de entre todos los producidos bajo la
tutela de la HMGR.

No obstante, el papel de la HMGR como primera enzima limitante de la regulacién de la
biosintesis de esteroles en plantas ha sido motivo de amplia discusién. Los resultados
proporcionados por las aproximaciones de genética reversa han agitado la cuestién. Y es que si
la sobreexpresion del dominio catalitico de la HMGR de hamster en plantas de tabaco no
conseguia provocar grandes cambios en las concentraciones intracelulares de esteroles finales,
mas si del intermediario cicloartenol [54], la misma aproximacién experimental realizada
sobreexpresando la HMGR1 de Hevea brasiliensis en plantas transgénicas de tabaco, si se
tradujo en la acumulacion de diversos esteroles. Algunos de ellos eran esteroles finales como el
sitosterol o el campesterol, que terminaban almacenados en forma esterificada, englobados
dentro de unas vesiculas especificas de naturaleza lipidica [257]. Las plantas exhibian una copia
del fenotipo observado en el mutante de tabaco LAB1-4, cuyos niveles extraordinarios de
esteroles han sido asociados con los valores incrementados de actividad HMGR detectados en él

[111, 186]. La misma linea de investigacién llevada a cabo sobre A. thaliana habia
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proporcionado resultados contradictorios. Re no fue capaz de detectar incrementos significativos
de esteroles, aun cuando la actividad enziméatica era 3 veces superior a la de las plantas control
[232]. Finalmente, trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio bajo la direccién del Dr.
Boronat han contribuido a aportar luz sobre la cuestion. Los investigadores obtuvieron plantas
de A. thaliana modificadas genéticamente que presentaban importantes incrementos de
actividad HMGR [112]. Concretamente, plantas transformadas que sobreexpresaban los
dominios cataliticos de la HMGR1S y la HMGR2 presentaban valores 15 veces superiores de
actividad HMGR, lo que se veia reflejado en aumentos de hasta 10 veces en el contenido de
esteroles, fundamentalmente en forma esterificada. El autor concluye que la actividad
enzimatica HMGR es limitante para la sintesis de los esteroles en Arabidopsis. Ademas, arguye,
muy probablemente el control de la misma representaria el principal punto de regulacién del

flujo de metabolitos entre acetil-CoA y los pasos finales de sintesis de esteroles [112].

En cualquier caso, la acumulacién diferencial de distintos esteroles intermediarios
observados en los analisis de plantas con niveles incrementados de actividad HMGR reflejaria la
existencia de puntos adicionales de regulacidon entre las etapas especificas a la biosintesis de
esteroles. Dicho papel ha sido atribuido, por ejemplo, a la 24-metiltransferasa responsable de
catalizar la conversiéon del cicloartenol en 24-metilen-cicloartenol, lo cual explicaria la
acumulaciéon observada de dicho sustrato [54]. Una segunda enzima 24-metiltransferasa esta en
la encrucijada que dirige la ruta hacia la sintesis de etil-esteroles (como el sitoesterol y el
campesterol) o los metil-esteroles (como el campesterol y los brasinosteroides). La
sobreexpresion obtenida en N. tabacum de la enzima responsable de esta actividad catalitica
conduce hacia alteraciones en la ratio entre los etil-esteroles y los metil-esteroles, amén de una

reduccion en el tamafio de la planta [256].

Otras enzimas situadas en puntos de ramificacion de la biosintesis de isoprenoides han
sido propuestas como puntos adicionales de control. Algunas investigaciones centradas en torno
a la FPS partirian de dicha premisa. En efecto, estd descrito que la sobreexpresidon de la FPS de
Sacharomyces cerevisiae en plantas transgénicas de tabaco conduce a un incremento de la
sintesis de esteroles de hasta un 400 %, sin que los niveles de actividad HMGR se vean
modificados sustancialmente [82]. Algo parecido ha sido apreciado sobreexpresando la FPS
correspondiente directamente en cepas de levadura [290]. No obstante, la observacion de que
plantas de Arabidopsis transformadas con la FPS1S bajo el control del promotor de expresion
35S-CaMV y plantas de genotipo silvestre no presentaban diferencias apreciables en los
contenidos de esteroles apuntaria en sentido contrario [189]. Los autores concluyen que los
niveles de esta isoforma no han de resultar limitantes para la biosintesis de esteroles. Por el
contrario, las hojas de estas plantas presentaban una reduccién en las cantidades de
citoquininas supuestamente responsable, al menos en parte, de las alteraciones fenotipicas
observadas, y que pasaban por procesos de muerte celular y senescencia acelerada [189]. Este

efecto vendria originado por una reduccién de los intermediarios necesarios para la biosintesis
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de estas hormonas, debidos a la competicidn por el sustrato entre la FPS sobreexpresada vy las

enzimas que dirigen el IPP y el DMAPP hacia la sintesis de citoquininas (ver Figura 1.9).

Otra enzima dispuesta estratégicamente en el entramado biosintético de isoprenoides
citosdlicos estd representado por la SQS, en tanto que situada en el punto responsable de
reconducir el flujo metabdlico de carbono desde la parte troncal de sintesis de IPP hacia la
sintesis de esteroles (y brasinosteroides). La disrupciéon del gen codificante para la SQS en S.
cerevisiae afecta a la actividad de la HMGR y la FPS, reprimiéndolos, lo cual indicaria, a juicio de
los autores de este trabajo, que la SQS es la enzima responsable de modular el flujo de
intermediarios de la ruta del mevalonato en levadura [290]. Sin embargo, los cambios de la
actividad SQS de A. thaliana conseguidos en plantas transgénicas de sobreexpresion no

afectaron al contenido en esteroles totales [83].

1.4.5. Regulaciéon de la biosintesis de los isoprenoides plastidicos. El papel

de las enzimas de la ruta MEP esta poco estudiado.
1.4.5.1. La DXS y la DXR en la regulacién de la biosintesis de carotenoides.

La secuencia de etapas enzimaticas que conduce hasta la formacién de los compuestos
conocidos como carotenos en las plantas superiores estd ubicada en los plastidos. A pesar de
ello, todos los genes implicados son codificados por el genoma nuclear y las proteinas
correspondientes procesadas e importadas hacia dicho organelo. Asimismo, la caracterizacién
bioguimica de estas enzimas se complica por el hecho de que algunas de ellas estén integradas
en las membranas tilacoidales, dificultando su purificacion. Este extremo ha llevado a postular
un modelo por el que algunas de las enzimas carotenogénicas aparecen formando complejos
multienzimaticos asociados con las membranas plastidicas [77], modelo que posee interesantes
semejanzas con el del metaboldn para las enzimas responsables de la sintesis de los
isoprenoides citosdlicos que examindbamos en el apartado 1.4.2 ([52], Figura 1.10), y que, de
igual modo, permitiria optimizar la redistribucion del precursor IPP hacia la produccion de los

diversos carotenoides.

La extraordinaria importancia de las funciones desempefiadas por los carotenoides ha
sido evidenciada en otros puntos de esta introduccién. Consecuentemente, los mecanismos de
regulacion por los que se regira su biosintesis seran extremadamente finos, biosintesis que, a su
vez, estara asociada a un buen numero de procesos de desarrollo. A su vez, muchos de ellos
estdn condicionados por la luz, conformando el llamado programa de desarrollo
fotomorfogénico que englobard procesos como la diferenciacion/morfogénesis de los
cloroplastos durante el desarrollo de las hojas o la conversién de los etioplastos a cloroplastos
que tiene lugar durante la desetiolacién. Ambos procesos estan caracterizados por la

acumulacién de carotenoides y otros pigmentos que de modo coordinado se asocian con el resto
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de componentes necesarios para la formacién de un aparato fotosintético funcional [307]. Por
otra parte, una combinacién de carotenoides (y/o antocianinas) es comunmente el responsable
del color final de muchos frutos, cuya aparicion estd encuadrada dentro del programa de
desarrollo morfogénico de estos o6rganos y donde, frecuentemente, seran protagonistas del

proceso de maduracién organoléptica de los mismos [24, 109].

Los estudios sobre la regulacién de la biosintesis de carotenoides se han centrado, por el
momento, en los dos primeros enzimas de la rama que dirige hacia su producciéon: la fitoeno
sintasa (PSY) y la fitoeno desaturasa (PDS). De esta manera, ha podido ser observada la
correlacién de la expresion de los genes correspondientes en aquellos tejidos o procesos

anteriormente descritos que se caracterizan por una acumulacién de carotenoides [24].

En este sentido, ha sido descrita una regulacién dependiente de la luz de la expresion del
gen PSY en A. thaliana y Sinapsis alba, en un proceso mediado por el fitocromo [307]. Lo
riguroso del control al que se ve sometido el gen PSY es patente también a nivel
postraduccional. Lo acredita el sugerente modelo dindmico de regulacion del estado de
activaciéon de la PSY que ha sido propuesto en Sinapsis alba y que estaria basado en la
distribucién topoldgica de la enzima [313]. En ausencia de luz, la proteina se deslocaliza en los
llamados cuerpos prolamelares de los etioplastos en una forma enzimaticamente inactiva. Por el
contrario, la iluminacion de las plantas propicia un redireccionamiento de la PSY hacia las
membranas tilacoidales, donde adquirira la forma enzimaticamente activa. En lo que respecta al
tomate, se ha constatado la existencia de dos isoformas de la PSY que siguen patrones de
expresion oérgano-especificos: mientras la isoforma 1 sigue un patrén de expresién cefiido a

flores y frutos en desarrollo, la 2 esta asociada a tejidos fotosintéticos [23, 109].

Investigaciones recientes han demostrado que la sobreexpresion o inhibicion de la
expresion del gen PSY1 en plantas transgénicas de tomate conduce a alteraciones tanto
cualitativas como cuantitativas del contenido en carotenoides [106, 231]. Mas aun, el fenotipo
resultante incluia la aparicidon de enanismo, que los autores discuten como derivado de la
sobreexpresion de la enzima que transforma GGPP a fitoeno y que desviaria intermediarios
otrora dirigidos a la biosintesis de giberelinas, fitol, filoquinona o tocoferol [106].
Coherentemente con esto, las plantas con este fenotipo (llamadas “dwarf’) presentan niveles
reducidos de GAs, cuya implicacién en la regulacion del crecimiento de tallos y hojas es bien
conocida [229], o de clorofila, con la consiguiente disminuciéon de la eficacia fotosintética.
Finalmente, un ligero aumento en los niveles de ABA, fitohormona sintetizada a partir de los
carotenoides, fue también anotado. Algo similar ha sido asimismo observado analizando plantas
transgénicas de sobreexpresion de los ADNc sentido y antisentido para las dos isoformas de la
PSY identificadas en N. tabacum [41]. Este papel clave de la PSY en la regulacion de la
carotenogénesis le ha sido asignado también en otros modelos tales como A. thaliana [307] o

pimiento [251], sistemas en los que, sin embargo, solo se conoce una isoforma para dicha
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actividad enzimatica.

El descubrimiento de la ruta del MEP ha abierto un atractivo campo para el estudio del
papel de las enzimas implicadas en la regulacién de la formacion del IPP necesario para la
biosintesis de los carotenoides. Los escasos trabajos presentados hasta ahora en este contexto
se cifien, en exclusiva, a las 2 primeras etapas de la ruta plastidica de sintesis de IPP y apuntan,
decididamente, hacia la regulacion coordinada de la expresion de los genes responsables

correspondientes con aquellos otros asociados especificamente con la carotenogénesis.

De hecho, el mutante clal de Arabidopsis, originalmente caracterizado en 1996 como un
gen indispensable para el desarrollo de los cloroplastos, presenta un fenotipo albino derivado de
la severa reduccidn en los niveles de sus pigmentos fotosintéticos, tales como los carotenoides
[187]. El alto grado de homologia existente con otras DXS, asi como la complementacién del
mutante con la regién codificante para la DXS confirmaron la naturaleza del paso realmente
bloqueado [101]. El fenotipo manifestado por el segundo mutante del gen DXS identificado en
Arabidopsis, el chs5, resulté similar, aunque menos acusado y dependiente de la temperatura de
crecimiento [11]. Otros sistemas han dado cuenta de la correlacion entre las concentraciones de
carotenoides y los niveles de expresion y/o actividad DXR. Algunos se basan en el examen de
plantas transgénicas de M. Pipperita que sobreexpresa el ADNc correspondiente [185]. Otros, en
las variaciones del color de las flores, del blanco al naranja oscuro, de diferentes variedades de
Tagetes erecta (caléndula) debidas a diferencias de hasta 100 veces en su contenido en
carotenoides y que estarian correlacionados, en cierta medida, con los niveles del ARNm de la
DXR [198].

La hipdtesis que postula la regulacién transcripcional coordinada de los genes
involucrados en la ruta MEP y aquellos otros especificos de la carotenogénesis se ha visto
recientemente reforzada por el descubrimiento de un elemento actuante en cis comun a los
promotores de dichos genes, elemento que fue originalmente caracterizado en la regién 5’
flanqueante al gen PSY de A. thaliana [314].

Otros procesos que precisan de la biosintesis de carotenoides especificos requieren
también del concierto con las enzimas responsables de las dos primeras etapas de la ruta MEP.
La colonizacidon de las raices de muchas plantas terrestres por endomicorrizas arbusculares
constituye un proceso ampliamente estudiado [229]. Se ha observado como la toma de contacto
del hongo simbionte Glomus intraradices con la raiz de Medicago truncatula, maiz, arroz, cebada
o trigo huésped induce la acumulacién de diversos apocarotenoides, derivados de la degradacién
de las xantofilas y algunos de los cuales serian responsables del color amarillo de las raices
micorrizadas. Pues bien, este fendmeno estd a su vez correlacionado espacial y temporalmente
con la induccion de los dos primeros genes de la via del MEP de sintesis de IPP, DXR y DXS

[308]. Particularmente, el gen DXS2 de M. truncatula responde a la colonizacion de la raiz por
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hongos del género Glomus, no asi la otra copia caracterizada, que presentaria un patron de
expresion aparentemente constitutivo [309]. La misma especializacién funcional ha sido puesta
de manifiesto en raices de maiz, tomate y tabaco, especies que también presentan, al menos, 2

copias del gen DXS.

Otro interesante aspecto deriva de la regulacién coordinada de las dos rutas biosintéticas
de IPP. Un ejemplo vendria dado por el propio proceso de desetiolacidn, en el que tiene lugar la
conversién de etioplastos a cloroplastos. Los requerimientos de esteroles para la biogénesis de
las estructuras de membrana tilacoidales justificaria la sobreexpresion de genes relacionados con
la sintesis de esteroles, como el HMS de Brassica juncea [5] o el AAT1 de A. thaliana [4]. La
estimulacion en respuesta a luz de la expresién del gen DXS observado en plantas etioladas de
A. thaliana resulta coherente con su papel en la sintesis del IPP necesario para la produccién de
los pigmentos fotosintéticos indispensables para la morfogénesis de los cloroplastos maduros
[187]. Por otra parte, Gruissem y cols., estudiando el proceso de maduracién del fruto de
tomate, efectuaron la observacién de que durante estadios iniciales del mismo se producia un
incremento del ARNm y actividad correspondientes a la HMG-CoA reductasa. También era
notable un decaimiento de la misma en estadios avanzados del proceso de maduracion,
proporcional al decaimiento de la capacidad de la mevinolina para reprimir este proceso [209].
En el contexto del descubrimiento de la nueva ruta plastidica de biosintesis de IPP, propusieron
un modelo en el que las dos vias se sucederian en el suministro del precursor. Los primeros
momentos de crecimiento del tomate, en el que tiene lugar un aumento del volumen del mismo,
coincide con la intensa produccion de fitoesteroles para la biogénesis de membranas.
Coherentemente, durante esta etapa, la via del MVA de sintesis de IPP tendria un papel
protagonista. En los estadios posteriores del proceso, esto es, durante la llamada maduracion
organoléptica del tomate, la via MEP se ocuparia de la sintesis de IPP [178, 237]. El proceso de
maduracion organoléptica del fruto de tomate (en inglés “ripening”) lleva aparejado la
transformacion de los cloroplastos hacia cromoplastos, paralelamente a una acumulacién masiva
en estos organulos de pigmentos carotenoides, principalmente licopeno, responsables de la

transicion del color del fruto del verde al rojo.

El papel de la DXR como responsable de la primera etapa especifica la ruta MEP de
produccion de IPP habia sustentado su candidatura como primer paso regulatorio del proceso
[161, 291]. Sin embargo, y basadndose en la estricta correlacién observada entre la acumulacion
del ARNm del gen DXS y la sintesis de carotenoides durante la maduracion del fruto en tomate
siguiendo un patrén similar al de la PSY1, ha sido propuesta la actividad enzimatica DXS como
primer paso potencialmente regulatorio [178]. Experimentos de inyeccion in vivo de
desoxixilulosa en el fruto de tomate resultaron en una subida de la expresidon de PSY1 y DXS, lo
cual apoyaria dicho modelo. Este asume un papel coordinado de la DXS y la PSY1 en el control
de la biosintesis de carotenoides, al menos en lo que se refiere a los primeros pasos de la

maduracion organoléptica del fruto de tomate [178]. Las mismas aproximaciones constataron
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que la acumulacién de carotenoides durante dicho proceso no requeria de una induccion de la
expresion del gen DXR, puesto que los niveles de ARNm y proteina permanecian inalterados
[237]. Los autores de este modelo discuten que algunos resultados obtenidos en procariotas
modificados mediante ingenieria metabdlica de isoprenoides podrian ampliar el papel limitante
de la DXS a otros organismos. En efecto, la sobreexpresion de la DXS en una cepa de E. coli
portadora de un plasmido que permite la biosintesis de licopeno conduce a la acumulacién de
dicho carotenoide vy, paralelamente, de ubiquinona-8 [120]. Estos resultados fueron
posteriormente confirmados por diferentes autores, en un caso anadiéndoles la posibilidad de
incrementar la produccién de licopeno al sobreexpresar simultdneamente la DXS y la DXR [22,
148] en otro, no observando variaciones sustanciales en los niveles de DMAPP al sobreexpresar

en E. coli la DXR de la cianobacteria Synechococcus leopoliensis [196].

Pero, hasta el momento, los trabajos mas reveladores en este ambito se basan en el
analisis de plantas de A. thaliana modificadas mediante genética reversa para sobreexpresar el
ADNCc sentido y antisentido del gen DXS [100]. Varias de estas lineas transgénicas presentaban
valores alterados de diferentes isoprenoides plastidicos en comparacién con los encontrados en
las plantas silvestres no modificadas. En el caso de los carotenoides éstos correlacionaban
perfectamente con los niveles de ARNm y proteina DXS detectados. Los autores asumen que la
DXS seria una de las enzimas limitantes de la ruta del MEP de sintesis de isoprenoides en
Arabidopsis. Lo moderado de los cambios observados, particularmente para los carotenoides, asi
como la variabilidad de los mismos entre las distintas familias de isoprenoides, reflejarian la gran
complejidad de las distintas ramas biosintéticas que surgen del IPP plastidico y apuntarian hacia

la existencia de pasos reguladores y limitantes de cada uno de ellas [100].
1.4.6.2. La DXS y la DXR en la regulacion de la biosintesis de otros isoprenoides plastidicos.

El Ultimo lustro transcurrido desde la identificacion de la DXS y la DXR como enzimas
responsables de los 2 primeros pasos de sintesis de IPP via MEP ha visto algunos otros trabajos
centrados en el estudio de su posible papel regulador. Los perfiles de expresion de los genes
DXS y DXR en cultivos celulares de C. roseus serian coherentes con el papel de candidatos a
enzimas reguladoras para la produccion de alcaloides indol-terpénicos. Esta conclusion se deriva
de la coincidencia en la acumulacion de los transcritos respectivos de aquellos genes con las

condiciones de cultivo de las células que estimulan la produccidn de dichos productos [50, 303].

El grupo del profesor Croteau ha centrado gran parte de sus esfuerzos en el estudio de la
biosintesis de monoterpenos, utilizando los aceites esenciales producidos por M. pipperita como
modelo [184]. La activacion del gen DXS tiene lugar durante los primeros estadios de desarrollo
de la hoja, precediendo al pico de produccién de monoterpenos, con el objeto de suministrar una
poblacion de IPP suficiente para llevar a cabo dicho proceso biosintético [165]. Adicionalmente,

el analisis fenotipico de plantas de menta que sobreexpresan el gen para la DXR ha demostrado
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que la alteracidon de este primer paso especifico de la ruta MEP de sintesis de IPP aumentaria el
flujo metabdlico global y conduciria a un incremento en la producciéon de monoterpenos [185], lo

cual le concederia un papel regulador en este proceso biosintético.

En conclusion, del anadlisis de toda la informacion disponible hasta el momento no
pueden realizarse generalizaciones sobre un posible papel regulador de las enzimas DXS y DXR
en la biosintesis de isoprenoides plastidicos analogo al desempefado genéricamente por la
HMGR en la produccién de isoprenoides citosélicos. No obstante, y al igual que para ellos, las
evidencias apuntan hacia la existencia de etapas adicionales de control en las distintas ramas

biosintéticas que divergen del IPP plastidico.

I.5. ELECCION DE Arabidopsis thaliana COMO MODELO DE ESTUDIO.

Arabidopsis thaliana fue descubierta en las montafas Harz (Alemania) hacia el siglo XVI
por Johannes Thal quien la denominé originalmente Pilosella siliquosa. Pertenece a la familia de
las cruciferas (o brassicaceas), lo cudl la emparenta con mas de 3000 especies. Entre todas ellas
destacan las englobadas en el género Brassica que incluye la mostaza negra, el nabo o la col (B.
Nigra, B. Napus o B. oleracea var. Oleracea, respectivamente), la mostaza blanca (Sinapsis alba)
o el rdbano (Raphanus sativus). Con ellas comparte las caracteristicas diferenciales del taxon
entre las que destacan el caracter de plantas dicotiledéneas herbaceas que poseen flores
bisexuales con un perianto de 4 elementos. El androceo estara compuesto de 6 estambres
siendo los 2 externos mas cortos, mientras que el gineceo consta de 2 carpelos con el ovario
compartimentado. Por su parte, los frutos seran secos y dehiscentes tipo silicua (o silicula en

otras especies).

Pero son otros los muchos atributos que la han erigido en un organismo atractivo para la
biologia vegetal. Entre ellos destacan su rapido ciclo de vida. Efectivamente, una semilla
germinada y crecida en condiciones idoneas de cultivo es capaz de regenerar una planta adulta
en 6-8 semanas, la cudl serd ademas capaz de producir mas de 10.000 semillas. Su pequeno
tamafio (alrededor de 30 cm) permite crecer docenas de individuos en una maceta. Por otra
parte, su cultivo es altamente adaptable, lo cual viene reflejado por el hecho de que se haya
conseguido con éxito la regeneracion de plantas adultas a partir de callos e incluso células, y que
ademas creceran bien en medios estériles de composicién quimica definida y bajo luz artificial.
La abundancia de herramientas genéticas completaria su atractivo. En fecha tan antigua como
1873 (A. Braun) se describié un mutante de A. thaliana, probablemente correspondiente al gen
AGAMOUS [135], lo cual por su parte da una idea del interés que histéricamente ha despertado
esta especie. F. Laibach, quien estimd por primera vez la dotacién cromosdémica de la especie en
1907, sefaldé en 1943 su potencial. Las colecciones de mutantes empezaron a generalizarse de
la mano de alguno de sus discipulos a partir de los afios 50 y 60. Entonces eran obtenidos bien

por mutagénesis masiva de semillas por exposicion a radiaciones ionizantes, bien por
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tratamiento de las mismas con agentes alquilantes. La facilidad para disponer de mutantes
homocigotos deriva, ademas, de la autofecundacién como modo habitual de reproducciéon de

esta especie.

Pero no seria hasta los afios 80 y en el contexto del surgimiento explosivo de la genética
molecular cuando Arabidopis se confirma, en detrimento de otras especies tales como la petunia,
el tomate o el tabaco, como modelo de estudio en genética molecular de plantas, alzandose asi
junto a la Drosophila, E. coli, el raton o Sacharomyces cerevisiae al pedestal de los sistemas
preferidos por los bidlogos para desentrafiar los procesos basicos de la vida. Lo pequeiio del
genoma de esta planta en relacién con el de otras especies (Tabla 1.3), que facilita notablemente
el clonaje de cualquier secuencia genética, asi como la consecucién con éxito de la
transformacion con ADN exdgeno, terminaron por inclinar la balanza a su favor. Los anos
siguientes verian afadir a todas estas razones el primer mapa de RFLP (siglas en inglés de
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion) [194], el convertirse en rutinario
en cualquier laboratorio la transformaciéon por infiltracion con Agrobacterium [26, 66], o la
identificacién y clonaje de mutantes insercionales resultantes de la transformacién con ADN-T,

“transposon tagging” o “activation tagging” [39, 311].

ORGANISMO TAMANO DEL GENOMA N° GENES DENSIDAD GENICA MEDIA
Homo sapiens 3000 megabases >30000 1.9gen/100000 bases
Mus musculus 3000 megabases 30000 1.9en/100000 bases
Drosophila melanogaster 135,6 megabases 13061 1.9en/13781 bases
Arabidopsis thaliana 125 megabases 25500 1 gen/4900 bases
Caenorhabditis elegans 97 megabases 19099 1 9en/5079 bases
Saccharomyces cerevisiae 12,1 megabases 6034 1 9en/2005 bases
Escherichia coli 4,67 megabases 3237 1. gen/1443 bases
Haemophilus influenzae 1,8 megabases 1740 1.9en/1034 bases
Zea mays 3900 megabases - -
Vicia faba 14500 megabases - -

Tabla 1.3: Tabla comparativa de los tamarios de los genomas de distintos organismos completamente
secuenciados y de diversas especies vegetales. Se acomparia también la estimacion en el numero de genes y la
densidad génica media. Notese que el tamario del genoma no correlaciona necesariamente con el status

evolutivo de la especie.

Por todo esto, no es de extrafiar que el de Arabidopsis haya sido el primer genoma
vegetal completamente secuenciado. En efecto, a finales del ano 2000 se completd la
secuenciacion de su genoma, desvelando la secuencia de 125 megabases que contendrd unos
25.500 genes correspondientes a 11.000 familias [136] (Tabla I.3). Toda la informacion
contenida resultard obviamente un recurso incomparable para estudios en todos los ambitos de
la biologia vegetal y la mejora genética de cultivos de interés agroalimentario. Ha propiciado

ademas la creacién de bases de datos especificas con secuencias y librerias de ADNc y gendmico
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o de cajas consenso identificadas en promotores de genes de plantas, recursos con informacion
integrada sobre expresién basados en micromatrices de ADN o chips génicos y bancos de
semillas silvestres y mutagenizadas. Muchas de ellas utilizan potentes y versatiles herramientas
de busqueda tales BLAST o FASTA, estdn integradas en las bases de datos publicas y son
accesibles en su mayoria desde la direccién electrénica del TAIR (siglas de “The Arabidopsis

Information Resource”; http://www.arabidopsis.org/) (Tabla 1.4).

ORGANISMO DIRECCION ELECTRONICA

The Arabidopsis Information Resource http://www.arabidopsis.org/

The Institute for Genomic Research (TIGR) A. thaliana database. | http.//www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/

LEHLE seeds. http://www.arabidopsis.com/

Nottingham Arabidopsis Stock Center. http://nasc.nott.ac.uk/

ASPB-Publications-The Arabidopsis Book. http.//www.aspb.org/publications/arabidopsis/toc.cfm
The Arabidopsis cDNA Sequence Analysis Project. http://www.cbc.umn.edu/ResearchProjects/Arabidopsis/

Munich Information center for Protein Sequence. A. thaliana | http./mips.gsf.de/proj/thal/proj/thal_overview.html

database.

Arabidopsis information on the World Wide Web http.//weeds.mgh.harvard.edu/atlinks.htm/

Tabla 1.4: Relacion de paginas web con informacion sobre Arabidopsis thaliana.

Para terminar, y no menos importante, las conferencias internacionales sobre
Arabidopsis se han convertido en periddicas y en ellas cientos de investigadores se intercambian
materiales e informacion de todo tipo haciendo de esta especie vegetal una herramienta

bioldgica cada vez mas potente en la que se multiplican los genes clonados y caracterizados.
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11.1. CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS GENES
DXS2Y DXR DE Arabidopsis thaliana.

1.1.1. Identificaciéon del gen DXS1 que codifica para la 1-desoxi-D-xilulosa 5-
fosfato sintasa (DXS).

Con el objeto de clonar el ADNc del gen DXS de Arabidopsis thaliana se efectlo una
busqueda mediante el algoritmo TBLAST-N en las bases de datos de ESTs (“"Expressed Sequence
Tags”), utilizando como sonda la secuencia correspondiente al gen dxs de E. coli [177]. Dicha
busqueda dio como resultado el clon gendmico C2814 que incluia el marco abierto de lectura del
gen DXS incluido en la region relacionada con funciones fotosintéticas (cluster) del cromosoma
de Rhodobacter capsulatus [119], asi como la EST G11B5T7 de A. thaliana. Utilizando este
ultimo EST en una nueva busqueda, fueron identificados dos EST mas de Arabidopsis, el
G5A12T7 y el H2A12T7. Los tres clones fueron remitidos desde el “Arabidopsis Biological
Resource DNA Stock Center" de la Universidad de Ohio y secuenciados en su totalidad. El
analisis de las secuencias reveld que Unicamente el inserto correspondiente al clon H2A12T7
contenia la secuencia codificante completa del gen DXS de A. thaliana En concreto, dicho clon
presenta una longitud de 2151 pb, extendiéndose 127 pb hacia el extremo 5’ desde el inicio de
traduccién y 325 pb por 3’ desde el codon de parada. La secuencia de nucledtidos contiguas al
inicio de traducciéon (TCCAATGGC) se ajustaba a la secuencia AACAATGGC, caracterizada como
consenso del entorno del inicio de traduccidon en genes de plantas [181], regidon que ha sido
descrita como importante en cuanto a la eficiencia de traduccién [128]. La comparacion con la
secuencia del gen CLA1 (DXS1 de A. thaliana var. Wassilewskija, WS [187]), identificado
durante el transcurso de este trabajo, permitié detectar 3 substituciones nucleotidicas puntuales
en las posiciones +1124, +1149 y +1393, de las cuales la primera (Val-Glu) y la segunda (Glu-

Lys) representaban un cambio aminoacidico (Figura II.1).

Seguidamente, y con el propdsito de determinar el extremo 5’ del ARNm correspondiente
al ADNc identificado, se utilizé la técnica de RACE 5'. La primera cadena de ADNc fue sintetizada
a partir de ARN de plantulas de 12 dias crecidas en dia largo y al oligonucledtido DXS1.GSP1,
utilizado como cebador (ver Tabla de oligonucleétidos, apdo. V.7). A continuacion, y tal y como
se describe en el apartado V.5.4.2 de Materiales y Métodos, le fue adicionada una cola poli-C.
Como resultado de una etapa de amplificacién por PCR a partir de la cadena de ADNc original
mediante el cebador especifico DXS1.GSP2 y el oligonucleétido AAP suministrado por la casa
comercial, seguido de una nueva reamplificacion con el juego de cebadores DXS2.GSP2/AUAP
(este ultimo también provisto por la casa), se rescaté un fragmento de unos 580 pb que fue
clonado en el vector pGEM-T. El analisis mediante secuenciacién de 17 de los clones resultantes

puso de manifiesto cierta heterogeneidad en el tamafio de los productos amplificados. Sin
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embargo, dos familias de cinco clones cada uno coincidian en las posiciones mas distales
respecto al extremo 5’ conocido, situadas entre 10 y 30 pb corriente abajo de una secuencia
TATA, comun a los inicios de transcripcién eucariotas [127, 230]. Se confirmaron asi aquellos
dos residuos de citosina, ubicados a 182 y 205 pb respectivamente hacia 5' del codén ATG,
como principales inicios de transcripcion (Figura II.1). Este primer residuo sera considerado
como posicién +1 del ADNc del gen DXS1. Adicionalmente, y como reveld el analisis de la regién
gendmica correspondiente, tales posiciones se encontraban a 107 y 130 pb hacia 3’
respectivamente de la secuencia TAATTCATC, que coincide en 8 de sus 9 posiciones con el

consenso definido para la llamada caja CAAT [127].

Por su parte, y con el objetivo de analizar el extremo 3’ del ADNc, se llevdé a cabo una
aproximacion analoga. En efecto, gracias a la técnica de RACE 3’, y utilizando al oligonucledtido
DXS1.S8 como cebador especifico, se obtuvieron 20 clones cuyos insertos finalizaban en 7
posiciones diferentes que desvelaban otros tantos sitios de poliadenilacion situados entre 275 y
305 pb en direccién 3’ del codén UGA de parada. En la region 3’ UTR (regidn transcrita no
traducida, siglas en inglés de “Untranslated Transcribed Region”) fue identificada la secuencia
AATAAT, localizada a su vez a 245 pb del codén UGA de parada, y coherente con el motivo
candnico AATAAA frecuentemente descrito como sefial responsable de dirigir la poliadenilacion
[21, 143, 168]. Resulta destacable la presencia de multiples sitios de poliadenilacién, coyuntura
profusamente descrita para numerosos ARNm nucleares de plantas, y que ha sido relacionada
con mecanismos de regulacion de la expresion a nivel postranscripcional [21, 168] (Figura II.1).
Alguna de los sitios de poliadenilacion identificados en el extremo 3’, caso de la primera citosina

sombreada en gris en la Figura II.1, se repetian hasta 5 veces.

Figura I1.1: Secuencia nucleotidica del ADNc correspondiente al gen DXS1 (completado con los extremos
5’ y 3’ deducidos de los experimentos de RACE) y secuencia aminoacidica codificada. En mayuscula,
aparece la secuencia codificante. En minuscula figuran las regiones UTR 5’y 3’ respectivamente. Sombreadas
en gris aparecen las posiciones identificadas mediante el andlisis de RACE 5° como extremos del ARNm DXSI
vy para el que fueron empleados los oligonucleétidos DXSI1.GSPI1 y DXSI.GSP2 respectivamente, cuya
secuencia se encuentra subrayada. Por su parte, se resaltan, también sombreadas, las posiciones identificadas
como sitios de poliadenilacion por los experimentos de RACE 3°. La secuencia del oligonucledtido DXS1.S8,
empleado en esta técnica, se encuentra también subrayada. La hipotética senial de poliadenilacion aparece en
blanco sobre fondo negro. Finalmente, resaltadas en negrita, aparecen las bases que se encontraron

sustituidas respecto de la secuencia del ADNc del gen CLAI [187].
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Iaactctccaccaccaccattgtlaccaccacatttaaacacacactttcacttgtagtgggattcgaaagtgcg
ttttattcatttgttttactgtttttgataacctcaaaatttgcctaaattttattctctataaatccttatatg
ttttacttacattcctaaagttttcaactttcttgagcttcaaaaagtacctccaATGGCTTCTTCTGCATTTGC
M A S S A F A
TTTTCCTTCTTACATAATAACCAAAGGAGGACTTTCAACTGATTCTTGTAAATCAACTTCTTTGTCTTCTTCTAG
F P s Yy I I T K G G L s T D s C K s T s L S S S R
ATCTTTGGTTACAGATCTTCCATCACCATGTCTGAAACCCAACAACAATTCCCATTCAAACAGAAGAGCAAAAGT
s L v T DL P S P C L K P N NN S H S N R R A K V
GTGTGCTTCACTTGCAGAGAAGGGTGAATATTATTCAAACAGACCACCAACTCCATTACTTGACACTATTAACTA
c A sS L A E K G E Y Y s N R P P T P L L D T I N Y
CCCAATCCACATGAAAAATCTTTCTGTCAAGGAACTGAAACAACTTTCTGATGAGCTGAGATCAGACGTGATCTT
P I H M K N L S V K E L K ¢ L s D E L R S D V I F
TAATGTGTCGAAAACCGGTGGACATTTGGGGTCAAGTCTTGGTGTTGTGGAGCTTACTGTGGCTCTTCATTACAT
N Vs K T GG GGH L G S s L GV V E L TV A L H Y I
TTTCAATACTCCACAAGACAAGATTCTTTGGGATGTTGGTCATCAGTCTTATCCTCATAAGATTCTTACTGGGAG
F N T P Q DK I L W D V G H Q s Y P H K I L T G R
AAGAGGAAAGATGCCTACAATGAGGCAAACCAATGGTCTCTCTGGTTTCACCAAACGAGGAGAGAGTGAACATGA
R G K M pP T M R Q TNGUL S G F T K R G E S E H D
TTGCTTTGGTACTGGACACAGCTCAACCACAATATCTGCTGGTTTAGGAATGGCGGTAGGAAGGGATTTGAAGGG
c ¥ G T G H s s T T I s A G L GM AV G R D L K G
GAAGAACAACAATGTGGTTGCTGTGATTGGTGATGGTGCGATGACGGCAGGACAGGCTTATGAAGCCATGAACAA
K N NNV VAV I G D GAMTAG QA AYEA AMNDNN
CGCCGGATATCTAGACTCTGATATGATTGTGATTCTTAATGACAACAAGCAAGTCTCATTACCTACAGCTACTTT
A G YL DS DM IV I L NDNI KQV s L P T A T L
GGATGGACCAAGTCCACCTGTTGGTGCATTGAGCAGTGCTCTTAGTCGGTTACAGTCTAACCCGGCTCTCAGAGA
b 6 p S P PV GAL S S AL S RUL Q S N P A L R E
GTTGAGAGAAGTCGCAAAGGGTATGACAAAGCAAATAGGCGGACCAATGCATCAGTTGGCGGCTAAGGTAGATGT
L R E VA K GGM T K QI G G P M H QUL A A K V D V
GTATGCTCGAGGAATGATAAGCGGTACTGGATCGTCACTGTTTGAAGAACTCGGTCTTTACTATATTGGTCCAGT
Y A R G M I §$ G T GG S s L F E E L G L Y Y I G P V
TGATGGGCACAACATAGATGATTTGGTAGCCATTCTTAAAGAAGTTAAGAGTACCAGAACCACAGGACCTGTACT
b G H NI DDUIL VA I L K EV K S TR T T G P V L
TATTCATGTGGTGACGGAGAAAGGTCGTGGTTATCCTTACGCGGAGAGAGCTGATGACAAATACCATGGTGTTGT
I H Vv v T E K G R G Y P Y A ERAUDDI K Y H G V V
GAAATTTGATCCAGCAACGGGTAGACAGTTCAAAACTACTAATGAGACTCAATCTTACACAACTTACTTTGCGGA
K ¥ D P ATGIROQUF K T TN ETQ S Y T T Y F A E
GGCATTAGTCGCAGAAGCAGAGGTAGACAAAGATGTGGTTGCGATTCATGCAGCCATGGGAGGTGGAACCGGGTT
AL V A E A E V D K DV VA I HAAMGG G T G L
AAATCTCTTTCAACGTCGCTTCCCAACAAGATGTTTCGATGTAGGAATAGCGGAACAACACGCAGTTACTTTTGC
N L ¥F Q R R F P T R C F DV G I A E Q H A V T F A
TGCGGGTTTAGCCTGTGAAGGCCTTAAACCCTTCTGTGCAATCTATTCGTCTTTCATGCAGCGTGCTTATGACCA
A G L A CE G L K P F CATI Y S S FM QR A Y D Q
GGTTGTCCATGATGTTGATTTGCAAAAATTACCGGTGAGATTTGCAATGGATAGAGCTGGACTCGTTGGAGCTGA
v v H DV DL 9 K L P V R F A M DR A G L V G A D
TGGTCCGACACATTGTGGAGCTTTCGATGTGACATTTATGGCTTGTCTTCCTAACATGATAGTGATGGCTCCATC
G p T H CGAVF DVTFMACTLPNMTIVMA P S
AGATGAAGCAGATCTCTTTAACATGGTTGCAACTGCTGTTGCGATTGATGATCGTCCTTCTTGTTTCCGTTACCC
b E A DL FF NMVATAV A I DDIR P S C F R Y P
TAGAGGTAACGGTATTGGAGTTGCATTACCTCCCGGAAACAAAGGTGTTCCAATTGAGATTGGGAAAGGTAGAAT
R G N G I GV AL P P G N K GV P I E I G K G R I
TTTAAAGGAAGGAGAGAGAGTTGCGTTGTTGGGTTATGGCTCAGCAGTTCAGAGCTGTTTAGGAGCGGCTGTAAT
L K E G E R VAL L G Y G S AV Q SsS C L G A A V M
GCTCGAAGAACGCGGATTAAACGTAACTGTAGCGGATGCACGGTTTTGCAAGCCATTGGACCGTGCTCTCATTCG
L E E R G L NV TV ADA AWIRF CZ K P L DR ATL I R
CAGCTTAGCTAAGTCGCACGAGGTTCTGATCACGGTTGAAGAAGGTTCCATTGGAGGTTTTGGCTCGCACGTTGT
s L A K S H E VL I TV EEG S I G G F G S H V V
TCAGTTTCTTGCTCTCGATGGTCTTCTTGATGGCAAACTCAAGTGGAGACCAATGGTACTGCCTGATCGATACAT
Q ¥ L AL DG L L D G K L KW R P M V L P D R Y I
TGATCACGGTGCACCAGCTGATCAACTAGCTGAAGCTGGACTCATGCCATCTCACATCGCAGCAACCGCACTTAA
b H G A PADOQOQULAZEA ASGTULMU®P S HI A AT AL N
CTTAATCGGTGCACCAAGGGAAGCTCTGTTTTGAgagtaagaatctgttggctaaaacatatgtatacaaacact
L I G A P R E A L F *
ctaaatgcaacccaaggtttcttctaagtactgatcagaattcccgeccgagaagtcctttggcaacagectatata
tatttactaagattgtgaagagaaaggcaaaggcaaaggttgtgcaaagattagtattatgataaaactggtatt
tgttttgtaattttgtttaggattgtgatggagatcgtgttgtacgEsEEltctaacatcttgtaaaaatcaatta
catctltttgtglatltttlalagctttgtgtgacalattttggtacgagcagtgttttt
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11.1.2. Identificacidon de los genes DXS2 y DXS3 con homologia al gen DXS1.

Organizacion genémica.

La técnica de Southern-blot permitié determinar la existencia de secuencias con similitud
al gen DXS1. Se utilizé para ello la sonda descrita en Materiales y Métodos (apdo. V.5.2.1) y
ADN gendmico de A. thaliana digerido con las endonucleasas de restriccion Xhol, Xbal, HindIII y
EcoRI (Figura II.2a y b). El patrén de bandas obtenido bajo condiciones de alta (a) y baja
severidad (b) reveld la presencia de bandas adicionales, no interpretables a partir del mapa de
restriccion de la region gendmica homdloga a la sonda utilizada, region que habia sido
previamente identificada a partir de buUsquedas bioinformaticas. El anadlisis de estos resultados
confirma que, efectivamente, la sonda reconoce los fragmentos especificos correspondientes al
gen DXS1. Sugiere ademas la existencia de al menos dos copias de genes relacionados con DXS,
y que corresponderian (de acuerdo con la coincidencia en los patrones de restriccién) con los dos
genes hipotéticos DXS2 y DXS3, posteriormente identificados a partir de la blUsqueda de
homodlogos sobre la secuencia del genoma de A. thaliana. Sin embargo, es digno de atencién el
resultado de la digestién con la enzima EcoRI, donde aparecen 3 bandas de tamafio menor al
esperado que no son coherentes con los mapas de restriccién de las regiones de ADN gendmico
para ninguna de las 3 copias detectadas del gen DXS. Este resultado no puede ser interpretado
por la ocurrencia de actividad “star” que haya podido provocar cortes sobre el ADN gendémico en
sitios distintos de los especificos a la enzima EcoRI, puesto que los resultados obtenidos con
otras sondas sobre las mismas muestras de ADN digerido (como la correspondiente al ADNc del
gen DXR y que veremos mas adelante) no reprodujeron dicho patréon de bandas. Puede inferirse,
por lo tanto, la existencia de alguna secuencia adicional homoéloga a la de los genes DXS1, DXS2

y DXS3, no identificada hasta el momento.

La busqueda sobre la secuencia del genoma de Arabidopsis permitiéo definir la
localizacidon del gen DXS1. En concreto, se confirmd como éste gen aparece ubicado en la regién
contenida en el clon genémico p1C10AP64 del cromosoma 4, originado a su vez a partir del
cosmido YUP5B11.1B1C10. De la comparacion de la secuencia de ADNc obtenida con la region
gendmica correspondiente se dedujo la organizacidn del gen DXSI como compuesto por 9
exones y 8 intrones que se extendian sobre 3,5 kb (Figura II.4a). Las secuencias limitantes
entre exones e intrones estan de acuerdo, en todos los casos, con las secuencias consenso para
los sitios dadores (C/AAG:GUAAGU) y aceptores (UGCAG:G) [36]. Es interesante anotar que,
con respecto al gen CLA1 (DXS1, [187]), Unicamente aparecen conservadas cinco de las
posiciones sefaladas de procesamiento de los intrones, reflejo de la alta variabilidad existente

entre los distintos ecotipos de A. thaliana.
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Figura 11.2: Anadlisis mediante experimentos de Southern-blot de la complejidad genomica del gen DXS de
Arabidopsis thaliana. Se muestran los resultados obtenidos con hibridaciones bajo condiciones de alta (a) y
baja (b) severidad. El panel ¢ muestra los mapas de restriccion de las regiones genomicas correspondientes a
cada una de las copias detectadas del gen DXS, de acuerdo, en cada caso, con el patron de bandas obtenido.
Las flechas negras indican las ubicaciones sobre las regiones genomicas correspondientes de cada uno de los

genes detectados. A su vez, la region reconocida por la sonda utilizada se representa con una flecha blanca.

Seguidamente, y con el propdsito de aislar la secuencia de ADNc correspondiente al gen
DXS2, se llevaron a cabo RT-PCR utilizando como molde ARN extraido a partir de diversos

tejidos de la planta adulta (Materiales y Métodos, apdo. 11.5.4.2). Unicamente a partir de los
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ARN precedente de inflorescencias y frutos, y tras dos amplificaciones por PCR encadenadas, se
obtuvieron bandas del tamafio esperado. En ambos casos, y paralelamente, se efectuaron
reacciones de PCR control con varios juegos de oligonucledtidos internos, que confirmaron en
cada etapa la identidad del producto esperado. El fragmento originado a partir de la muestra de
inflorescencias fue purificado y clonado en el vector pBLUESCRIPT-SK", obteniéndose el plasmido
pLBSDXS2.2. Finalmente, la secuenciacion del inserto correspondiente confirmé la presencia de
un marco abierto de lectura de 1857 pb flanqueado por 43 pb hacia el extremo 5"y 147 en
direccién 3’ (Figura II.3). La secuencia se correspondia con los tres clones de ESTs existentes en
las bases de datos, que habian sido obtenidos en todos los casos a partir de muestras de silicuas
inmaduras (numeros de acceso “GenBank”, AV563200, AV557239 y 559551). Ninguno de ellos

contenia el marco de lectura completo del gen DXS2.

Al igual que en el caso del gen DXS1, observamos como la secuencia de bases contiguas
al triplete de inicio de traduccion (TCAAATGGC) se adaptaba al consenso propuesto [181]
(Figura II1.3). Asimismo, el andlisis de la regién gendémica correspondiente al extremo 5’ del
ADNCc clonado para el gen DXS2 permitié detectar la presencia de una secuencia CAAAATACATT
situada a 190 nt del extremo conocido, y que coincidia en 10 de sus 11 posiciones con la
secuencia candnica de la caja CAAT, caracterizada como secuencia reguladora de la actividad
transcripcional [127]. Finalmente, una caja TATATA aparecia también flanqueando el extremo 5’
del ADNc clonado [127, 230].

Figura 11.3: Secuencia nucleotidica del ADNc clonado del gen DXS2 y secuencia aminoacidica codificada.
Como en la Figura Il.1, las posiciones en minuscula representan las regiones transcritas no traducidas,
mientras que en mayuscula aparece la region codificante cuya secuencia aminoacidica correspondiente
aparece también indicada. Los oligonucledtidos DXS2.S1 (5°, sentido) y DXS2.54 (3°, antisentido) utilizados

en el clonaje por RT-PCR se muestran subrayados.
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N T P H D K I L W D V G H Q s Y P H K I L T G R R
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1951 ctcacattgcagccactgcacttaacttaatgggaacacctagagaagcattgttttgggagtaacgggatctcce

2026 atgagtgctctttccacaaaaaacctatatgcgagagaacccacttagaagaag

El gen DXS2 estd localizado en el clon gendmico AB019232.1 perteneciente al
cromosoma 3. Del alineamiento con la regién genémica correspondiente se dedujo la estructura
del gen DXS2, constituido por 9 exones y 8 intrones y ocupando 3,1 kb (Figura II.4b). Ademas,
al igual que para la DXS1, las secuencias presentes en los sitios de procesamiento exdén-intrén

se ajustaban en todos los casos el consenso propuesto para Arabidopsis [36].

La comparacién entre las secuencias nucleotidicas de los genes DXS1 y la DXS2 reveld
un alto grado de identidad (74,5 %), si bien la organizacion de los exones presentaba ciertas

diferencias. Los exones III y IV del gen DXS2 se corresponden con el exén IV del gen DXS1
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mientras que los exones IV y V del gen DXS1 se corresponden con el exén V del gen DXS2. Es
destacable la ausencia en este Ultimo exdén del gen DXS2 de una secuencia de 96 pb situada en
la region conectora de los exones IV y V del gen DXS1. El hecho de que el gen DXS2 posea el
primer y ultimo exdn sensiblemente mas cortos que los de su homélogo DXS1 completan las
variaciones mas significativas entre ambos genes encontradas a nivel de la secuencia

nucleotidica (Figura 11.4).

Por su parte, la tercera copia identificada del gen DXS aparece localizada sobre el
cromosoma 5 (Figura II.2). La secuencia nucleotidica supuesta para el ADNc correspondiente
reveld un mayor grado de divergencia respecto de las otras 2 formas de la DXS (la identidad con
la ORF de la DXS1 se reducia hasta el 68,6%), divergencia que, como veremos mas adelante, se

vio confirmada al comparar las secuencias peptidicas respectivas.

Figura 11.4: Organizacion genémica representada a escala de los genes DXS1 y DXS?2 de A. thaliana. Las
cajas negras corresponden a las secuencias exonicas codificantes separadas por los intrones, que aparecen
como lineas. Las cajas blancas reflejan las secuencias transcritas no traducidas de los extremos 5’y 3. Las
flechas indican, en el caso del gen DXSI, los inicios de transcripcion principales definidos por la
aproximacion de RACE 5°. Aparece también representado el ARNm y la estructura de la secuencia peptidica
codificada correspondiente, en la que la proteina madura aparece sefialada con color rojo, y la extension N-

terminal respecto de los homologos procariotas en verde (ver apdo. 11.1.3.).
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1.1.3. Caracterizacion de las proteinas DXS1, DXS2 y DXS3.

El ADNc clonado para el gen DXS1 codifica para una proteina de 717 aminoacidos que
corresponde a una peso molecular teérico de 76,8 KDa y un punto isoeléctrico, también tedrico,
de 6,9 (6,28 para la proteina madura). Por su parte, el marco abierto de lectura del ADNc de la
DXS2 codifica para un péptido tedrico de 629 aminoacidos con 68,3 kDa de peso molecular y
que presenta un punto isoeléctrico estimado de 7,98 (6,26 para la proteina procesada). En
ambos casos, los analisis de los perfiles de hidrofobicidad pusieron de manifiesto que se trataba

de dos proteinas solubles.

El alineamiento de las proteinas DXS1 y DXS2 con la secuencia hipotética de la proteina
codificada por el gen DXS3, otras DXS de plantas publicadas hasta el momento y la DXS
correspondiente de E. coli, puso en evidencia la elevada homologia existente, reflejo a su vez del
alto grado de conservacion evolutiva entre todas ellas (Figura II.5). En efecto, la DXS1 vy la
DXS2 presentan un 72,8% de identidad (77,3% de similitud), que se ve reducida hasta el 52,9%
con la DXS3, la cual, y como puede apreciarse en el alineamiento, es la que con mayor
frecuencia rompe el consenso con el resto de DXS representadas. La presencia de dos dominios
delecionados en el caso de la DXS2 y de uno en el de la DXS3, junto con la presencia de un

extremo C-terminal mas corto en la DXS2, constituyen las diferencias apreciables mas
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importantes en relacién con la secuencia peptidica correspondiente a la DXS1. Curiosamente, el
porcentaje de identidad de la DXS1 con la DXS2 y DXS3 de Arabidopsis es menor que con el
resto de homdlogos de DXS de otras especies vegetales analizadas y que alcanza, por ejemplo,

hasta un 83,8% (similitud del 90,3%) con la DXS correspondiente a Lycopersicon esculentum.

La Figura IL.5 revela ademas la existencia de regiones particularmente conservadas
entre todas las secuencias peptidicas, algunas de las cuales corresponden a dominios
caracteristicos de las transcetolasas, familia de enzimas dependientes de pirofosfato de tiamina
(TPP) a las que pertenece la DXS [260]. El consenso general [Gly-Asp-Gly-(X);-g-Glu-(X)11-13-
Asn-Asn] (donde X representa cualquiera de los residuos hidrofébicos Ala, Val y Met),
establecido como motivo de unién al cofactor TPP de este tipo de enzimas, se mantiene también
en esta nueva subfamilia de transcetolasas (residuos 217-252 de la DXS1 de Arabidopsis) [122].
Adicionalmente, los residuos aminoacidicos correspondientes al motivo que contiene la histidina
(His114 de la DXS1 de A. thaliana) supuestamente implicada en la transferencia del protén
durante la catalisis enzimatica [226], aparecen también sefialados. El alineamiento de las DXS
con otras enzimas de la misma familia, tales como las transcetolasas o las subunidades E1 de la
piruvato deshidrogenasa, revelan otras numerosas regiones conservadas. Particularmente
aparece un dominio de 36 aminodcidos altamente conservado con las transcetolasas de plantas,
designado motivo transcetolasa, que ha sido identificado como esencial para la actividad
catalitica de dichas enzimas [258]. Sin embargo, la homologia desaparece los cuatro primeros
aminoacidos, en los que la secuencia Thr-His-Asp-Ser del motivo propio de todas las
transcetolasas es sustituida por Asp-Arg-Ala-Gly (posicion 498 de la DXS1 de Arabidopsis),
comun a todas las DXS, excepto, una vez mas, a la DXS3. Esta singularidad de la DXS3 de A.

thaliana es compartida Unicamente por la DXS de Plasmodium falciparum.

Figura IL5: Alineamiento miultiple de las secuencias peptidicas de DXS de distintas especies. Se incluyen las
secuencias correspondientes a la DXS1 y DXS2 de A. thaliana, la secuencia hipotética deducida para la
DXS3, y todas las DXS de plantas referidas hasta el momento tales como la de Mentha x pipperita (N°acceso
AF019383, [165]), Capsicum annuum (Y15782, [30]), Lycopersicon esculentum (AF143812, [178]),
Catharanthus roseus (AJ014480, [50]), Tagetes erecta (AF251020, [198],) Medicago truncatula 1 (47430047,
[309]) vy 2( AJ430048, [308, 309]) y el homdlogo de E. coli (AF035440, [177]). Las posiciones conservadas en
todas las secuencias aparecen sobre fondo negro, mientras los aminodcidos conservados en todas las
secuencias salvo en una de ellas destacan sobre fondo gris. Se seiiala en verde los motivos conservados
correspondientes de union al cofactor, y en rojo aquellos otros implicados en la actividad catalitica (alrededor
del residuo de His114 implicado en la transferencia de proton [226]). Por su parte, la punta de flecha sefiala
el inicio de la proteina madura DXS1 de A. thaliana tal y como se deduce del punto de corte predicho por la
aplicacion ChloroP V1.1. Aparece indicado, con un punto negro sobre la posicion correspondiente (Asp627-
Asn, A.thall), el residuo aminoacidico sustituido en la DXS1 del mutante chs5 [11]. Los dominios ausentes en
DXS2 y DXS3 respecto de DXS1 se representan con signos +. Finalmente, los cuatro primeros aminodcidos

del llamado “motivo transcetolasa” aparecen serialados en cursiva y subrayada la posicion correspondiente.
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A.thall 554
A.thal2 501
A.thal3 535
M.pipper 557
C.annuum 553
L.esculent : 553
C.roseus 552
T.erecta H 558
M. truncatl : 551
M. truncat2 : 547
E.coli 475
* 580
A.thall PPGN! PIEI 634
A.thal2 H SI!PPGN! PLQT| 581
A.thal3 : FIzleSTVNMNYLVP-TeLPIET 614
M.pipper : PSNNKEeTPLET] 637
C.annuum H PAGNKEIPLE 633
L.esculent : PAGNKEeIPLE 633
C.roseus PPNNKEeTPLE]] 632
T.erecta : SI)PANNKETLIE 638
M. truncatl : PTEYKEIPLE] 631
M. truncat2 : PLNNKETPLE]] 627
E.coli TPL-EK--LPI 547
660 680 720

A.thall : Ks@vEI Es:GEEVQELAEDCIEKI&WRPMVERYEDHGAPADQLAEA@APSHIAATALNLIGAPRE : 713
A.thal2 H RTWITNGSTS---—-—-————————————————————————— : 629
A.thal3 H A EASPREQ: TGHHIAATALSLLGRTRE : 693
M.pipper HGAQSDQIE SPKHIAGTVVSLIGGGKD : 716
C.annuum : HGSPADQ: TPSHIAATVENILGQTRE : 712
L.esculent : HGSPVDQ: TPSHIAATVENILGQTRE : 712
C.roseus HGAPVDQIE SSRHICATILSLLGKPKE : 711
T.erecta H HGAQSDQIE SSKHIAATVLSLIGGSKE : 717
M. truncatl : HGSPADQL! TPSHIAATVFNILGQTRE : 710
M. truncat2 : HGAPNDQID! SSKHILATVLSLLDMPKE : 706
E.coli H A GNNEVLMAH——RK PVPVLNIGIH 7y FFIiPQGTQEEMRAEL I DAAGMEAKIKAWLA---- : 620
A.thall : ALF----- : 716

A.thal2 e : -

A.thal3 : ALLLMS-- : 699

M.pipper : SLHLINNL : 724

C.annuum : ALEVMT-- : 718

L.esculent : ALEVMT-- : 718

C.roseus : ALKLQ--- : 716

T.erecta : TLHALNV- : 724

M. truncatl : ALEVMS-- : 716

M.truncat2 : ALLFK--- : 711

E.coli Dommm————— : -

Del analisis del alineamiento se infiere también la existencia de una extensiéon N-terminal
en todas las enzimas de plantas respecto de su homodloga procariota, aqui representada por la
DXS de E. coli. Estas extensiones, de 66 residuos para la DXS1 y de 44 para la DXS2,
constituyen las regiones mds escasamente conservadas, presentando ademas caracteristicas
propias de los péptidos de transito a plastidos [108]. Entre ellas, destacan una alta frecuencia de
residuos de Ser, Thr y Ala (23 en total para la DXS1 y 15 para la DXS2), un escaso niumero de
Asp, Glu y Tyr, y finalmente un extremo C-terminal con el potencial de formar una lamina p-
amfifilica. Adicionalmente encontramos, proxima a dicho extremo y en ambas proteinas,
secuencias similares al motivo consenso descrito como sitio de procesamiento para proteinas
plastidicas (Val/Ile)-X-(Ala-Cys)J{Ala, donde la flecha indica el punto de corte, y que
corresponderia a las posiciones 59 y 35 de la DXS1 y DXS2 respectivamente [108]. El analisis

posterior mediante el programa ChloroP V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP)

confirmd las predicciones realizadas sobre ambas secuencias peptidicas en relacion con la

existencia y localizacidn del posible punto de corte [97].
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El estudio filogenético de las dos isoformas de la DXS clonadas y la secuencia peptidica
hipotética correspondiente al gen DXS3 aparece reflejado en la Figura I1.6. Se han incluido en el
dendrograma aquellas DXS de plantas para las que los ADNc correspondientes que contenian el
marco abierto de lectura completo habian sido clonadas, asi como la correspondiente a la
clorofita Chlamydomonas reinhardtii, a la bacteria autoétrofa facultativa R. capsulatus (que posee
2 isoformas de la DXS, [119]),a P. falciparum, agente responsable de la malaria, y a E. coli
[177, 278]. Asimismo, se han considerado todas las secuencias de DXS de plantas, deducidas a
partir de las EST correspondientes, suficientemente largas para poder ser reconocidas por el
algoritmo a la hora de elaborar el dendrograma (Figura II.6a). De la observacién del
dendrograma resulta notorio como las enzimas aparecen agrupadas siguiendo las relaciones
evolutivas entre las distintas especies representadas. Tanto es asi, que las DXS correspondientes
a especies de la familia de las solanaceas o aquellas otras pertenecientes a las leguminosas
aparecen agrupadas en la misma rama. Por otro lado, las DXS de plantas se encuentran
separadas en 2 grupos (I y II), uno de las cuales engloba a la DXS1 y a la DXS2 de Arabidopsis.
El analisis del alineamiento del que deriva el dendrograma permite establecer el conjunto de
residuos que marca la diferencia entre los dos subgrupos de DXS y que, presumiblemente,
permitird asignar una DXS dada a uno o al otro. Las especies M. truncatula [309], L. esculentum
y S. tuberosum, poseen representantes en ambas ramas. La busqueda en las bases de datos
confirmé este fendmeno también para G. max y Z. mays, indicando que la existencia de

multiples isoformas de la DXS seria un fendmeno generalizado entre los genomas vegetales.

Por su parte, la secuencia peptidica tedrica correspondiente a la DXS3 aparece bastante
alejada del resto de las DXS vegetales, y mas aun que aquella de Chlamydomonas o
Rhodobacter, situandose muy cercana a E. coli. Este hecho podria verse justificado por la
observacion, efectuada sobre el alineamiento correspondiente, de las grandes diferencias con el
resto de DXS vegetales (Figura II.5). Finalmente, también es sefalable la ausencia de un

dominio en la DXS3 presente en el resto de formas presentadas en el alineamiento.

En una segunda aproximacion filogenética, y con el proposito de acotar el parentesco de
la isoforma divergida DXS3, procedimos a elaborar un nuevo arbol que incluia, ademas de las
DXS de plantas presentes en el alineamiento de la Figura II.5, las secuencias de varias
transcetolasas y de la subunidad E1 del complejo de la piruvato deshidrogenasa, enzimas todas
ellas pertenecientes a la familia de enzimas dependientes de pirofosfato de tiamina (TPP) [260]
(Figura II.6b). Como era de esperar, las enzimas aparecen agrupadas coherentemente de
acuerdo con su naturaleza catalitica, ademdas de conservar las relaciones evolutivas
correspondientes. Resulta destacable como la DXS3 de A. thaliana aparece mas cercana al resto

de DXS que a aquellas otras enzimas incluidas en el dendrograma.
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Figura I1.6: Andlisis filogenético de las DXS y otras transcetolasas. Los arboles filogenéticos fueron
efectuados mediante el programa ‘“Molecular Evolutionary Genetics Analysis” (MEGA), version 2b2
utilizando el algoritmo de “Neighbor-joining”. La longitud de los brazos refleja el niimero de substituciones
aminoacidicos entre secuencias, excluyendo aquellas posiciones en las que al menos una de ellas presenta una
delecion. El algoritmo asume que la frecuencia de aparicion de los aminoacidos es la misma para todos ellos.
(a), alineamiento de las DXS vegetales completas clonadas hasta el momento y aquellas deducidas a partir de
EST que resultaron suficientemente largas para ser consideradas por el algoritmo, entre las que se encuentran
Oryza sativa (T02208 ), Artemisia annua (AF182286), DXS2 de Lycopersicon esculentum (TC85474 y
TC85473), DXS1 de Glycine max (TC69708 y TC62913), DXS1 de Solanum tuberosum (TC16033), DXS2 de
S. tuberosum (TC17144) Narcissus pseudonarcissus (AJ279019), Morinda citrifolia (AF443590), Stevia
rebudiana (CAD22155). Se incluyen también las DXS de Rhodobacter capsulatus (4, N° acceso: Z11165 y B,
[119]), de Plasmodium falciparum (AF111814), Escherichia coli y Chlamydomonas reinhardtii (T08140). Se
han sefialado en verde las DXS de A. thaliana. (b), drbol filogenético que incluye las DXS de plantas
completas clonadas en el momento,varias transcetolasas (TK), sefialadas en rojo, entre las que se incluyen las
correspondientes a Homo sapiens (PH0845), Xenopus laevis (AAF76194), Mus musculus (BAB30335),
Capsicum annuum (Y15781) y A. thaliana (Y15782); y diversas piruvato deshidrogenasas (subunidad E1,
PDH) tales las de M. musculus (AK011810), H. sapiens (P11177), Zea mays (AAC72192) y A. thaliana
(038799) resaltadas en azul, todas ellas pertenecientes a la misma familia de enzimas dependientes de

pirofosfato de tiamina.
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1.1.4. Identificacion del gen DXR que codifica para la 1-desoxi-D-xilulosa 5-

fosfato reductoisomerasa (DXR) de A. thaliana.

La busqueda de ESTs en las bases de datos disponibles utilizando como “anzuelo” la
secuencia peptidica correspondiente a la DXR de E. coli (N° acceso: AB013300), resulté en la

identificaciéon de los clones 120E8T7 y 65F11XP3’. La secuenciacién de los mismos reveldé que
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ambos correspondian a versiones truncadas del ADNc correspondiente al gen DXR de A.

thaliana.

Con el objetivo de obtener un ADNc completo del gen DXR de A. thaliana se emprendid
el analisis de los extremos 5’ y 3’ del ARNm correspondiente. Utilizando como molde ARN de
plantulas de Arabidopsis de 12 dias crecidas en luz y el oligonucleétido DXR.GSP1 se sintetizé un
ADNCc especifico, a partir del cual se planted una estrategia de RACE 5’ analoga a la acometida
para la DXS1. Dos reacciones de PCR anidadas llevadas a cabo sobre este molde y empleando
los oligonucledtidos DXR.GSP2 y DXR.GSP3 como cebadores especificos, generaron un patron de
bandas del que aquella de mayor tamafio fue seleccionada, purificada y finalmente clonada en el
vector pGEM-T. El ADN resultante se utilizd para transformar E. coli, lo que dié como resultado
numerosos transformantes, cuatro de cuyos insertos fueron secuenciados. De esta manera, se
confirmd como el extremo 5’ de todos aquellos insertos coincidia en una adenina situada 89 pb
en direccidon 5’ del codén ATG de inicio de traduccién (Figura I1.7). No obstante, en este caso, la
secuencia que rodea al triplete de iniciaciéon de la traduccién no coincidia con las previamente
descritas para los ARNm de plantas [181]. Asimismo, se llevd a cabo la determinacion del
extremo 3’ del ARNm DXR a través de un experimento de RACE 3’, con el oligonucledtido
DXR.S2 como cebador especifico. Los extremos de los 10 clones obtenidos sefialaban 5 sitios de
poliadenilacién distintos, 4 de los cuales se situaban préoximos a la secuencia candnica AATAAA

identificada como sefial de poliadenilacién (Figura I1.7) [21, 143, 168].

Con la informacién disponible se disefiaron cebadores que permitieran clonar un ADNc
con la secuencia codificante completa del gen DXR. De esta manera, los oligonucleétidos DXR-34
y DXR-E2, respectivamente, fueron utilizados en una reaccion de PCR llevada a cabo en dos
etapas consecutivas a partir de una libreria de ADNc obtenida a partir de la linea celular T87
[16] (apdo. V.4.5.1). El producto de amplificacion finalmente obtenido fue purificado y clonado
en el pldsmido pBLUESCRIPT-SK*. La construccién resultante fue denominada pDXRAt.3 y su
identidad confirmada mediante la secuenciacién completa del inserto. El ADNc clonado contenia
un marco abierto de lectura de 1431 pb (Figura I1.7) [48].

Figura I1.7: Secuencia nucleotidica y peptidica de la DXR de A. thaliana. La secuencia nucleotidica ha sido
deducida a partir del ADNc clonado y los extremos resultantes de los experimentos de RACE. La
nomenclatura es la misma que la empleada en las Figuras II.1 y I1.3. Sobre las UTR 5’ y 3’ aparecen
sefialados con doble subrayado los oligonucleotidos DXR.34 (5°, sentido) y DXR.E2 (3°, antisentido)
respectivamente, utilizados en el clonaje del ADNc. Con subrayado grueso aparecen los oligonucledtidos
especificos antisentido DXR.GSP3, DXR.GSP2 y DXR.GSP1 por 5°, y DXR.S2 sentido por 3°, respectivamente,

utilizados en los experimentos de RACE.
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1 Icactgtttatctgattcgtcttctctgataatcaaqaqtaqtaqtchqttctctqqaaaatattcgattttta

76 aaagactctgatgATGACATTAAACTCACTATCTCCAGCTGAATCCAAAGCTATTTCTTTCTTGGATACCTCCAG

M T L N S L S P A E S K A I S F L D T S R

151 GTTCAATCCAATCCCTAAACTCTCAGGTGGGTTTAGTTTGAGGAGGAGGAATCAAGGGAGAGGTTTTGGAARAAGG

F N P I P K L S G G F S L R R R N Q G R G F G K G

226 TGTTAAGTGTTCAGTGAAAGTGCAGCAGCAACAACAACCTCCTCCAGCATGGCCTGGGAGAGCTGTCCCTGAGGC

v K ¢ s v K v Qg 0 ¢ 0 o p P P A W P G R A V P E A

301 GCCTCGTCAATCTTGGGATGGACCAAAACCCATCTCTATCGTTGGATCTACTGGTTCTATTGGCACTCAGACATT

P R Q0 S w D G P K P I S I V G S T G S I G T Q T L

376 GGATATTGTGGCTGAGAATCCTGACAAATTCAGAGTTGTGGCTCTAGCTGCTGGTTCGAATGTTACTCTACTTGC

p r v A E N P D K F RV V AL A A G S N V T L L A

451 TGATCAGGTAAGGAGATTTAAGCCTGCATTGGTTGCTGTTAGAAACGAGTCACTGATTAATGAGCTTAAAGAGGC

b 9 vV R R F K P A L V A V RN E S L I N E L K E A

526 TTTAGCTGATTTGGACTATAAACTCGAGATTATTCCAGGAGAGCAAGGAGTGATTGAGGTTGCCCGACATCCTGA

L A DL DY K L E I I P G E O G V I E V A R H P E

601 AGCTGTAACCGTTGTTACCGGAATAGTAGGTTGTGCGGGACTAAAGCCTACGGTTGCTGCAATTGAAGCAGGAAA

AV T v v T G I VG C A G L K P T V A A I E A G K

676 GGACATTGCTCTTGCAAACAAAGAGACATTAATCGCAGGTGGTCCTTTCGTGCTTCCGCTTGCCAACAAACATAA

p r A L A N K EE T L I A G G P F V L P L A N K H N

751 TGTAAAGATTCTTCCGGCAGATTCAGAACATTCTGCCATATTTCAGTGTATTCAAGGTTTGCCTGAAGGCGCTCT

v K I L.Pp A D S E H S A I F 0 C I 0 G L P E G A L

826 GCGCAAGATAATCTTGACTGCATCTGGTGGAGCTTTTAGGGATTGGCCTGTCGAAAAGCTAAAGGAAGTTAAAGT

R XK 1T 1T L. T A S G G A F R D W P V E K L K E V K V

901 AGCGGATGCGTTGAAGCATCCAAACTGGAACATGGGAAAGAAAATCACTGTGGACTCTGCTACGCTTTTCAACAA

A D A L K H PN WDNMSGZK K I T V D S A T L F N K

976 GGGTCTTGAGGTCATTGAAGCGCATTATTTGTTTGGAGCTGAGTATGACGATATAGAGATTGTCATTCATCCGCA

G L E Vv I E A H Y L ¥ G A E Y D D I E I V I H P Q

1051 AAGTATCATACATTCCATGATTGAAACACAGGATTCATCTGTGCTTGCTCAATTGGGTTGGCCTGATATGCGTTT

s 1 I H s M I E T ¢ D s s v L A Q L G W P D M R L

1126 ACCGATTCTCTACACCATGTCATGGCCCGATAGAGTTCCTTGTTCTGAAGTAACTTGGCCAAGACTTGACCTTTG

p I L Yy T M S w pPp D R V P C S E V T W P R L D L C

1201 CAAACTCGGTTCATTGACTTTCAAGAAACCAGACAATGTGAAATACCCATCCATGGATCTTGCTTATGCTGCTGG

K L G s L T F*F K K P DNV K Y P S M D L A Y A A G

1276 ACGAGCTGGAGGCACAATGACTGGAGTTCTCAGCGCCGCCAATGAGAAAGCTGTTGAAATGTTCATTGATGARAA

R A G G T M T GV L S A A NE KAV EMF I D E K

1351 GATAAGCTATTTGGATATCTTCAAGGTTGTGGAATTAACATGCGATAAACATCGAAACGAGTTGGTAACATCACC

I s Yy . bl ¥ K V V E L T CDI K HRNE L V T S P

1426 GTCTCTTGAAGAGATTGTTCACTATGACTTGTGGGCACGTGAATATGCCGCGAATGTGCAGCTTTCTTCTGGTGC

s L E £E I v H Y D L W A R E Y A A N V Q L S S G A

1501 TAGGCCAGTTCATGCATGAagaattggttgttggaagaacataaggaagcttctgaggaaatgttgaaagaagat

R P V H A *

1576 tagtgtagagaatggggtactacttaatagcgtttttggcaaggattatggattgtgtagctaatttatctgtga

1651 tccqaacaaqccaaactqataatttgaaaccatttttacaccgagcttaattgtttlalatlatatga
1726 Elaattacattcatctaagggttcttgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

A continuacidn, y con el objeto de identificar el nimero de copias del gen DXR presentes
en el genoma de Arabidopsis, se abordd la misma estrategia de Southern-blot referida para las
DXS. No obstante, y a diferencia de lo observado en el caso del gen DXS, el patron de bandas
obtenido en este caso, desarrollando la hibridacién bajo condiciones de alta y baja severidad, no
reveld ninguna diferencia, y resultaba ademas congruente con el mapa de restriccion de la
region de ADN gendmico reconocida por la sonda de ADNc utilizada (ver apdo. V.5.2.1). Estos
resultados mostrarian que el genoma de Arabidopsis contiene una Unica copia del gen DXR
(Figura I1.8). Ademas, estan de acuerdo con los resultados negativos obtenidos en la busqueda
bioinformatica de homdlogos para el gen DXR sobre la secuencia completa del genoma de A.

thaliana.

El estudio de la localizacion del gen DXR en el genoma de Arabidopsis mostré su
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emplazamiento en el cromosoma 5, correspondiendo concretamente a la secuencia nucleotidica
del clon genémico MQB2. El alineamiento de la secuencia de ADNc obtenida y la regiéon genémica

correspondiente puso de manifiesto una organizacién estructural del gen DXR en 12 exones y 11
intrones, extendiéndose sobre 3,2 kb (Figura I1.8c).
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Figura I1.8: Andlisis mediante Southern-blot de la complejidad genomica del gen DXR de Arabidopsis
thaliana. (a), resultado del experimento de Southern-blot; b, mapa de restriccion a escala de la region
genomica donde esta localizado el gen DXR, marcandose, con una flecha blanca, la posicion de la sonda
utilizada, c, representacion esquematica de la organizacion en exones e intrones del gen DXR, asi como la

estructura del ARNm correspondiente y del péptido codificado. La nomenclatura es la misma que la utilizada

en las Figuras I1.2 y I11.4.
1.1.5. Analisis de la proteina DXR.

El ADNc clonado del gen DXR codifica para una proteina de 477 residuos aminoacidicos,

con un peso molecular estimado de 52 kDa y un punto isoeléctrico tedrico de 6,61 (5,66 en la
proteina madura).

El alineamiento de las secuencias peptidicas deducidas para homdlogos de la DXR de

varias especies vegetales y con su homdlogo procariota en E. coli, refleja el alto grado de
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conservacion existente (Figura I1.6). Este hecho es particularmente evidente entre las enzimas
de plantas, de tal modo que si entre la enzima de Arabidopsis y la de E. coli el porcentaje de
identidad alcanza el 34,9% (54,3% de similitud), la identidad se eleva hasta valores del 83,1%

con su homoélogo en L. esculentum, o del 83,2% con el correspondiente a O. sativa.

El examen del alineamiento permite, ademas, identificar algunas secuencias conservadas
de acuerdo con la actividad enzimatica desempefiada por la DXR. Concretamente, y como es de
esperar para enzimas que utilizan el NADP(H), aparece conservado el dominio responsable de la
unién con aquel cofactor, y que viene caracterizado por el motivo consenso (Ile/Leu)-(Leu/Val)-
Gly-X-Thr-Gly-Ser-Ile-Gly situado préximo al extremo N-terminal (posicién 85 de la DXR de A.
thaliana; X representa cualquiera de los residuos hidrofébicos Ala, Val y Met) [228]. Aldn mas, el
analisis de la comparacion entre todas las secuencias revela la existencia de 3 residuos de
histidina altamente conservados entre todas las proteinas y que han sido relacionados con la
actividad catalitica del enzima [159]. En la DXR de Arabidopsis dichos residuos estan localizados

en las posiciones 232, 278 y 326.

Por otra parte, y a pesar de que el mecanismo de reaccidon propuesto para la DXR
comparta cierta semejanza con el correspondiente a las ceto acido reductoisomerasas (enzimas
involucradas en la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada a partir del piruvato), las
secuencias aminoacidicas deducidas para ambos grupos de enzimas no guardan un grado de
similitud significativo. En concreto, La acetohidroxi-acido isomeroreductasa (N° de acceso
X69880, [90]) de A. thaliana muestra un reducido porcentaje de identidad (11,9%,

correspondiente a un 24% de similitud) con la DXR.

Para caracterizar mas en detalle la secuencia correspondiente al extremo N-terminal, se
efectué un alineamiento comparando las regiones correspondientes a otras DXR de plantas
conocidas hasta el momento, deducidas a partir de sus ADNc completos clonados. Asimismo, se
consideraron aquellos EST cuyas secuencias se hubiesen confirmado por al menos 2 entradas
independientes. A primera vista, destaca la existencia de una secuencia N-terminal en el caso de
las DXR de plantas que no esta presente en la DXR de E. coli, y que representa 79 residuos en el
caso de la enzima de A. thaliana. El analisis de dichas secuencias revela las caracteristicas
propias de un péptido de transito a plastidos y que incluyen, tal y como se reflejo en el caso de
las DXS1 y DXS2, una alta proporcién de residuos de Ser, Thr y Ala (concretamente 16 sobre las
79 totales). De acuerdo con la deduccion efectuada por el programa ChloroP V1.1., el sitio de
procesamiento para la proteina de Arabidopsis se situa entre los residuos Lys49 y Cys50 [97].
Resulta destacable como en 11 de los 14 péptidos de transito el punto de corte propuesto se
disponga hacia el extremo N-terminal del motivo conservado Cis-Ser-X (donde X representa
cualquiera de los residuos hidrofébicos Ala, Val y Met). Un anadlisis pormenorizado de las
secuencias correspondiente a estos supuestos péptidos de transito arroja todavia mas datos. En

efecto, si la region dispuesta hacia el extremo N-terminal del punto de corte estd pobremente
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conservada y particularmente enriquecida en residuos de Ser, caracteristicas, por otro lado,
propias de los péptidos de transito [108], la zona que se extiende hacia el extremo C-terminal,
aproximadamente entre las posiciones 50-80, estd especialmente conservada y es
significativamente rica en residuos de Pro. Concretamente se pueden contabilizar de 6 a 8
residuos que permiten definir el motivo Pro-(Pro/GlIn)-Pro-Ala-Trp-Pro-Gly-(Arg/Thr)-Ala en la
regién mas rica en Pro. Este andlisis sugiere que las proteinas correspondientes a las formas
maduras de las DXR vegetales poseen, hacia la regién N-terminal, una extension rica en Pro que

no esta presente en las DXR procaridticas.

Finalmente, resaltar que los analisis de los perfiles de hidrofobicidad efectuados sobre la
proteina DXR apuntaron a que, al igual que la DXS1, podria tratarse de una proteina soluble.
Estos datos, junto con los obtenidos en relacion con la flexibilidad estructural, anfipatia,
exposicion a la superficie e hidrofilicidad, permitieron definir el dominio Glu-Ala-Pro-Arg-GIn-Ser-
Trp-Asp-Gly-Pro-Lys dispuesto entre las posiciones 71 y 81 de la proteina DXR de A. thaliana
como el mas antigénico. Consecuentemente, dicho péptido fue sintetizado y utilizado para la

obtencién de anticuerpos, tal y como se describe en el apartado V.5.3.1.

Figura 9: (a) Alineamiento maultiple de las DXR vegetales publicadas hasta el momento y el homdlogo
correspondiente de E. coli. Se incluyen las secuencias peptidicas de A. thaliana (N° acceso AF148852, [48]),
Oryza sativa (AF367205), Lycopersicon esculentum (LEBS8MI11, [237]), Catharanthus roseus (AAF65154,
[303], Mentha x pipperita (AF116825, [161]) y Escherichia coli (AB013300, [291]). En negro aparecen
sombreadas las posiciones conservadas en todas las secuencias, y en gris solo las que estan presentes en 5 de
las 6 entradas. Por su parte, el motivo caracterizado como de union al cofactor NADP(H) aparece sombreado
en verde, y en rojo, los residuos de His descritos como implicados en la actividad catalitica DXR [159]. La
flecha indica el origen de la proteina madura a partir del sitio de corte deducido por el algoritmo Chloro-P
v.1.1. Finalmente, se sefiala también, con una barra negra, la region correspondiente el péptido utilizado para

generar los anticuerpos anti-DXR.

(b), Alineamiento multiple de secuencias correspondientes a los extremos N-terminal de 14 DXR de plantas
y la correspondiente al homdélogo en E. coli. Una barra negra seiiala la region correspondiente al péptido
utilizado para generar los anticuerpos anti-DXR. El fondo gris tras los residuos en blanco refleja las
posiciones en las que se han encontrado dos residuos distintos. Los ultimos residuos del péptido de transito,
predichos en cada caso por el programa ChloroP VI1.1., aparecen subrayados. El sitio hipotético de
procesamiento proteolitico deducido del andlisis global de las secuencias alineadas aparece indicado con una
punta de flecha. Las secuencias de ADNc y de las ESTs correspondientes son accesibles desde el “GenBank”
con los siguientes N° de acceso: Artemisia annua (AF182287), C. roseus (AF250235), Glycine max (EST 1,
BES804032; EST2, BE211397 y EST3, BG839054), Lycopersicon hirsutum (EST, AW617386), Medicago
truncatula (EST 1, BG456710 y EST 2, BG450566), Mentha x pipperita (AF116825), Solanum tuberosum
(EST, BE924278), Zea mays (AJ297566) y E. coli (AB013300).
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I.2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS DXS1, DXS2 Y
DXR.

Con el objeto de estudiar la localizacién subcelular de las proteinas DXS1, DXS2 Y DXR
se plantearon dos estrategias independientes. La primera se basdé en la transformacion,
mediante microbombardeo, de células vegetales con construcciones que expresan la proteina
delatora GFP (abreviatura en inglés de proteina fluorescente verde) y en la observacién de la
fluorescencia por ella emitida. La segunda consistié en la deteccidén directa de la proteina por
medio de técnicas de inmunocitoquimica sobre cortes ultrafinos de microscopia electrénica.
Ambas aproximaciones se detallan a continuacion en los dos epigrafes siguientes, de manera tal
que el conjunto de observaciones realizadas permitié ratificar la localizacion plastidica de las
proteinas DXS1, DXS2 y DXR, de modo coherente con la funcién propuesta para dichas enzimas
en la ruta MEP.

1.2.1. Estudio de la distribucion subcelular de las proteinas DXS1, DXS2 y
DXR.

Con el propésito de estudiar la distribucién subcelular de las proteinas DXS1, DXS2 y
DXR, se generaron construcciones en las que las secuencias codificantes completas de la DXS1 y
la DXR fueron fusionadas traduccionalmente al extremo N-terminal de una version optimizada de
la proteina fluorescente verde (sGFP, [59]). En el caso de la DXS2, la construccidn utilizada era
la resultante de la fusién traduccional de los 45 primeros residuos (dominio correspondiente al
hipotético péptido de transito) con la GFP (Figura I1.5). En todos los casos, la expresion de la

proteina quimérica resultante estuvo dirigida por el promotor CaMV-35S (apdo. V.4.6.1).

La expresion transitoria de aquellas construcciones en células foliares subepidérmicas se
llevo a cabo mediante microbombardeo con un aparato de biolistica, tal y como se describe en el
apartado V.4.6.2. La muestra fue observada con la ayuda del microscopio laser confocal con el
objeto de determinar la localizacidon intracelular de la proteina quimérica expresada. La primera
deduccién resefable tras los primeros analisis de microscopia fue la baja eficiencia de
transfeccion obtenida. La optimizacion del proceso vino de la mano de la elecciéon de hojas
particularmente jovenes, concretamente hojas vegetativas de unos 0,5 cm de diametro
procedentes de plantulas de Arabidopsis de 15-20 dias. En estas muestras, presumiblemente, el
sistema de translocacion de proteinas codificadas por el genoma nuclear hacia los distintos
organulos subcelulares (tales como los plastidos) seria particularmente activo, sistema que, por
otro lado, podria verse desbordado como consecuencia de la sobreexpresion de las proteinas

quiméricas. Otros cambios que permitieron incrementar la eficacia de transfeccién pasaron por
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optimizar los pardmetros asociados especificamente con el proceso de biolistica.

La Figura II.10 muestra el patrén de localizacion encontrado en cada caso.
Concretamente, y como era de esperar, el control, efectuado con la proteina GFP, mostraba una
distribucién citosodlica y nuclear. La distribucién nuclear de la GFP esta justificada por no superar
la masa molecular definida por el tamafio de exclusién de los poros presentes en la envuelta
nuclear, difundiendo libremente a través de los mismos (Figura II.10a). En los tres casos
estudiados, la emision de la fluorescencia debida a la GFP se correspondia con una localizacién
cloroplastidica, lo cual venia corroborado por su colocalizacion con la autoflorescencia de la
clorofila. En efecto, la superposicién de las imagenes obtenidas utilizando un filtro especifico
para la emision en verde de la GFP, con aquellas otras capaces de absorber selectivamente la

autoflorescencia en rojo propia de la clorofila resultaba en una coloraciéon amarilla.

Era apreciable, sin embargo, una diferencia en relacion con el tamafio de los plastidos
identificados en el caso de la GFP dirigida por el supuesto péptido de transito de la DXS2. Aln a
pesar de coincidir espacialmente con la clorofila (Figura 11.10j), es apreciable como, en este
caso, el tamafo de los plastidos marcados con GFP era menor (Figura II.10h). Esta
particularidad se hace aun mas evidente cuando se observan las estructuras andlogas en la
imagen de autofluorescencia, donde, por otro lado y por regla general, la intensidad de la misma
era menor. Por su parte, el analisis de ultraestructura de células del meséfilo foliar reveld que la
relacion de tamafio entre los cloroplastos maduros y los proplastidos (Figura II.10k, | y m) se
ajustaba a la existente entre los plastidos marcadas por la proteina DXS2.PT:GFP y los
cloroplastos maduros, como se deduce de la observacién de las imagenes de microscopia

confocal correspondientes (Figura II.10h, iy j).

Figura I1.10: Experimentos de localizacion subcelular de la DXS1, la DXS2 y la DXR fusionadas a la GFP.
Hojas jovenes de A. thaliana fueron microbombardeadas con construcciones que codifican para las proteinas
DXS1 y DXR o la region que contenia el péptido de transito de la DXS2 fusionadas traduccionalmente a la
SGFP [59]. Las células que expresaban la proteina quimérica de fusion resultante fueron analizadas mediante
microscopia laser confocal. Las imdgenes muestran: a, localizacion de la proteina GFP; b, ¢ y d, experimentos
realizados con la proteina DXS1:GFP; e, fy g, DXR:GFP y h, i y j, DXS2.PT:GFP. Por su parte, b, e y h
corresponden a la observacion de la fluorescencia verde emitida por la GFP en las células transfectadas con
las muestras problema; c, f e i, autoflorescencia roja correspondiente a la clorofila de aquellas mismas
células; d, g y j imagen resultante de la superposicion de las dos imdgenes anteriores. Aparecen también
representadas a escala las construcciones utilizadas en cada caso, asi como los sitios de clonaje
correspondientes. Las imdgenes k, | y m muestran micrografias electronicas obtenidas a partir de cortes
ultrafinos de las primeras hojas verdaderas de A. thaliana, en un estadio temprano de desarrollo. Cp,

representa a los cloroplastos maduros,; Pp, proplastidos, C, citosol y Mt, mitocondria.
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1.2.2. Inmunodeteccién de las proteinas DXS1 y DXR mediante microscopia

electronica.

Como estrategia alternativa en el estudio de la localizacidn intracelular de la DXS vy la
DXR, se desarrollaron experimentos de inmunolocalizacion utilizando los anticuerpos anti-DXR y
anti-DXS1 descritos en el apartado V.5.3.1. Con dicho propdsito, se obtuvieron cortes ultrafinos
a partir de hojas verdaderas emergentes, procedentes de plantulas de 10-12 dias, las cuales
fueron finalmente incluidos en resina Lowicryl K4M (apdo. V.4.5.2). La eleccién de dichas
muestras vino motivada por ser células con un elevado nimero de cloroplastos en desarrollo vy,
consecuentemente, con la maquinaria de translocacion de proteinas funcionando activamente.
Con el objetivo de determinar cual era la diluciéon del anticuerpo que ofrecia una relacion optima
de marca especifica respecto del ruido de fondo, se ensayd un rango de concentraciones de
anticuerpo comprendidas entre 1/100 y 1/500 para los experimentos con anti-DXR, y 1/500 a
1/2000 en el caso de los anticuerpos generados contra la DXS1 (apdo. V.4.5.3). Las diluciones
seleccionadas fueron de 1/200 para anti-DXR y de 1/500 para anti-DXS1. Como controles
negativos a los experimentos de inmunolocalizacién se realizaron incubaciones con suero

preinmune o sin suero.

Las particulas de oro coloidal acopladas al anticuerpo secundario dirigido contra aquellos
anticuerpos a estudio se manifiestan, al microscopio electrénico, como estructuras ultradensas
de 15 nm de didmetro. La observacidn por microscopia electrénica de las muestras obtenidas,
refleja como dichas particulas son perceptibles fundamentalmente en los cloroplastos,
distribuyéndose en la matriz estromatica del mismo, tanto para el caso de la DXR (Figura II.11c
y d) como de la DXS1 (Figura II.10f). Sin embargo, cierta marca fue observada también al
exterior de dicho organulo, especialmente en el caso de la DXS1, tal y como muestra la imagen
obtenida (Figura II.11f). En cualquier caso, los distintos controles realizados no mostraron sefal

alguna (Figura II.11a, b y e).

Figura I1.11: Experimentos de inmunocitoquimica en el estudio de la localizacion intracelular de las
proteinas DXS1 y DXR. Las flechas indican particulas de oro de 15 nm, confirmando la inmunolocalizacion
de la DXS1 y la DXR en los cloroplastos. Se ha utilizado, en cada caso, a, suero preinmune obtenido a partir
del conejo inmunizado contra la DXR a una dilucion 1/500; b, hibridacion control sin anticuerpo primario ni
secundario; ¢, hibridacion control sin anticuerpo primario y con anticuerpo secundario anti-IgG de conejo, d,
suero anti-DXR a una concentracion de 1/200; e, hibridacion control sin anticuerpo primario y con anticuerpo
secundario anti-IgG de raton; f, micrografia electronica resultante de la incubacion con anti-DXS1 (1/500),
obtenidas a partir de ascitas de raton inmunizadas con la DXS1 [101]. Para el protocolo de
inmunocitoquimica ver apartado V.4.5.3. Las letras sobre las imagenes sefialan, respectivamente: Al, granulos
de almidon cloroplastidicos; A, citoplasma; E, estroma; CG, complejo de golgi; Mt, mitocondria; N, nucleo;

RE, reticulo endoplasmatico; T, membranas tilacoidales y V, vacuolas.
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I.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES DXS7 Y DXR de

Arabidopsis thaliana.

La utilizacion de técnicas de northern-blot o western-blot, asi como aquellas derivadas
de la utilizacion del gen delator GUS permitieron obtener una idea detallada y precisa del patrén
de expresion espacial y temporal de los genes DXS1 y DXR, tal y como se describe a

continuacioén.

1.3.1. Analisis de la expresion de los genes DXS71 y DXR de Arabidopsis

thaliana.

1.3.1.1. La expresion de los genes DXS1y DXR durante etapas tempranas del desarrollo: Estudios

de northern-blot y western-blot.

En primer lugar, se abordd el estudio de la expresion de los genes DXS1 y DXR durante
el desarrollo de plantulas jévenes. Se siguid para ello una aproximacién mediante western-blot,
por la cual se estudio el patréon de distribucidn de las proteinas codificadas por los genes DXS1 y
DXR sobre muestras obtenidas a partir de extractos de plantulas crecidas bajo un ciclo de
luz:oscuridad de 16:8 horas (condiciones de dia largo). Para ello, dichas proteinas fueron
detectadas sobre las diferentes muestras analizadas con anticuerpos especificos. En ambos
casos, las bandas de proteina detectadas por los respectivos anticuerpos presentaron un tamafio
coherente con la masa molecular deducida para las hipotéticas proteinas, una vez sufrido el
procesamiento asociado con la translocacién a los plastidos. En efecto, la masa molecular
aparente de las bandas detectadas en cada caso fue de en torno a 70 kDa en el caso del
anticuerpo anti-DXS1, y de 46 kDa con el anticuerpo anti-DXR. De este modo, se pudo observar
como los niveles de proteina DXS1 y DXR no variaban durante el desarrollo vegetativo de
plantulas en los diferentes estadios analizados, esto es, desde el dia 4 al 21 después de la

germinacién (Figura I1.12).

4 8 12 16 21 Figura I1.12: Estudios de los niveles de la proteina DXS1 y
DXR durante el desarrollo de plantulas de A. thaliana.
DXS1l > e = . s d
Western-blot efectuado sobre 30 ug de proteina obtenida a
partir de plantulas crecidas bajo un ciclo de 16 horas luz:8

DXR > & e «n &= o horas oscuridad (fotoperiodo de dia largo) utilizando
anticuerpos especificos anti-DXSI y anti-DXR.
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La Figura II.13 muestra el analisis por northern-blot efectuado mediante sondas
especificas para los ADNc de los genes DXS1 y DXR sobre muestras de ARN total obtenidas a
partir de plantulas crecidas durante 7 dias en oscuridad, o durante 9 dias bajo condiciones de
fotoperiodo de dia largo. Se detecté la presencia de transcritos de 2,65 kb en el caso de la DXS1
y de 1,8 kb para la DXR, de acuerdo con los tamafos esperados segun los ADNc
correspondientes. En ambos casos los niveles de ARNm eran ostensiblemente menos elevados
en las muestras de ARN de oscuridad. Este extremo fue verificado a su vez por los experimentos
de western-blot (Figura II1.13b), los cuales delataron un mayor acimulo de la proteina DXS1 vy
DXR en las plantulas crecidas en presencia de luz. Adicionalmente, dichos experimentos
revelaron que las diferencias detectadas bajo una u otras condiciones a nivel de proteina eran

menores que aquellas encontradas a nivel de los ARNm correspondientes.

a 1 o b L o Figura I1.13: Anadlisis de la expresion de los genes

ARNm DXS1-+ DXS1y DXR en plantulas crecidas en condiciones

DXS1-+ [ s
de luz y oscuridad. (a), experimentos de northern-

blot sobre 10 ug de ARN extraido de plantulas
ARNm DXR "‘-!l DXR+» - crecidas durante 9 dias en ciclo de dia largo (L, 16

h luz:8 h oscuridad) o durante 7 dias en oscuridad

(O) utilizando las sondas indicadas en el apartado

Br-Et V.5.2.3; b, experimento andlogo realizado

mediante western-blot sobre 20 ug de proteina.

Seguidamente, y con el objeto de discernir si este comportamiento era debido a cambios
en el programa morfogenético particular o si tenia lugar una inducciéon de la expresién en
respuesta a la luz, se midieron los niveles del transcrito correspondiente a la DXR sobre
muestras crecidas en oscuridad y posteriormente transferidas a luz durante 6 y 24 horas (Figura
I1.14a). De este modo, se constaté un incremento en las cantidades del ARNm DXR asociado al
proceso de desetiolacién. Mediante experimentos de western-blot, fue estudiado el proceso
analogo a nivel de acumulacién de la proteina DXS1 (Figura I1.14b), observandose un fendémeno
de induccién durante el proceso de desetiolacién similar al previamente descrito para el ARNm
[187].
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= O 6hL 24hL b o enroenn

ARNm DXR +
" == =|eDxs1

Br-Et

Figura I1.14: Acumulacion del transcrito DXR y la proteina DXS1 durante el proceso de desetiolacion. (a),
20 ug de ARN de plantulas crecidas 7 dias en oscuridad (O) y posteriormente expuestas durante 6 (6hL) 6 24
horas (24hL) a la luz fueron utilizados en un experimento de northern-blot con una sonda especifica para el
ARNm DXR (apdo. V.5.2.3); b, experimento andlogo de western-blot con 20 ug de proteina utilizando el

anticuerpo especifico frente a la DXS]1.

1.3.1.2. La expresion de los genes DXS1y DXR en la planta adulta: Estudios de northern-bloty

western-blot.

El andlisis de la distribucién en diferentes tejidos y 6rganos de la planta adulta de los
transcritos correspondientes a los genes DXS1 y DXR se muestra en la Figura II.15. Se puede
observar cémo tanto el mensajero de la DXS1 (a) como el de la DXR (b) se detecta en todos los
tejidos analizados, asi como en la suspensién celular de la linea T-87 [16]. Particularmente, y en
lo que concierne a DXS1, los niveles de mensajero eran particularmente elevados en tejidos
verdes, tales como las hojas y los tallos, aunque también eran apreciables en inflorescencias,
silicuas, y, en bastante menor medida, en raices (Figura II.15a). Por su parte, la linea celular T-
87 mostrd también importantes niveles de expresion [16]. Sin embargo, en el caso del gen DXR
(Figura II.15b), los acumulos del transcrito correspondiente resultaron mas elevados en
inflorescencias y hojas, aunque los niveles mas destacados de expresién fueron detectados en la
supension celular de la linea T-87 [16]. También resultaron subrayables los niveles de expresion
detectados en las raices, en este caso de una abundancia relativa mayor que la observada para
DXS1. Los menores acumulos del transcrito DXR fueron observados en tallos. En general, las
variaciones en los niveles del ARNm DXR entre los distintos tejidos se revelaron menores que los
observados para el mensajero correspondiente al gen DXS1. Resulta importante sefialar, en este
punto, la diferente procedencia de las muestras de raiz utilizadas en cada uno de los casos, y
que para el experimento de northern-blot efectuado con la sonda especifica para la DXR procedia
de plantas jévenes crecidas en placa y cuyas raices estaban, consecuentemente, expuestas a la
luz. Finalmente, recalcar la aparicion de un mensajero adicional de alrededor de 1,4 kb en
inflorescencias y plantulas en proceso de desetiolacién (Figura II.14a, carril 24hL y Figura I1.15),
ademas del esperable de 1,8 kb de acuerdo con el ADNc del gen DXR que aparece en todas las

muestras analizadas.
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La Figura II.15 muestra también los resultados de los analisis de western-blot efectuados
con muestras procedentes de distintos tejidos y érganos de planta adulta. Una vez mas, fue
detectada una banda Unica, de un tamafio en torno a los 70 kDa, correspondiente a la forma
madura de la DXS1, en todos los tejidos analizados, tal y como refleja la imagen de la Figura
II.15c, y de modo parecido a lo observado anteriormente para el ARNm. Sin embargo, la
abundancia relativa en cada una de ellos diferia de los observados para el ARNmM
correspondiente en los experimentos de northern-blot. Destacan, en este sentido, los mayores
niveles alcanzados en las muestras de frutos e inflorescencias, sobre todo con respecto a los
detectados en hojas, particularmente las de la roseta basal. Una mejor correlacion fue
encontrada en cuanto a la distribucion tisular del transcrito de 1,8 kb correspondiente a la DXR y
la proteina de 46 kDa detectada por western-blot (Figura II. 15d). La proteina DXR se acumula a
niveles relativamente elevados en inflorescencias y en frutos. Una vez mas, las hojas,
particularmente las de la roseta, presentaron acumulos menores de proteina en relacién con los

observados para el ARNm en los experimentos de northern-blot.

a
I H T R

b
s I H T R ¢ c
ARNm DXSI-»-m .J ‘----—-ﬂ q—i,i g S——
‘“f

S e N e iy

Figura I1.15: Estudio del patron de expresion de los genes DXS1 y la DXR en la planta adulta. Experimentos

de northern-blot a partir de 20 (a) y 15 (b) pgs de ARN precedente de diversos tejidos de A. thaliana (sondas,
apdo. V.5.2.3). Las imagenes muestran la pelicula autorradiografica resultante de una exposicion de 6 horas
(a) y 48 horas (b) en las que se detectan los transcritos correspondientes a los ARNm de la DXSI (a) y la DXR
(b) respectivamente. Se sefiala la banda adicional de 1,4 kb detectada con la sonda especifica para DXR. Se
incluye también el gel correspondiente, teiiido con Br-Et previamente al proceso de transferencia. Paneles ¢ y
d, anadlisis por western-blot sobre 30 ug de extracto crudo de proteina de los tejidos indicados, utilizando los
anticuerpos policlonales especificos contra la DXSI y la DXR. El tiempo de exposicion fue de
aproximadamente 1 minuto. Las abreviaturas corresponden a: S, Silicuas; I, Inflorescencias; H, Hojas; HC,

Hojas Caulinares; HR, Hojas de Roseta; T, tallo; R, Raices y C, Suspension celular de la linea T87 [16].
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11.3.1.3. Andlisis del patrén de tincion histoquimica de plantas transgénicas portadoras de genes
quiméricos DXS1:GUS y DXR:GUS.

Para analizar detalladamente la expresion de los genes DXS1 y DXR de forma tejido- u
organo-especifico, asi como en momentos y condiciones concretas del desarrollo, se optd por la
determinacion de la actividad histoquimica de plantas transgénicas portadoras de la fusién del
promotor correspondiente con el gen delator GUS. Con dicho propésito, se planteé el clonaje de
la regidon 5’ flanqueante de los genes DXS1 y DXR, siguiendo las estrategias detalladas en el
apartado V.4.1.2. De esta manera, unas 2 kb de la regiéon 5’ flanqueante del gen DXS1 que
comprenden 1738 pb de la secuencia situada hacia 5’ del sitio de inicio de la transcripcién
definido por el experimento de RACE 5’, la region transcrita no traducida (5° UTR) en su
totalidad, asi como los primeros 12 pb de la regién codificante, se fusionaron con el gen GUS.
Por su parte, se recuperd un fragmento de 1,3 kb de la regidén 5’ flanqueante del gen DXR que
incluye 1,2 kb de la secuencia situada hacia 5’ del inicio de transcripcion, la UTR 5’ completa y
las 6 primeras pb de la region codificante, fusionados a su vez con el gen GUS. Dichas
contrucciones fueron realizadas en el vector binario pBI121, obteniéndose los plasmidos (-
1738/4+217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS, respectivamente, que fueron utilizados para
transformar plantas de A. thaliana var. Col. 3 siguiendo el protocolo de infiltracion al vacio con

Agrobacterium tumefaciens (apdo. V.4.1.3).

De cada episodio de transformacion fueron recuperados individuos resistentes al
antibidtico correspondiente al marcador de seleccién (kanamicina). El patrén de expresion de los
respectivos genes quiméricos fue determinado mediante la deteccion histoquimica de la
actividad GUS con el sustrato X-Gluc en individuos de al menos seis lineas diferentes, (apdo.
V.4.7.1). De este modo, se confirmd que las diferencias de expresion entre las distintas lineas
transformadas con una misma construccidn eran meramente cuantitativas, esto es, ligeros
matices en cuanto a la intensidad de tincion. Se escogié en cada caso una de ellas que fue
considerada como representativa y para la que el caracter resistencia al antibidtico seguia una
segregacion mendeliana, con el objeto de Illevar a homocigosis. Sobre estas lineas
genéticamente uniformes se llevaron a cabo los estudios definitivos de tincién histoquimica que

se muestran en las Figuras I1.16 y 17.

El analisis de la linea 5.8 de las plantas (-1738/+217)DXS1:GUS confirmo la distribucion
generalizada de la tincién GUS. Aln mas, los bajos tiempos de incubacién con el sustrato X-Gluc
necesarios para obtener niveles perceptibles de tincién (2-3 horas) revelaron que la region
analizada del promotor DXS1 resultaba en una expresidon particularmente fuerte. El analisis
detallado de estas plantas durante estadios tempranos del desarrollo vegetativo revelé como la
expresion del transgén tenia lugar desde el dia 1, esto es, desde los primeros momentos de la
germinacion (Figura II.16a). A los 6 dias de crecimiento la expresidn se hacia generalizada en

todos los tejidos de la plantula (Figura II.16b). Cabe destacar cémo la actividad GUS detectada
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en los haces vasculares de los cotiledones era particularmente elevada, observacion que podia
hacerse extensiva también para las hojas verdaderas, tanto basales (Figura II.16e), como
caulinares (Figura II.16g). Posteriormente, y como ilustra el examen sobre pléntulas de 15 dias
(Figura II.16c), la actividad GUS aparecia en las primeras hojas verdaderas, manteniéndose

también por toda la raiz.

En lo que respecta a la fase reproductiva, los estudios realizados denotaron una
expresion igualmente intensa y generalizada en todos los 6rganos de la planta adulta. Caben
destacar los elevados niveles de expresion detectados en hojas de roseta (Figura II.16e), y
hojas caulinares (Figura II.16g), tanto en el limbo como en el peciolo. Pero no menos
importantes resultaron en otros 6rganos de la planta adulta, como en las inflorescencias (Figura
I1.16i y j), silicuas (Figura I1.16k y |), e incluso raices (Figura I1.16f). Por otra parte, subrayar la
elevada expresidn en tejidos en intenso crecimiento y diferenciacién, tales como los vastagos o

los brotes axilares y terminales (Figura I1.16g, h e i).

Todos los tejidos de las inflorescencias manifestaron actividad GUS, revelandose
particularmente intensa en los haces vasculares de sépalos y pétalos, en los drganos sexuales y
en los granos de polen (Figura I1.16j), asi como durante todos los estadios de desarrollo de las
mismas (Figura II.16i). Los pedunculos florales mostraron una intensidad de tincidn proporcional
al grado de madurez en el desarrollo de las flores (Figura II.16i). Un analisis mas en detalle se
obtuvo analizando muestras sometidas a diferentes tiempos de incubaciéon con el sustrato X-
Gluc. De esta manera se aprecié como en flores tefiidas durante tiempos cortos la expresién se
restringia a la zona cercana a las papilas estigmaticas y la base del ovario, a las anteras y a los
sépalos desapareciendo practicamente de los pétalos (resultados no mostrados) y extendiéndose
al resto de tejidos sélo después de incubaciones a tiempos mas largos. Del mismo modo, pudo
observarse como el perfil de expresidn en el gineceo se conservaba aln después de la
fecundacién. Si a tiempos cortos de incubacidon la expresion se concentraba en las zonas apical y
basal de las silicuas en desarrollo (Figura 1I1.16k), incubaciones a tiempos mas largos revelaron
como la expresion en frutos jovenes y maduros se extendia por toda la vaina, aunque
particularmente en la zona de abscisidon (Figura I1.16i y |). Por el contrario, no se detectaba
actividad GUS en las semillas (Figura II.16l) circunstancia que podria, no obstante, ser debida a

la impenetrabilidad de la cuticula para el sustrato.

El examen de tincion GUS realizado en las plantas transgénicas portadoras de la
construccion (-1158/+94)DXR:GUS mostrd un patrén similar al obtenido con el promotor DXS1,
aunque revelaba sutiles diferencias, tal y como se muestra en la Figura II.17. Hay que afadir
que, a diferencia de lo que anotdbamos para la regién estudiada del promotor DXS1, en el caso
de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS fueron necesarios tiempos prolongados de incubacion con

el sustrato X-Gluc para obtener niveles apreciales de tincién (16-24 horas).
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El patron de distribucion de la actividad GUS de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS
durante el desarrollo vegetativo reproducia el observado para la DXS1, con la particularidad de
que la expresién en raices decaia hacia el apice de la misma (Figura II.17b y c). En cualquier
caso, los perfiles de expresion dirigidos por uno u otro promotor no mostraron variaciones
cualitativas significativas en ninguno de los estadios de desarrollo de la plantula examinados,

examenes que se prolongaron hasta los 21 dias.

En cuanto a la expresidon del gen GUS dirigida por el promotor DXR durante la fase
reproductiva destacaba la elevada tincidn mostrada por las hojas de la roseta basal (Figura
II.17e), hojas caulinares (Figura II.17g) y, en menor nivel, inflorescencias (Figura II.17i y j).
Esto contrasta con lo observado en los tallos, donde la expresidn se cefiia exclusivamente a
aquellas zonas préximas a los brotes terminales y, de manera semejante a lo que observamos
para DXS1, resultaba proporcional al grado de desarrollo de los mismos (Figura I1.17i). En este
sentido, sefalar la aparente ausencia de actividad en los brotes axiales o laterales (Figura
I1.17g), a diferencia de en las terminales (Figura II.17h). Finalmente, subrayar la escasa aunque
significativa actividad GUS mostrada por las raices de la planta adulta, fundamentalmente en las
raices principales, de forma que dicha actividad se hacia mas intensa cuanto mas cerca estaba

de la parte aérea de la planta (Figura II.17f).

La actividad GUS observada en las inflorescencias de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS
se mostré durante todos los estadios de desarrollo de las mismas (Figura II.17i), en los érganos
sexuales y sépalos (Figura I1.17j), resultando ausentes en pétalos, salvo en la regién préxima al
pie de los mismos. El anadlisis a distintos tiempos de incubaciéon con el sustrato X-Gluc, revelo
como la tincién histoquimica se concentraba en los sépalos, las papilas estigmaticas y las
anteras, resultando especialmente intensa en los granos de polen (resultados no mostrados).
Los frutos, y sus pedunculos, presentaron también niveles notables de tincion, concentrandose
mayoritariamente en la zona apical a medida que avanzaban en el desarrollo (Figura II. 17k y I),

a diferencia de lo generalizado de la expresion de la DXS1 detectada en fruto.
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Figura 11.16: Localizacion histoquimica de la actividad GUS en plantas de A. thaliana portadoras de la
construccion (-1738/4217)DXS1:GUS. Las imdgenes representan, respectivamente: a, semillas en
germinacion de 1 dia; b, plantulas de 6 dias; c, plantulas de 15 dias; d, plantas de 9 dias crecidas en
oscuridad; e, roseta basal de 40 dias; f, raiz de planta adulta (6 semanas); g, hoja caulinar y brote lateral con
primordios; h, brote terminal e inflorescencias jovenes; i, inflorescencias en distintos momentos de desarrollo;
J, flor; k, silicua en desarrollo y I, silicua madura. Las muestras fueron incubadas 16 horas en solucion de

tincion con el reactivo X-Gluc a excepcion de la representada por k, que fue incubada 6 horas.

Figura 11.17: Deteccion de la actividad GUS en plantas de A. thaliana portadoras de la construccion (-
1158/494)DXR:GUS. Las imagenes corresponden, en cada caso: a, semillas en germinacion de 1 dia; b,
plantulas de 6 dias, c, plantulas de 15 dias; d, plantas de 9 dias crecidas en oscuridad, e, roseta basal de 2
meses; f, raiz de planta adulta (6 semanas); g, hoja caulinar y brote lateral con primordios foliares; h, brote
terminal e inflorescencias jovenes; i, inflorescencias en distintos momentos de desarrollo, j, flor; k, silicua en
desarrollo y 1, silicua madura. Las muestras fueron incubadas 16 horas en solucion de tincion con el reactivo

X-Gluc a excepcion de la representada por k, que fue incubada 6 horas.

11.3.1.4. Estudio del efecto de la luz en plantas transgénicas portadoras de las construcciones (-
1738/+217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS.

Hemos observado los acumulos diferenciales de mensajero y proteina DXS1 y DXR en
plantas crecidas en luz y en oscuridad, asi como la induccién de ambos genes durante el proceso
de desetiolacion (Figuras 11.13 y I1.14). En este sentido, el patrén de tincion histoquimica de la
actividad GUS dirigida por los dos promotores estudiados no diferia entre aquellas plantulas
crecidas en completa oscuridad respecto de las crecidas bajo un ciclo de 16 horas luz:8 horas
oscuridad. Efectivamente, se observdé como la tincién GUS se distribuia de forma generalizada
por todos los tejidos de la planta etiolada, al igual que las plantas crecidas en luz, aunque
resultaba moderadamente mas abundante en los cotiledones, tanto para los individuos (-
1738/+217)DXS1:GUS (Figura I1.16d) como para los (-1158/+94)DXR:GUS (Figura II.17d).
Asimismo, la expresion de los transgenes durante el proceso de desetiolacién no mostré ninguna

diferencia cualitativa significativa (resultados no mostrados).

Sin embargo, si se apreciaron diferencias en cuanto a la intensidad de tincidon de las
plantulas transgénicas. Con el objeto de cuantificar estas diferencias de actividad GUS entre las
plantulas crecidas en luz y aquellas otras crecidas en oscuridad se empled el método
fluorométrico descrito en el apartado V.4.7.2 sobre las lineas homozigotas, anteriormente
descritas, para los transgenes (-1738/217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS. Los resultados
muestran como, de modo coherente con lo obtenido en los experimentos de northern y western-
blot, los valores de actividad GUS eran ostensiblemente menores en aquellas plantas crecidas en
oscuridad, reduciéndose, hasta un 27 % en el caso de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS,
respecto de los medidos cuando eran crecidas en luz (Figura II.18). Adicionalmente, estos

resultados confirman que las diferencias observadas entre los niveles de expresion de los genes
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DXS1 y DXR corresponden, en cada caso, a la actividad transcripcional de la regién promotora

analizada.

Figura 11.18: Actividad

140% GUS relativa de plantas

transgénicas portadoras de
120%

las construcciones (-
10p% 10%
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o
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[ ]
2

método  fluorométrico  de

0%

(1738/217)DXS1:GUS (-1158/+94)DXR:GUS cuantificacion de actividad
GUS descrito en el apartado

V.4.7.2. Las columnas representan los promedios de las mediciones de actividad GUS efectuadas sobre 3
réplicas por cada muestra referidas, para mayor claridad, como porcentajes respecto de los valores obtenidos
para las plantas crecidas en luz. Las barras representan, en cada caso, las desviaciones estandar. La

concentracion protéica del extracto se determino segun el método de Bradford, apartado V.4.4 [32].

1.3.2. Analisis del patron de actividad GUS dirigida por deleciones seriadas
de la region -1738/+217 del gen DXS1 y definicion de la region minima del

promotor necesaria para su expresion.

Con el objetivo de definir la regidn minima del promotor responsable de la expresién del
gen DXS1, asi como identificar posibles elementos reguladores en el mismo, se generaron
construcciones en las que cuatro fragmentos de la regiéon promotora de referencia (-1738/+217)
del gen DXS1, delecionados progresivamente por su extremo 5’, fueron fusionados al gen GUS.
Para ello, se llevaron a cabo cuatro reacciones de PCR utilizando como molde el ADN purificado
de la construccién (-1738/+217)DXS1:GUS, segun la estrategia descrita en el apartado V.4.1.2.
Los fragmentos purificados fueron clonados en el vector pBI121, sustituyendo la regién
correspondiente al promotor 35S-CaMV. Una vez mas, la integridad de los insertos fue verificada
mediante andlisis del patrén de restriccion y la posibilidad de errores en el clonaje desechada
mediante secuenciacion de la zona de fusién. De esta manera, se obtuvieron las construcciones
pLBI1PS11, pLBI1PS8, pLBI1PS6 y pLBIPS4 que contenian en cada caso las regiones del
promotor DXS1 extendiéndose desde la posicion -860/+217, -605/+217, -359/+217 y -

188/+217 fusionadas traduccionalmente con el gen GUS (Figura II.19). Tales construcciones
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conservaban, en todos los casos, la region 5’ UTR completa asi como los primeros 12 nucleétidos

de la regién codificante del gen DXS1.

(-860/+217)DXS1:GUS (-359/+217)DXS1:GUS

Sstl Ecorl
Hindlll g~

XbalBamHISmal XbalBamHIiSmal

(-605/+217)DXS1:GUS (-188/+217)DXS1:GUS

Ssti  Ecor sstl Ecorl

¥balBamHISmal XbalBamHISmal

Figura I1.19: Representacion a escala de las construcciones (-860/+217)DXS1:GUS, (-
605/+217)DXS1:GUS, (-359/+217)DXS1:GUS y (-188/+217)DXS1:GUS. Los sitios de restriccion utilizados
para el clonagje final aparecen sefialados en rojo. Las estrategias de clonaje utilizadas en cada caso estin

detalladas en el apartado V.4.1.2.

Las construcciones obtenidas fueron utilizadas para transformar Arabidopsis, siguiendo el
método abreviado de infiltracion descrito en el apartado V.4.1.3. El analisis de tincion
histoquimica de actividad GUS, para cada una de las diferentes lineas transgénicas obtenidas a
partir de cada construccién, mostré un patrén que no revelaba diferencias cualitativas mas
débiles variaciones relativas a la intensidad de tincion. La Figura II.20 representa el estudio

detallado efectuado sobre 10 a 20 de las lineas obtenidas para cada construccion.

No se apreciaron diferencias cualitativas entre los patrones de expresion del gen
quimérico correspondiente al comparar las plantas transformadas con la construccion de
referencia (-1738/+217)DXS1:GUS, y aquellas portadoras de las tres primeras construcciones
analizadas: (-860/4+217)DXS1:GUS, (-605/+217)DXS1:GUS, (-359/4+217)DXS1:GUS (Figuras
II.16 y II.20). No obstante, y aunque el método de deteccion no permita realizar
determinaciones absolutas de tipo cuantitativo, pudo apreciarse un decaimiento de la expresion
entre las plantas portadoras de la construccion (-860/+217)DXS1:GUS vy las (-
605/+217)DXS1:GUS. En efecto, en estas Ultimas, la intensidad de tincién de las muestras
analizadas disminuia manifiestamente, y de modo particular en las plantas etioladas (Figura
I1.20h) o en germinacién (Figura II.20e). El fendmeno inverso tenia lugar entre las muestras
procedentes de la linea (-605/+217)DXS1:GUS vy las de la linea (-359/+217)DXS1:GUS,
retornando a intensidades de tincidon comparables a los de las plantas (-860/+217)DXS1:GUS y

aquellas portadoras del promotor de referencia. Del andlisis de todos estos resultados puede
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deducirse que las distintas secuencias cis implicadas en la regulacién transcripcional del
promotor DXS1 aparecen distribuidas en una regién muy amplia que, presumiblemente, engloba
regiones con capacidad reguladora positiva (incluida entre las posiciones -860/-607), y otras

aparentemente represoras de la transcripciéon (-605/-361)

Sin embargo, lo mas destacable de la observacidn de la Figura I1.20 es la total
desaparicion de actividad GUS detectable en las plantas portadoras de la construccidon (-
188/+217)DXS1:GUS (Figura I1.20). En efecto, en estas ultimas, no fue detectada actividad
GUS en ninguno de los drganos, tejidos y momentos de desarrollo estudiados,. Puede inferirse,
por lo tanto, que los elementos minimos responsables de la actividad del promotor aparecen
concentrados en la region situada entre las posiciones -359 a +217. No obstante, y en tanto que
desconocemos el umbral de detecciéon de la actividad GUS dirigida por el promotor que nos
proporciona esta técnica, no puede descartarse la existencia de otras regiones esenciales para la
actividad transcripcional del gen DXS1 en la zona que se extiende desde la posicion -188 a
+217, esto es, las englobadas en la construccién (-188/+217)DXS1:GUS.

Como consecuencia del conjunto de resultados presentado en los apartados 11.3.1.1 y
11.3.1.4, se suscité el analisis del promotor DXS1 con el objeto de identificar secuencias en cis
conservadas que hubiesen sido caracterizadas previamente como reguladoras de la expresién
génica. En el apartado III.3.3 se detallan y analizan algunos de estos motivos consenso
identificados en el promotor DXS1, muchos de ellos estrechamente relacionados con la funcién

biolégica desempeiiada por la DXS1.

Figura I1.20: Localizacion histoquimica de la actividad GUS durante las fases vegetativa y reproductiva de
plantas transgeénicas de A. thaliana transformadas con los genes quiméricos (-860/+217)DXS1:GUS, (-
605/+217)DXS1:GUS, (-359/4217)DXS1:GUS y (-188/+217)DXS1:GUS. Las imagenes corresponden a
plantulas emergentes de 2 dias (a, e, i e m), plantulas de 15 dias (b, f, j y n), brotes terminales con

inflorescencias maduras (c, g, ky o) y plantas crecidas en oscuridad durante 7 dias (d, h, l y p).
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I.4. ANALISIS FUNCIONAL DE LA DXS1, DXS2 Y DXR de Arabidopsis

thaliana.

11.4.1. Complementacién funcional de mutantes insercionales de E. coli.
11.4.1.1. La expresion de la DXR de A. thaliana rescata al mutante de E. coli defectivo en el gen dxr.

Con la finalidad de demostrar la actividad enzimatica de la DXR de A. thaliana, el ADNc
aislado para el gen DXR fue expresado en la cepa mutante de E. coli ECAB1-2 en la que el locus
correspondiente al gen dxr habia sido disruptado con un gen marcador de resistencia a la
tetraciclina [239]. Esta cepa resulta letal y Unicamente es capaz de crecer en medio
suplementado con intermediarios de la ruta MEP, tales como el metileritritol (ME), o bien
transformandola con un plasmido que codifique para la DXR. De este modo, y como era
previsible, la transformacién de la cepa EcAB1-2 con una construccion que contenia el gen
codificante para la DXR de E. coli clonado en el vector pTAC (pTAC-Ec.DXR; Besumbes, O. y

cols., resultados no publicados), permitia revertir dicho mutante (Figura 1I.21).

Asimismo, el mutante EcAB1-2 pudo ser rescatado mediante la transformacion con los
plasmidos pBAD-At.DXR-L y pBAD-At.DXR-C en presencia de arabinosa. Estas construcciones
estan basadas en pBADM1 [45], una version modificada del vector pBAD-GFPuv cuyo promotor
presenta la particularidad de poder ser inducido con arabinosa y reprimido con glucosa (Figura
I1.21, ver apdo. V.5.1.1 para la estrategia de clonaje). El plasmido pBAD-At.DXR-C contenia la
forma delecionada en todo el extremo N-terminal especifico de la proteina DXR de A. thaliana
(residuos aminoacidicos 81-477, At.DXR-C) mientras que el plasmido pBAD-At.DXR-L codificaba
para una versién truncada de la DXR de A. thaliana defectiva en el hipotético péptido de transito
de dicha proteina y los primeros 7 residuos de la proteina madura (residuos aminoacidicos 57-
477, At.DXR-L) (Figura II 9a), en ambos casos bajo el control del promotor pBAD. El resultado
obtenido permite concluir que ambas formas ensayadas de la DXR eran funcionales. Sin
embargo, el crecimiento observado con la forma larga (At.DXR-L) era ostensiblemente mas
rapido que el resultante de la transformacion con At.DXR-C, como se dedujo del analisis del

tamafo de las colonias obtenidas.
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Figura I1.21: Experimentos de complementacion funcional de mutantes dxr de E. coli con la DXR de A.
thaliana. Se utilizo el mutante EcAB1-2 (dxr::TET) para transformar con las construcciones pBADMI, como
control negativo, los derivados del mismo que codifican para la forma larga (pBAD-At.DXR-L) y corta
(pBAD-At. DXR-C) de la DXR de A. thaliana o un plasmido de expresion que codifica para la DXR de E. coli
(pTAC-Ec.DXR) como control positivo. Las transformantes resultantes fueron plaqueadas en medio LB
suplementado con 6 ug/ml de tetraciclina para seleccionar por el marcador de disrupcion presente en el
mutante, 100 ug/ml de ampicilina para seleccionar por el plasmido correspondiente, 100 uM de IPTG para
inducir la expresion de Ec.DXR y 0,02% de glucosa (+GLUC) o arabinosa (+ARA) en cada caso. Las

imagenes fueron tomadas después de incubar a 37 °C durante 17 horas.

11.4.1.2. La expresion de la DXS1 de A. thaliana rescata al mutante de E. coli defectivo en el gen
dxs, no asi la DXS2.

Para esclarecer la actividad enzimatica de la DXS1 y la DXS2 de A. thaliana se utilizé la
cepa EcAB4-2 de E. coli, en la que el gen dxs endogeno esta disruptado mediante una insercion
en el locus correspondiente con el gen marcador de resistencia al cloranfenicol [45]. La
presencia del operon sintético MVA+ en el cromosoma bacteriano de dicha cepa [45], facultaba
para la sintesis de IPP y DMAPP a partir de MVA suplementado exégenamente (apdo. 1.2.3.6).
De este modo, el mutante podia ser rescatado adicionando MVA al medio de cultivo o
alternativamente mediante la transformacién con un plasmido que expresase una forma activa
de la DXS.

La transformacion de la cepa EcAB4-2 con la construccion pTAC-At.DXS1 permitid
revertir la auxotrofia del mutante para el mevalonato (Figura I1.22b). El vector pTAC-At.DXS1
contiene la secuencia codificante de la DXS1 de Arabidopsis clonado en el vector pTACTAC, que
permite la expresion de la proteina cuando es puesto en presencia del inductor isopropil p-D-
tiogalactosido (IPTG). En este sentido, es interesante anotar como el crecimiento de la cepa
EcAB4-2 transformada con pTAC-At.DXS1 era tanto mejor cuanto menor era la concentracion de

IPTG suplementado al medio de cultivo, y que incluso tenia lugar en ausencia del inductor. Este
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fendmeno fue puesto de manifiesto en experimentos preliminares que permitieron optimizar la
técnica, de manera que los resultados mostrados en la Figura II1.22b fueron desarrollados en
ausencia del inductor, obteniéndose un crecimiento 6ptimo bajo tales condiciones. La toxicidad
de la DXS1 de Arabidopsis cuando es sobreexpresada en E. coli podria explicar esta coyuntura,
bastando los niveles basales de expresiéon de la DXS1 bajo el control del promotor pTAC para la
reversion del mutante. En cualquier caso, la aproximacion seguida permitié verificar como la
proteina DXS1 de Arabidopsis era funcional cuando se expresaba en E. coli, ratificando su

actividad enzimatica.

No obstante, los diversos intentos efectuados para revertir la auxotrofia para el MVA del
mutante EcAB4-2 con la DXS2 de Arabidopsis no dieron resultado, como muestra la Figura
I1.22b. Con dicho objetivo, se habian generado las construcciones pLBAD-At.DXS2, que
codificaba para la proteina completa, pLBAD-At.DXS2-C, que codificaba para la proteina
truncada en el extremo N-terminal a partir del residuo 33 (lugar de procesamiento predicho por
el algoritmo CHLORO-P v1.1), y pLBAD-At.DXS2-CC, defectiva en los 44 aminoacidos del
extremo N-terminal extra respecto del homélogo procariota, en todos los casos clonados bajo la
direccién del promotor pBAD (Figura II. 22a; estrategia de clonaje, ver apdo. V.5.1.1; secuencia
peptidica DXS2, ver Figura I1.5). La transformacion de la cepa ECAB4-2 con las 3 construcciones
presentadas no condujo, en ninguno de los casos, al rescate del mutante. La separacion
electroforética en geles SDS-PAGE de extractos crudos de la proteina procedente de aquellas
cepas crecidas en presencia del inductor permitié en todos los casos la sobreexpresion, en
mayor o menor grado, de las proteinas recombinantes en forma soluble (resultados no

mostrados).

El analisis del alineamiento multiple entre las secuencias peptidicas de DXS de distintos
origenes habia revelado la ausencia de una regidn de 33 aminoacidos en la DXS2 de A. thaliana.
Dicho dominio, presente en el resto de proteinas DXS descritas hasta el momento (Figura II.5),
se extendia concretamente entre los aminoacidos que ocupan las posiciones 277 y 310 de la
secuencia correspondiente a la DXS1 de A. thaliana. La busqueda en la base de datos “Blocks"

(bttp://www.blocks.fhcrc.org/), de dominios conservados previamente caracterizados en otras

enzimas, no desveld ninguna homologia significativa, con lo que, aun siendo una regidn
particularmente conservada, no aparecia asociada a ninguna funcién previamente descrita. A
pesar de ello, se planted la insercion del dominio extra correspondiente de la DXS1 de
Arabidopsis en el lugar correspondiente de la DXS2, siguiendo una estrategia de mutagénesis
dirigida sobre la construccién pLBAD-At.DXS2-CC basada en la utilizacion de la Pfu ADN
polimerasa y la endonucleasa de restriccion Dpnl (ver apdo. V.5.1.1). La reaccion de PCR
correspondiente logré amplificar el vector completo utilizado como molde, introduciendo el
dominio deseado en el inserto, como asi fue comprobado mediante la secuenciacion completa
del mismo. La imagen b de la Figura II1.22 muestra como la transformacién de la cepa EcAB4-2

con la construccién resultante, bautizada pLBAD-At.DXS2-CCdom, no logré complementar al
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mutante.

En resumen, ninguna de las variantes de la DXS2 de A. thaliana ensayadas para
transformar el mutante de E. coli defectivo en dxs lograron rescatarlo, lo cual significaba la
inactividad de dicha enzima, al menos cuando es expresada en un sistema bacteriano. Queda

abierta, por tanto, la diluciacién del papel bioquimico desempefiado por esta proteina

Q pTAC-At.DXS1 (717 aas)
pLBAD-At.DXS2 (629 aas)
pLBAD-At.DXS2-C (596 aas)

pLBAD-At.DXS2-CC (571 aas)

pLBAD-At.DXS2-CCdom (604 aas)

pTAC-At.
DXS1

PTAC-At.
DXS1

Figura 11.22: Ensayos de complementacion del mutante EcAB4-2 de E. coli con la DXS1 o la DXS2 de A.
thaliana. (a), representacion esquemdtica de las secuencias peptidicas expresadas en cada caso, y en las que
las cajas rojas representan la proteina madura, las cajas verde los péptidos de transito a cloroplastos
deducidos por el programa Chloro-P v.1.1, y la caja amarilla el dominio extra de la DXS1 integrada en la
posicion correspondiente de la DXS2. (b), La cepa mutante de E. coli EcAB4-2 (dxs::CAT; MVA") [45], fue
transformada con el vector pBAD-GFPuv como control negativo; pTAC-At.DXS1, que contiene la secuencia

codificante completa de la DXS1 de A. thaliana; pLBAD-At.DXS2, que codifica para la proteina DXS2
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completa; pLBAD-At.DXS2-C, que codifica para la region de la proteina DXS2 comprendida entre los aas 33
y 629; pLBAD-At.DXS2-CC, comprendida entre los aas 44 y 629 y pLBAD-At.DXS2-CCdom, comprendida
entre los aas 44 y 629 con el dominio adicional de 33 aas (procedente de la DXS1) integrado entre las
posiciones 255 y 256. Las transformantes fueron crecidas hasta 24 horas a 37°C en 2xTY adicionado con 100

pg/ml de ampicilina, 25 pg/ml de kanamicina, 17 ug/ml de cloranfenicol, arabinosa al 0,2%.

11.4.2. La sobreexpresion del gen DXS2 no revierte el fenotipo del mutante
chs5 (DXS1) de A. thaliana.

Los resultados anteriores han mostrado la imposibilidad de rescatar un mutante de E.
coli defectivo en dxs mediante la expresion de la DXS2 de A. thaliana. Dado que estos ensayos
se han llevado a cabo en un sistema heterélogo de expresion, podian arglirse problemas de
plegamiento u estabilidad que limitasen la funcionalidad de la DXS2. Se hacia necesario llevar a
cabo el experimento analogo utilizando algin mutante de Arabidopsis afectado en la DXS. En
este contexto, se planted abordar la reversion del mutante chs5. El mutante chs5 de A. thaliana
fue caracterizado en el afo 2000 como portador de una substitucion aminoacidica puntual en la
posicién 627 (Asp627Asn) de la DXS1 [11]. Este mutante desarrolla hojas cloréticas cuando es
crecido a temperaturas inferiores a 16 °C, fenocopiando lo observado para el mutante clal del
gen DXS1 [187]. El fenotipo observado resulta de una reduccidén en las cantidades de pigmentos
fotosintéticos sintetizados, aunque menos drastica que la descrita para el mutante clal [101,
187].

En estos experimentos de complementacion se transformd un individuo del mutante chs5
con la construccién resultante de la fusion del promotor 355-CaMV con el ADNc completo del gen
DXS2. Asimismo, otra planta chs5 se transformdé con la construccion 35S:DXS1 (para una
descripcion de ambas estrategias de clonaje, ver apdo. V.4.1.2). Resultados publicados
previamente habian descrito el rescate del mutante clal con la DXS1 de A. thaliana [187]. La
transformacion del mutante con cada una de las construcciones a examen, utilizando el método
simplificado de infiltracion de Arabidopsis, permitié obtener numerosas lineas transgénicas.
Dichas lineas positivas se germinaron a temperaturas restrictivas (15-16 °C) o permisivas (22-
24 °C) en las que el fenotipo caracteristico del mutante chs5 no se manifestaba. La imagen g de
la Figura I1.23 muestra como la sobreexpresién de la DXS2 en el mutante chs5 no modificaba
substancialmente el fenotipo albino caracteristico desarrollado a temperaturas restrictivas. Sin
embargo, a temperatura permisivas (Figura II.23c) crecia correctamente y de forma similar al
control con individuos de genotipo silvestre (Columbia 3) (Figura II.23a) o del propio chs5
(Figura I1.23b). La imagen muestra una de las lineas representativas analizadas, aunque el
mismo comportamiento se repetia con hasta 6 de las lineas chs5(355:DXS2) que fueron
estudiadas. Por su parte, la presencia de la construccidon 35S5:DXS1 en el fondo genético chs5
revertia nitidamente el aspecto clorético de las mismas, recobrando las hojas verdaderas la

pigmentacion propia de los individuos silvestres o de los mutantes crecidos por encima de 22 °C
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(Figura II1.23h). El mismo efecto era conseguido cuando las plantas chs5 eran crecidas a 15-

16°C en medio suplementado con una concentracion 1 mM de DX (Figura I1.23e).

22-24 °C

Figura I1.23: Ensayos de complementacion del mutante chs5 de A. thaliana [11]. Plantas de las lineas
silvestres Col.3 (a), chs5 (b, e y f), chs5(35S:DXS2-A) (c y g) y chs5(355:DXSI-F) (d y h) fueron crecidos a
temperaturas de 22-24°C (a-d) y 15-16°C (e-h) en medio de germinacion sin suplemento adicional (a-d, f-h) o
suplementado con ImM de DX (e).

11.4.3. Utilizacion de mutantes e inhibidores en el estudio de la funcién de la
DXS1 y la DXR de A. thaliana.

1.4.3.1. La expresion del gen DXR es inducida en respuesta al tratamiento con los inhibidores

fosmidomicina y mevinolina.

En una primera aproximacion al estudio del posible papel regulador de la DXS1 y la DXR
en el control de la sintesis de isoprenoides en A. thaliana, fueron analizados los cambios en la
expresion de los genes correspondientes en respuesta al tratamiento con diversos inhibidores de
las dos vias de sintesis de IPP que coexisten en las células vegetales, la ruta MEP y la ruta del
MVA. Los tratamientos fueron aplicados a plantulas crecidas durante 7-9 dias en medio liquido y
bajo luz continua. Transcurrido ese tiempo, se adicionaron cada uno de los inhibidores y se
recogieron muestras a diferentes tiempos, procesandose con el objeto de obtener ARN y
proteinas. A partir de ellos se realizaron los experimentos de northern-blot y western-blot que se

detallan a continuacion.
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Los resultados de los experimentos realizados con fosmidomicina (Fm), inhibidor
especifico de la DXR, se muestran en la Figura II.24. Resulta notorio el enérgico incremento en
los niveles de proteina DXR en respuesta a la presencia de fosmidomicina 100 uM, incremento
que tenia lugar desde, al menos, una hora después del tratamiento (Figura I1.24b). Por el
contrario, los valores de proteina DXS1 no se veian modificados sustancialmente (Figura I1.24b).
La disminuciéon progresiva en los niveles de proteina, especialmente pronunciada para la DXS1,

pudo venir justificada por un efecto citotéxico general del inhibidor.

Cuando se analizaron los niveles respectivos de ARNm en las mismas muestras, se
observé similar comportamiento en cuanto a la induccién del transcrito DXR. La Figura I1.24a
muestra como, efectivamente, el perfil de respuesta era similar al encontrado para la proteina,
aunque menos acusado. Estos resultados sugieren que la respuesta del gen DXR frente a la
fosmidomicina es de naturaleza transcripcional. Sin embargo, los cambios encontrados a nivel de
mensajero resultaban menos acusados que los verificados para la proteina, apuntando hacia la
existencia de mecanismos adicionales de control postranscripcional. Por su parte, los niveles de

mensajero DXS1 permanecieron inalterados (Figura I1.24a).

a +Fm 100pM b +Fm 100pM
0O 1h 3h 6h1l2h 0 1h 3h 6hl1Z2h

- | - DXR

ARNm DXR-»

Br—Eta‘EE‘

Figura 11.24: Estudio de la expresion de los genes DXSI y DXR en respuesta a fosmidomicina. (a),
experimento de northern-blot sobre 10 ug de ARN obtenido a partir de cultivos en medio liquido de A. thaliana
crecidos durante 8 dias bajo luz continua, y posteriormente suplementadas durante los tiempos indicados con
fosmidomicina 100 puM (descripicion de las sondas utilizadas, apdo. V.5.2.3). (b), Andlisis andlogo por

western-blot con 20 ug de proteina por muestra.

La adicién de mevinolina (inhibidor especifico de la HMGR vy, por lo tanto, de la ruta
citosolica del MVA de sintesis de IPP) al medio de cultivo a una concentracion 2,5 uM, también

determind una induccién en los niveles de proteina DXR, aunque en este caso mas lenta vy
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moderada (Figura II.25b). Una vez mas, este efecto era manifestado exclusivamente por la
proteina DXR, alcanzandose el pico en el acimulo de proteina Unicamente transcurridas 6 horas
después el tratamiento. Por el contrario, no fueron observadas diferencias significativas de los
valores de mensajero DXS1 y DXR en los experimentos analogos de northern-blot (Figura
I1.25a).

C +Mv 2,5uM d +Mv 2,5uM
0 1h 3h 6h12h 0 1h 3h 6h12h

ARNm DXSI-rl'.'"I

— . —— | 4~ DXS]

_---—|+DXR

ARNm DXR-»

2
Br-Et .

Figura 11.25: Estudio de la respuesta de los genes DXS1 y DXR a la presencia de mevinolina. (a),

experimento de northern-blot sobre 20 ug de ARN obtenido a partir de cultivos en medio liquido de A. thaliana
crecidos durante 8 dias bajo luz continua, y posteriormente suplementados durante los tiempos indicados con
mevinolina 2,5 uM (sondas utilizadas, apdo. V.5.2.3). (b), experimento andlogo de western-blot con 20 ug de

proteina en cada caso.

Por su parte, tratamientos con Fm y Mv andlogos a los anteriormente descritos fueron
también realizados sobre plantulas transgénicas de las lineas (-1738/+217)DXS1:GUS vy (-
1158/+94)DXR:GUS, sin que se observasen cambios cualitativos apreciables en el patrén de

expresion GUS con respecto a las mismas plantas sin tratar (resultados no mostrados).

Habida cuenta de la respuesta protagonizada por la DXR a la presencia de los inhibidores
fosmidomicina y mevinolina, nos propusimos profundizar en la posible capacidad de respuesta
de la DXR frente a cambios en las concentraciones de productos isoprenoides finales sintetizados
a través de la via MEP y la via del MVA. Para ello fueron planteados experimentos utilizando los
inhibidores norflurazéon (Nf) [23, 109, 274, 317] y acido =zaragdzico (ZA) [4, 27]

respectivamente. Se trata aquél de un herbicida que ejerce un efecto especifico sobre la
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actividad fitoeno desaturasa (PDS), provocando la aparicidon de un fenotipo albino, consecuencia
directa de un bloqueo total en la biosintesis de carotenoides. Por su parte, el acido zaragdzico es
un inhibidor que actla bloqueando especificamente la reaccidon catalizada por la escualeno
sintasa (SQS), primer paso exclusivo de la ruta que dirige el IPP citosdlico hacia la sintesis de
esteroles. La aproximacién metodoldgica era similar a la planteada en los experimentos con Fm
y Mv. El resultado se muestra en la Figura II.26a, y permite constatar como no existen cambios
aparentes en cuanto a las cantidades de proteina DXR en respuesta a ninguno de los dos

inhibidores.

En la misma linea, se estudiaron posibles cambios en la expresién del gen DXR en
respuesta al acido abscisico (ABA). El ABA es una fitohormona sintetizada como producto de
degradacién de los carotenoides, es decir derivada de IPP plastidico, y que actla a su vez como
un regulador del crecimiento implicado particularmente en procesos fisioldgicos desencadenados
frente a situaciones variadas de estrés que pueda sufrir la planta. No resultaron apreciables
cambios significativos en los niveles del transcrito correspondiente al gen DXR cuando fue

observado después de un tratamiento de 3 horas con ABA (Figura II1.26b).

a 4+Nf 50 nM +ZA 1 uM b 0 +ABA

0 1h 3h 6h1l2h l1h 3h 6h 12h

ARNm DXR-|8 4

Br-Et .

Figura 11.26: Estudio de la respuesta del gen DXR a la presencia de norflurazon, dcido zaragozico y dcido

abscisico (ABA). (a), experimento de western-blot con el anticuerpo especifico frente a la DXR y 10 ug de
proteina extraidos a partir de plantulas crecidas 8 dias en medio liquido bajo luz continua y sometidas
posteriormente a un tratamiento con concentraciones de 50 nM de Nf'y 1 uM de ZA. (b), Deteccion mediante
northern-blot del transcrito correspondiente a la DXR sobre muestras crecidas durante 3 horas con una

concentracion de dcido abscisico (ABA) de 10 uM, junto al control correspondiente a tiempo 0.
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11.4.3.2. Herramientas para el estudio de la funcion de las proteinas DXS1 y DXR en el desarrollo

de los plastidos.

Una de las aproximaciones que se plantearon con el objetivo de definir el papel bioldgico
de los genes DXS1 y DXR fue la de estudiar el fenotipo de las plantas tratadas con
fosmidomicina, en tanto que inhibidor especifico de la DXR capaz de bloquear la ruta de sintesis
de isoprenoides plastidicos, asi como el del mutante chs5, previamente caracterizado como
afectado en el paso catalizado por la DXS (apdo. 11.4.2; [11]), o la linea 35S:DXR-b1.A, en la
que el gen DXR enddgeno se encuentra silenciado, y que examinaremos en detalle mas adelante
(apdo. 11.4.4.3). El analisis del fenotipo originado por el tratamiento con norflurazén sirvié como
control para verificar la especificidad de las alteraciones observadas, particularmente aquellas

encontradas a nivel de ultraestructura.

Estudio del fenotipo resultante del tratamiento con fosmidomicina y norflurazén.

Los experimentos realizados germinando Arabidopsis en presencia de diferentes
concentraciones de los inhibidores fosmidomicina y norflurazéon permitieron delimitar las
concentraciones minimas susceptibles de bloquear por completo el crecimiento de las plantulas.
Y es que, si bien la germinacién no aparecia interrumpida como consecuencia de ninguno de los
dos tratamientos, el desarrollo de hojas verdaderas aparecia restringido por encima de 50 uM de
fosmidomicina y de concentraciones de 10 a 25 nM de norflurazén. En cualquier caso, el bloqueo
en la biosintesis de pigmentos fotosintéticos provocado por ambos inhibidores, concretamente
de los carotenoides en el caso del norflurazén, provocaba la aparicién de un fenotipo albino tanto
mas acusado cuanto mayores eran las concentraciones del inhibidor. No obstante la naturaleza
del fenotipo observado era distinta en uno en otro caso. El albinismo inducido por el norflurazén
es originado por la degradacion fotooxidativa de la clorofila consecuencia de la ausencia de
pigmentos carotenoides. Por su parte, el fenotipo clorético, caracteristico del tratamiento con
fosmidomicina es originado por un bloqueo global de la biosintesis de los pigmentos

fotosintéticos, compuestos de naturaleza isoprenoide producidos en los plastidos.

Las imagenes a, b y ¢ de la Figura II.27 muestran los cloroplastos de una célula de
plantula no sometida a ningun tratamiento, con los grana y acumulos de almiddn caracteristicos,
propios de una hoja vegetativa emergente. Concretamente, la imagen c permite estimar el
nimero de cloroplastos que pueden encontrarse en un corte de célula foliar subepidérmica
tipica, presumiblemente del mesodfilo. Por su parte, el estudio por microscopia electrénica de
cortes ultrafinos obtenidos a partir de las primeras hojas verdaderas de plantas crecidas a
concentraciones subletales de los inhibidores fosmidomicina y norflurazén permitié observar
defectos a nivel ultraestructural, asi como una reduccién en el nimero de plastidos por célula
que en algunos casos extremos pueden llegar a desaparecer por completo, al menos en algunas

células, (Figura II.27f). El tamafio de los plastidos observados (o mas correctamente
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pseudocloroplastos) en las plantas tratadas era sensiblemente menor al de los cloroplastos
silvestres, aunque en cualquier caso mayor que el de los proplastidos (3-5 um versus 0,5-1 um).
También desaparecia la forma caracteristica de los mismos, tornandose deformados y con un
perfil irregular. Sin embargo, aunque ambos inhibidores afectasen el desarrollo de los
cloroplastos, las alteraciones producidas en cada caso no resultaban idénticas, como se observa
en las imagenes d, e y f que refleja las muestras crecidas con fosmidomicina, o g, h e i para el
norflurazén. La ausencia generalizada de membranas tilacoidales correctamente organizadas era
una caracteristica compartida en ambos casos, si bien, ciertas estructuras de membrana eran
aun apreciables en algunos pseudocloroplastos, sobre todo en aquellos procedentes de plantas
tratadas con Fm 25 uM. Por su parte, los plastidos de las plantas crecidas a concentraciones de
Nf de 10 nM, aparecen generalmente como estructuras vacuoladas, destacando ademas la
presencia de numerosas vesiculas esféricas agrupadas y fuertemente electrodensas, similares a
los plastoglobuli, aunque mas heterogéneos en cuanto al tamafio, estructuras estas Ultimas
detectadas también en plastidos tratados con fosmidomicina aunque Unicamente en aquellos
particularmente afectados. Dichas estructuras han sido descritas en distintos mutantes alterados
en el desarrollo de los cloroplastos, tales el mutante immutans [8, 47, 144, 316, 317] afectado
en una oxidasa terminal de naturaleza plastidica cuya actividad estd asociada a la de la fitoeno
desaturasa [47], o “yellow variegated” [57, 58], bloqueado en una proteasa dependiente de ATP
implicada en mecanismos plastidicos de degradacién proteolitica. Se trata en ambos casos de
mutantes de A. thaliana de naturaleza variegada, en los que aparecen cuerpos esféricos
intraplastidicos que han sido caracterizados como acumulos de quinonas, carotenoides,

tocoferoles u otros isoprenoides plastidicos, asi como intermediarios en la sintesis de todos ellos.

Por su lado, es interesante sefialar como, y en las plantas sometidas a ambos
tratamientos, coexisten células adyacentes con plastidos en variados estadios de desarrollo, que
muestran una graduacion en cuanto a lo rudimentario de las estructuras lamelares y en cuanto

al nimero y tamafio de las vacuolas.

Finalmente, destacar como las alteraciones citoldgicas observadas en ambas muestras
aparecen limitadas a la estructura de los cloroplastos. La micrografia i de la Figura I1.27
muestra, por ejemplo, una mitocondria morfolégicamente madura con un desarrollo correcto de

las membranas internas procedente de una planta crecida en presencia de norflurazén 10 nM.

El analisis ultraestructural del mutante chs5 revelé malformaciones plastidicas

similares a las observadas con el tratamiento con fosmidomicina.

Atendiendo al fenotipo albino caracteristico manifestado por el mutante chs5 (Figura
I1.23f), resultaban esperables los desarreglos ultraestructurales en los cloroplastos, del modo
como ilustran las micrografias electrénicas de la Figura 11.27j, k y |. Tales alteraciones
morfoldgicas parecen corresponderse con las observadas para las plantas silvestres tratadas con

fosmidomicina. En efecto, el aspecto deformado de los cloroplastos abortados en el desarrollo
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propios del fenotipo anteriormente observado con el inhibidor de la DXR resultaba también
notable en este mutante. Ain mas, una cierta heterogeneidad en el aspecto de los plastidos
estudiados asi como de las estructuras de membrana generadas parece también observarse en
el caso del mutante chs5, a pesar de tratarse de muestras homogéneas en cuanto a lo
pronunciado del fenotipo (Figura II. 27j y k). De la misma manera, era patente una reduccién en
el nimero de organulos plastidicos en el mutante crecido a 16 °C (Figura I1.27l). Sin embargo,
en este caso, no fueron observados los cuerpos esféricos caracteristicos de los plastidos mas
severamente afectados por cualquiera de los dos inhibidores empleados (Figura I1.27e, g y h),
estructuras que también estaban ausentes del mutante c/al [187]. Finalmente, y del modo como
ocurria en las células de plantas tras el tratamiento con los inhibidores, ningin otro organulo,
aparte de los cloroplastos, aparece alterado en el mutante chs5, como muestran las

mitocondrias morfolégicamente maduras de las imagenes k y | de la Figura I1.27.

A la luz de todos estos resultados puede inferirse que el bloqueo en la sintesis de
isoprenoides plastidicos (originado por el inhibidor fosmidomicina o en el mutante chs5 crecido a
temperaturas restrictivas), o mas concretamente de carotenoides (derivados del tratamiento con
norflurazén) provoca alteraciones graves en el desarrollo de los cloroplastos que serian,
presumiblemente, responsables de la letalidad de los individuos correspondientes. A estos
resultados se uniran los obtenidos tras el exdmen microscopico de la linea 35S:DXR-b1.A y que

seran expuestos en el apartado 11.4.4.3.

Figura I1.27: Anadlisis ultraestructural de células de plantulas de A. thaliana tratadas con fosmidomicina o
norflurazon, no tratadas y procedentes del mutante chs5 [11]. Las micrografias electronicas se obtuvieron a
partir de cortes ultrafinos (apdo. V.4.5.1) de las primeras hojas vegetativas de plantulas crecidas durante 10-12
dias y corresponden a las siguientes muestras: (a, b, c¢) plantas de A. thaliana ecotipo Col. 3 crecidas sin
tratamiento; plantas crecidas en presencia de fosmidomicina 25 uM (d, e y f) o norflurazon 10 nM (g, h e i) y,
finalmente, aquellas pertenecientes al mutante termosensible chs5 crecidas a temperaturas restrictivas (15-16
°C) (j, k y 1). Las abreviaturas sobre las imagenes senialan respectivamente: Al, granulos de almidon
cloroplastidicos; C, citoplasma; CE, cuerpos esféricos;, E, estroma; Mt, mitocondria;, Pg, plastoglobuli; T,
membranas tilacoidales; V, vacuola y VI, vacuolas intraplastidicas. Las flechas indican membranas tilacoidales

presuntamente abortadas durante el desarrollo.
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.4.4. Estudio de la funcion de los genes DXS1 y DXR mediante

aproximaciones de genética reversa.

Una estrategia cominmente utilizada para el estudio de la funcién bioldgica de un gen es
la basada en la genética reversa, aproximacién que permite modificar los niveles de expresion
de un gen a través de la generacion de plantas transgénicas que expresan el ADNc
correspondiente a dicho gen en direccién sentido o antisentido. El estudio del fenotipo resultante
permite profundizar en la funcidon desempefiada en la planta por la proteina codificada por el gen

correspondiente.

1.4.4.1. La sobreexpresion de la DXR conduce a un significativo incremento en los niveles de

clorofilas y carotenoides.

Con el propésito de abordar el estudio del fenotipo resultante de la sobreexpresion del
gen DXR, fue generada una construccién basada en el sistema de vectores binarios pBI121 en la
que la secuencia codificante completa del gen DXR fue puesta bajo el control del promotor 35S-
CaMV. Dicho promotor ha sido ampliamente caracterizado por desencadenar una expresion
fuerte y constitutiva en diversos sistemas vegetales, incuido A. thaliana. Una vez mas, se
confirmé la integridad de la construccion mediante estudio del patrén de restriccion y se reviso,

mediante secuenciacion, la regién de clonaje (apdo. V.4.1.2).

Dicha construcciéon, denominada pLBI1DXR10 (Figura II.28a), fue la utilizada para la
transformacién de plantas adultas de A. thaliana var. Col. 3. Al final del proceso se recuperaron
5 lineas positivas seleccionadas por su resistencia a la kanamicina, cuyo marcador aparece
acompafiando al transgén en el ADN-T. Los estudios de segregacién revelaron que el caracter
resistencia al antibidtico seguia una herencia mendeliana en 3 de estas lineas, en las que
aparecia una relacién de 1:3 descendientes Km®:KmR, indicativo de la presencia de una Unica
copia del transgén (Tabla II.1) . Estas 3 lineas, que fueron designadas 35S:DXR-1, 35S:DXR-2 y
35S:DXR-b1, derivaban de episodios independientes de transformacién. A partir de ellas se
acometié la obtencién de segregantes homocigoticos para el caracter resistencia al antibidtico
(generacion T3), resultando en las lineas 35S:DXR-1.C, 35S5:DXR-2.B y 35S:DXR-b1.A. Sobre

estos ejemplares se realizaron los estudios que se detallan a continuacion.

35S:DXR1 35S:DXR-2 35S:DXR-B1A
Relacion KmR:Km?$ 65:25 61:21 40:15

Tabla V.1: Andlisis de la segregacion T2 de las lineas 355:DXR mediante el recuento de la relacion entre el

. Lo . .. R . .. s
numero de individuos resistentes a kanamicina (Km") o sensibles a kanamicina (Km°).

Los analisis de northern-blot sobre muestras obtenidas a partir de hojas de plantulas de

12 dias de cada una de las 3 lineas transgénicas estudiadas y la variedad silvestre Columbia 3,
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revelaron niveles incrementados del mensajero Unicamente para la linea 2.B (Figura I1.28b). Por
su parte, los niveles de transcrito observados para la linea 1.C resultaban similares a los del
control. Finalmente, la linea 35S:DXR-b1.A presentaba niveles reducidos de ARNm, apuntando
hacia un fendmeno de cosupresién. Subsiguientemente, fueron analizados en las mismas 3
lineas los niveles de proteina DXR mediante western-blot, confirmandose las variaciones
respecto al control segln el patréon observado para los niveles de ARNm respectivos (Figura
I1.28c. De igual modo fueron analizados la niveles de transcrito y proteina DXS1 en las mismas
lineas transgénicas 35S:DXR, no observandose ningun cambio significativo respecto de lo
verificado por el control (Figura 11.28b y c). Por lo tanto, la presencia del transgén 35S:DXR no
era responsable de cambios concomitantes en la expresién del gen responsable de la actividad

enzimatica DXS.

Por otra parte, y a pesar de que hasta el momento no se ha puesto a punto ningun
método fiable para detectar la actividad enzimatica DXR en extractos de Arabidopsis, obtuvimos
una estimacién indirecta de dicha actividad catalitica gracias a los estudios de la resistencia
mostrada por cada una de las lineas 35S:DXR al inhibidor fosmidomicina (Figura II.28d). La
linea 35S:DXR-2.B, esto es, aquella que mostraba niveles acrecentados de mensajero y proteina
DXR manifestaba una mayor resistencia desde una concentraciéon 25 uM de Fm, concentracion a
la que se aprecia ya un cierto retraso en el crecimientos de las demas lineas. La diferencia en
cuanto a las resistencia mostradas por las distintas lineas se hacia mas evidente a partir de
concentraciones de 50 uM. A 100 uM del inhibidor la despigmentacion resultaba patente en todas
las lineas excepto en la 35S:DXR-2.B, algunos de cuyos individuos conservaban cierta coloracion
verde incluso a una concentracion 200 uM de Fm (resultados no mostrados). Coherentemente, la
linea 35S:DXR-bl.A, supuestamente cosuprimida, resultaba mas sensible a la Fm. Una
estimacién cuantitativa de este fendmeno aparece reflejado en la grafica de la Figura I1.36
(apdo. I1.4.5.1).

Figura I1.28: Caracterizacion molecular de las plantas transgénicas 35S:DXR. (a), representacion
esquematica a escala de la region de ADN-T del vector pLBIDXR 10, mostrando los sitios de clonaje utilizados.
(b), experimentos de northern-blot con 20 ug de ARN procedentes de las primeras hojas verdaderas de
plantulas de las lineas 35S:DXR-1.C, 2.B y bl.A y de un control de genotipo silvestre (Col. 3). La membrana
resultante fue hibridada con sondas obtenidas a partir del ADNc de los genes DXS1 y DXR (apdo. V.5.2.3); c,
analisis por western-blot con 20 ug de proteina detectados con los anticuerpos ANTI-DXSI y ANTI-DXR; d,
fotografias de plantulas de cada una de las lineas transgénicas analizadas crecidas durante 10 dias (Fm 0) ¢

14 dias (imdagenes restantes), a las concentraciones indicadas del inhibidor fosmidomicina.

115



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.
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El fenotipo de aquellas lineas que mostraban variaciones significativas de mensajero,
proteina y resistencia a la fosmidomicina, esto es, las lineas 35S5:DXR-2.B y 35S:DXR-b1.A, no
manifestaba ningun cambio morfolégico relevante, como se dedujo de la observacidon de las
plantulas en diferentes momentos de desarrollo asi como de los tejidos y 6rganos de la planta
adulta. Sin embargo, un examen mas minucioso permitié observar una intensificacién del color
verde en las primeras hojas verdaderas de la linea 35S:DXR-2.B. Por su parte, la linea
cosuprimida 35S:DXR-b1.A presentaba un fenotipo albino particular que se manifestaba de
forma variegada, alternando sectores verdes y blancos distribuidos de modo aparentemente
estocastico a partir del primer par de hojas verdaderas. El fenotipo de estas plantas sera

descrito con mas detenimiento en los 2 epigrafes siguientes.
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Las observaciones en cuanto a las diferencias en la pigmentacién verde entre las
diferentes lineas fueron corroboradas mediante la cuantificacién de pigmentos fotosintéticos. En
efecto, la gréfica de la Figura I1.29 refleja como la linea 35S:DXR-2.B presenta un incremento
significativo en las cantidades de clorofilas y carotenoides totales, alcanzando en el caso
particular de la clorofila A un 142,6 % de los valores obtenidos para la planta control.
Coherentemente, dichos valores aparecen disminuidos en las muestras procedentes de la linea
35S:DXR-b1.A, reduciéndose los valores de clorofila A en aquellos sectores particularmente
afectados hasta un 30 % de los medidos en la planta silvestre. De esta forma, los cambios en el
contenido en pigmentos parecian correlacionar con los niveles de expresion detectados en este
caso. Finalmente, en ninguno de los casos parecian observarse cambios en las ratios clorofila a/b
o clorofilas/carotenoides respecto de las medidas para la variedad silvestre Col. 3 de
Arabidopsis, ratios que, por otro lado, reflejan el estado fisiolégico de la planta (datos no

mostrados).

|_ICoI. 3 W355:DXR1.C 0355:DXR-2.B
035S:DXR-b1.A (verde) 035S:DXR-b1.A (blanco)

1142
12041 1000

100 1 79.0

% PIGMENTOS/Col.3
©
S

CAROT+XANT Clf B Clf A

PIGMENTOS

Figura I1.29: Andlisis cuantitativo de clorofilas y carotenoides de plantas 35S:DXR (parte aérea).
Cuantificacion realizada sobre muestras de hojas procedentes de las lineas 35S:DXR-1.C, 355:DXR-2.B,
358:DXR-b1.A y Col. 3 de A. thaliana, midiendo 3-4 réplicas para cada una de ellas segun una adaptacion del
método de Lichtenthaler [170] (apdo. V.4.8). Las muestras correspondientes a la linea 35S:DXR-b1.A fueron
clasificadas en dos grupos en funcion de la severidad del fenotipo que presentaban (blanco y verde). Las
columnas representan las cantidades de pigmento asi estimadas, que, para mayor claridad en la exposicion de
los datos, han sido representadas como valores porcentuales relativos a los obtenidos para la variedad Col. 3
silvestre. Las barras representan, en cada caso, las desviaciones estandar. CAROT+XANT, carotenoides y

xantofilas; CIf B, clorofila B y CIf 4, clorofila A.

Otro aspecto del fenotipo de las lineas 35S:DXR estudiado fue el referido al desarrollo de
las radiculas, habida cuenta de la notoria expresion alcanzada en dichos tejidos por el gen DXR.

Con el objeto de facilitar la observacion y medicion de las mismas, las plantulas de cada una de
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las lineas fueron crecidas durante 2 semanas en placas dispuestas perpendicularmente al suelo.
No pudo apreciarse ninguna alteracion en el patrén de desarrollo morfogenético en ninguno de
los casos durante el tiempo en que se efectud el seguimiento. AGn mas, tampoco fueron
apreciadas variaciones significativas en cuanto a la longitud alcanzada por las raices de las

diferentes lineas, tal y como refleja la gréafica de la Figura I1.30.

HCol. 3
035S:DXR-1.C
[035S:DXR-2.B
[035S:DXR-b1.A

Longitud radiculas (cm)

Figura 11.30: Estudio de la longitud de las radiculas de las plantas 355:DXR. Medicion efectuada sobre 15-
25 raices de plantulas de 11 dias de cada una de las lineas crecidas bajo condiciones de fotoperiodo de dia
largo. Las columnas representan las medias correspondientes a cada una de las mediciones, y las barras, las

desviaciones estandar correspondientes.
11.4.4.2. La linea 35S:DXR-b1.A manifiesta un fenotipo variegado.

Como acabamos de ver, la linea 35S:DXR-b1.A presenta unos niveles reducidos del
mensajero y proteina DXR, asi como de resistencia a la fosmidomicina (Figura I1.28 y 35), muy
probablemente debidos a un fenémeno de cosupresion. A través de este fendomeno, y por medio
de un mecanismo poco conocido, la planta reprime los niveles de expresién del gen enddgeno,
homoélogo al introducido mediante la transgénesis [83, 236, 302]. Por todo esto, y de acuerdo
con el papel que la enzima DXR tiene en la biosintesis de pigmentos fotosintéticos, resultaba
esperable la aparicidon de un fenotipo albino en la linea 35S:DXR-b1.A, ya desde las primeras
hojas verdaderas, como confirmaron los andlisis de pigmentos. Curiosamente, este fenotipo
seguia una distribucion irregular de unos individuos a otros, afectandolos con variada intensidad,
y resultando letal en aquellos casos extremos. AUn mas, dicha variabilidad se manifestaba
dentro de un mismo tejido u érgano, como reflejan las imagenes de la Figura 11.31, en las que
se aprecian sectores verdes, blancos y un conjunto de matices intermedios siguiendo una
distribucién aparentemente estocastica. A pesar de ello, no eran apreciables alteraciones
morfoldgicas resefiables en aquellos érganos afectados, al margen de una reducciéon en el
tamafio de los mismos. Las inflorescencias mostradas en las imagenes b y c de la Figura I1.31

resultaban bioldgicamente funcionales, esto es, fértiles, pudiendo generar silicuas (Figura II.31e)
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con semillas totalmente viables, aunque producidas en menor nimero. El estudio mediante lupa
de fluorescencia de sectores blancos y verdes de las hojas del mutante, utilizando un filtro capaz
de absorber especificamente a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorbancia
del espectro de la clorofila, reveld una reduccion en la intensidad de la fluorescencia emitida en
relacion con la imagen correspondiente de una hoja de la planta silvestre, reducciéon que ademas
correlacionaba con aquellos sectores mas severamente albinos (Figura II.31a). Sin embargo,
aun en las zonas de la hoja aparentemente blancas, seguia apareciendo cierta emision propia de

la clorofila, indicativa de la presencia de cloroplastos pigmentados.

35S:DXR-b1.A

Figura I1.31: Observacion del fenotipo variegado caracteristico de la linea 35S:DXR-bIA. (a), imagenes
obtenidas mediante lupa confocal provista de un filtro especifico para la clorofila a partir de hojas jovenes y
aumentadas 40 veces; b, brotes terminales con primordios florales; c, brotes terminales con inflorescencias
maduras; d, hojas caulinares; e, silicuas y f, plantulas de 14 dias. En cada caso, las imdgenes de la izquierda
corresponden a individuos de la linea silvestre Columbia 3 de A. thaliana, mientras que a la derecha aparecen

las muestras procedentes de la linea 35S:DXR-b1.A.

11.4.4.3. La linea 35S:DXR-b1.A posee alteraciones en los plastidos analogas a las del mutante

chsby a las provocadas por el tratamiento con fosmidomicina o norflurazén.

El exdmen al microscopio dptico de secciones transversales de hojas de A. thaliana var.
Col. 3 (Figura II.32c) y de la linea 35S:DXR-b1.A (Figura I1.32d), en este caso procedentes de

sectores particularmente afectados, denotaron una reduccién en el nimero de cloroplastos, los
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cuales ademas presentaban niveles reducidos de tincion con azul de metileno, reflejo de la
deficiencias en las estructuras internas de membranas. Pero lo mas destacado de esta
observacion era la alteracion en el perfil histolégico de la hoja de Arabidopsis. La reduccién en
los niveles de DXR correlacionan con una desorganizacién en la morfologia tipica de las células
epidérmicas y del mesofilo, tanto las que conforman el parénquima en empalizada como el

esponjoso.

Para obtener mads informacién acerca de las alteraciones citoldégicas de las hojas de la
linea 35S:DXR-b1.A se llevaron a cabo observaciones por microscopia confocal y electrénica.
Para ello, se seleccionaron hojas vegetativas emergentes provenientes de plantulas de 12 dias
agrupadas en 3 tipos en funcién de la severidad del fenotipo que presentaban, junto a otras

muestras obtenidas a partir de la linea silvestre de referencia.

La observacibn en un microscopio confocal, provisto de filtros que detectaban
especificamente la autofluorescencia emitida por la clorofila, de las hojas 35S:DXR-b1l.A
denotaba alteraciones en la forma y tamano de los cloroplastos y una autofluorescencia
reducida, corroborando lo ya apuntado tras la observacidn con la lupa de fluorescencia. Ademas,
estas particularidades eran tanto mas evidentes cuanto mayor era el grado de albinismo
presentado (Figura I1.32f-h). A pesar de ello, aun en las zonas completamente blancas, aparecia
sefial roja correspondiente a la autofluorescencia de la clorofila, indicativa de la presencia de
plastidos con cierto grado de pigmentacidn. A continuacién, todas estas observaciones fueron
detalladas gracias a los estudios de microscopia electrénica (Figura I1.32j-1). En efecto, el
analisis de la ultraestructura revelé la aparicion de cloroplastos que, si bien presentaban un
tamano no muy inferior al de los correspondientes al control, estaban desposeidos de granas
correctamente formados. Otro fendmeno destacable era la apariciéon de heteroplastidia (Figura
I1.32k), esto es, células en las que coexisten plastidos con sus estructuras membranarias
internas en diversos estadios del desarrollo, en un rango que incluia desde aquellos con un
grado de desarrollo andlogo al de las plantas silvestres hasta otros con alteraciones similares a
las observadas tras el tratamiento con fosmidomicina o norflurazén y aquellas propias del
mutante chs5 (Figura I1.28j y k). A medida que se acentuaba el fenotipo, aumentaba la
desestructuracién de los cuerpos lamelares, abortandose la formacién de los grana en un estadio
anterior. Era destacable, asimismo, la aparicidn de vacuolas intraplastidicas y cuerpos esféricos
similares a los encontrados en aquellas muestras tratadas con norflurazén. En cualquier caso, no
fueron observadas alteraciones en organulos distintos de los descritos, tales como las
mitocondrias.

120



Il. RESULTADOS

mb;:--

10.0um

121



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

Figura 11.32: Estudios de microscopia odptica, laser confocal y electronica de plantas 355:DXR-bl.A. La
imagen a corresponde a una hoja procedente de la variedad Columbia 3 de A. thaliana y b, a 3 hojas
representativas de los fenotipos encontrados en la linea 355:DXR-bl.A, con intensidad creciente en la
severidad del fenotipo variegado de arriba a abajo; (c) Examen al microscopio dptico de cortes transversales
procedentes de hojas Col. 3 tefiidos con azul de metileno y 35S:DXR-bl.A (d) (magnificacion 60x);
observacion por microscopia confocal (e, f; gy h) y electronica (i, j, k y 1) de la citologia de células foliares de
plantas silvestres de A. thaliana var. Col.3 (c y g) y provenientes de la linea 35S:DXR-bl.A (d, e, f, h, i y j),
clasificadas en 3 grupos en funcion de la severidad del fenotipo observado (d—f, y —j). Las flechas en las
micrografias electronicas indican grana abortados en diversos estadios del desarrollo. La notacion es la
siguiente: Al, granulos de almidon; T, tilacoides; Pg, platoglobuli; Mt, mitocondria; CE, cuerpos esféricos y

VI, vesiculas intraplastidicas.
11.4.4.4. Expresion de la DXS1 bajo el control del promotor inducible pTA7002.

La utilizacién de sistemas de expresion inducible incrementa las posibilidades derivadas
de las técnicas de transgénesis en plantas, posibilitando, por ejemplo, la obtencion de mutantes
condicionales. La generacidén de plantas transgénicas que permiten la expresion modulada del
transgén permite el estudio del fenotipo originado aldn cuando la expresion estable de dicho gen
resulte en un efecto letal para la planta. Finalmente, constituye una herramienta util para
regular la expresion del trangén de modo espacio-temporal o incluso dosis-dependiente respecto

del inductor.

En este ambito, se generaron plantas que contenian la construccidon resultante de la
fusion traduccional del promotor inducible del vector pTA7002 [10] con el marco abierto de
lectura completo para la DXS1 (ver apdo. V.4.1.2). La transformacién de plantas de Arabidopsis
con aquella construccidén, designada pLTAS1, permitié rescatar 5 lineas en las que el caracter
resistencia a higromicina (marcador de seleccién que aparecia acompafiando al transgén en la
region de ADN-T) seguia una segregacion mendeliana (Tabla II.2). Dichas lineas fueron
seleccionadas para llevar a homocigosis, momento en el que se observé como dos de ellas
presentaban problemas desde la germinaciéon mientras que las restantes no sufrian ninguna
alteracion fenotipica apreciable como resultado del tratamiento con el inductor. Sobre estas tres
lineas, designadas TA:DXS1-6.1.3, TA:DXS1-b.1.1 y TA:DXS1-4t.3.1 fueron realizados los

estudios que se detallan a continuacion.

TA:dxs1-6.1. TA:dxs1-b.1. TA:dxs1-4t.3.

Relacion HgR:Hg® 43:18 27:8 36:18

Tabla I1.2: Andlisis de la segregacion T2 de las lineas TA:DXS1 mediante recuento de la relacion

resistentes a higromicina (Hg") frente a sensibles al antibiético (Hg").

La Figura II.33 muestra el resultado obtenido en el analisis de northern-blot efectuado a
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partir de ARN de la parte aérea de plantulas de 12 dias de las 3 lineas homocigotas
seleccionadas crecidas en presencia de 30 uM del inductor dexametasona. Plantas transgénicas
transformadas con el vector vacio pTA7002 fueron utilizadas como control. En este analisis
resulté destacable los acrecentados niveles de expresion del mensajero DXS1 en respuesta a la
presencia de dexametasona para las tres lineas TA:DXS1, en especial para la linea TA:DXS1-
4t.3.1. Asimismo, se remarcé la ausencia de cambios en los niveles de ARNm entre las plantas
control crecidas con y sin el glucocorticoide sintético utilizado como inductor, confirmando la
ausencia de efectos pleiotrépicos debidos a la presencia del inductor o del factor de transcripciéon
quimérico responsable de la induccidn. A pesar de ello, los analisis cuantitativos de los
carotenoides y las clorofilas (A+B) no reflejaron cambios significativos entre las distintas lineas
inducidas, ni con respecto al control sin tratar (Figura II.33b). Por otro lado, la ausencia de
cambios significativos para los niveles de proteina DXS1 entre las distintas muestras analizadas
resulté lo mas destacado de la aproximacion de western-blot mostrada en la Figura I1.33a.
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Figura I1.33: Andlisis de las lineas TA:DXS1. (a), caracterizacion molecular, mediante aproximaciones de
northern y western-blot. Se utilizaron, en cada caso, 20 ug de ARN total o proteina extraidas de la parte aérea
de plantulas de cada una de las lineas TA:DXSI1 crecidas durante 12 dias bajo ciclo 16 horas luz:8 horas
oscuridad en presencia de una concentracion final de 30 uM de dexametasona (DEX) y, como control, plantas
transgénicas portadoras del vector vacio pTA7002 crecidas con o sin inductor. (b), cuantificacion de
carotenoides y clorofilas. Las columnas representan la media de 2 muestras independientes expresadas en %

respecto de los valores obtenidos por la linea TA7002 crecida en ausencia de tratamiento. Las barras
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corresponden a las desviaciones estandar. CAROT+XANT, carotenoides y xantofilas; CIf A+B, clorofilas A y
B. (c), representacion esquematica a escala de la region de ADN de transferencia integrada en las plantas de

la linea TA:DXS1. Se indican, asimismo, los sitios de restriccion utilizados en el clonaje.

11.4.5. Aproximaciones al estudio del intercambio de intermediarios entre las
rutas del MEP y del MVA de sintesis de IPP.

La posible interaccién entre las dos vias de sintesis de IPP que coexisten en la célula
vegetal constituye una de las cuestiones mas intrigantes en relacidon con el estudio de la
regulacion de la biosintesis de isoprenoides en plantas. Con el objeto de abundar en dicha
cuestion, se han planteado una serie de abordajes experimentales sobre la base de las

herramientas generadas en este trabajo, que pasaremos a analizar a continuacién.

1.4.5.1. El fenotipo originado por el tratamiento con mevinolina puede ser revertido por la adicion

exdgena de desoxixilulosa.

Como se ha referido abundantemente en otros puntos de esta memoria, la mevinolina es
un potente inhibidor de la ruta del MVA de sintesis de isoprenoides, bloqueando especificamente
la enzima HMGR. El fenotipo originado por la mevinolina es manifiesto desde concentraciones de
2,5 uM y pasa por el malogramiento o aborto del meristemo primario (cono vegetativo)
responsable de la formacidn de las primeras hojas vegetativas, una paralisis casi total en el
desarrollo de la radicula, asi como una acumulacién de antocianinas que le confieren un
caracteristico color rojo. De este modo, la presencia de mevinolina en el medio de germinacién

origina un bloqueo en el crecimiento de las plantulas de A. thaliana.

En este contexto, se planted la posibilidad de revertir el bloqueo causado por la
mevinolina con mevalonato (MVA), producto especifico de la reaccién catalizada por la HMGR, o
bien con metabolitos de la recientemente descubierta ruta del MEP de sintesis de IPP, como la

desoxixilulosa (DX).

De acuerdo con lo esperado, el MVA, adicionado al medio de crecimiento a una
concentracion de 1mM revierte el bloqueo originado por mevinolina (Figura II1.34c). Sin
embargo, resultaba inédita la capacidad de la DX, identificada como primer intermediario de la
ruta plastidica del MEP de sintesis de IPP, de rescatar el efecto de la mevinolina cuando era
afiadido a concentraciones de 1mM, aln no siendo tan efectiva como el MVA, sobre todo en lo
referido a las radiculas (Figura 11.34d). Era resefable también el efecto letal sobre las plantas de
la DX adicionada a concentraciones finales de 5 mM, letalidad que pasaba por la aparicion de un
fenotipo similar al mostrado cuando eran crecidas a una concentracion de Fm superior a 50 uM

(datos no mostrados).

Cuando fueron extraidas las proteinas procedentes de dichas muestras e identificadas
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sobre ellas las proteinas DXS1 y DXR mediante western-blot, se observé como la mevinolina
determinaba una disminucién en los niveles de proteina respecto del control, probablemente
como consecuencia del bloqueo metabdlico global generado por el inhibidor. Asimismo, la adicién
de los intermediarios DX o MVA junto a la mevinolina originaba una acumulacién de las proteinas
DXS1 y DXR que alcanzaban los valores obtenidos por el control, y que incluso los superaban en
el caso de la proteina DXR, particularmente en lo concerniente al tratamiento con MVA (Figura
I1.34e).

Sin embargo, no se destacd ninguna caracteristica fenotipica diferencial entre las plantas
crecidas en presencia de los intermediarios DX o MVA a una concentracién de 1mM o en
ausencia de los mismos (resultados no mostrados). La Figura II.34f refleja como, en las
muestras extraidas de plantulas crecidas durante 21 dias en presencia de MVA o DX
suplementada al medio de cultivo a una concentracién de 1mM, no fue detectable ningdn cambio
significativo en los niveles de proteina DXS1 o DXR en relaciéon con las detectadas en plantas
crecidas en ausencia de intermediarios. Por lo tanto, quedaban descartados eventuales efectos
de regulacién “feed-back” de los intermediarios DX y MVA en la DXS1 y DXR, las 2 primeras
enzimas implicadas en la sintesis via MEP de IPP.
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Figura 11.34: Experimentos de reversion de la mevinolina (Mv). (a), plantulas de A. thaliana var. Col. 3
crecidas durante 21 dias bajo fotoperiodo de dia largo (16 h luz:8 h oscuridad) en ausencia de suplementos en
el medio; b, en presencia de 2,5 uM de mevinolina (Mv); c, de 2,5 uM de Mv suplementada con mevalonato
ImM (MVA) y d, 2,5 uM de Mv suplementada con desoxixilulosa (DX) 1 mM. Las flechas sefialan las
aberraciones que ocurren en los meristemos foliares como consecuencia del tratamiento con mevinolina. (e),
western-blot sobre proteinas extraidas de las muestras a, b ¢ y d, con los anticuerpos anti-DXS1 y anti-DXR.
(), western-blot efectuado a partir de proteinas de plantas crecidas 21 dias con 1 mM DXy 1 mM MVA, o en

ausencia de intermediarios.
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Desde otro abordaje experimental, nos planteamos examinar si la sobreexpresion de la
DXR de A. thaliana incrementaba la resistencia frente al inhibidor mevinolina. Para ello, se
utilizaron las plantas transgénicas 35S:DXR (apdo. 11.4.4.1) y, con el objeto de obtener una
apreciacion cuantitativa del proceso, ante la variabilidad de respuesta observada, se cuantificé el
porcentaje de individuos de las lineas 1.C y 2.B que eran capaces de desarrollar hojas
verdaderas frente a concentraciones crecientes de mevinolina. Se empleé6 como control una
planta transgénica de A. thaliana que sobrexpresaba el dominio catalitico de la HMGR1 bajo el
control del promotor 35S-CaMV (linea 35S:HMG1-24.3, [112]). Los resultados obtenidos
aparecen reflejados en la Figura I1.35 y, como era esperable, la linea 355:HMG1-24.3 mostrd un
elevado porcentaje de individuos resistentes a concentraciones de hasta 5 mM de mevinolina.
Sin embargo, ninguna de las dos lineas 35S:DXR examinadas (1.C y 2.B) presentaron niveles
aumentados de resistencia con respecto al control Columbia 3 de cara al bloqueo originado por

la mevinolina.
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Figura 11.35: Anadlisis cuantitativo de la resistencia a mevinolina de plantas transgénicas 35S:DXR y
358:HMG1. La grafica representa el porcentaje de plantulas (sobre un recuento de aproximadamente 100 en
cada caso) de cada una de las lineas capaces de desarrollar hojas verdaderas a las concentraciones indicadas
de mevinolina (Mv). Se utilizaron como control las variedades silvestres Col. 3 y C-24 de A. thaliana, sobre las

que se generaron, respectivamente, las plantas transgénicas de las lineas 35S:DXR y 35S:HMG1-24.3 [112].

1.4.5.2. La sobreexpresion de la HMGR1 de A. thaliana resulta en un ligero incremento en la

resistencia frente a la fosmidomicina.

Una serie de experimentos analogos a los descritos con la mevinolina fueron, asimismo,
planteados con la fosmidomicina, el inhibidor de la DXR. En este caso, ninguno de los
intermediarios analizados, desoxixilulosa (DX), metileritritol (ME) y mevalonato (MVA) a 1y 5
mM, fueron capaces de revertir el fenotipo originado por el inhibidor de la DXR (resultados no

mostrados).

Seguidamente, fue analizada la resistencia de lineas transgénicas de sobreexpresion de
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la HMGR1 y DXR a la presencia de fosmidomicina. Para ello, fue elegido el criterio de contabilizar
el numero de individuos que eran capaces de desarrollar hojas verdes tras 14 dias creciendo a
distintas concentraciones de la droga. Como ya habiamos apuntado en el apartado I1.4.4.1
(Figura 11.28), las plantas de la linea 35S5:DXR-2.B, que mostraba niveles incrementados de
ARNm y proteina DXR, presentan una resistencia aumentada a la fosmidomicina respecto de las
plantas control del mismo fondo genético (Col. 3). Por su parte, la linea 355:DXR-1.C, que
mostraba unos niveles de ARNm y proteina DXR similares a los del control, presentd un ligero
incremento en la resistencia frente a bajas concentraciones de fosmidomicina, especialmente
perceptible a Fm 25 uM. Finalmente, la linea 35S:DXR-b1.A, cosuprimida para la expresién de la
DXR, era la que presentaba menor resistencia a la fosmidomicina, sensiblemente por debajo de

las plantas Col. 3 control (Figura II.36).

En la grafica de la Figura I1.36 aparecen reflejados también los niveles de resistencia
verificados por la linea 24.3 que sobreexpresa del dominio catalitico de la HMGR1 respecto de los
obtenidos por los individuos de su fondo genético C-24 [112]. Se pudo constatar, de este modo,
como aumentos en la actividad HMG-CoA reductasa correlacionaban con ligeros incrementos en
la resistencia a la fosmidomicina. Este extremo resultaba especialmente notorio en el rango de
concentraciones de 50 a 75 uM del inhibidor Fm. Nétese, por uUltimo, la resistencia de las plantas

silvestres de la variedad C-24, considerablemente incrementada respecto de las de Col. 3.
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Figura 11.36: Andlisis cuantitativo de la resistencia frente a la fosmidomicina de plantas transgenicas
358:DXR y 358S:HMGI. La grdfica representa el porcentaje de individuos (sobre un recuento de
aproximadamente 100 en cada caso en 2 réplicas independientes) de cada una de las lineas capaces de
desarrollar hojas verdes, después de crecer durante 14 dias a las concentraciones de fosmidomicina indicadas
(Fm). Se utilizaron como control las variedades silvestres Col. 3 y C-24, sobre las que se generaron,

respectivamente, las plantas transgénicas de las lineas 35S:DXR y 35S:HMG1-24.3 [112].
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11.4.5.3. El fenotipo albino de las plantas 35S:DXR-b1.A no puede ser revertido por la adicion
exdgena de metileritritol.

Se ha descrito que el mutante de E. coli defectivo para la DXR es revertido con el
metieritritol (ME), forma defosforilada del producto de la reaccién catalizado por la DXR [239].
Presumiblemente, dicho metabolito seria fosforilado e incorporado eficientemente a la ruta MEP
de sintesis de IPP [55]. En base a estos antecedentes, se planted la posibilidad de revertir el
fenotipo observado para el mutante 35S:DXR-b1.A con ME, asi como con el producto de la

reaccién catalizada por la HMG-CoA reductasa, el mevalonato (MVA).

Para ello, fueron crecidas plantulas de Arabidopsis provenientes de la linea 35S:DXR-
b1l.A, cosuprimida en la DXR y de la variedad silvestre Col. 3, como control, en medio
suplementado con concentraciones de 1 mM de ME y de MVA. Después de 10 dias de crecimiento
bajo condiciones de luz continua no se observaron diferencias apreciables en ninguna de las 2
lineas analizadas bajo los distintos tratamientos. Para descartar la aparicion de algin cambio
cuantitativo en la despigmentacion caracteristica de la linea 35S:DXR-b1.A en respuesta a la
presencia de ninguno de los dos intermediarios, fueron medidos los pigmentos en cada uno de
los casos. El resultado se muestra en la grafica de la Figura I1.37, y permite concluir como,
ninguno de los tratamientos llevados a cabo desemboca en reversion del fenotipo, aun cuando el
mevalonato produzca un limitado aumento en los valores de pigmentos de la linea 35S:DXR-
b1l.A.
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Figura I1.37: Andlisis cuantitativo de clorofilas y carotenoides de plantas 355:DXR-b1.A (parte aérea)
crecidas en presencia de ME y MV A o en ausencia de tratamiento. Cuantificacion realizada sobre muestras
de hojas procedentes de las lineas 355:DXR-bl.A y Col. 3, midiendo 3 réplicas para cada una de ellas segun
una adaptacion del método de Lichtenthaler [170] (apdo. V.4.8). Las plantas fueron crecidas durante 10 dias a
luz continua en medios sin suplementar o suplementados con metileritritol y mevalonato a las concentraciones

indicadas. CAROT+XANT, carotenoides y xantofilas; CIf A+B, clorofilas A y B.
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11.4.5.4. El mutante termosensible chs5 pudo ser rescatado con la DX, no asi con el ME ni con el
MVA.

Para terminar con estos experimentos relativos a la interaccién entre las dos vias de
sintesis de IPP, se utilizéd el mutante chs5, abundantemente referido a lo largo de esta memoria,
y blogueado en el paso catalizado por la DXS1. Coherentemente con ello, y como ya habia sido
descrito [11], la DX, a una concentracién de 1mM rescataba el fenotipo caracteristico del chs5
(Figura I1.23). Las mismas concentraciones de MVA o de ME, sin embargo, fueron incapaces de
producir ningln cambio en el mutante chs5 crecido por debajo de 16 ©°C (resultados no

mostrados).
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lI.1. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS GENES DXSy DXR EN

Arabidopsis thaliana.

ll.1.1. El gen DXS1 posee dos secuencias altamente homélogas en el

genoma de A. thaliana.

La busqueda en bases de datos permitié identificar una EST que contenia la secuencia
codificante completa del gen DXS1 de A. thaliana. Las aproximaciones de Southern-blot
efectuadas utilizando una sonda derivada del ADNc correspondiente al gen DXS1, confirmaron la
existencia de, al menos, 2 secuencias adicionales con homologia al gen DXS1 en el genoma de
A. thaliana (Figura I1.2), designadas DXS2 y DXS3. Las busquedas en las bases de datos
correspondientes desvelaron, coherentemente, la presencia de 3 EST para el gen DXS2 y de 1
para el gen DXS3, confirmando que se trataria de genes funcionales, a pesar de lo que
previamente habia sido sugerido [187, 309]. Adicionalmente, y gracias a una estrategia de RT-
PCR, pudo ser clonado un ADNc que contiene la secuencia codificante completa del gen DXS2
(apdo. II.1.2). La mayor divergencia encontrada entre la secuencia nucleotidica de los ADNc
correspondientes a los genes DXS1 y DXS2 con el gen DXS3, divergencia ratificada en ulteriores
estudios comparativos a nivel de la secuencia peptidica, desaconsejaron considerar a la DXS3

para futuros analisis, al no existir indicios de que codificase para una DXS funcional.

Hasta el momento, no son conocidas las regiones gendmicas en la que mapean ninguno
de los genes DXS vegetales caracterizados, excepcidon hecha de las correspondientes a A.
thaliana y descritas en este trabajo. La comparacion de estos patrones de organizacién
gendmica con aquellos correspondientes a genes DXS de otras especies contribuiria,
indudablemente, al estudio de las relaciones evolutivas entre ellos. Por su parte, la comparacion
entre las regiones de ADN gendmico de las isoformas 1 y 2 reveld una gran similitud en cuanto a
las secuencias respectivas, tanto entre aquellas codificantes como entre las que no lo eran, asi
como en lo relativo a la organizacion de las mismas, evidenciando que derivarian de un episodio

de duplicacién génica evolutivamente reciente (apdo. II.1.2).

Los fendémenos de duplicacion génica (junto con la poliploidia) han moldeado los
genomas de Arabidopsis y otras angiospermas durante la evolucién de los mismos. En efecto, la
mayoria de los 25.000 genes que, se estima, posee Arabidopsis, se encuentran en alrededor de
100 bloques duplicados, el 17% de los cuales aparecen dispuestos en tdndem [197]. De hecho,
este proceso de duplicacion (o multiplicidad) génica que estamos observando ha sido ya
abundamentemente descrito para genes codificantes para muy diversas proteinas. Mas
concretamente, y como ya fue apuntado en la Introduccién (apdo. I.4.1), se conocen numerosos

casos de enzimas relacionados con la sintesis de isoprenoides en plantas codificados por mas de
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un gen, algunos de los cuales serian, a su vez, traducidos en 2 isoformas distintas. Ejemplos
ampliamente caracterizados vienen dados por los genes AAT, HMG, IDI, FPS o SQS de A.
thaliana [4, 42, 43, 73, 75, 83, 98]. Precisamente, en fecha muy reciente, ha sido publicada una
revision de las familias génicas que codifican para las enzimas implicadas especificamente en la
biosintesis de isoprenoides en A. thaliana [163], donde se presentan casos extremos como el
representado por la familia génica de la GGPS, que contaria con 12 miembros, 5 de ellos

caracterizados [215].

Ademas, estos fendmenos de duplicacidn son extensibles a otras muchas especies
vegetales, constituyéndose en un caracter distintivo de las plantas. Con respecto a muchos de
los homdlogos de DXS vegetales caracterizados hasta el momento, existen evidencias crecientes
de que estarian codificados por mas de un gen. En efecto, tres isoformas de la DXS de Medicago
truncatula han sido recientemente clonadas, habiéndose confirmado hasta el momento la funcién
de dos de ellas. En otras especies se han descrito ESTs adicionales significativamente homdlogos
a los ADNc previamente caracterizados para el gen DXS. Este es el caso de Lycopersicon
esculentum [178] o Catharanthus roseus [50, 303]. Adicionalmente, la busqueda en las bases
de datos desvela la existencia de familias de ESTs correspondientes a DXS en distintos sistemas
vegetales, tales como Solanum tuberosum, Zea mays o Glycine max. Estas evidencias permiten
constatar lo generalizado del fendmeno en el reino vegetal, fendmeno por el cual en la mayoria

de las especies de plantas la DXS esta codificada por pequenas familias multigénicas.

Esta multiplicidad de isoformas, caracteristica de las plantas, estaria intimamente
asociada con la fabulosa variedad funcional y estructural de los isoprenoides de origen vegetal.
La diversidad de formas isoenzimaticas y de patrones de expresion espacio-temporal o
localizaciones subcelulares asociados, contribuiria a la produccion de estos compuestos,

derivados en cualquier caso del precursor comun IPP.

11.1.2. El analisis de la secuencia peptidica de DXS1 y DXS2 resulta coherente

con la funcién bioquimica propuesta como desoxixilulosa sintasa.

Los estudios comparativos de las hipotéticas secuencias peptidicas de diversas DXS
vegetales pusieron de manifiesto una serie de rasgos estructurales y motivos de secuencia
comunes. En primer lugar, el alineamiento multiple de la secuencia de las proteinas DXS1, DXS2
y DXS3 de Arabidopsis thaliana, junto con todas las otras formas vegetales descritas hasta la
fecha (apdo. II.1.3), pone en evidencia la existencia de una secuencia cercana al extremo N-
terminal adicional respecto de las secuencias peptidicas correspondientes de sus homodlogos
procariotas. Dicha extensidon presenta las caracteristicas estructurales y de composicién de
aminoacidos propias de los péptidos de transito a cloroplastos, de modo coherente con la funcién
propuesta para estas enzimas como responsables de la primera etapa en la sintesis de IPP a

través de la recientemente descubierta ruta del MEP. Por otra parte, resulta notable comprobar
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como la DXS2 y DXS3 son las Unicas representantes que estan desposeidas de algunos dominios

comunes a las restantes proteinas DXS.

Mas aun, el alineamiento muiltiple desvela la presencia de multiples dominios
conservados asociados con la actividad enzimatica DXS. Entre estos destacan los motivos
caracterizados como de unién al cofactor caracteristico de la reaccion enzimatica, el pirofosfato
de tiamina (TPP) [122, 260], requerimiento compartido, por otro lado, por todas las enzimas
transcetolasas. El dominio alrededor de la His114 de la DXS1 [226], asociado especificamente
con la transferencia de protén llevada a cabo por las enzimas DXS, aparece también
especialmente conservado. Sin embargo, estas caracteristicas comunes estan ausentes en la
DXS3, cuya secuencia sera, como también revela el alineamiento, la que con mayor frecuencia
rompa el consenso. Este extremo fue corroborado, de modo mas grafico, gracias al estudio
filogenético efectuado, que aparece reflejado en el dendrograma de la Figura I1.6, y que destaca
como la DXS3 aparece alejada del resto de DXS vegetales incluidas, incluso mas que aquella
forma correspondiente a la clorofita Chlamydomonas. En cualquier caso, la DXS3 aparece mas
relacionada con las DXS que con las otras enzimas representadas, subunidades E1 de la piruvato
deshidrogenasa o transcetolasas pertenecientes todas ellas a la misma familia de enzimas
dependientes de TPP. Se verifica de este modo como la DXS3 constituye una forma fuertemente
divergida de las restantes DXS vegetales reveldandose, por lo tanto, muy alejada

filogenéticamente.

Los arboles filogenéticos ponen de manifiesto otro interesante fendmeno: todas las DXS
representadas aparecen englobadas en 2 subgrupos distintos (I y II), nitidamente separados

entre si, cada uno de los cuales deriva de una rama independiente.

En el primero (I) de estos subgrupos aparece un conjunto de DXS, algunos de las cuales
han sido caracterizadas en cierta medida, y que comparten todas ellas un patron de expresion
espacio-temporal aparentemente constitutivo. Entre ellas destacan la DXS1 de L. esculentum,
cuyo transcrito ha sido detectado en hojas, inflorescencias, tallos y frutos en diferentes estadios
de desarrollo [178] o raices [178, 309]; la isoforma correspondiente de M. truncatula, también
caracterizada en numerosos tejidos [309]; o la CapTKT2 (DXS2) de Capsicum annuum [30]. El
exhaustivo estudio de la expresion del gen DXS1 de A. thaliana presentado en esta memoria, y
que sera discutido en detalle mas adelante, comparte esta caracteristica, comun en cuanto a lo

generalizado de su expresion, con los homdlogos de aquellos otros sistemas vegetales [48].

Por su parte, en el segundo subgrupo (II), estarian incluidos aquellas enzimas
previamente asociadas con funciones especificas. Entre ellas destaca la DXS de Mentha x
pipperita, cuyo pico de expresion maxima coincide con el estadio de desarrollo de la hoja en el
que tiene lugar la sintesis de monoterpenos (y sesquiterpenos), que se corresponde con el breve

pero intenso periodo de actividad secretora de los aceites esenciales caracteristicos de esta
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especie [165]. Los transcritos DXS de cultivos celulares de C. roseus se acumulan
coordinadamente con la produccidn de alcaloides indol terpénicos [50, 303]. En las raices
colonizadas por micorrizas arbusculares de M. truncatula tiene lugar una induccidon de la
expresion de la isoforma 2 de la DXS relacionado con la produccién de apocarotenoides
(derivados xantofilicos que se acumulan durante la interaccién planta-hongo simbionte) [308,
309]. Esta caracteristica es asimismo compartida por la denominada isoforma 2 de la DXS en Z.
mays y en L. esculentum, cuya expresidon, en ambos casos, se ve incrementada como
consecuencia de la infeccion por hongos micorrizicos del género Glomus [309]. Finalmente, se
han observado niveles de expresién del gen DXS particularmente elevados en flores de caléndula
(Tagetes erecta) de la variedad “Dark Orange Lady” ademas, del orden de 3 a 4 veces
superiores a los encontrados en las hojas [198]. Esta particularidad es exclusiva de la DXS de
esta “cultivar”, que coincide con aquella que presenta una mayor concentracién del carotenoide
luteina en sus pétalos. Por el contrario, la sintesis de carotenoides que desarrollan funciones
fotosintéticas en las hojas no muestra cambios significativos entre las diferentes variedades
analizadas, lo que sugeriria la existencia de una segunda isoforma de la DXS dedicada a la

sintesis de IPP destinado a tales productos isoprenoides [198].

Walter y cols. han llamado la atencién sobre este fendmeno, atribuyéndolo a una
especializacidn evolutiva de las DXS en funcién del tipo plastidico en el que hayan de desarrollar
su actividad [309]. Segun este modelo, las DXS entroncadas con la DXS1 de A. thaliana
aparecerian asociados a cloroplastos maduros de células foliares con funciones fotosintéticas o
en transicién hacia los cromoplastos propios de los frutos, procesos ambos en los que tiene lugar
una intensa acumulacion de clorofilas y/o carotenoides. En cualquier caso, esta separacién no
seria estricta, en tanto que la DXS1 de A. thaliana [48] o el mensajero correspondiente en L.
esculentum [178, 309], son detectados también en tejidos y drganos desprovistos de plastidos
relacionados con dichas funciones, tales como las raices. Por otro lado, las DXS emparentadas
con la isoforma 2 de Medicago truncatula estarian relacionadas con la sintesis de isoprenoides
especificos radicadas en tipos plastidicos particulares, tales como los cromoplastos propios de las
raices que son micorrizadas, rebautizados como gerontoplastos [309]; los leucoplastos,
implicados en la sintesis de aceites esenciales presentes en las células glandulares de los
tricomas foliares de Mentha x pipperita [165, 299]; o los cromoplastos, responsables de la

pigmentacion de los pétalos en T. erecta [198].

Este sugerente modelo postula una separacion de tareas entre aquellas DXS implicadas
en la produccién de isoprenoides esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta (tales
como los pigmentos fotosintéticos) y aquellas otras isoformas asociadas a la biosintesis de
metabolitos secundarios, relacionados con la interaccion planta-entorno. De hecho, esta divisidon
del trabajo entre genes relacionados con la biosintesis de isoprenoides habia sido anteriormente
referida para las terpeno sintasas vegetales en base a estudios evolutivos sobre la organizacién

gendmica de los mismos [298]. En este contexto, resultan tremendamente interesantes los
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trabajos desarrollados en torno a la bacteria purpurea no sulfirea R. capsulatus [119]. Se trata
de una especie anerdbica facultativa con capacidad fotosintética, en las cuales han sido
identificados dos genes DXS, uno de los cuales estaria ubicado precisamente en la region del
ADN gendmico (cluster) asociado con el resto de genes relacionados con funciones
fotosintéticas, y el otro, en un cluster distinto. Ademas, cuando son expresadas en E. coli, las
propiedades bioquimicas de ambas enzimas resultan similares, aunque con diferencias en cuanto
a sus eficiencias cataliticas. Esta redundancia ha sido también encontrada para el gen de la IPP
isomerasa en R. Capsulatus (gen idi) [118]. Estos antecedentes sugieren un origen evolutivo
independiente de los dos subgrupos de enzimas DXS caracterizadas hasta el momento, y como

esta especializacidon habria de producirse muy temprano en la evolucién.

¢Qué papel jugaria la DXS2 de A. thaliana en todo este esquema?. El estudio filogenético
que presentamos muestra a la DXS2 intimamente asociada con la DXS1, ocupando un lugar
central entre las DXS del grupo I (apdo. I1.1.3). Las brasicaceas (cruciferas), familia taxondmica
a la que pertenece A. thaliana, constituyen uno de los pocos grupos botanicos cuyas raices no
son susceptibles de ser colonizadas por hongos formadores de micorrizas. Ademas, A. thaliana
no destaca como especie productora de aceites esenciales, pigmentos u otro tipo de productos
secundarios de origen isoprenoide. De confirmarse la funcién de la DXS2, y de acuerdo con su
ubicacidn filogenética, resultaria justificada la imbricacidon de la DXS2 en la rama de las enzimas
DXS relacionadas con los metabolitos primarios. A favor de esta hipbtesis se mostrarian también
los resultados preliminares relativos al perfil de expresion del gen DXS2. En efecto,
aproximaciones de northern-blot, RT-PCR semicuantitativa y determinacion de la actividad GUS
mediante tincidn histoquimica en plantas transgénicas portadoras de la regiéon 5’ flanqueante del
gen DXS2 fusionado con el gen delator GUS revelarian la expresidn generalizada del gen DXS2
en todos los tejidos de la planta, si bien manifestdndose de forma particularmente intensa en

frutos en desarrollo (resultados no mostrados).

Finalmente, tampoco puede descartarse la existencia de nuevas isoformas, fuertemente
divergidas del resto, con funciones especificas asociadas a la produccién de isoprenoides aun no

caracterizados.

lll.1.3. Las particularidades de la secuencia peptidica de la DXS3 apuntan a

que esta proteina no tendria actividad desoxixilulosa sintasa.

El descubrimiento y caracterizacién de nuevos genes responsables de codificar para DXS
en multiples sistemas vegetales permitira en el futuro corroborar el paradigma presentado en el
epigrafe anterior, en tanto que las nuevas isoformas que vayan apareciendo puedan ser
asignadas a uno u otro subgrupo en relacion con su funcion. Curiosamente, la DXS3, como
hemos mencionado, no aparece emparentada con ninguna de las dos familias definidas hasta el

momento. A pesar de las fuertes dudas que plantea su inclusidon en esta nueva familia de
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transcetolasas, derivadas fundamentalmente de la discrepancia mostrada por su secuencia
peptidica en aquellos motivos especialmente conservados con las restantes DXS, son necesarios
nuevos estudios que confirmen o refuten definitivamente su funcién. No obstante, no puede
descartarse que dichas discrepancias estén en el origen de una funcién asociada a tipos
plastidicos especificos presentes en A. thaliana, constituyéndose en el representante de una
hipotética tercera familia de DXS. En esta linea, es interesante recalcar como la secuencia de
proteina propuesta para la DXS de P. falciparum es la Unica que rompe, junto con la DXS3 de
Arabidopsis, el consenso en torno a la secuencia Asp-Arg-Ala-Gly del motivo transcetolasa
dispuesta en la posicion 498 de la DXS1 (correspondiente a la posicidon 478 de la DXS3), y que
constituye una de las diferencias esenciales de las DXS para con el resto de enzimas
dependientes de TPP. La funcién de la DXS de P. falciparum estd asociada con la sintesis de
isoprenoides que tiene lugar en los apicoplastos, organulos de origen plastidico especificos de

dicho organismo, esenciales, aunque de funciéon desconocida [142].

lll.1.4. Caracterizacién funcional de la DXS1 y DXS2.

La complementacién funcional de mutantes procariotas ha permitido confirmar la
funcionalidad bioquimica de la DXS1 in vivo (apdo. 11.4.1.2). En efecto, la expresién del ADNc
gue codifica para la enzima DXS1 de A. thaliana en una cepa de E. coli defectiva en el gen dxs
permitié revertir la letalidad provocada por dicha mutaciéon, verificAndose de esta manera su

actividad catalitica.

Por el contrario, no pudo llegarse a la misma conclusién cuando la DXS2 fue expresada
en el mutante correspondiente de E. coli, (apdo. 11.4.1.2). En un primer momento, se especuld
con que un problema de inestabilidad, insolubilidad o plegamiento incorrecto de la proteina
derivado de la presencia de la extension N-terminal extra de la DXS2 vegetal seria el
responsable de la dificultad para complementar funcionalmente al mutante bacteriano. Sin
embargo, la eliminacion del péptido de transito (forma At.DXS2-C) o de la extensidn N-terminal
completa de la DXS2 respecto del homologo procariota (forma At.DXS2-CC) tampoco consigue
revertir el déficit en la actividad DXS. AUn mas, la ausencia en la DXS2 del dominio dispuesto
entre los residuos aminoacidicos 277 y 310 de la secuencia de la DXS1 no es la responsable de
su inactividad en E. coli, puesto que la inclusién mediante mutagénesis dirigida de dicho dominio

en la posicidén correspondiente de la DXS2 tampoco permite la complementacion del mutante.

No obstante, también parecia razonable pensar que la inactividad de la DXS2 en E. coli
fuese debida a la utilizacion de un sistema heterdlogo. Por esta razén, se acometid la
transformacién del mutante chs5 (DXS1) de A. thaliana [11] con la construccién 35S:DXS2. La
sobreexpresion de la DXS2 de A. thaliana en el mutante chs5 no logré6 tampoco una
recuperacién significativa del fenotipo caracteristico del mismo que pudo, sin embargo, ser

totalmente rescatado en aquellas otras lineas transgénicas portadoras de la construccidon
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35S:DXS1 o mediante la adicion exdégena de 1-desoxi-D-xilulosa (DX), el producto defosforilado

de la reaccién catalizada por la DXS, al medio de crecimiento (apdo. 11.4.2).

Todos estos resultados conforman un cuerpo creciente de evidencias que refutarian el
papel bioquimico que se le habia asignado al producto del gen DXS2, deducido en base al
analisis de la secuencia de la proteina hipotéticamente codificada. A pesar de ello, el alto grado
de homologia y de parentesco evolutivo con su “homdlogo” DXS1 hace pensar que la funcién
bioquimica de la DXS2 no deba estar muy alejada de la de las restantes DXS. Las diferencias en
cuanto a las actividades enzimaticas desempefadas por la DXS2 y las DXS podrian derivar,
exclusivamente, de la especificidad del sustrato, cuyos dominios especificos de unién no han sido
aun caracterizados en las proteinas de esta familia. De este modo, la DXS2 conservaria los
mecanismos esenciales de la catdlisis de las DXS, coherentemente con el alto grado de
conservacion mostrado por la secuencia peptidica correspondiente con respecto a dichas

enzimas.

No obstante, tampoco puede descartarse que determinadas peculiaridades inherentes a
la propia proteina DXS2 y/o a la actividad catalitica desempefiada por ella sean la causa de la
imposibilidad de rescatar el mutante chs5. Algunas de estas singularidades podrian derivar de la
propia localizacion proplastidica que hemos observado. Es bien conocida la importancia de los
mecanismos de degradacion proteolitica en el proceso de diferenciacién de los proplastidos hacia
cloroplastos, particularmente en el modelaje de complejos multiprotéicos integrales a las
membranas tilacoidales [57, 292]. Mecanismos de regulacién postraduccional como los descritos
podrian impedir la existencia de niveles suficientes de proteina DXS2 en el cloroplasto maduro

como para revertir el déficit en la actividad DXS propia del mutante chs5.

Resulta importante recordar la dualidad de la funcidon que esta llamada a desarrollar el
producto de la reaccion catalizada por la DXS. En efecto, la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP)
constituye el primer intermediario especifico en la sintesis, via MEP, de IPP plastidico, pero
también de los cofactores tiamina y piridoxol [131, 145]. Por consiguiente, el estudio de la
funcion bioldgica de las enzimas pertenecientes a este grupo no puede obviar este aspecto. En
este sentido, no resulta descabellado suponer que la isoforma DXS2 sintetizara precursor DXP
destinado preferentemente hacia la produccidon de aquellos cofactores. Esto explicaria por qué
los mutantes chs5 y clal-1 crecen sin suplemento exdgeno de vitaminas, cuando es conocido
gue mutantes de tabaco deficientes en tiamina no trascienden mas alla del estadio de plantula
[193]. Sin embargo, esto Ultimo podria interpretarse también por la actuacién de enzimas,
distintas de la DXS, pero con actividades cataliticas similares, que revirtiesen, al menos
parcialmente, el déficit en DXP. En todo caso, a pesar de que este modelo de especializacion
funcional de diferentes DXS implicados en la sintesis de distintos productos especificos
generados a partir del mismo intermediario DXP resulte extremadamente sugerente, su

confirmacion precisa de la dilucidacion definitiva de la funcion bioquimica de la DXS2. En este

139



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

sentido, la expresién y purificacion de la proteina en sistemas apropiados asi como la
determinacion de la actividad enzimatica mediante los ensayos correspondientes [224]

contribuirdn, indudablemente, al esclarecimiento de este aspecto.

lI1.1.5. La DXR de A. thaliana, enzima que cataliza la primera etapa exclusiva

de la ruta del MEP, esta codificada por un unico gen.

Los clones de ADNc correspondientes al gen DXR en plantas disponibles en el momento
de desarrollar esta tesis, resultaban incompletos en su extremo 5’ [161, 266]. La determinacion,
mediante técnicas de RACE, de los extremos 5’ y 3’ correspondientes permitio el clonaje de un
ADNCc que contenia el marco abierto de lectura completo de la DXR de A. thaliana (apdo. 11.1.4).
Los experimentos de Southern-blot con una sonda correspondiente al ADNc clonado de la DXR,
revelaron la existencia de una sola copia del gen en el genoma de A. thaliana (apdo. II.1.4).
Este resultado aparecié posteriormente validado por la ausencia de secuencias con homologias
significativas en las bases de datos correspondientes, en las busquedas efectuadas una vez
concluida la secuenciacion del genoma de A. thaliana. Esta particularidad constituye una
diferencia fundamental con lo descrito para la DXS. No obstante, 2 EST diferentes para la DXR
han sido identificados en M. truncatula, y hasta 3 en G. max, sugiriendo su implicacién en

aspectos concretos de la biosintesis de isoprenoides propios de dichas especies de leguminosas.

La secuencia peptidica codificada por este ADNc del gen DXR presenta altamente
conservados los dominios caracterizados hasta el momento como necesarios para la funcién
bioquimica a desempenar (apdo. II.1.5). Coherentemente con ello, la expresion de la DXR de A.
thaliana en una cepa de E. coli defectiva en el gen dxr, permite rescatar el fenotipo letal del
mutante, ratificdndose su actividad como responsable de la segunda etapa de la ruta del MEP
(apdo. 11.4.1.1). Es interesante incidir en la peculiar actividad enzimatica desempefiada por la
DXR, 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa. Esta enzima es capaz de catalizar la
conversion de la DXP en MEP, primer intermediario especifico de la ruta que conduce hasta la
sintesis de IPP en plastidos, y todo ello a través de un reordenamiento molecular seguido de una
reduccion. Ambos procesos, que transcurren secuencialmente en una sola etapa, conducen hasta
la formacién del esqueleto ramificado caracteristico del IPP. A pesar de las analogias de dicha
reaccion con aquella desarrollada por las ceto-acido reductoisomeras [90], que conducen a la
formacion de 2,3-dihidroxiisovalerato a partir de 2-acetolactato en el contexto de la biosintesis
de aminoacidos ramificados tales como la valina, la leucina o la isoleucina, algunas diferencias
sefialan a las DXR como una nueva familia de enzimas. Entre estas destacan la ausencia de
dominios significativos conservados entre ambos grupos de enzimas, excepcion hecha de
aquellas propias de la unién al cofactor NADP(H), asi como la preferencia de las DXR por el Mn?*
como catidn divalente respecto del Mg?*, asociado especificamente con la actividad de las ceto-

acido reductoisomerasas [291].
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La proteina DXR de Arabidopsis presenta un extremo N-terminal de 80 aminoacidos,
caracteristica inherente a todas las DXR eucariotas, adicional respecto a sus homdlogos
bacterianos. El analisis comparativo de esta regidén de la proteina entre todas las secuencias de
la DXR vegetales conocidas hasta el momento, revela que estd compuesta por dos dominios
estructuralmente diferentes, a saber, un extremo N-terminal con las caracteristicas propias de
un péptido de transito a plastidos y, a continuacién, un segundo dominio particularmente rico en
residuos de prolina (apdo. II.1.5). Un sitio potencial de procesamiento de proteinas plastidicas,
definido por el motivo consenso Cys-Ser-(Ala/Met/Val) [97], separaria ambos dominios. Aunque
este punto de corte no sea compartido por todas las secuencias presentadas en el alineamiento,
la coincidencia en torno a aquel motivo en 11 de las 14 secuencias presentadas, de acuerdo con
las predicciones efectuadas con el algoritmo ChloroP V1.1, sugiere que, efectivamente, todas las
DXR de plantas serian procesadas proteoliticamente en dicho punto previamente al ingreso en
los plastidos. La regién situada hacia el extremo N-terminal, aparece pobremente conservada,
aln cuando, en todos los casos, posea los residuos aminoacidicos mas habituales en los péptidos
de transito. Por su parte, la region rica en Pro presenta el dominio consenso Pro-(Pro/GIn)-Pro-
Ala-Trp-Pro-Gly-(Arg/Thr)-Ala conservado en todas las secuencias analizadas, por lo que puede
constituirse en atributo caracteristico (o diagnéstico) de las DXR vegetales. La presencia de este
dominio en la proteina madura viene confirmada por su deteccion mediante inmunocitoquimica y
western-blot a través de anticuerpos policlonales dirigidos especificamente contra péptidos

correspondientes a dicha region de la proteina.

Las secuencias ricas en residuos de prolina han sido frecuentemente relacionados con
dominios implicados en la interaccion proteina-proteina [147]. La regidn rica en Pro de las DXR
de plantas podria ser necesaria para la oligomerizacion de estas proteinas. Sin embargo, la
proteina correspondiente en E. coli ha sido purificada como un homo-tetramero, -hexamero y -
octamero a pesar de la ausencia de dicho dominio [291]. Es destacable el hecho de que la
expresion de la proteina DXR de A. thaliana desprovista de dicho dominio (At.DXR-C) en el
mutante de E. coli defectivo en dxr resulte en colonias de menor tamafio que las originadas de
transformar dicha cepa con otra forma mas larga que lo incluye (At.DXR-L) (apdo. I1.4.1.1). De
este modo, la capacidad disminuida de la forma truncada de la DXR para revertir al mutante de
E. coli avalaria la importancia de dicha region en la funcionalidad de la enzima en plantas.
Resulta sugerente especular con la posibilidad de la implicacion de dicho dominio en la
interaccion con otras proteinas, bien directamente involucradas en las distintas etapas de la ruta

MEP de sintesis de IPP, o bien con aquellas otras que desempefien funciones reguladoras.

lI.2. LAS PROTEINAS DXS1, DXS2 Y DXR SE ENCUENTRAN
UBICADAS EN LOS PLASTIDOS.

Desde el descubrimiento en los afios 50 de la ruta del mevalonato en levaduras y
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animales [52, 114, 279], se habia asumido que el acetil-CoA era el precursor exclusivo en la
sintesis de IPP en todos los organismos, sintesis que transcurriria en cualquier célula asociada al
reticulo endoplasmatico (RE)/citosol. La incongruencia con aquel modelo de los resultados de
marcaje obtenidos en el estudio de la biosintesis de determinados isoprenoides especificos de
bacterias y plantas propicid, recientemente, la identificacion de una ruta alternativa de sintesis
de IPP independiente del mevalonato localizada en los plastidos, la ruta del MEP (apdo. 1.2.3)
[94, 171, 173, 238, 247]. Los resultados presentados en este trabajo confirman la localizacion
plastidica de las enzimas DXS y DXR, coherentemente con la localizaciéon de la ruta del MEP en

dichos organelos.

En efecto, las proteinas DXS1 y DXR fueron inmunodetectadas mediante anticuerpos
policlonales especificos sobre cortes ultrafinos de microscopia electrénica. La marca fue
observada distribuyéndose en la matriz estromatica de cloroplastos maduros de hojas
vegetativas de plantulas de Arabidopsis (apdo. 11.2.2). Cierta seifal residual fue identificada,
asimismo, en el citoplasma, particularmente en el caso de la DXS1, sefialando,

presumiblemente, formas no procesadas de la proteina en transito hacia los cloroplastos.

Adicionalmente, fueron utilizadas construcciones resultantes de la fusién de los péptidos
de transito de las proteinas DXS1, DXS2 y DXR con la proteina marcadora GFP dirigida por el
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (355-CaMV). Con estas construcciones fueron
transformadas por microbombardeo células del mesoéfilo de hojas jovenes de A. thaliana,
permitiendo la expresién transitoria de las proteinas quiméricas resultantes. La observacion
mediante microscopia confocal permitié detectar la fluorescencia propia de la GFP
especificamente en cloroplastos, como revelaba la colocalizacién con la clorofila propia de dichos
organulos (apdo. II.2.1). Estos resultados confirmaron lo observado mediante los ensayos de
inmunolocalizacion para la DXS1 y la DXR. También delataron una particularidad propia a la
DXS2. Asi, la relacién de tamafio existente entre los cloroplastos marcados con DXS2.PT:GFP y
el resto, dentro de una misma célula, apunta a una localizacion en proplastidos. Los proplastidos
constituyen formas plastidicas indiferenciadas propias de células meristematicas en divisién, a
partir de los cuales se generan los restantes tipos plastidicos, asegurando la continuidad de los
mismos de generacion en generacion. Las observaciones por microscopia electrénica permitieron
reconocer proplastidos en las células del mesofilo (apdo. 11.2.1), de modo coherente con la
potencialidad meristematica que estas células conservan aun en los tejidos adultos [229]. En
todo caso, y aun cuando sean necesarias nuevas aproximaciones para confirmarlo, estos
resultados parecen sugerir la relacidon de la funcién desempenada por la enzima DXS2 con la
sintesis de metabolitos asociados especificamente a estadios tempranos de desarrollo de los
cloroplastos, metabolitos de los cuales se conocen numerosos ejemplos, entre ellos algunos de
naturaleza isoprenoide. Efectivamente, resulta extremadamente interesante comprobar cémo la
sintesis de giberelinas estd intimamente asociada a tejidos meristematicos en proceso de

divisidon activa, como revela el perfil de distribucién de la expresién del gen para la ent-kaureno
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sintasa (KS) de A. thaliana, primera enzima especifica que conduce a la sintesis de estas
fitohormonas a partir del GGPP [273, 287]. Ademas, en trigo y guisante, la actividad enzimatica

correspondiente ha sido detectada mayoritariamente en aquellos organulos [1].

Los plastidos presentan una enorme plasticidad estructural y metabdlica, adaptando su
morfologia y composicion a la funcion del tejido o contexto fisioldgico particulares en el que se
encuentren. Los diferentes tipos plastidicos seran, de este modo, interconvertibles. Parece ldgico
pensar que la sintesis de isoprenoides plastidicos deba adaptarse a esta circunstancia y tenga
lugar de un modo igualmente dindmico y adaptable. La confirmacién de la funcién bioquimica de
otras isoformas de la DXS en la sintesis de IPP resultaria coherente con la implicacién de las
mismas en la sintesis de isoprenoides especificos correspondientes a hipotéticos tipos plastidicos
especificos como, por otro lado, parecen sugerir los resultados de filogenia molecular discutidos

en los epigrafes I11.1.2 y II1.1.3.

No obstante, la observacion de la DXS2.PT:GFP en proplastidos también podria
interpretarse por la mayor eficacia de la maquinaria de translocacion de proteinas en los
mismos. Se conoce como la capacidad de importe de proteinas citosdlicas por parte de los
proplastidos decae hasta 20 veces en el transcurso de su diferenciaciéon hacia cloroplastos o
etioplastos [80]. Presumiblemente, el promotor 355-CaMV conduciria a la sobreexpresion de la
DXS2 por encima de los niveles endégenos, de modo que es razonable pensar que un sistema
como el de los proplastidos podria asumir la entrada de un exceso de proteina DXS2 mejor que
los propios cloroplastos maduros. En cualquier caso, habria de tratarse de una singularidad
propia de la DXS2, pues los experimentos analogos con la DXS1 y la DXR fusionados a GFP, no

reprodujeron el supuesto perfil de distribucidon observado en los proplastidos.

I11.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES DXS7 Y DXR de

Arabidopsis thaliana.

ll.3.1. Los genes DXS71 y DXR de A. thaliana se expresan de manera

generalizada.

Uno de los aspectos fundamentales desarrollados en la presente memoria se centra en el
analisis minucioso de los patrones de expresidon de los genes DXS1 y DXR, realizado en base a
los estudios de la distribucion de los transcritos y proteinas correspondientes a partir de
aproximaciones de northern-blot y western-blot respectivamente, asi como a partir del examen
detallado de los perfiles de tincion histoquimica de plantas transgénicas portadoras de las

regiones 5’ flanqueantes correspondientes a cada gen fusionados con el gen delator GUS.

Los transcritos identificados mediante los experimentos de northern-blot resultaron, en
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cada caso, coherentes con los tamafios deducidos a partir de los ADNc clonados. En efecto, para
DXS1, un ARNm unico de 2,6 kb fue detectado en todas las muestras analizadas (Figuras 11.13,
I1.14, II.15, 11.24, 11.25, I1.26 y II1.28). Sin embargo, en adicién al transcrito de 1,8 kb
correspondiente al ADNc clonado del gen DXR, otro ARNm de aproximadamente 1,4 kb fue
detectado (Figuras 1I.14 y II.15). Ademas, a diferencia del mensajero de 1,8 kb que fue
detectado en todos los tejidos analizados, la forma corta de 1,4 kb lo fue exclusivamente en la
muestra correspondiente a las inflorescencias y a plantas etioladas y posteriormente expuestas a
luz 24 horas. Aunque sean necesarios nuevos analisis para confirmar la funcionalidad de una
supuesta segunda isoforma de la DXR generada a partir del ARNm corto, se conocen
precedentes de formas isoenzimaticas de expresion tejido-especifico derivadas, por ejemplo, de
la utilizacién de promotores alternativos para un mismo gen. Entre ellos destacan los genes
HMGI1L y C o FPS1L y C (donde L y C reflejarian formas largas y cortas respectivamente de los
productos génicos correspondientes) (apdo. I.4.1) [75, 180]. En algunos casos, estas isoformas
seguian también patrones de localizacién subcelular diferentes. No obstante, habida cuenta de
que la longitud estimada para el transcrito corto (1,4 kb) es menor que el de la propia secuencia
codificante para la DXR, también pareceria plausible pensar que dicho transcrito resultase en
una forma de ARN antisentido tejido especifico, con funciones moduladoras de la expresién del
gen DXR. Algunos precedentes a esta hipdtesis se encuadran en los trabajos en torno a la
identificacion de un ARN antisentido con la secuencia nucleotidica complementaria a la del gen
AAT1 de A. thaliana [4].

Los resultados de northern-blot mostraron una coincidencia en los patrones cualitativos
de expresion de los genes DXS1 y DXR. Efectivamente, en todas las muestras analizadas fue
posible detectar los mensajeros correspondientes a ambos genes (apdos. 11.3.1.1 y I1.3.1.2). Sin
embargo, se verificaron diferencias cuantitativas entre los diferentes tejidos y érganos en cuanto
a los niveles de ARNm correspondientes a uno y otro gen. La expresiéon del gen DXS1 se
concentra en las hojas, tallos e inflorescencias, mientras que la expresién del gen DXR es
especialmente abundante en inflorescencias y hojas, y en raices presenta niveles relativos de
mensajero mayores que en el caso de DXS1. En ambos casos los transcritos se acumularon a
niveles destacados en las muestras obtenidas a partir de la suspension celular de la linea T-87
[16].

El perfil de distribucién de actividad GUS de las plantas transgénicas portadoras de la
region -1738/+217 del gen DXS1 fusionadas con el gen delator GUS resulté consistente con la
distribucién del transcrito de 2,6 kb detectado mediante las aproximaciones de northern-blot
(apdo. II1.3.1.3). Este extremo nos permite afirmar que la regidén del gen DXS1 utilizada para
efectuar la construccién quimérica descrita anteriormente contiene todos los elementos en cis
necesarios para la regulacién espacial y temporal de su expresion. Otro tanto puede afirmarse
de la regién 1158/+94 de la DXR que puede, a su vez, ser considerada promotor completo del
gen (apdo. I1.3.1.3).
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El analisis de tincidn histoquimica de plantas transgénicas portadoras de las
construcciones (-1738/+217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS permitid, en cada caso,
confirmar lo observado mediante northern-blot. Sin embargo, un examen mas detallado, como
se ira discutiendo, desvelé sutiles diferencias entre los patrones de expresion de uno y otro gen
(Figuras I1.16 y I1.17). Dichas diferencias podrian derivar, en cierta medida, del papel adicional
del producto de la actividad DXS1, que ademas de ser el primer intermediario en la via MEP, es
también el sustrato para la sintesis de la tiamina y el piridoxol, cofactores comunes a todos los
tejidos vegetales. Presumiblemente, el patron de expresion del gen DXR, en tanto que
responsable de la primera etapa exclusiva en la sintesis plastidica de IPP, habria de cefiirse de

modo mas fiel a los érganos y tejidos de la planta en los que tiene lugar sintesis de isoprenoides.

Las distintas aproximaciones abordadas han mostrado elevados niveles de expresion de
los genes DXS1 y DXR en cualquier tipo de hojas, procediesen de la roseta basal o del tallo
(hojas caulinares), y en todos los estadios de desarrollo. El analisis de las plantas DXS1:GUS y
DXR:GUS puso de manifiesto cdmo la expresion de ambos genes ocurria de modo generalizado
en todas las partes y tejidos de las hojas, y de modo especialmente intenso en el tejido vascular.
Esto ultimo, previsiblemente, seria debido a la mayor permeabilidad de estas células al X-Gluc
(sustrato de GUS). La funcion fotosintética de algunos de los isoprenoides mas importantes
sintetizados en los plastidos (carotenoides y cadena fitol de la clorofila) explicaria la intensa y
generalizada expresion de los genes DXS1 y DXR en las hojas. También hay que considerar la
emisiéon de terpenos volatiles que tiene lugar en las hojas en el contexto de los sutiles
mecanismos de defensa desencadenados frente a los herbivoros [301]. Por otra parte, los
experimentos de tincidén histoquimica a diferentes tiempos de incubacién con X-Gluc no arrojaron
diferencias perceptibles en la expresion de ninguno de los dos genes asociadas al proceso
morfogenético de las hojas. De hecho, esta particularidad es compartida por el gen DXS1 del
tomate [178], y resulta coherente con el hecho de que el desarrollo de las hojas no coincida con

picos de acumulacion de ningun isoprenoide especifico.

La falta de coincidencia en las hojas de los patrones de expresion de los genes
involucrados en la via MEP y del MVA de sintesis de IPP apuntarian a que en este 6rgano no
habria de verificarse la interaccidn o comunicacidn entre ambas vias, aspecto que se ira
discutiendo posteriormente en esta discusion. En general, se ha descrito una baja o nula
expresion de los genes de la via del MVA de sintesis de IPP en hoja madura. Esto ha sido
observado para los genes AAT2 [4], HMS (Diez-Juez, E. y Boronat, A.; resultados no
publicados), MVK [176], HMG (Marin, C. y Boronat, A.; resultados no publicados), FPS1 y FPS2
[73, 75, 76] o SQS [83]. En todos estos casos, la expresion aparece restringida a hojas en
crecimiento de plantas jovenes de la roseta o a los propios primordios foliares, por lo que se ha
asociado a los requerimientos en esteroles que son precisados para la biogénesis de los
componentes estructurales de las membranas propias de los tejidos en diferenciaciéon o

elongaciéon, asi como, aunque de forma cuantitativamente menor, con la sintesis de
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brasinosteroides. Cabe destacar que, entre los distintos procesos directamente regulados por

estas fitohormonas se encuentran, precisamente, la diferenciacién y la elongacién celulares [67].

De un modo mas general, las observaciones realizadas tampoco parecen apoyar la idea
de una variacion en los niveles de expresiéon del gen DXS1 o DXR a lo largo de las etapas
tempranas del desarrollo de las plantas (apdos. 11.3.1.1 y I1.3.1.3). La expresion de uno y otro
gen se mostraba intensa y constitutiva en todos los estadios de desarrollo analizados,
manifestandose en la radicula emergente desde el mismo momento de la germinacién. Sin
embargo, otros procesos particulares de desarrollo de la planta, entre los que se incluyen
aquellos relacionados con la morfogénesis de las inflorescencias, si parecen cursar con una
modulacién concomitante en la expresién de uno y otro gen. De esta manera, la variacion en los
niveles de mensajero DXR podria estar relacionada con algun aspecto concreto del desarrollo
morfogenético de la flor. No hay que olvidar la pérdida de clorofila y rediferenciacién hacia
leucoplastos que sucede en los cloroplastos presentes en la lamina de los pétalos durante su
formacion, en un proceso en el que Unicamente se conservan los cloroplastos del pie [223].
Precisamente es a esa zona a la que se circunscribe la expresién del gen DXR en las flores
maduras, como reveld la tincidn histoquimica de las plantas transgénicas (-1158/+94)DXR:GUS
(Figura I1.17).

Concretamente, las inflorescencias constituyen uno de los érganos donde, tal y como se
desprende de la observacion detallada de los patrones de expresion GUS dirigidos por los
promotores estudiados, se apreciaron pequefias aunque significativas diferencias en cuanto al
patrén de expresion de uno y otro gen. Esta se revelé ampliamente generalizada en el caso del
gen DXS1, pero débil en los pétalos para la DXR. Hemos examinado también el elevado nivel de
tincion detectado en el gineceo y el androceo de plantas transgénicas DXS1:GUS y DXR:GUS,
tejidos en los que tiene lugar la sintesis de pigmentos (Figura III.1) y otros isoprenoides. En este
sentido, ha sido recientemente caracterizado un conjunto de terpenos volatiles implicados,
presumiblemente, en la atraccidon de insectos en los poco frecuentes, pero significativos,
episodios de fecundacion cruzada que ocurren en Arabidopsis, asi como en la protecciéon de los
organos reproductivos frente al dafio oxidativo o en la defensa frente a patdgenos varios [56,
296]. Esto explicaria la expresién en el androceo y el gineceo de los genes DXR y DXS1,
particularmente intensa para este Ultimo a pesar de lo que habia sido previamente referido
[101], y que seguiria un patron de distribucidn espacial semejante al de las terpeno sintasas
responsables de la sintesis de aquellos terpenos especificos de flores de Arabidopsis [56, 296].
Estas observaciones podrian también hacerse extensibles a los granos de polen, donde no puede
olvidarse el papel estructural atribuido a los carotenoides [35]. Otro ejemplo provendria de la
identificacion de proteinas relacionadas con el desarrollo del tubo polinico que son
geranilgeraniladas, como la Rop1, que pertenece a la subfamilia de las GTPasas tipo Rho [322].
Asimismo, han sido caracterizadas otras proteinas intimamente asociadas al desarrollo de las

flores y que son modificadas por grupos prenilo, particularmente en Arabidopsis, como
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APETALA1 [325], pero también en otros sistemas, como la proteina LIM1 de las lilas, Syringa
vulgaris [241]. Sin embargo la implicacién del FPP o el GGPP de origen plastidico en la

prenilacion de proteinas no ha sido aun confirmada.

Por otro lado, resulta interesante sefialar como las inflorescencias constituyen uno de los
organos en los que se concentra la expresion de los genes de la ruta del MVA caracterizados
hasta el momento [4, 73, 75, 76, 83, 176]. Todos estos datos resultarian congruentes con una
contribucién de ambas vias a la sintesis de isoprenoides especializados propios de los érganos
reproductivos de Arabidopsis. Esta interacién podria estar implicada, por ejemplo, en la sintesis
del dolicol responsable de la glicosilaciéon de las glicoproteinas que median la interaccién polen-
papilas estigmaticas [293]. También podria extenderse a la cubierta del grano de polen,
particularmente rico en esteres de esteroles y en otros triterpenoides de origen citosélico [221,
222]. La formacién del tubo polinico viene acompafiada ademas por una intensa produccion de

brasinosteroides, fitohormonas generadas a partir de los esteroles [67].

En lo que concierne a la expresidén del gen DXR en la zona de abscisidn de flores y frutos,
es destacable como esta se iniciaria con posterioridad al proceso de antesis, manteniéndose
durante toda la maduracién del fruto y prolongandose hasta la dehiscencia del mismo. Por el
contrario, la expresion de DXS1 en dicha zona aparece mas tempranamente durante el
desarrollo de la flor, aunque permanece también en los estadios ulteriores de
desarrollo/maduracién de la inflorescencia y el fruto. El acido abscisico (ABA) (fitohormona
derivada de la metabolizacién de compuestos carotenoides) fue originalmente relacionada con el
proceso de abscision del fruto, y su produccidn podria justificar la expresion de los genes DXS1 y
DXR localizada en la zona en que tiene lugar dicho proceso [284]. Una vez mas, esta
particularidad es compartida por otras enzimas asociadas a la ruta del mevalonato,
particularmente la isoforma 2 de la FPS [76]. No puede descartarse, como ya ha sido apuntado,
la entrada de IPP citosdlico en los plastidos para incorporarse a los carotenoides v,
consecuentemente, al ABA [195]. Los autores basaron esta afirmacion, mayoritariamente, en
experimentos desarrollados sobre extractos de aguacate en los que comprobaron la capacidad
del MVA marcado de incorporarse al ABA sintetizado de novo. No obstante, algunos autores

descartan en la actualidad la implicacion del ABA en el proceso de abscision [104, 229].

La expresion de los genes DXS1 y DXR descubierta en las raices de plantas jovenes y
adultas parece apuntar hacia la produccidn de isoprenoides de naturaleza plastidica diferentes de
aquellos producidos en el contexto de la interaccidn con micorrizas y relacionados con otros
procesos no fotosintéticos que tengan lugar en los mismos. Por ejemplo, se conoce que la
sintesis de ABA esta localizada también en este dérgano [104]. También aqui se aprecian
diferencias entre el patrdn de expresion observado, mas restringida a las zonas cercanas a la
parte aérea de las raices para DXR, y mas generalizado en el caso de DXS1. En este contexto,

caben destacar los reducidos niveles de tincién GUS encontrados en las raices de las plantas (-
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1158/4+94)DXR:GUS respecto de los niveles de transcrito detectados mediante northern-blot
(Figuras I1.15 y I1.17). Dicha contradiccién podria explicarse, al menos parcialmente, por el
diferente origen de las muestras utilizadas, y que en el caso del experimento de northern-blot
efectuado con la sonda especifica para la DXR procedian de plantas jévenes crecidas en placas
de germinacién y, por tanto, con las raices expuestas a la luz, factor ambiental que, como
veremos mas adelante, tiene un claro efecto positivo sobre la expresion de los genes DXS1 y
DXR. Por su parte, la distribucién de la expresién detectada para algunos genes de la via del
MVA en las regiones meristematicas o en divisién/elongacion celular intensa cerca del apice de
las raices [83, 176] o, particularmente, en las zonas de emergencia de las raices secundarias
[76], no parece coincidir, en lo esencial, con lo referido para los genes DXS1 o DXR, apuntando

a que la via MEP no jugaria un papel relevante en estos tejidos concretos.

En general, se encontré una buena correlacién entre los patrones de distribucion de los
mensajeros DXS1 y DXR y el de las proteinas correspondientes. Los tamafios de las proteinas
detectadas, se ajustaban, en todos los casos, a los esperados para las formas procesadas de las
proteinas DXS1 y DXR. Sin embargo, las variaciones en los niveles de proteina detectados
mediante western-blot en las plantas crecidas en presencia o en ausencia de luz resultaron
relativamente menos acusadas que las variaciones detectadas para los transcritos
correspondientes o que los valores de actividad GUS para las plantas transgénicas DXS1:GUS y
DXR:GUS (apdos. I1.3.1.1 y II.3.1.3). Asimismo, aunque las proteinas fueran detectadas, al
igual que los ARNm, en todos los tejidos y érganos analizados de la planta adulta, los niveles
encontrados de unas y otros mostraban variaciones cuantitativas. Este hecho reflejaria posibles
mecanismos de regulacidén postranscripcional que modularian, en cada caso, los niveles de
traduccion de los mensajeros, asi como la estabilidad de estos o la de las proteinas
correspondientes. Una explicacién parcial a esta observaciéon podria derivar también de la
sobrerepresentacién de la RUBISCO en los tejidos fotosintéticamente activos sobre el resto de
proteinas, que estuviese alterando las concentraciones relativas reales de las proteinas a
estudio. Esto explicaria por que los niveles de proteina (tanto DXS1 como DXR) encontrados en
las hojas fuesen menores que los detectados en, por ejemplo, las raices, a la inversa de lo que
ocurria con los transcritos. Por otra parte, también eran notorias las discrepancias entre los
valores de proteina encontrados respecto al contenido en pigmentos fotosintéticos (carotenoides
y clorofilas) acumulados para cada muestra particular (Figura III.1), sobre todo si partimos de la
premisa de que el flujo metabdlico dirigido por las dos primeras enzimas de sintesis plastidica de

IPP esta dirigido, principalmente, hacia la sintesis de aquellos productos isoprenoides.

Figura I11.1: Anadlisis cuantitativo de clorofilas y carotenoides extraidos de distintos tejidos de A. thaliana.
Cuantificacion realizada sobre muestras procedentes de la variedad Col. 3 de A. thaliana, midiendo dos
réplicas para cada una de ellas segun una adaptacion del método de Lichtenthaler [170] (apdo. V.4.8). Las
columnas representan las cantidades de pigmento asi estimadas, mientras que las barras indican, en cada

caso, las desviaciones estandar. DL, Dia Largo y OSC, oscuridad.
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Tampoco puede ser descartada la implicacidon de familias de productos tan heterogéneas
como los carotenos en funciones distintas de las atribuidas hasta el momento. De hecho, es
conocida la desproporcidon entre las concentraciones de estos compuestos en determinados
tejidos de Arabidopis y los valores de expresidon alcanzados por algunos de los genes mas
directamente implicados en su biosintesis, como el que codifica para la actividad fitoeno sintasa
(PSY). La actividad transcripcional dirigida por el promotor PSY duplica en flores y frutos los
valores alcanzados en las hojas, y alcanza valores altamente significativos en otros tejidos, como
las raices, practicamente desprovistos de carotenos [314]. El patrén de expresién del gen PSY
coincide, en lo esencial, con el de DXS1 y DXR.

Todos estos resultados reafirman la participacion de los intermediarios producidos por la
DXS1 y la DXR en la sintesis de isoprenoides especificos distintos de los pigmentos isoprenoides
de caracter fotosintético. Conviene sefialar que, aunque A. thaliana no destaque precisamente
como especie productora de metabolitos secundarios de naturaleza isoprenoide, tales como las
fitoalexinas, aceites esenciales, substancias alelopaticas o en general productos que median la
interaccion planta-entorno, todos ellos ampliamente caracterizados en otras especies, los
resultados aqui presentados y otros relativos a la reciente identificacién de una amplia variedad
de compuestos isoprenoides en A. thaliana, algunos especificos de las inflorescencias [56, 296] o
las hojas [301], aconsejan a una revalorizacién de esta especie como productora de derivados

de IPP plastidico no conocidos hasta el momento.
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11l.3.2. El papel de la luz en la expresion de los genes DXS71y DXR.

La importancia de la luz para las plantas no se limita a ser su fuente primera de energia.
La luz se erige, independientemente o de modo integrado con el agua y la gravedad, en el mas
importante y complejo factor/sefial ambiental responsable de inducir y controlar numerosos
aspectos del crecimiento y desarrollo de la planta, tales como aquellos relativos a los ritmos
circadianos, a los patrones de desarrollo propios de los meristemos foliares, a la germinacién o
la iniciacion de la floracién, amen de la fotosintesis o la biogénesis de los cloroplastos [210].
Muchos de estos procesos, enmarcados en el llamado programa de desarrollo fotomorfogénico,
van aparejados con la sintesis de muy diversos isoprenoides plastidicos, algunos esenciales
como las clorofilas y los carotenoides. Este aspecto nos llevé a estudiar la posible influencia de la

luz en la expresién de los genes DXS1 y DXR.

Los mayores niveles de mensajero y proteina DXS1 y DXR detectados entre las plantulas
crecidas en dia largo (16 horas luz:8 horas oscuridad) en relacién a aquellas otras crecidas en
oscuridad apuntaban hacia un papel relevante de la luz sobre la expresién de ambos genes
(apdo. I1.3.1.1). Estos resultados fueron estimados cuantitativamente al medir la actividad GUS
de plantas (-1738/+217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS crecidas bajo unas y otras
condiciones (apdo. II.3.1.4). Sin embargo, dichas diferencias podian estar implicitas en el propio
proceso morfogenético que dirige el programa de desarrollo especifico en luz o en oscuridad. En
este sentido, la constatacidn de que durante el proceso de desetiolacion tenia lugar un
incremento paralelo en los niveles de transcrito DXR y proteina DXS1 confirmaria la capacidad
de respuesta de ambos genes a la luz (Figura II.14). Esta capacidad estaria acorde con el papel
desempefiado por las enzimas codificadas por uno y otro gen en relacién con la sintesis masiva
de pigmentos fotosintéticos que tiene lugar en el contexto de la biogénesis de los cloroplastos

gue acompana a la desetiolacién.

No obstante, tampoco parece aventurado considerar que el estudio detallado de los
numerosos procesos regulados por la luz conduzca, por mor de su variedad, a la identificacion
de otros compuestos isoprenoides especificos distintos de los pigmentos fotosintéticos,

estrechamente relacionados con el desarrollo fotomorfogénico.

Otro interesante aspecto deriva de los niveles de tincion GUS observados durante el
desarrollo escotomorfogénico (en oscuridad) de aquellas plantas portadoras de la regién 5’
flanqueante de los genes DXS1 y DXR fusionados con el gen GUS (Figura II.16 y II.17). La
notoria expresion alcanzada por los genes DXS1 y DXR en oscuridad, ratificados por los niveles
de proteina detectados mediante western-blot, no debe tampoco ser desestimada (Figura II.13).
Este fendmeno resulta, cuanto menos, sorprendente, maxime cuando se constata que los Unicos
isoprenoides de los que se conoce su sintesis en Arabidopsis bajo estas condiciones han sido

caracterizados como derivados de IPP de origen citosélico [67]. En efecto, los brasinosteroides,
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reguladores del crecimiento vegetal de naturaleza esteroidica [28, 206], han sido ampliamente
caracterizadas como involucrados en los cambios morfolégicos que se producen en las plantas
cuando crecen privadas de luz [206], y que exlicarian la represion por la luz de los genes HMG
[98, 167, 180] o SQS [83], responsables de la biosintesis de los precursores de estas
fitohormonas.

1.3.3. El analisis del promotor DXS171 revela la presencia de numerosas
secuencias con homologia a elementos en cis de union a factores de

transcripcion relacionados con el papel biolégico del la DXS1.

La disminucién de los niveles de actividad GUS, claramente perceptible entre las plantas
transgénicas portadoras de la region (-860/+217) en relaciéon con las (-605/+217)DXS1:GUS,
asi como su recuperacion en aquellas otras (-359/+217)DXS1:GUS, refleja, presumiblemente, la
presencia de una combinaciéon de elementos en cis con funciones activadoras y represoras de la
transcripcion en el promotor DXS1 (apdo. II.3.2). Si bien esta afirmacién procede de la
observacion de un elevado numero de muestras de diferentes tejidos procedentes de las
distintas lineas transgénicas analizadas, la identificacion y confirmacion de los hipotéticos
elementos de control positivo y negativo presentes en las regiones -860/-607 6 -605/-361
respectivamente, precisaria de analisis ulteriores. En todo caso, estas discontinuidades en la
actividad transcripcional dirigida por un promotor son comunes a genes que precisan de una fina

regulacidon. Un ejemplo a propdsito viene constituido por el gen SQS1 [83].

El analisis de las plantas transgénicas portadoras de deleciones seriadas del promotor
DXS1 fusionado con el gen GUS permitid, ademas, definir su regién promotora minima. En
efecto, la regiébn comprendida entre las posiciones -359 a +217 del promotor DXS1 parece
contener todos los elementos minimos necesarios para dirigir la expresion, tanto cualitativa
como cuantitativamente, del gen DXS1. Esta afirmacidn resulta de la observacién de que, al
eliminar la regién -359/-188, la actividad GUS detectable mediante tincion histoquimica
desaparece por completo en todas las condiciones, tejidos y momentos del desarrollo analizados.
La busqueda en diversas bases de datos de motivos consenso presentes en dicha regiéon del
promotor resulté en una serie de entradas relacionadas, algunas de ellas estrechamente, con la
funcion bioldgica del producto del gen DXS1 (Tabla III.1). Para ello, se procedié a la busqueda
en la base de datos PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/) [130], PlantCare (Plant
cis-acting regulatory DNA Elements, http://sphinx.rug.ac.be:8080/PlantCARE/) [250] vy
TFSEARCH (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html), aquellas dos especificas de

promotores de plantas. La busqueda se restringidé a los elementos presentes en la regiéon -359/-

188, caracterizada por contener los elementos minimos del promotor DXS1, que presentaban
una homologia significativa con la secuencia consenso correspondiente y que habian sido

previamente caracterizados como responsables de modular la expresion de otros genes en
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Arabidopsis. Asimismo, Unicamente se contemplaron aquellos motivos relacionados directamente

con la funcion del producto codificado por el gen DXS1. La Tabla III.1 enumera todos ellos,

seflalando aquellos comunes a los promotores de los otros dos genes estudiados en esta
memoria, DXS2 y DXR.

NOMBRE: SECUENCIA CONSENSO: REFERENCIA: PROMOTOR DXS2: PROMOTOR DXR:
Cajas | GATAA [294] Si Si
Sitios GT-1 GRWAAW [12, 294] Si Si
Motivo ATC - [12] NO Si
Motivos TGACG TGACG [294] Si NO
CiacadianLeLHC CAANNNNATC [220] Si NO
Sitios “Evening” AAAAATATCT [121] NO NO
“Root Motif” ATATT [96] Si Si
MYB.Ph3 1:WWAAAACSGTTAY. 38, 127, 276] Si Si
2:AGTTAGTTA Si Si
AGAMOUS NTTWCCWAAWNNGGNAAN [135, 229] Si Si
ABRE YACGTGGC [17, 104, 149,|NO NO
Sitios P CCWACCNN [115] si si
Motivo ATCTA ATCTA [314] Si Si

Tabla I11.1: Relacion de motivos conservados en la region -359/-188 del gen DXS1 identificados mediante
las bases de datos PLACE, Plant CARE y TFSEARCH. Se han considerado aquellos sitios que se ajustan
significativamente al consenso y que habian sido caracterizados previamente en genes de A. thaliana
involucrados en procesos relacionadas con la funcion desemperiada por el gen DXS1. En la parte superior de
la tabla aparecen aquellos relacionados con la respuesta a la luz o a oscilaciones circadianas y en la inferior,
los asociados con otras funciones. Se ha considerado significativa una homologia por encima del 85% (o del
75% para las busquedas en el TFSEARCH). Se indica tambien la presencia o no de todos aquellos motivos en
la region (-1158/+94) del gen DXR y (-1184/+76) del gen DXS2 (en este caso considerando como posicion +1
la del extremo 5’ conocido). Claves: R, A+G; Y, C+T; S, G+C; W, A+T; N, A+C+G+T

La Figura III.2, por su parte, muestra la representacion esquematica de todos estos
motivos identificados sobre el promotor del gen DXS1, ampliando la regién -359/-188,
correspondiente a la regidn minima del promotor. Para mayor claridad en la exposicién, se han
sefalado por separado aquellos motivos relacionados con la induccién por luz o regulaciéon por
ritmos circadianos y los restantes motivos identificados. La figura permite destacar los
numerosos elementos en cis presentes en dicha regién del promotor, particularmente de

aquellos relacionados con la respuesta a luz.
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a -860 -605 -359 -188
A A EN &
I AT? Xba
TATA
| Cajas I

ceoTBG TCTTTGGTATGTATGCGTGAATATATTTATT TATT
TTCTTTTCTTTCATTTTCTTTTTAAAGAACTTTATAAATGAAATA
AGGAACAAACAATATACACATGTACTAACGTATATAAATAAT
R A T N CARAACTTGGATTTCATGGT TGGCCCA
RCCAAAAfETCaaqttctctgcggatgacgaaccatctcaccatc
tottttttteteototettttttttttttaatatcatcagocacggt
tacataaaattcgtgatccatgaagttggeotttettgtegtttta

sitios GT-1 -359

Motives ATC

Sitios “evening”

cttcatcaccccatttttttaﬁigtctccatctttatacttctt +1

CIACADIANLeLHC aactctccaccaccaccattgtcaccaccacatttaaacacacac

tttcacttgtagtgggattcgaaagtgegttttattcatttgttt
tactgtttttgataacctcaaaatttgectaaattttattcteta

taaatccttatatgttttact ta?t tcctaaagttttcaacttt

cttgagcttcaaaaagtacctcecaatggettettectgeatectaga

-860 -605 -359 -188
LN A A

2 M? Xba

i i ==

; TATA

I Root Motif

I MYE.Ph3 =359 |GCCTTTATCGTCTTTGGTATGTATGCGTGAATATATTTATTTATT
TTCTTTTCTTTCATTTTCTTTTTARAGAACTTTATAAATGAAATA
MOUS AGGAACAAACAATATACACATGTACTAACGTATATAAATAATATC
ATCAA CCAARACTTGGATTTCATGGTTGACGTGGC
IElemento Resp. ABA nkfﬁTCaagttctctgcggatgacgaaccatctcaccatc
tetttttttetetotottttttttttttaatatcatcageocacggt
tacataaaattcgtgatccatgaagttggectttecttgtegtttt
cttcatcacceccatttttttaaggtcteccatetttatactte tt:E

I Motivos ATCTA aactctccaccaccaccattgtcaccaccacatttaaacacacac

tttcacttgtagtgggattcgaaagtgegttttattcatttgttt

tactgtttttgataacctcaaaatttgectaaattttatteteta

taaatccttatatgttttact ta?t tcctaaagttttcaacttt
a

cttgagcttcaaaaagtaccteccegatggettettetgecatetaga

Figura I11.2: Anadlisis “in silico” del promotor del gen DXS1. La barra representa el promotor considerado
como de referencia (-1738/+217). Sobre ella se han representado todos los motivos de la Tabla Ill.1,
identificados en la region -359/-188 del gen DXSI1. Un codigo de color sefiala cada uno de los motivos
encontrados, distinguiendo entre aquellos relacionados con la respuesta a luz o a oscilaciones circadianas de
la expresion (a) y los asociados a otras funciones (b). La region (-359/-188)DXS1 aparece en mayuscula,
sefialando la posicion de los motivos encontrados sobre la secuencia correspondiente. Los asteriscos aluden a
los dos principales inicios de transcripcion encontrados mediante los experimentos de RACE 5°, marcandose
la posicion considerada como +1. Por su parte, las hipotéticas cajas CAAT y TATA, aparecen subrayadas.

Finalmente, la flecha indica el codon de inicio de la traduccion.
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Como ya se ha comentado anteriormente, uno de los aspectos mas destacados en la
regulacion de la expresion del gen DXS1 (y DXR) se refiere a su inducibilidad por la luz (apdo.
II1.3.2). Las plantas, por su caracter fotosintético, se han hecho extremadamente sensibles a la
luz que reciben, pudiendo monitorizar cambios en la cantidad (intensidad), calidad (longitud de
onda) o duracién de la misma. Estos cambios, como ya apuntamos, inducen una serie de
respuestas, mediadas por la expresion de un amplio conjunto de genes plastidicos y nucleares,
que conforman lo que se ha dado en llamar desarrollo fotomorfogénico. Ademas, todos estos
procesos dependientes de la luz son controlados por la accidn combinada de diversos sistemas
fotoreceptores, que comprenden fundamentalmente el fitocromo y el criptocromo [63, 310]. Los
mecanismos de transduccion de sefial de estos sistemas son, por el momento, poco conocidos,
pero concluyen, en cualquier caso, con una fina regulacién de la expresiéon de determinados
genes [63, 310]. Los esfuerzos realizados en este campo han permitido identificar, en los
ultimos afios, un gran nimero de elementos en cis y factores de transcripcién que se unen a los
mismos en promotores de genes cuya expresién es reactiva a la luz [12, 294]. De esta manera,
la capacidad de un promotor para ser regulado por la luz resultard de la combinacion especifica
de varios elementos actuantes en cis [294]. De esta manera, y de modo coherente con el
comportamiento observado, numerosos de estos elementos responsables de la transcripcién

regulada por luz han sido encontrados en la region (-359/-188) del promotor del gen DXS1.

Entre ellos hemos sefialado los sitios GT-1, que aparecen dispuestos en tdndem en
numerosos promotores regulados por luz [12, 294], aunque también han sido relacionados con
la inhibicidon de la expresidn en raices [304, 332]; las cajas I [294]; los motivos TGACG,
originalmente caracterizados en promotores implicados en la respuesta a auxinas y a acido
salicilico, aunque frecuentes también en promotores sensibles a luz y finalmente los motivos ATC
[12]. Parece razonable pensar que, dado el papel de la actividad enzimatica DXS1, estos u otros
elementos aun no identificados, jueguen un papel determinante en su respuesta frente a la luz
durante, por ejemplo, el desarrollo fotomorfogénico o el proceso de desetiolacién, que
conduzcan de manera eficaz, y de forma coordinada con otros genes, a la sintesis de los
pigmentos isoprenoides y demas elementos que conforman el aparato fotosintético. Por todo
esto, no resulta extrafio que los motivos sefialados, excepcion hecha de los TGACG, hayan sido
encontrados también en el promotor del gen DXR (Tabla III.1). La confirmacion de la
funcionalidad de estos elementos en cuanto a su capacidad de respuesta a la luz deviene uno de
los aspectos prioritarios para investigar en el futuro, en el @ambito de la comprension global de la
regulaciéon mediada por la luz de los genes implicados en la biosintesis de isoprenoides

plastidicos.

Otro aspecto a considerar en el estudio de los procesos biosintéticos dependientes de la
luz relacionados con la actividad del gen DXS1, es el caracter dual de la propia luz, que la hace
responsable, ademas de su ya conocida funcién, de la capacidad para infligir efectos deletéreos

sobre el aparato fotosintético emergente [211]. Por ello es esperable que la biosintesis de
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carotenoides y/o clorofilas asi como otros compuestos de origen isoprenoide con propiedades

fotoprotectoras esté exquisitamente coordinada tanto a nivel cualitativo como cuantitativo.

A estas cuestiones podria responder la presencia del motivo ATCTA. Se trata de un
motivo descubierto muy recientemente durante la caracterizacion del promotor PSY de
Arabidopsis, y que se ha revelado como imprescindible para su actividad transcripcional [314].
Este motivo ha sido encontrado en numerosos promotores de genes implicados en la biosintesis
de carotenoides, clorofilas y tocoferol (entre ellos DXS1 y DXR), y parece ser comun a muchos
genes relacionados con el desarrollo del aparato fotosintético, lo cual podria indicar un papel
global de dicho motivo en la co-regulacién de todos estos genes. El motivo ATCTA presenta
cierta similitud con un elemento en cis caracterizado en varios genes cab (que codifica para las
proteinas ligantes de clorofila a/b), que seria reconocido por una proteina denominada CCA1.
Este factor de transcripcion, relacionado con los factores MYB, estd implicado en la regulacion

mediada por fitocromo de dichos genes [310].

Siguiendo con la enumeracién de los motivos hallados en el promotor DXS1,
encontramos los sitios P. Se trata de motivos originalmente identificados en promotores de
genes responsables de la pigmentacion de los frutos y flores del maiz, particularmente aquellos
que codifican para enzimas biosintéticas de compuestos de naturaleza flavonoide. Dichos
elementos serian reconocidos por el producto del gen P [115]. Este gen es un miembro
especifico de la familia génica MYB, ampliamente caracterizada en nimerosas especies, y que en
plantas ha sido frecuentemente relacionado, actuando de modo concertado con proteinas bHLH
(basic helix-loop-helix), con la activacion coordinada de genes responsables de la biosintesis de
productos de naturaleza flavonoide, amén de otras funciones [276]. De hecho, los motivos
reconocidos especificamente por el factor MYB.Ph3 han sido identificados también en la regién -
359/-188 del promotor DXS1, flanqueado por otras 4 de estas secuencias consenso, de modo
similar a lo encontrado, por ejemplo, en el gen responsable de la actividad chalcona sintasa,
considerada una de las etapas limitantes de la sintesis de flavonoides [38, 127, 276]. Algunos de
estos compuestos, como las flavonas, los flavonoles y las antocianinas, desarrollan funciones
similares a las de algunos pigmentos isoprenoides de naturaleza plastidica, como los
carotenoides o los tocoferoles [38, 127]. En efecto, gracias a que poseen un maximo de
absorbancia en el espectro de la luz ultravioleta, resultan extremadamente importantes en
o6rganos como las hojas como protectores frente a los efectos dafiinos de las radiaciones UV
sobre las células del meséfilo. Aln mas, algunos de estos compuestos son responsables,
también junto a los carotenoides, de la coloracién final de algunos d6rganos florales donde

funcionan, adicionalmente, como atrayentes para la polinizacion [38, 127].

A la luz de la presencia de los elementos P y MYB.Ph3 en el promotor DXS1 podria
especularse con que los factores de transcripcion acoplados a dichos elementos estarian

orquestando la expresion de toda una bateria de genes implicados en la biosintesis de
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compuestos de variado origen pero que desempefian funciones comunes. Se conocen
precedentes de fendmenos de este tipo. Sin ir mas lejos, es bien conocido cémo los multiples
mecanismos que ayudan a prevenir y/o reparar el dafio oxidativo resultante de la generacién de

moléculas reactivas durante la fotosintesis actlian concertadamente [24, 211].

Asimismo, es interesante comprobar como 23 de los genes codificantes para enzimas de
la ruta biosintética de los fenilpropanoides (familia de metabolitos que incluye a los flavonoles y
a las antocianinas), siguen una regulacién circadiana de la transcripciéon (con un pico 4 horas
“bsd”, abreviatura en inglés de “antes del amanecer subjetivo”) extremo que ha podido ser
puesto de manifiesto mediante el uso de "microarrays” de ADN [121]. En dicho trabajo se ha
resefiado un elemento conservado en los promotores de muchos de estos genes que siguen una
oscilacion ciclica en su expresion, entre los que se incluyen también factores de transcripcion de
la familia MYB [121], alguno de los cuales (PAP1) ha sido responsabilizado genéricamente de la
induccién de varias enzimas de la ruta de los fenilpropanoides [192]. Este elemento,
denominado elemento “evening” resultaria esencial para controlar el ritmo circadiano, y esta
presente también en la regién (-359/-188) del promotor del gen DXS1, gen para el que ha sido
confirmada la oscilacion circadiana de su expresiéon [121]. La fase descrita por el pico de
expresion del gen DXS1 (4 horas "asd”, después del amanecer subjetivo) coincide con la
encontrada para una nutrida representacion de genes intimamente asociados con la fotosintesis,
entre ellos los genes /hcA y B [121, 192]. Las proteinas LHC forman parte de los complejos
colectores de luz presentes en los fotosistemas [38, 127]. En este sentido, se ha encontrado
otro motivo (CiacadianLeLHC), previamente caracterizado en las regiones 5’ flanqueantes de
varios de los genes LHC del tomate como necesaria para su expresion circadiana [220]. Los
resultados preliminares que apuntarian hacia una oscilacion periédica de la biosintesis de
carotenoides (Rodriguez-Concepciéon, M. y Boronat, A.; resultados no publicados) sumado al
conjunto de evidencias presentadas confiere mayor peso a la hipotesis que sostendria que los
diversos elementos que conforman el aparato fotosintético seguirian una expresién, armonizada
por el llamado “reloj bioldgico”, dependiente del reconocimiento de estos motivos consenso en

las regiones promotoras de los genes involucrados en su formacién.

El gen homedtico AGAMOUS estd enormemente estudiado por el importante papel
desempefiado en el desarrollo floral. Su mutacién provoca la transicion de estambres en pétalos
y la desaparicion de los carpelos que son sustituidos por series sucesivas de sépalos y pétalos
[229]. El producto codificado por este gen aparece regulando la expresion de numerosos genes
en las flores, uniéndose a una secuencia consenso presente en las regiones 5’ flanqueantes
correspondientes y altamente conservada con otros factores de transcripcion descritos en otros
sistemas bioldgicos, como los humanos o las levaduras [135]. La secuencia consenso de unién a
AGAMOUS se encuentra también en el gen DXS1, para el que hemos verificado elevados niveles
de expresion en inflorescencias (Figuras II.15 y II.16). Podria arglirse que alguno de los

productos sintetizados a partir de la ruta MEP estaria implicado en la correcta morfogénesis
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floral, particularmente algun regulador del crecimiento de naturaleza isoprenoide, justificando asi
la eventual respuesta del gen DXS1 frente a AGAMOUS. En este sentido, es bastante conocido el
papel del acido abscisico (ABA) en diversos aspectos del desarrollo floral, particularmente en el
retraso de la floracion. El efecto seria antagdénico respecto del desempefiado por las giberelinas y
condicionado por la duracion del fotoperiodo y los ritmos circadianos [104]. De hecho, tanto el
ABA como las giberelinas son sintetizados a partir del GGPP plastidico [104, 124, 195]. Por otra
parte, se conocen varias proteinas en las plantas que estdn unidas covalentemente a grupos
prenilo, propiedad que les resulta esencial para el desempefio de su funcién y que en ocasiones
estd relacionada con el desarrollo de las inflorescencias. Es el caso del factor de transcripcidon
APETALA1 [241, 325]. Otras funciones relacionadas con el papel de los isoprenoides en las

inflorescencias aparecen detalladas en el apartado III.3.1.

Otro de los elementos presentes en el promotor DXS1 es el motivo ABRE (ABA
Responsive Element). Este motivo estd ampliamente caracterizado como determinante de la
capacidad de un gen para responder al ABA [17, 104, 149, 275]. Se conocen varias proteinas de
unién a estos elementos que tienen en comun el poseer en su estructura el dominio basico de

cremallera de leucina (bZIP).

Una de las funciones esenciales del ABA durante el crecimiento vegetativo de la planta es
la de optimizar el desarrollo en respuesta a los procesos de estrés abidtico, manteniendo la
homeostasis. Particularmente, la respuesta al estrés hidrico constituye, de entre aquellas
dependientes del ABA, uno de los mecanismos adaptativos mas importantes para las plantas.
Esta fitohormona actuaria, a través de la regulacién de la transcripcién de una bateria de genes,
promoviendo el conjunto de respuestas fisioldgicas ejecutadas para hacer frente a todas aquellas
condiciones adversas de crecimiento como la sequia, la congelacién o la salinidad, que cursan
con la deshidratacién de la planta [17]. Asi, podria sospecharse también la implicacién de
algunos isoprenoides plastidicos en los procesos que propician la aclimatacion de la planta a
tales contingencias. Se conoce, por ejemplo, que el crecimiento de Arabidopsis a bajas
temperaturas provoca, en un primer momento, la inhibicion en la expresién de genes
relacionados con la actividad fotosintética, capacidad que es recuperada cuando se consigue la
tolerancia al estrés [282, 283, 297]. El contenido en clorofilas sigue un perfil similar,
recuperandose tras 2-3 semanas creciendo a 4°C [252]. De hecho, un simple pulso de frio de
unas horas es responsable de un aumento en la relacidon carotenoides/clorofilas, condiciones
bajo las cuales ha sido descrita una induccion en la expresion de los genes codificantes para la
enzima IPP isomerasa (IDI) [208]. Todos estos fendmenos deben precisar, presumiblemente, de
la fina regulacion de los genes involucrados en la sintesis de pigmentos fotosintéticos, lo cual
resultaria coherente con la funcion de la DXS1. Tampoco puede olvidarse que el ABA es
sintetizado a partir de los carotenoides mediante rotura oxidativa de las xantéfila violaxantina,
por lo que su relacién con los productos sintetizados a partir de la DXS1 es directa [104]. Otras

respuestas encuadradas en la aclimatacion de la planta al frio pasan por cambios en la
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composicion de los lipidos de membrana, particularmente de esteroles, conducentes a una
mayor estabilidad de la misma. Aln cuando estos productos sean sintetizados a partir del MVA,
podria asumirse que estas particulares condiciones fisioldgicas de crecimiento estuviesen entre
aquellas que facultan para el intercambio de IPP, u otros intermediarios comunes a la ruta del
MEP y del MVA, entre los 2 compartimentos subcelulares donde transcurren (plastidos y citosol),

en la linea de algunos de los resultados discutidos posteriormente en este trabajo (apdo. III.5).

Para terminar con esta descripcién de los elementos cis encontrados en el promotor
DXS1, nos referiremos al llamado "root motif”. Se trata de un motivo primeramente descrito
como especifico de la expresion en raices de Nicotiana tabacum y Triticum aestivum [96], y que
podria estar relacionado con la insoélita expresion del gen DXS1 en este érgano. El pequefio
tamafio de la secuencia nucleotidica consenso correspondiente a este motivo (ATATT), asi como
la abundancia en el genoma de Arabidopsis de bases A y T, obligan a ser cautelosos a la hora de

atribuir papel alguno a este motivo en el control de la expresiéon de DXS1.

De hecho, otro aspecto destacable de la region -359/-188 del promotor DXS1 es la
enorme abundancia de secuencias ricas en A y T. Existen algunos modelos sobre el papel de
estas secuencias en la regulacion de la expresién génica. A este respecto, se han encontrado
proteinas que se unen especificamente a secuencias ricas en AT de numerosos genes regulados
por la luz [294]. En Pisum sativum ha sido descrita la capacidad de la proteina PLATZ1 de unirse
especificamente a regiones ricas en A+T presentes en los promotores de varios genes,
modulando su expresion. PLATZ1 pertenece a una familia de proteinas ligantes de zinc
exclusivas de plantas, de la que han sido identificados homdlogos en A. thaliana [205]. AUn mas,
los altos niveles de expresidn hallados en numerosos genes codificantes para ARNt de plantas
han sido condicionados a la presencia en las regiones 5’ flanqueantes de dominios ricos en A+T
[62].

Por otra parte, las regiones ricas en A+T han sido relacionadas frecuentemente con las
llamadas regiones de anclaje a la matriz nuclear (MARs). Las MARs aparecen flanqueando los
genes y modulando su expresion al favorecer la accesibilidad de proteinas reguladoras. Otras de
sus funciones estan relacionadas con la organizacion del ADN en cromatina, e incluyen la
definicion de dominios independientes en la regulacidon transcripcional, asi como la formacién del
origen de replicacion del ADN o la organizacién cromosémica durante la mitosis y la meiosis
[133].

En resumen, este prolijo analisis del promotor DXS1 ha puesto de manifiesto la enorme
riqueza de elementos en cis presentes, en consonancia con el papel clave demostrado por esta
regién en la expresion del gen. A pesar de que las aproximaciones presentadas en este trabajo
no permiten afirmar taxativamente su implicacion en la modulacién de la actividad del gen

DXS1, definen una linea de investigacion a desarrollar en el futuro que permita la caracterizacion
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de estos y otros elementos, en el sentido de relacionarlos con las funciones desempefiadas por
los numerosos isoprenoides sintetizados a través de la via MEP. Un aspecto interesante de este
estudio pasaria por la bisqueda de motivos comunes a los promotores de los diferentes genes
implicados en esta ruta. De hecho, muchos de los que han sido descritos en este apartado son
comunes a los promotores DXS1 y DXR (Tabla III.1), en menor medida que con el del gen
DXS2. Resulta interesante comprobar la ausencia de determinados motivos que puedan estar en
el origen de las particularidades en el patrén de expresion entre los genes DXS1 y DXR.
Particularmente, es interesante constatar la ausencia del sitio “evening” del promotor DXR, para
el cual no ha sido detectada una oscilacidn circadiana de su expresion, como pone de manifiesto
el andlisis de los “microarrays” de la Stanford Microarray Database (http://genome-
www5.stanford.edu/MicroArray/). Tampoco estd presente en el promotor DXR el elemento ABRE,

coherentemente con la ausencia de respuesta encontrada para gen DXR a la fitohormona ABA
(apdo. 11.4.3.1). Estas y otras diferencias podrian resultar determinantes para las singularidades
en cuanto a los roles limitantes que, verosimilmente, desempefiaran estos genes en la
regulacion de la biosintesis de isoprenoides plastidicos, tal y como se desprende de los

resultados presentados en este y otros trabajos y que seran discutidos en el apartado 111.4.2.

11.3.4. La expresion del gen DXR responde al bloqueo de la ruta MEP y del
MVA.

La utilizacién de inhibidores que bloquean pasos especificos en la sintesis de IPP ha
puesto de relieve el fino control metabdlico que parece recaer sobre la DXR. En efecto, los
tratamientos con los inhibidores fosmidomicina y mevinolina fueron capaces de desencadenar
una respuesta especifica en forma de acimulo de la proteina DXR (apdo. 1I.4.3.1). Mas aun,
esta activacion ha sido verificada también en los niveles de ARNm frente al bloqueo provocado
por la propia fosmidomicina, sugiriendo un mecanismo de regulacidon transcripcional. Tal
respuesta podria basarse en un mecanismo de regulacién “feed-back” dependiente del
reconocimiento de cambios en la concentracién de algun intermediario de la via o de algun
producto final, cambios que se constituirian en una sefal desencadenada en respuesta a la
alteracion del flujo metabdlico. En este sentido, la ausencia de cambios en los niveles de
proteina DXR en respuesta a la inhibicion por norflurazén de la sintesis de carotenoides estaria
indicando que esta sefial podria corresponder a un intermediario entre las reacciones catalizadas
por la DXR y la geranilgeranilPP sintasa (GGPS), mas que los propios productos finales. De
hecho, tampoco se aprecié cambio significativo alguno en la expresién del gen DXR en respuesta
al tratamiento con ABA, uno de los productos finales derivados de la ruta MEP (apdo. 11.4.3.1).
En esta direccién convergerian los resultados que muestran como la presencia del inhibidor
norflurazén no comporta cambios en la expresidon de los genes PSY y PDS [314, 317], a pesar de
estar bloqueando el paso catalizado por el producto de este uUltimo. A todo esto se une la falta de

reaccion mostrada por el gen PDS a las variaciones en el contenido en carotenoides, verificada a
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partir de muestras del mutante variegado inmutans procedentes de sectores de hojas con
diverso grado de despigmentacion, esto es, con concentraciones variables de carotenoides
[317]. Otros sistemas, como C. annuum [274], han confirmado la misma falta de reactividad de
la PDS o la {-caroteno desaturasa (ZDS) al norflurazén. El comportamiento mostrado por el gen
DXR resultaria coherente con un papel regulador de la enzima en la ruta del MEP, en tanto que
catalizadora de la primera etapa especifica de la misma, aspecto sobre el que incidiremos
extensamente en el apartado II.4.2. Finalmente, hay que sefalar como la existencia de procesos
de naturaleza parecida se manifiestan también en los frutos del tomate inoculados con
fosmidomicina, aunque en este sistema la capacidad de respuesta se extendia también al gen

DXS y se confirmaba en ambos casos su naturaleza transcripcional [237].

Por su parte, el origen de la respuesta mostrada frente al tratamiento con mevinolina
habria que buscarlo en el contexto de la comunicacién intracelular que, previsiblemente, ha de

verificarse entre las dos rutas de sintesis de IPP (apdo. III.5).

l1.4. FUNCION BIOLOGICA DE LA DXS1Y LA DXR.

lll.4.1. Las dos primeras etapas de la ruta del MEP resultan esenciales para el

desarrollo de Arabidopsis thaliana.
lIl.4.1.1. Mutantes e inhibidores en el estudio de la funcion bioldgica de la DXS1 y la DXR.

Hasta el momento han sido caracterizados dos mutantes de A. thaliana afectados en el
paso catalizado por la DXS1. Se trata de los mutantes clal y chs5 [11, 187], abundantemente
referidos en esta memoria. Ambos mutantes manifiestan un fenotipo albino, constitutivo en el
caso del clal, dependiente de la temperatura para el chs5. El fenotipo de estos mutantes deriva
del bloqueo en la primera etapa de la ruta del MEP de sintesis de IPP, lo cual provoca una
drastica reduccion en las cantidades de compuestos de origen isoprenoide, particularmente
pigmentos fotosintéticos. En ambos casos, el fenotipo resultante puede ser revertido mediante la

adicién exdgena de DX al medio de crecimiento (apdo. 11.4.2; [11, 101, 146]).

Un fenotipo similar al descrito para los dos mutantes fue observado tras el tratamiento
de plantas de A. thaliana de genotipo silvestre con el inhibidor fosmidomicina. En este caso, la
etapa afectada es la catalizada por la DXR [142, 157, 172, 175, 202, 329], segunda etapa de la
ruta del MEP, por lo cual, el origen del fenotipo habria que buscarlo también fundamentalmente
en la reduccién de los niveles de carotenoides y clorofilas. Del mismo modo que en los mutantes
clal y chs5, la presencia del inhibidor no afectaba a la germinacion ni al correcto desarrollo de la
raiz o los cotiledones, lo que indica que los isoprenoides plastidicos, o al menos la actividad DXR,
no resultan esenciales en dichos procesos u dérganos. A pesar de ello, cabe sefialar que la

presencia del producto de la reaccidn catalizada por la DXR en su forma defosforilada, el
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metileritritol (ME), es incapaz de revertir la inhibicion por fosmidomicina (apdo. II.4.5.2).
Tampoco la presencia de dicho intermediario logrd rescatar la linea transgénica 35S:DXR-b1.A
(apdo. 11.4.5.3), silenciada en el gen DXR enddgeno y cuyo caracteristico fenotipo variegado
estudiaremos en detalle mas adelante, ni el mutante chs5 (apdo. 11.4.5.4). Estos resultados
apoyarian la imposibilidad mostrada por el ME, contrastada en otros sistemas vegetales, de

incorporarse eficientemente a la sintesis de IPP, o al menos de ser fosforilado a MEP [102, 254].

Por su parte, el fenotipo observado en el caso de las plantas crecidas en medio
conteniendo norflurazén ha sido abundantemente estudiado [23, 274, 316, 317]. En nuestro
caso, se ha verificado un efecto letal de este inhibidor especifico de la fitoeno desaturasa a
concentraciones por encima de 25 nM (apdo. 4.3.2). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria
con los mutantes chs5 y clal o en el tratamiento con fosmidomicina, en el caso del norflurazén,
el fenotipo deriva de un proceso de fotooxidacién provocado por la ausencia de carotenoides que

protejan al aparato fotosintético de la formacidon de moleculas reactivas de oxigeno [317].

ll.4.1.2. Las actividades DXS1 y DXR resultan necesarias para el correcto desarrollo de los
cloroplastos.

El desarrollo de los cloroplastos constituye un proceso extraordinariamente complejo que
implica una fina regulaciéon de la biosintesis de los diversos componentes del aparato
fotosintético y de los ciclos reductores del carbono. Dicho proceso depende de la expresion
coordinada de genes, tanto nucleares como plastidicos, en respuesta a sefiales ambientales
(particularmente la luz). Esta coordinacion pareceria estar mediada, a su vez, por la actividad de
un conjunto de factores plastidicos, que dirigen la expresidon de genes nucleares relacionados
con el desarrollo de los cloroplastos en funcion del estado funcional y de desarrollo del mismo

[235]. Es la denominada hipétesis de la sefial plastidica.

Los resultados presentados en esta memoria permiten afirmar que la funcién bioldgica
desempeiiada por los productos de los genes DXS1 y DXR es necesaria para el normal desarrollo
de los cloroplastos y que, consecuentemente, resultan esenciales para el desarrollo de la planta.
A esta conclusidon se llega después de observar cdmo el bloqueo en cualquiera de las 2 etapas
enzimaticas, bien de modo inducido por medio de inhibidores (fosmidomicina) (apdo. 11.4.3.2),
bien de modo constitutivo utilizando mutantes (chs5 y 35S:DXR-b1.A) (apdos. 11.4.3.2 y
11.4.4.3), resulta en la formacién de cloroplastos con severas deficiencias en sus estructuras
internas de membrana, que no consiguen diferenciarse hasta tilacoides maduros. Este bloqueo
en la biogénesis de los cloroplastos debe interferir con la produccion de la hipotética sefal
plastidica que dirige la expresidon de los genes relacionados con dicho proceso. Futuros estudios
sobre cambios en la expresion de toda esta familia de genes involucrados en la formacion de los
cloroplastos, tanto en los mutantes estudiados como en aquellas plantas tratadas con inhibidores

de la ruta del MEP contribuirdn, indudablemente, a la identificacién de los componentes de la
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sefial plastidica.

Se conocen numerosos mutantes de Arabidopsis con alteraciones en el desarrollo de los
cloroplastos y que presentan fenotipo albino. Algunos de ellos, como el abcl [272] o gun [289],
estan caracterizados por su implicacion en la coordinacién de los genomas plastidico y nuclear
durante el desarrollo de los cloroplastos; otros, entre los que se incluyen los mutantes cue
[179], forman parte de los complejos antena fotosintéticos, o estan afectados en los procesos de
importe de proteinas a plastidos, como los mutantes toc [139]; finalmente, destacan algunos
involucrados en diversos aspectos de la fisiologia plastidica, tales los mutantes pac [233], alb3
[288], cla1l [187] o chs5 [11]. La importancia para la planta del normal desarrollo de los
cloroplastos en respuesta a la presencia de la luz viene dada por la identificacién en el genoma
de Arabidopsis thaliana de, hasta la fecha, 100 genes especificamente asociados con la
percepcién y transduccion de la sefial luminosa, asi como de 139 genes relacionados
potencialmente con el proceso fotosintético, entre los que se incluyen 47 directamente
implicados en la biosintesis de clorofilas y carotenoides [136]. Los genes DXS1 y DXR se suman
asi a esta larga lista de genes esenciales para el normal desarrollo de los cloroplastos, entre

otros procesos fotomorfogénicos.

No se dispone de informacion sobre el papel de los genes DXS1 y DXR en el desarrollo
de otros tipos plastidicos, aunque resultados obtenidos por otros autores han apuntado hacia el
requerimiento de la DXS1 en el normal desarrollo de los etioplastos, pero no de los amiloplastos
[101]. En cualquier caso, los analisis microscopicos han confirmando que las alteraciones
ultraestructurales se centran en los plastidos, pues otros organulos, por ejemplo, las

mitocondrias, no se ven afectados (apdos. 11.4.3.2 y 11.4.4.3).

l1.4.1.3. La linea 35S:DXR-b1.A presenta un caracteristico fenotipo variegado.

Hemos caracterizado el fenotipo variegado de la linea 35S:DXR-b1.A. Los niveles
reducidos de expresion del gen DXR en esta linea, verificados para el ARNm, proteina e,
indirectamente, para la actividad enzimatica correspondiente conducen al desarrollo de un
fenotipo variegado que afecta de modo variable de unos individuos a otros. Dicho fenotipo esta
caracterizado por la presencia de dérganos y tejidos con diversos grados de despigmentacion.
(apdos. 11.4.4.1 y 11.4.4.2). ¢Como conciliar la expresion constitutiva del transgén dirigido por el
promotor 35S con la aparicion de un fenotipo variegado derivado de niveles variados de

expresion del gen DXR de unas células a otras?

La variegacion tiene su origen en muy diversos mecanismos, algunos hereditarios y otros
gue no lo son. Entre aquellos, se incluyen los debidos a mutaciones en genes nucleares u
organelares, a alteraciones en los ribosomas organelares, a la aparicion de quimeras o procesos
dependientes de la inserciéon de elementos transponibles [236]. Un ultimo mecanismo de

variegacion causado por genes nucleares es el constituido por el silenciamiento génico
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dependiente de homologia. Dentro de este tipo se engloban los llamados procesos de
Silenciamiento Génico Post-Transcripcional (SGPT) que estarian, presumiblemente, en el origen
del fendmeno de cosupresién observado en las plantas de la linea 35S:DXR-b1.A. La propia

naturaleza del fendmeno de cosupresién permitiria explicar la aparicién del fenotipo variegado.

A pesar de que los mecanismos que rigen el SGPT son, todavia, poco conocidos, parece
que estarian mediados por moléculas bicatenarias de ARN que provocan la degradacién
secuencia-especifica del ARN diana, sin afectar necesariamente a su transcripcién. La iniciacién
del proceso ocurriria espontaneamente y de forma estocastica y altamente localizada. A
continuacién tendria lugar la propagacion sistémica del fendmeno de SGPT, por el que es
transmitido a otras partes de la planta, presumiblemente a través de una sefal molecular de
ARN. Finalmente, modificaciones tales como la metilacién del ADN, acetilacidon de las histonas o
remodelacion de la cromatina podrian ser responsables de la perdurabilidad del fenémeno de
SGPT durante el desarrollo de nuevos tejidos, a partir del tipo celular originalmente silenciado
[68, 302].

Podemos extrapolar este modelo para entender el fondo biolégico de la variegacion en la
linea 35S:DXR-b1.A. El hecho de que Unicamente esta linea, de entre las distintas analizadas,
desarrolle este fenotipo podria derivar de la eficiencia del SGPT, que depende de que el ARNm
diana particular (en este caso aquel producido por el transgén) se exprese por encima de un
umbral determinado [68, 302]. Ademas, se ha postulado que la capacidad de una linea
transgénica de producir la sefial propagadora de la variegacion dependeria del sitio de insercion
del transgén y de la estructura correspondiente del locus ocupado. En base a esto, puede
arglirse que el proceso de SGPT, iniciado en una célula determinada en respuesta a niveles
exacerbados de expresion del transgén, reduce los niveles de proteina DXR por debajo del
umbral necesario para sintetizar convenientemente los pigmentos fotosintéticos, de naturaleza
isoprenoide. Dicho déficit biosintético estaria en el origen de los defectos ultraestructurales
verificados en los cloroplastos de las plantas 355:DXR-b1.A y de la despigmentacion tipica de los
tejidos verdes de las plantas de esa linea (apdos. 11.4.4.2 y 11.4.4.3). Otros elementos, tales
como las variaciones en la traduccién del mensajero DXR entre unos y otros tejidos, las sutiles
diferencias en la cantidad de luz percibida por unos y otros sectores de la planta, o las
desigualdades en el reparto de plastidos entre las células hijas durante el proceso de divisidon
celular, podrian acentuar aun mas las diferencias entre las dosis de proteina DXR presentes en
las células vecinas pertenecientes a sectores de tejido variegados. Esto permitiria explicar las
enormes variaciones encontradas en la morfologia plastidica entre células cercanas
(heteroplastidia), fenomeno que, por otro lado, también se manifiesta en cierta medida en las
plantas crecidas en presencia de los inhibidores fosmidomicina o norflurazén, o del mutante

chs5, aun cuando no desarrollen el fenotipo variegado caracteristico de la linea 35S:DXR-b1.A.

Como ha sido ya apuntado en el epigrafe anterior, existe un conjunto de evidencias que
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sostienen la idea de que la transcripcién de algunos genes nucleares, particularmente aquellos
relacionados con la fisiologia y el proceso biogenético plastidico, estd controlado por el estadio
de desarrollo del plastido [235]. En las plantas dicotileddneas, el proceso de desarrollo de los
cloroplastos estd intimamente coordinado con el de las hojas. Por ello, los estadios iniciales de
diferenciacién de proplastidos a cloroplastos coinciden con la formaciéon de las células del
mesofilo a partir de células meristematicas indiferenciadas [229]. En este contexto, las
alteraciones en el desarrollo de las células del mesdfilo observados por microscopia dptica en las
hojas procedentes de la linea 35S:DXR-b1.A podrian explicarse por el propio desarrollo de la
hipotésis de la sefial plastidica (Figura 11.32). En efecto, dicha hipdtesis se completa planteando
que el estado metabdlico o de desarrollo de los plastidos juega un papel central en la regulacién
de la diferenciacion celular y de la morfogénesis foliar [235]. Segun este modelo, las
alteraciones histolégicas de las hojas 35S:DXR-b1.A podrian derivar de la incompleta

diferenciacién plastidica.

A pesar de ello, el mecanismo molecular mediante el cual es testado el estado funcional
del plastido no estd aun completamente diluciado. En este sentido, los mutantes variegados
presentan importantes ventajas respecto de los albinos recesivos en el estudio de la cooperacién
entre los genomas plastidico y nuclear en el desarrollo de cloroplastos y hojas, debido a que el
linaje celular de los cloroplastos defectuosos puede seguirse dentro de los sectores afectados
[236]. Entre los pocos mutantes de naturaleza variegada caracterizados en Arabidopsis destacan
var, responsable de codificar para una metaloproteasa necesaria para el correcto procesamiento
de proteinas plastidicas [57, 58, 292]; cuel, cuya mutacion esta localizada en un transportador
fosfoenolpiruvato/fosfato plastidico [179, 285]; pac, alterado en una proteina presuntamente
implicada en el proceso de maduracién del ARNm [233] o inmutans, bloqueado en una oxidasa
alternativa asociada a la actividad de la fitoeno desaturasa [8, 47, 144, 316, 317]. De esta
forma, podemos afiadir 35S:DXR-b1.A a esta relacion de mutantes que desarrollan un fenotipo
variegado similar, y que estan bloqueados en la comunicacion plastido-nucleo. Los mutantes
35S:DXR-b1.A e inmutans comparten muchos rasgos fenotipicos, como las alteraciones
plastidicas e histdlogicas, lo cual resulta légico en tanto que ambos se ven afectados en la
biosintesis de carotenoides, productos, ademas, explicitamente identificados entre aquellos que

conforman la mencionada sefal plastidica [235].

ll.4.2. Regulaciéon del flujo metabdlico de la ruta del MEP: El papel de la
DXS1 y la DXR.

A pesar de los sustanciales avances efectuados en los Ultimos afios en cuanto a la
elucidacion de la ruta del MEP en bacterias y en plantas, se dispone de poca informacién acerca
del posible papel regulador de las distintas enzimas en el flujo de intermediarios que conducen
hacia la sintesis de los isoprenoides plastidicos finales. Una de las mas eficaces aproximaciones

experimentales para su estudio es la llamada genética inversa, que permite provocar

164



1ll. DISCUSION

alteraciones del flujo metabdlico en puntos concretos de la misma. Del analisis de los cambios
originados en los productos finales (y genéricamente de las alteraciones fenotipicas derivadas)
se puede obtener informacién acerca del papel de tales etapas en la regulacion de la ruta

bioquimica en cuestién.

En este sentido, los experimentos llevados a cabo con las lineas transgénicas 35S:DXR
permiten concluir que la enzima DXR juega un papel clave en el control de la ruta del MEP de
sintesis de IPP, al menos en A. thaliana. Esta conclusiéon deriva de la observacion de que
cambios en la expresidon de la DXR, conseguidos en lineas transgénicas portadoras del ADNc
correspondiente dirigido por el promotor 35S, provocan modificaciones significativas en la
cantidad de carotenoides y clorofilas (apdo. II.4.4.1). Asimismo, dichos cambios son
proporcionales a los niveles de actividad enzimatica resultante, que fueron deducidos en base a
la resistencia al inhibidor fosmidomicina (apdos. 1I1.4.4.1 y 11.4.5.2). Sin embargo, lo moderado
de los incrementos en tales pigmentos observados en aquellas lineas que presentan valores
incrementados de resistencia a la fosmidomicina, sugiere la presencia de puntos limitantes
adicionales, reflejo de la enorme complejidad de las rutas biosintéticas que divergen del IPP
plastidico. Por otro lado, la rapida respuesta observada para el gen DXR al tratamiento con
fosmidomicina, verificada ya a nivel del ARNm y acentuada para los valores de la proteina
correspondiente, resulta congruente con este papel regulador propuesto para la DXR (apdo.
I1.4.3.1).

A la luz de observaciones efectuadas en el grupo de la Dra. Patricia Ledn a partir de
aproximaciones analogas a las descritas para la DXR, también habia sido mostrado un papel
clave para la enzima DXS en la regulacidon de la sintesis de isoprenoides plastidicos en
Arabidopsis [100]. Los autores analizaron variaciones en los valores de carotenoides y clorofilas
entre diferentes lineas 355:DXS1 y 35S:anti-DXS1 de A. thaliana, encontrando que resultaban
proporcionales a los valores de expresién del gen DXS1 y del orden de los cuantificados en esta
memoria para las plantas 35S:DXR (apdo. I1.4.4.1). Dicho grupo constatdé también
modificaciones similares en el contenido de otros isoprenoides de naturaleza plastidica, tales
como los tocoferoles, el acido abscisico o las giberelinas, productos estos que son requeridos por
la planta en menores cantidades. En este Ultimo caso, sin embargo, los autores verificaron
también variaciones en la expresion del gen GA4, que codifica para la GA 3p-hidroxilasa [124],
inversamente proporcionales a las del gen DXS1 en cada una de las lineas analizadas, en un
proceso que pretenderia amortiguar los cambios en el contenido de giberelinas finales. Este
resultado apoya la idea de la existencia de etapas reguladoras adicionales a las especificas de la
ruta MEP, al menos para alguna de las numerosas familias de isoprenoides sintetizados en las

plantas a partir de esta ruta.

Por nuestra parte, la sobreexpresion de la DXS1 utilizando el sistema inducible pTA7002,

no consiguié provocar cambios aparentes en las concentraciones de clorofilas y carotenoides
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para ninguna de las lineas estudiadas (apdo. 11.4.4.4). Los resultados de western-blot obtenidos
sugieren un fino mecanismo de regulacién postranscripcional, dependiente de los valores de
sobreexpresion alcanzados por el transgén en respuesta al inductor, que revierta las cantidades
de proteina a niveles cercanos a los obtenidos en ausencia de la dexametasona. Este seria el
origen de por qué los elevados niveles de transcrito DXS1 detectados en las lineas TA:DXS1 en
presencia del inductor (respecto de las verificadas por las plantas transgénicas control
portadoras del vector sin inserto) no trascendian en cambios en los valores de pigmentos
fotosintéticos. Adicionalmente, la existencia de dichos mecanismos de regulacidon
postranscripicional permitirian explicar lo moderado de los cambios encontrados por Estévez y
col. [100] para la proteina DXS1 en relacién con los mayores niveles alcanzados por el ARNm

correspondiente en las plantas transformadas con la construccion 35S:DXS1.

Otros sistemas bioldgicos han aportado evidencias en la linea de un papel compartido de
la DXS y la DXR en la regulacién del flujo metabdlico de IPP hacia la biosintesis de isoprenoides
plastidicos especificos. Tal es el caso de Mentha x pipperita, donde se ha constatado cémo la
sobreexpresién de la DXR conducia a aumentos sensibles en los monoterpenos que componen
los aceites esenciales sintetizados por esta especie [185], y cdmo dicho proceso correlacionaba
con un aumento en los valores de ARNm para la DXS [165]. Resultados similares han sido
obtenidos en muy distintas especies vegetales. En algunos cereales se ha observado cémo la
produccion de apocarotenoides especificos que tiene lugar en las raices micorrizadas cursaba
paralelamente a la induccién de los genes DXS y DXR [308, 309]. El mismo fendmeno se repite
en células en suspensidn de C. roseus, cuyos genes DXS y DXR ven estimulada su expresion en
aquellas condiciones de cultivo que propician la produccién de alcaloides indol-terpénicos [50,
303], productos especificos de esta especie. Otros resultados parecen apoyar el papel
compartido de las dos primeras etapas en la regulacién de la sintesis de IPP via MEP también en
eubacterias. Asi, la sobreexpresién de la DXS en una cepa de E. coli genéticamente modificada
para la biosintesis de licopeno conducia a la acumulaciéon de dicho carotenoide y paralelamente
de ubiquinona-8 [120]. Estos resultados fueron posteriormente confirmados por diferentes
autores, anadiéndoles la posibilidad de incrementar la produccidon de licopeno al sobreexpresar
simultaneamente la DXS y la DXR [22, 148]. Sin embargo, la sobreexpresidon en E. coli de la
DXR de la cianobacteria Synechococcus leopoliensis no permitid6 detectar variaciones
sustanciales en los niveles de DMAPP, otro de los productos finales, junto con el IPP, de la ruta
MEP [196].

Sin embargo, otros autores han demostrado como el peso de la regulacion de la
biosintesis de determinados isoprenoides parece recaer fundamentalmente sobre la DXS. En
efecto, Lois y cols. [178] evidenciaron que en el transcurso de la maduracién organoléptica del
fruto de tomate tenia lugar una induccién de la expresion del gen DXS que se correlacionaba
estrictamente con la acumulacion de carotenoides que tiene lugar durante este proceso, segun

un perfil similar al del transcrito PSY1 (fitoeno sintasa), hasta ese momento, Unica etapa
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limitante conocida. El hecho de que las mismas aproximaciones no apuntasen cambios similares
en la expresién del gen DXR [237], animd a los autores a atribuir, en este proceso, un papel
limitante para la DXS, actuando de manera coordinada a la PSY1, en un modelo de control de la

biosintesis de carotenoides durante la maduracién del fruto de tomate que excluiria a la DXR.

Todos estos elementos en su conjunto permiten proponer que, en Arabidopsis, las dos
primeras etapas desarrollarian un papel clave en la modulacién de la sintesis de IPP via MEP vy,
en consecuencia, en el control del flujo metabdlico que conduce hacia la sintesis de isoprenoides
plastidicos. Aunque por el momento no puedan realizarse generalizaciones, resulta atractiva la
hipétesis que sugiere un papel regulador global para la DXS, mientras que la DXR se reservaria
para una funcidon de control especifica en determinados drganos, procesos o especies, de
acuerdo con el patron de distribucién mas restringida de esta dltima. Futuras investigaciones

contribuirdn a dilucidar el papel de las restantes enzimas implicadas en la ruta MEP [238].

lI.5. NUEVAS EVIDENCIAS ACERCA DE LA INTERACCION
BIOQUIMICA ENTRE LAS RUTAS DEL MVA Y DEL MEP EN PLANTAS.

Numerosos resultados presentados en los ultimos anos, y basados fundamentalmente en
el seguimiento de la incorporacion del marcaje radioactivo sobre distintos productos
isoprenoides, asi como en la utilizacion de la mevinolina, y ampliamente analizados en el
apartado 1.3.2, contradecian el esquema tedrico propuesto que contemplaba la estricta
segregaciéon de las dos vias de sintesis de IPP que coexisten dentro de la célula vegetal. Los
resultados presentados en este trabajo afiaden interesantes evidencias en favor de una
comunicacion entre las dos rutas biosintéticas de IPP, la ruta del MEP y la del MVA que, aun
manteniéndose ubicadas en sus respectivos subcompartimentos celulares, apuntan hacia la
cooperacién entre ambas, presumiblemente a nivel del intercambio de intermediarios comunes.
Para ello, nos hemos servido de diversas herramientas bioquimicas (inhibidores especificos e

intermediarios) y genéticas (mutantes de la via MEP).

l1.5.1. La desoxixilulosa es capaz de revertir la inhibicion del crecimiento

provocada por la mevinolina.

Este sencillo enunciado lleva a plantearnos interesantes cuestiones. Una vez confirmada,
efectivamente, la eficacia de la desoxixilulosa para rescatar el fenotipo originado por la
mevinolina (apdo. 11.4.5.1), fendmeno que apuntaria inequivocamente a una interaccion de la
ruta plastidica de sintesis de IPP (via MEP) con su andloga citosdlica (via MVA), ¢En qué

términos ha de producirse esta?

El planteamiento mas sencillo pasa por asumir la entrada de la DX en la célula, su
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fosforilacion por una xilulosa kinasa, para la cual ha sido caracterizada la actividad responsable
en E. coli [323], y de la que se conoce la existencia de un homdlogo en Arabidopsis
(At5g49650), vy, finalmente, la incorporacion directa del intermediario en la ruta del MEP de
sintesis de IPP. El aumento del flujo metabdlico en esta ruta permitiria superar, mediante el
transporte hacia el citosol de algun intermediario comun a las dos vias, el bloqueo de la ruta del
mevalonato producido por la mevinolina. Sin embargo, algunas evidencias complican este
modelo. En Arabidopsis, la incorporacion efectiva de la DX Unicamente ha sido conseguida bajo
circunstancias de bloqueo de una u otra ruta de sintesis de IPP, bien en el mutante clal [187],
bien en plantas tratadas con mevinolina [146]. Por otra parte, a pesar de que un efecto analogo
de activacion de la ruta del MEP sea conseguido en las plantas 35S:DXR-2.B a través de la
sobreexpresién del gen DXR, ésta no resultd en una resistencia incrementada al inhibidor
mevinolina (Figura II.35). Finalmente, ha sido constatada la imposibilidad de la DX suministrada
exdégenamente de incorporarse directamente a isoprenoides plastidicos en el sistema de fruto de
tomate (Rodriguez-Concepcién, M., Rohmer, M y Boronat, A.; resultados no publicados),
tratamiento que, sin embargo, incidia positivamente en la acumulacién de carotenoides durante

la maduracién del mismo [178]

De todo esto parece inferirse, que el papel de la DX en la reversién del efecto causado
por el tratamiento con mevinolina es esencialmente mas sutil de lo que parece a primera vista.
La DX parece comportarse, bajo determinadas circunstancias, como una sefial que provocaria
una respuesta de activaciéon en algunas de las enzimas involucradas en la ruta plastidica de
sintesis de IPP, posibilitando la reversion del bloqueo provocado por la mevinolina. Otras
evidencias indirectas apoyarian este fendmeno. Por un lado, la toxicidad de la DX habia sido ya
sefialada desde concentraciones de 1,5 mM [101] y ha sido aqui confirmada como
absolutamente letal para valores de 5 mM (resultados no mostrados). La naturaleza quimica de
la DX no parece poder justificar, por si sola, este efecto letal sobre la planta que,
paraddjicamente, mimetiza el originado por la fosmidomicina. Se podria inferir por lo tanto, que
el papel desempefiado por la DX vaya mas alla de la de mero precursor en la sintesis de IPP. De
hecho, es bien conocido el papel de determinados azlcares, tales la 3-O-metilglucosa o la 6-
desoxiglucosa, como sefalizadores en la regulacién de diversos aspectos del desarrollo y
crecimiento vegetales . Por otra parte, esta reconsideracion de la DX como sefial quimica
permitiria explicar la fina regulaciéon postranscripcional postulada para la DXS (apdo. 11.4.4.4),
en tanto que dependiente del producto, asi como lo limitado de los niveles de sobreexpresion

descritos para los transcritos y la proteina del gen DXS1 en las plantas 35S:DXS1 [100].

La capacidad de la DX de provocar esta respuesta seria estrictamente dependiente del
caracter limitante del flujo metabdlico que conduce hacia la sintesis de IPP, en este caso debido
a la mevinolina y, por lo tanto, del derivado del MVA. Ambas circunstancias convergerian en una
estimulacion de la sintesis plastidica de IPP que permitiese revertir el fenotipo de inhibicién por

la mevinolina. Numerosos resultados estarian en sintonia con estos postulados. El incremento en
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los niveles de proteina DXR descrito para aquellas muestras germinadas y crecidas en medio
suplementado con mevinolina ocurre exclusivamente en presencia de DX o, en su caso, MVA
(Figura I1.34). Este efecto seria asimismo verificado por la DXS1, pero en este caso los niveles
de proteina alcanzaran estrictamente los niveles basales. También hemos constatado cémo la
sola presencia de los intermediarios no justifica, por si sola, la respuesta en cuanto a los niveles
de proteina DXS1 o DXR (apdo. I1.4.5.1). La ya discutida rédpida respuesta de la DXR al bloqueo
en la sintesis de IPP, por un lado cara al bloqueo por fosmidomicina, que podria deberse al
aumento originado en la concentracién del sustrato DXP y, por otro, a la presencia de
mevinolina, resultarian también congruentes con esta hipétesis (apdo. I1.4.3.1). Finalmente, hay
que anotar, en apoyo de este modelo, que ha sido recientemente publicado cémo determinadas
circunstancias, similares a las que venimos describiendo, han permitido la incorporacion eficiente
de DX en el campesterol, isoprenoide de origen citosdlico [146]. Para ello, los autores
suministraron el intermediario marcado en concentraciones crecientes al mutante clai,
bloqueado en la DXS1 [187].

En resumen, dos circunstancias parecen estar actuando sinérgicamente para propiciar
esta translocacion de intermediarios en la direccion plastido-citosol. En primer lugar, el caracter
limitante de alguna de las dos vias de sintesis de IPP; por otro, la variaciéon en la concentracién
intracelular de algun intermediario, particularmente DX. El proceso vendria mediado por una
activacion del equipo enzimatico de la ruta del MEP (singularmente la DXR), dependiente de la
sefial DX, acompafiado por la translocacién a través de la envuelta plastidica de intermediarios
comunes en la sintesis de isoprenoides, presumiblemente el IPP, dada la mayor facilidad para su
transporte que vendria impuesta por su tamafio y su resistencia frente a las fosfatasas
plastidicas [31]. Este ultimo aspecto resulta, por el momento, el menos conocido, pues los
intentos efectuados para identificar transportadores de grupos prenilo ubicados en la envuelta
plastidica no han dado aun resultados definitivos, deviniendo, en el contexto de la comprension
del papel que la interaccién de las dos rutas de sintesis de IPP tendria en la regulacion global de

la biosintesis de isoprenoides, otro de los temas prioritarios de estudio.

Algunos procesos similares a los que estamos analizando han sido descritos también en
otras especies. La administracion directa del inhibidor fosmidomicina a frutos de tomate en
estadio de verde maduro provoca rapidas acumulaciones de los genes DXR y DXS [237]. En este
caso, sin embargo, los autores han observado cdmo la respuesta transcripcional dependiente de

la presencia de DX Unicamente se verificaba en el caso del gen DXS [178, 237].

No obstante, trabajos de marcaje llevados a cabo en sistemas distintos a Arabidopsis
obligan a ser cautelosos en cuanto al posible papel de sefial molecular de la DX, pues su
incorporacion directa en la ruta del MEP ha sido descrita en diversos sistemas vegetales,
independientemente del caracter limitante de la sintesis de IPP. Tal es el caso de isoprenoides

propios de las flores de Maricaria recutita (manzanilla) [2], de cultivos celulares de C. roseus
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[13, 14] y Ginkgo biloba [264] o del ME en hojas de Liriodendron tulipifera [254]. Si bien, en la
mayoria de los casos, esta incorporaciéon de la DX tenia lugar a ratios por debajo del 2%. Por
otro lado, el anadlisis de los isoprenoides examinados en estos ejemplos presentaron marcaje
mixto, esto es, derivado de la incorporacién de unidades prenilo procedentes de la via del MEP y
del MVA de sintesis de IPP.

lll.5.2. Transporte de intermediarios de la sintesis de isoprenoides desde el

citosol a los plastidos.

Diversos trabajos han sido abordados en esta tesis con el objeto de descifrar el

transporte de intermediarios de la ruta del MVA producidos en el citosol/RE hacia los plastidos.

Es bien conocido como el MVA suministrado exogénamente a la célula vegetal es capaz
de incorporarse eficientemente al flujo metabdlico global de sintesis citosdlica de IPP [114]. En
base a esto, el MVA fue utilizado con la intencién de revertir mutantes bloqueados en la ruta del
MEP. El MVA no consiguid revertir el fenotipo variegado del mutante 35S:DXR-b1.A, aun cuando
se verifique un ligero aumento en los niveles de clorofilas y carotenoides (apdo. 11.4.5.3). Algo
parecido indico la imposibilidad de rescatar al mutante chs5 con MVA (apdo. 11.4.5.4, resultados
no mostrados). Finalmente, en la misma direccion incidiria lo moderado de la resistencia a la
fosmidomicina observada en las plantas 35S:HMG1-24.3, que sobreexpresan el dominio

catalitico del gen HMG1, respecto de su control correspondiente (Figura I1.36).

El andlisis de todas estas evidencias no permite concluir que el proceso de translocacion
de intermediarios bioquimicos de la sintesis de IPP sea posible también en la direccion citosol-
plastido. La ruta del MEP resultard imprescindible ain cuando el flujo metabdlico de la ruta del
MVA sea elevado. Sin embargo, diversos trabajos recientemente presentados abogan por qué
dicho intercambio se verifique realmente, aunque con una eficiencia sensiblemente menor de la
estimada en sentido inverso. En esa direcciéon apuntarian los ensayos desarrollados en el grupo
del Dr. Kamiya, relativos a los intentos de reversion del fenotipo del mutante c/lal mediante la
adicion al medio de concentraciones crecientes de MVA [146]. Sus resultados permiten
cuantificar la contribucion de la ruta del MVA a la sintesis de giberelinas (GAs), cuyo primer
intermediario exclusivo en Arabidopsis, el ent-kaureno, es sintetizado en los plastidos a partir
del GGPP [214, 287]. La marca del *3C-MVA suministrado a plantas crecidas a concentraciones
letales de mevastatina, un inhibidor analogo a la mevinolina, es recuperado hasta un 8% en el
ent-kaureno. Otros autores han observado incluso una significativa regeneracion en las
estructuras tilacoidales de los plastidos del mutante c/lal suplementado con MVA, lo que indicaria
una sintesis de clorofilas y carotenoides dependiente de productos derivados de dicho

intermediario, al menos en estas circunstancias de bloqueo de la ruta MEP [207].

La aparente contradiccion entre estos dos conjuntos de evidencias experimentales habria
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que buscarla en una modulacién espacio-temporal de la comunicacién entre las dos vias de

sintesis de IPP. El siguiente apartado pretende aportar algo de luz sobre esta cuestién.

111.5.3. Hacia un cambio de paradigma en la comprension de la biosintesis de

isoprenoides en plantas.

Una vez sefalada la posibilidad de la interaccién bioquimica entre las dos rutas que
convergen, en la célula vegetal, hacia la sintesis de IPP, restaria por determinar cuales serian las
coyunturas fisiolégicas o de crecimiento, distintas por tanto de las observadas, que autorizarian
a este intercambio. Podria sospecharse que esta colaboracion se vea potenciada en momentos
en los que existe una demanda especialmente intensa de isoprenoides. Se conocen algunos
modelos, abundantemente estudiados, que postulan un fendmeno de colaboracion similar al que
estamos analizando dependiente del momento de desarrollo. El mas interesante es el
protagonizado por las células glandulares de M. pipperita responsables de la sintesis de aceites
esenciales. Estos productos estan compuestos de monoterpenos, de naturaleza plastidica, pero
también incluyen restos de sesquiterpenos, sintetizados en el citoplasma a partir de FPP sintasas
citoplasmaticas que utilizan exclusivamente el IPP sintetizado via MEP [191]. Experimentos de
marcaje han confirmado este extremo [95], que obliga al IPP plastidico a ser movilizado hacia el
citosol para servir como sustrato en la sintesis de sesquiterpenos. En estos sistemas, la ruta
citosédlica de sintesis de IPP pareceria estar temporalmente bloqueada en el paso catalizado por
la HMG-CoA reductasa, mimetizando el efecto de la mevinolina [191]. Estas células serian
capaces de sintetizar y utilizar el IPP citosdlico Unicamente en momentos tempranos del
desarrollo, canalizandolo hacia la sintesis de esteroles requeridos en la biogénesis de membrana
durante el crecimiento celular. Este sistema precisara, necesariamente, de un fino mecanismo de
regulacion que module el funcionamiento de una u otra via en funcién del estadio de desarrollo
y, en Ultima instancia, de los requerimientos de los isoprenoides sintetizados en una u otra

ubicacion.

Algunas evidencias apuntarian también hacia una modulacién espacial de la interaccién
entre las dos rutas. Asi lo sugiere, por ejemplo, la coincidencia en los patrones de expresién de
genes de la ruta MEP y del MVA en determinados tejidos y organos. Particularmente en
inflorescencias, cuyo desarrollo pasa por la produccién de muy diversos productos de naturaleza
isoprenoide, de origen tanto plastidico como citosdlico (apdo. III.3.1). El intercambio entre las
dos vias podria justificar por qué el bloqueo en la actividad DXR propio de la linea 35S:DXR-
b1.A, cosuprimida en el gen correspondiente, no conduce a alteraciones morfoldgicas
significativas en el desarrollo de las inflorescencias. Este dato podria estar insinuando la
posibilidad de que intermediarios procedentes de la ruta del MVA suplan a la ruta del MEP en la
sintesis de isoprenoides plastidicos propios de las flores. De todos modos, tampoco puede
descartarse que estos isoprenoides especificos de flores no resulten esenciales para el normal

desarrollo de las mismas. Si esto fuese cierto, podria inferirse que la observacion efectuada
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sobre los primordios florales del mutante clal (afectado en la DXS1) incapaces de desarrollarse
en inflorescencias maduras [187], vendria justificada por el bloqueo originado en las sintesis de
los cofactores tiamina y piridoxol derivados del producto del gen clal (DXS1), mas que por el
caracter esencial de los hipotéticos productos isoprenoides sintetizados de modo especifico en
dichos érganos. De hecho, algunos de ellos, recientemente caracterizados, actuarian como
atrayentes de insectos para la polinizacién en los infrecuentes episodios de fecundacién cruzada
existentes en poblaciones de Arabidopsis [56]. Otras evidencias presentes en la bibliografia
incluyen la observacién de la reducida capacidad de la DX para revertir el fenotipo originado por
la mevinolina a nivel de las raices respecto de la parte aérea de la planta (apdo. 11.4.5.1),
organos donde, por otro lado, no hay solapamiento entre los patrones de expresién de los genes
de una y otra via; o la recuperaciéon preferente de las estructuras de membrana en aquellos
plastidos situados cercanos a las nervaduras de los cotiledones de las plantas clal tratadas con
MVA [207].

En cualquier caso, podemos desechar el modelo que, hasta hace pocos afios,
contemplaba la biosintesis de isoprenoides en las células vegetales como ocurriendo de manera
estrictamente compartimentalizada entre los diversos organulos subcelulares involucrados. Los
resultados aqui presentados, y otros igualmente recientes, invitan a reformular dicho modelo,
apostando por otro que contemplaria la interaccion de ambas rutas biosintéticas de IPP en la
biosintesis de determinados isoprenoides. La implicacion relativa de cada una estaria modulada
seglin el momento de desarrollo, tejido u drgano, coyuntura fisioldgica o ritmo metabdlico
particular de cada ruta bioquimica que estuviese atravesando la planta. La utilizacién de las
herramientas genéticas y bioquimicas presentadas en esta memoria, en combinacién con la
busqueda de mutantes afectados en el previsible intercambio a través de la envuelta plastidica
de intermediarios propios de la sintesis de IPP, seran de enorme utilidad en el futuro para
desentrafar el peso de la interaccidon entre ambas rutas en la regulacidon global de la biosintesis

de isoprenoides dentro de la célula vegetal.
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I.-Se han clonado los ADNc correspondientes a los genes DXS1, DXS2 y DXR de
Arabidopsis thaliana. La determinacién de los extremos 5’ y 3’ mediante experimentos de RACE
ha mostrado la existencia de cierta heterogeneidad en la longitud de la regidén 5'UTR y en el sitio

de poliadenilacién.

II.-Los analisis de Southern-blot efectuados, conjuntamente con el examen de las bases
de datos y los analisis filogenéticos han permitido determinar la existencia de tres secuencias
genomicas en Arabidopsis thaliana (DXS1, DXS2 y DXS3) correspondientes a la familia de las
proteinas DXS de plantas y bacterias. Las proteinas DXS constituyen, a su vez, un grupo dentro
de la superfamilia de enzimas que utilizan TPP como cofactor. En la familia de las DXS pueden
distinguirse dos subgrupos (I y II) nitidamente separados a nivel filogenético. Las proteinas
DXS1 y DXS2 pertenecen al subgrupo I, mientras que la DXS3 estd filogenéticamente muy
alejada y no puede incluirse en ninguno de los dos subgrupos. Por su parte, no se han detectado
secuencias nucleotidicas adicionales en Arabidopsis thaliana con similitud a la del gen DXR
identificado. El analisis del alineamiento efectuado con varias DXR vegetales han revelado la

presencia de un dominio rico en Pro altamente conservado entre todas ellas.

III.-Los ensayos de complementacién funcional de mutantes de Escherichia coli
defectivos en los genes dxs y dxr han permitido concluir que las proteinas codificadas por los
genes DXS1 y DXR tienen actividad 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa y 1-desoxi-D-xilulosa
5-fosfato reductoisomerasa, respectivamente. Por el contrario, la expresion del ADNc
correspondiente al gen DXS2 no ha permitido complementar al mutante de Escherichia coli
disruptado en el gen dxs, ni al mutante chs5 de Arabidopsis thaliana, defectivo en el gen DXS1.
La dilucidacién de la actividad enzimatica de la proteina codificada por el gen DXS2 requiere, por

lo tanto, de analisis ulteriores.

IV.-Las proteinas DXS1, DXS2 y DXR poseen una extension N-terminal adicional respecto
de sus homdlogas procariotas, extensiones que presentan las caracteristicas propias de los
péptidos de transito a plastidos. Consecuentemente, la expresion de formas quiméricas de estas
proteinas fusionadas con la proteina fluorescente verde (GFP) en hojas jévenes de Arabidopsis
thaliana ha permitido confirmar su transporte a cloroplastos, en el caso de DXS1 y DXR, y a
proplastidos, en el caso de la DXS2. Asimismo, la presencia de las proteinas DXS1 y DXR en

cloroplastos ha sido corroborada mediante técnicas inmunocitoquimicas.

V.-Un analisis detallado de los patrones de expresidon de los genes DXS1 y DXR ha sido
obtenido mediante experimentos de northern-blot y western-blot asi como de tincion
histoquimica y cuantificacion de la actividad GUS de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
portadoras de las construcciones (-1738/+217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS. Dichos
analisis han permitido constatar como tanto el gen DXS1 como el gen DXR manifiestan expresion

generalizada en los distintos tejidos y estadios de desarrollo de la planta. Sin embargo, el patrén
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de expresion espacio-temporal del gen DXR resulta mas restringido, no detectandose en brotes
laterales o haciéndolo a muy bajos niveles en determinados tejidos florales, tales como los
pétalos. Otro aspecto destacable de la expresién de ambos genes consiste en su induccion en
respuesta a la luz. El patron de expresion observado resulta coherente con la implicacién de los

genes DXS1 y DXR en la sintesis, via MEP, de los isoprenoides plastidicos.

VI.-El analisis del patrén de tincién histoquimica de plantas transgénicas portadoras de
deleciones seriadas de la regién 5’-flanqueante del gen DXS1 fusionadas con el gen delator GUS
han permitido establecer que la regiéon comprendida entre los nucleétidos -359 y +217 engloba
todos los elementos en cis necesarios para la correcta expresion espacial y temporal del gen. La
region -359/-188 contiene elementos imprescindibles para la expresion del gen DXS1, algunos
de ellos previamente descritos en otros genes por su implicacién en la regulacién por luz u otros
aspectos relacionados con la funcién bioldgica del gen DXS1. Entre estos ultimos destaca el
motivo ATCTA, conservado en los promotores de numerosos genes implicados en la biosintesis

de los pigmentos fotosintéticos, de naturaleza isoprenoide.

VIIL.-Se ha observado una induccién de la expresién del gen DXR en respuesta al bloqueo
de la sintesis de isoprenoides provocada por fosmidomicina y mevinolina, inhibidores especificos
de la via del MEP y del MVA respectivamente. Dicha respuesta se ha verificado en forma de
acumulo del ARNm DXR en el caso de la fosmidomicina. Estos resultados resultan coherentes

con un papel regulador de la DXR en la sintesis de IPP.

VIIL.-Las plantas transgénicas portadoras de la construccion 35S:DXR, disefiadas para la
sobreexpresién constitutiva de DXR, presentaron niveles modificados de ARNm, proteina vy
actividad enzimatica. Una de las lineas obtenidas presenta niveles disminuidos de ARNm vy
proteina debido a un proceso de cosupresion. En todos los casos, las variaciones en los niveles
de ARNm y proteina correlacionan con cambios en los contenidos en clorofilas y carotenoides, lo

cual afianza el papel regulador de la DXR en la ruta del MEP en Arabidopsis thaliana.

VIII.-Las plantas transgénicas TA:DXS1, disenadas para la sobreexpresion inducible de la
DXS1, responden a la presencia del inductor dexametasona, mostrando mayores niveles de
ARNmM DXS1. Los niveles de proteina DXS1, no obstante, permanecen inalterados en dichas
plantas, asi como las concentraciones de clorofilas y carotenoides. Estos resultados sugieren una
regulacion postranscripcional del gen DXS1 dependiente del producto de la reaccién catalizada

por la DXS1, o de alguna molécula senal derivada del mismo.

IX.-Las proteinas DXS1 y DXR resultan esenciales para el correcto desarrollo de los
cloroplastos y, en congruencia con la hipétesis de la sefal plastidica, de las hojas. El uso de

mutantes e inhibidores de las etapas catalizadas por sendas enzimas asi lo corroboran.

X.-Algunos resultados presentados en esta memoria apuntan a la interaccion de la ruta
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del MEP con la ruta del MVA. Entre ellos destacan la reversién con la desoxixilulosa del fenotipo
causado por la mevinolina. Dicha reversion correlaciona con la induccidén de la expresion de
genes de la ruta del MEP, particularmente DXR, induccidon que se verificaria Unicamente en

condiciones de bloqueo de la ruta del MVA.
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Las técnicas basicas de manipulacion y analisis de ADN, ARN y proteinas se realizaron, en lo
esencial, siguiendo los manuales Molecular Cloning: A laboratory Manual [255] y Current Protocols in
Molecular Biology [15]. A continuacion, se describen aquellas técnicas implementadas en el laboratorio o que

resultan de especial interés.

V.1. MATERIAL BIOLOGICO.

V.1.1. Material vegetal.

o Arabidopsis thaliana (Heyn) variedad Columbia-3. Se trata de la variedad utilizada en el programa de secuenciacion
del genoma de Arabidopsis. Concretamente sobre esta linea nimero 3, se obtuvieron los datos de mapeo génico por
RFLP (siglas en inglés de Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion) en el laboratorio del Dr.

Elliot Meyerowitz.
e Arabidopsis thaliana (Heyn) variedad C-24.

e Mutante chs5 de Arabidopsis thaliana [11] (Arabidopsis Biological Resource Center, Ohio State University. Nimero
de stock: CS 8004).

® Linea celular T87 de A. thaliana [16]. Obtenida a partir de callos derivados de la variedad Columbia.

V.1.2. Cepas bacterianas.

e Escherichia coli XL1 blue (endAl, hsdR17 (rm"), supE44, thi-1, recAl, gyrA996, relAl, lac” (F’proAB*, lacl®,
lacZAM15, Tnl10 Tet")).

o Escherichia coli DHS5a. (supE44, Alac, U169, (080, lacZAM15), hsd R17, recAl, gyrA96, thi-1, relAl).
o Escherichia coli EcAB4-2 (EcABI-1:operon MVA+) [45].

e Escherichia coli EcABI-1 (MC1655:DXS::tet) [55].

e Escherichia coli EcABI1-2 (MC4100:DXR::tet) [239].

o Agrobacterium tumefaciens C58C1 (Rif*-pGV2260) [300].

V.1.3. Vectores Plasmidicos.
e pBLUESCRIPT-SK" (Stratagene).

e pGEM-T (Promega).

e pBI221 (Clontech).

e pBI121 (Clontech).

e pTA7002 [10].

181



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

e pCAMBIA1303.
e pGFP-MRC [240].
e  pBAD-GFPuv (Clontech).

La mayoria de las construcciones fueron originalmente generadas en los vectores pPBLUESCRIPT-
SK""y pGEM-T (Promega). Este tiltimo se utilizo especificamente para el clonaje de productos resultantes de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, apdo. V.5.4). Los vectores de las series BI, TA y CAMBIA se
emplearon para la generacion de plantas transgénicas mediante transformacion de A. thaliana. Por su parte, el
vector pGFP-MRC fue utilizado en los estudios de localizacion subcelular de proteinas. Finalmente, el vector
de expresion inducible pBAD-GFPuv fue adaptado convenientemente para los ensayos de complementacion
funcional de mutantes de Escherichia coli. Estos plasmidos fueron propagados en las cepas DH-5a y XL1-
Blue de E. coli. Ademas las construcciones generadas a partir de los vectores pBI121, pCAMBIA1303 y
pTA7002, fueron amplificadas en la cepa C58CIRif*-pGV2260 de A. tumefaciens.

V.2. MEDIOS DE CULTIVO.

V.2.1. Medios de cultivo de plantas:

El medio de germinacion se esteriliza en el autoclave durante 20 minutos a 120 °C antes de ser
plaqueado en placas de cultivo / germinacion (placas de Petri un poco més altas adecuadas para el desarrollo
in vitro de plantulas de Arabidopsis). Para el crecimiento en matraces Erlenmeyer de semillas en medio
semiliquido se usé el porcentaje de agar indicado por **. Este medio de crecimiento fue el utilizado para
crecer plantas en condiciones estériles. Antibidticos, inhibidores, intermediarios metabdlicos y demas
productos se adicionaron una vez esterilizado el medio en el autoclave y después de haberse atemperado hasta

aproximadamente 50 °C.

MEDIO de GERMINACION: MICRONUTRIENTES:
Murashige&Skoog*. ... ... 4,4 g HiaBO3 t vttt ittt ettt e eeeeennaens 70 mM
1 0,5 g MNC Ll e i e ettt e et e e et e et et 14 mM
Agua MiliQ C.S.Pv v v v e eeneeeennnn. 11 CUSO e vt ettt eeee et teeeeenaaaeas 0,5 mM
2N 1= 8 g(0,8 g)** 2N S0 e e e e e et et e et e e 1 mM
Ajustar el pH a 5.7 con KOH 1 N. NAMOO e e o v vt e e e eeeeeeeeeenennns 0,2 mM
NaCl. ittt ittt et e eeenn 10 mM
MEDIO MINERAL: L 10,01 mM
KNO3 v ittt it e 5 mM
KH,;SO4 (PH=5,5) ... 2,5 mM *E1 medio MS (Murashigeé&Skoog)
MOSO4 « ettt e e e 2 mM utilizado no contenia ni sacarosa, ni
N 5 mM agar, ni kinetina, ni acido
Ca(NO3) 2 vevvvrrnernnnnnnnnnnnn.. m indolacético (ICN Biomedicals). E1
EDTA-F .t ittt i ittt et 50 mM agua miliQ es el agua bidestilada-
Micronutrientes........uuieenn.. 0,1 % desionizada.
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V.2.1.1. Suplementos al medio de cultivo:

Diferentes intermediarios e inhibidores fueron adicionados al medio de germinaciéon en cultivos

estériles. Se enumeran los distintos productos que fueron utilizados, los proveedores, la preparacion de las

soluciones madre o, en su caso, los procedimientos de sintesis:

-Dexametasona (9a-fluoro-16a-metilprednisolona F): Se trata de un glucocorticoide
sintético que fue suministrado por Sigma y preparado en etanol a las concentraciones de 30 mM y

100uM.

-Fosmidomicina (4cido 3-(N-formil-N-hidroxiamino)propilfosfonico) [157]): Molecular
Probes, Eugene. Se prepara una solucion madre a 100 mM en Tris-HC1 10 mM a pH=8,5, que

posteriormente se esteriliza mediante filtros de 0,2 pm de diametro de poro.

-Norflurazén [274] (3(2H)-piridazinona, 4-cloro-5-(metilamino)-2-[3-(trifluorometil)fenil]:
Este inhibidor fue enviado por el Dr. Harker de la University of London. La solucion madre se

obtiene resuspendiendo en DMSO hasta 100 mM final.

-Mevalonato: Este intermediario se prepara a partir de Mevanolactona (Sigma) mediante un
proceso de hidrolisis alcalina. Para ello se incuba 1 vol de mevanolactona 1 M con 1,05 vol de KOH

1 M a 37°C durante 30 min. El pH de la preparacion resultante sera de aproximadamente 7,5.

-Mevinolina [20]: Este compuesto, aislado originalmente del hongo Aspergillus terreus, se
prepara en una solucion al 6,5 mM. Con tal fin, se disuelven 25 mg en 0,760 ml de etanol absoluto
calentando hasta 50-55°C. Se le afiade a continuacion 0,25 ml de NaOH 0,6 N y se completa con 7,6
ml de H,O. Tras media hora de incubacion a T*A, se ajusta el pH de la solucion resultante a 7,8 con
HCI 2 N. Finalmente se lleva hasta 9,509 ml con H,O y se hacen alicuotas de 1 ml, que se conservan

a—20°C.

-Acido zaragézico [27]: Este producto, también de origen fungico, fue suministrado por

Merck y preparado en H,O a 2,5 mM.

-Acido abscisico: La fitohormona ABA, provista por Sigma, se prepara a una concentracion

final de 10 mM en NaOH IN.

-2-C-Metil-D-eritritol: Este intermediario metabolico fue sintetizado y cedido amablemente

por el grupo del Dr. Rohmer de la Université Louis Pasteur, Strasbourg [55].

-1-desoxi-D-xilulosa: Este sustrato se preparé en el laboratorio mediante la técnica

enzimatica que se detalla a continuacion [177]:

Materiales:

pTAC-ORF2 [177].
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e PTG (isopropil B—D-tiogalactdsido).

e  Centrifuga Beckman J2-21 y rotores JA-10.

e Tampones Ay B.

e Sonicador Branson Sonifier 250.

e Liofilizador-Evaporador-trampa de vacio (B. Braun Christ-Loc I).

e Placas TLC (Silica GEL 60, Merck y 60-200 UV,s, 20x20 cm, Panreac), cubetas y eluyentes para la separacion

cromatografica.
e  Soluciodn de revelado.
e  Metanol.
e  Rotavapor.

e  Trampa de vacio.

Inhibidores de proteasas.
Método:

Preparacion del extracto proteico:

1.- Crecer toda una noche un precultivo, obtenido a partir de una colonia aislada de pTAC-ORF2, en
3 ml de 2xTY+Amp a 37°C. La cepa pTAC-ORF2 contiene el marco abierto de lectura completo del gen dxs
de E. coli clonado en el vector de expresion inducible pTACTAC [177].

2.-Inocular 2 Erlenmeyer con 500 ml de 2xTY con una dilucion 1/500 del preinoculo anterior e

incubar 4 horas a 37°C o hasta que el cultivo alcance una DOgpn,=0,6-0,7.

3.-Inducir durante 2 horas mas la expresion de la proteina, adicionando al cultivo con hasta 1 mM

final de IPTG.
4.-Centrifugar durante 10 min a 4°C y 7500 rpm en un rotor JA-10 preatemperado.

5.-Resupender el sedimento anterior en 1/10 del volumen de cultivo bacteriano original de solucion

6.-Centrifugar como en el paso 4.

7.-Resupender en la solucion B segin una relacion 5 ml/gr de sedimento bacteriano.
8.-Incubar 30 min a 4°C.

9.-Sonicacion: se aplican 5 pulsos de 1 min a 30W con 1 min 30 seg de intervalo entre ellos.
10.-Centrifugar durante 30 min a 4°C y 7500 rpm en un rotor JA-10 preatemperado.

11.-Resuspender el precipitado obtenido en una solucion de sulfato de protamina al 1 % segin una
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relacion 1:7 e incubar 15 min a T*°A. De esta manera el ADN es eliminado.

12.-El sobrenadante, obtenido tras una tltima centrifugacion de 20 min a 4°C y 7500 rpm en un rotor
JA-10 preatemperado, se usa como extracto proteico. La concentracion de proteina se determiné mediante la

técnica de Bradford (apdo. V.4.4.).

Reaccion preparativa de desoxixilulosa:

1.-Preparar la siguiente mezcla de reaccion:

REACCION ENZIMATICA DXS:

Extracto proteico................ 5 mg
D-Gliceraldehido............... 150 mM
Piruvato.....c.iiiiiiiiiiinne.n. 150 mM
L (O 2,5 mM
EDTA PH=8. i ittt ee et iieeeeann 1 mM
Pirofosfato de tiamina........... 1 mM
S 0,2 mM
Tris-Cl 1M pH=8.0..... ... 80 mM
HyO miliQ C.SePeevvviinninnnenn. 10 ml

2.-Incubar 4 horas a 37 °C.
3.-Desproteinizacion: Inactivar proteina incubando 10 min a 80°C.
4.-Centrifugar 30 min a 4°C y 10000 rpm. Recuperar el sobrenadante y repetir con €l los pasos 3 y 4.

5.-Congelar la muestra en N, liquido sumergiéndola lentamente y congelando gradualmente de fuera

hacia dentro.

6.-Liofilizar: Este paso puede llevar hasta 1 dia. Es importante evitar en lo posible la aparicién de
espuma sobre la muestra liofilizada, indicativa de la presencia de proteinas desnaturalizadas altamente

tensioactivas.

Separacion cromatografica de los productos de reaccion:

1.-Resolver en una placa de TLC pequefia una alicuota de la muestra resuspendida en metanol.
Desarrollar la cromatografia durante 1 hora-1 hora y media utilizando cloroformo:metanol (8:2, v:v) como

eluyente.

2.-Revelar rociando la placa con soluciéon de revelado. Los componentes de esta solucién son
extremadamente toxicos por lo que se debe evitar la exposicion a la misma (guantes, mascarilla y campana de

extraccion).

3.-Incubar unos minutos a 80°C en la estufa hasta que la resolucion del revelado sea 6ptima. De esta

manera se detectd la aparicion de desoxixilulosa a una R;0,37.
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TLC preparativa:

1.-Purificacion de la mezcla de reaccion: Se somete para ello a 3 extracciones sucesivas en 25 ml de
cloroformo:metanol (8:2/v:v) incubando de 10-30 min a 37°C y con agitacion. Entre paso y paso se filtra con
el sistema Erlenmeyer Kitasato-trampa de vacio, y se evapora de 15 a 20 min con ayuda del rotavapor a 70°C

y bajo agitacion.

2.-Resuspender la muestra asi purificada en el minimo volumen de elucién necesario para cargar en
la placa de TLC preparativa. En un extremo se deja un carril donde se carga separadamente una alicuota de

aquella que servira como control.

3.-Una vez resuelta la cromatografia en el eluyente indicado (aproximadamente de 1 hora a 1 hora 'y
media hasta alcanzar 10-12 cm desde el punto de aplicacion) se revela el sector correspondiente al control,
procurando siempre no contaminar la region de la placa donde ha migrado la cromatografia preparativa,
protegiéndola por ejemplo con papel de aluminio. Se puede asi identificar la region donde migra el producto

de interés, que sera marcado con un lapiz.

4.-Con la ayuda de una espatula se rasca la zona marcada, recuperando en un tubo el polvo de silica-

gel que contiene la desoxixilulosa.

5.-Purificacion final: Se procede como en el paso 1, afiadiendo el volumen deseado de la solucién de

elucion al polvo de silice y aplicando todo el conjunto sobre el filtro del Erlenmeyer Kitasato.

6.-Una vez purificado el producto de esta manera se pesa y resuspende en agua a una concentracion

de trabajo de 0,5M.

Tampdn A: Tampdn B:

Tris-Cl pH=7,5. ... .. 40 mM PEFABLOC. « vt ittt ittt ie e e e anes 1 mM

MOC Lot ettt et ettt ettt 1 mM LiSOZIMA. et v vt eeeeeeneennenns 1 mg/ ml

B-Mercaptoetanol.............c.... 5 mM Leupeptina. .o et e inennnn.. 2 pg/ ml

0N 1 mM Pepstatina.....eeeeeeennnnn.. 2 ug/ ml
Quimiostatina.......eeeeeenen.. 2 ng/ ml

SOLUCION de REVELADO: Adicionar estos compuestos al tampén

Etanol. ...ttt ie e 46,4 ml A.

Ac. SULfUriCO. .ttt iie .. 1,8 ml

p-anisaldehido................. 1,2 ml

Ac. acético glacial............ 0,6 ml

Preparar esta mezcla bajo la campana
de extraccién.

V.2.2. Medios de cultivo de bacterias.

Los medios de cultivo bacteriano se prepararon en agua destilada y fueron autoclavados durante 20
minutos a 120°C. Los antibidticos o intermediarios requeridos en cada ocasion se afiadian después de
atemperar el medio a 50°C. Estos mismos fueron los medios utilizados para cultivo sélido en placa de Petri,

afiadiéndoles en tal caso agar al 1,5 %.
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Se utilizé generalmente medio LB para crecimiento de E. coli. El medio 2xTY, mas rico, se empled
para aquellos casos en los que se requeria un crecimiento rapido o la estirpe bacteriana fuera de crecimiento

particularmente lento o dificultoso. El medio YEB se reservo para el crecimiento de A. umefaciens.

MEDIO LB (1 1litro): MEDIO 2xTY (1 litro):

= 0,5 % Extracto de levadura.............. 1%
Bactotriptona........... . .. 1% NaCl. ittt ittt et e ettt e e 1%
Extracto de levadura............ 0,5 % KNO3 e ottt e et e et et et eeeeteeaennnn 5 mM
Bactotriptona.......... ... .. ... 1,6 %

MEDIO YEB (1 litro):

Extracto de levadura............. 0,1 %
Extracto de buey................. 0,5 %
L2 o o ¥ 0,5 %
S ACAYOS At t vttt ettt et 0,5 %
MgSO4TH)Ow v e e ettt e e e e 0,05 %

Equilibrar a pH=7 con NaOH

Como regla general, y para alcanzar la fase de desarrollo estacionario, se siguieron las condiciones de

cultivo indicadas en la Tabla V.1:

DIO SOLIDO DIO LIQUIDO

Escherichia coli 37°C noche 37°C noche con agitacién 220-260
rpm

Agrobacterium tumefaciens 28°C 2-3 dias 28°C 2-3 dias con agitacion suave
120-160 rpm

Tabla V.1: Condiciones generales de cultivo de las diferentes especies bacterianas empleadas en este

trabajo.

V.3. CONDICIONES DE CULTIVO DE PLANTAS DE Arabidopsis
thaliana.

Las plantas de Arabidopsis thaliana se cultivaron en camaras especiales de cultivo a una temperatura
de 22-24°C siguiendo esencialmente dos programas de desarrollo. En un caso fueron mantenidas bajo un
fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad (condiciones de dia corto) en los que la planta permanece en
fase vegetativa mas tiempo y retrasa su floracion, incrementandose la biomasa vegetal correspondiente a las
hojas de la roseta basal. En otras ocasiones fueron cultivadas bajo un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad (condiciones de dia largo). En dichas condiciones se acelera la entrada de la planta en fase
reproductiva. Una combinacion de aquellas dos fases permite el desarrollo éptimo y completo de las plantas,

lo cual requiere el constante seguimiento de los individuos.

Excepcionalmente, las plantas fueron crecidas bajo condiciones de luz continua, o bien en oscuridad,
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protegidas de la luz con papel de aluminio. Finalmente, algunos experimentos requirieron del crecimiento a

15-16 °C.

El material vegetal utilizado fue cultivado, bien en condiciones estériles, bien en macetas con una

mezcla de tierra, tal y como se detalla a continuacion.
V.3.1. Cultivo estéril de Arabidopsis thaliana.

V.3.1.1. Cultivo estéril en medio solido:

Para la regeneracion de plantas transgénicas y la seleccion de semillas resistentes al marcador
correspondiente, el material vegetal fue cultivado en condiciones estériles en medio s6lido de germinacion.
Este medio fue también el utilizado cuando quisieron crecerse con el objeto de recuperar el tejido de plantas

crecidas bajo distintas condiciones (longitudes de fotoperiodo, T?, distintos tratamientos, etcétera).

Para cultivar las plantas en condiciones estériles, deben extremarse las precauciones al manipular las
semillas, trabajando siempre cerca de la llama del mechero de alcohol y en una cabina de flujo laminar. La
omision de sacarosa en el medio de germinacion reduce considerablemente la apariciéon de contaminantes,
aunque el crecimiento se vea sensiblemente retardado. Excepcionalmente las placas pueden exponerse bajo la
luz ultravioleta toda una noche antes de sembrar, siempre y cuando el medio no incluya ninglin producto
fotolabil. Por otro lado, es conveniente secar las placas para reducir la condensacion de agua en el interior de
la parte superior de la tapa de la misma, dejandolas abiertas cerca de la llama unos minutos. Asimismo,

conviene sellar las placas, una vez sembradas las semillas, mediante esparadrapo transpirable (Leukopor),.
Para esterilizar las semillas de 4. thaliana se siguié el método detallado a continuacion:

1.-Se sumergen las semillas (50-100 mg en tubos de microcentrifuga) en solucion de esterilizacion

durante 8 min agitando 2 6 3 veces como minimo.
2.-Lavar a continuacion durante 2 pasos de 1-2 min con etanol absoluto, agitando 1-2 veces.

3.-Finalmente, dejar secar con la campana encendida entre 4 horas y una noche, segun la cantidad de

etanol que hubiese permanecido en el tubo.

Se siembra entonces directamente sobre el medio. Como paso previo a la puesta en germinacion se
guardan las placas de 2 a 4 dias a 4°C protegidas de la luz. El objetivo de este proceso (llamado de
estratificacion) es el de sincronizar la germinacion de las semillas sembradas.

SOLUCION de ESTERILIZACION:

Bayrol GmDR.......cuiiiiiiinneennn 1.5 g (desinfectante universal de uso comun)

Agua mMiliQ C.S.P.ve ettt 40 ml
Diluir al 10 % en etanol 95 %

V.3.1.2. Cultivo estéril en medio liquido:

Se recurrié al cultivo estéril en medio liquido cuando quiso obtenerse tejido procedente de los
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ensayos con inhibidores, pues facilita la resuspension rapida de cualquier producto adicionado al medio en

cualquier momento de su desarrollo

Para ello, se siembran semillas estériles de Arabidopsis en matraces Erlenmeyer que contienen medio
liquido de crecimiento (alrededor de 20-30 semillas en 10-50 ml de medio para un matraz de 100-250 ml de
volumen). Tras el paso de estratificacion correspondiente, los matraces se disponen en un agitador a 130 rpm

en una camara con luz continua y temperatura de 22-24°C.

Una vez transcurrido el tiempo necesario, y aplicados los tratamientos correspondientes, las plantas

se extrajeron del medio liquido y se limpiaron con agua destilada para eliminar el exceso de sales.

V.3.2. Cultivo de Arabidopsis thaliana en tierra.

Se hicieron crecer en condiciones no estériles aquellas plantas destinadas a completar su ciclo
biologico y producir semillas, con el objetivo de estudiar la segregacion asi como para obtener tejidos para
analisis ulteriores, como northern-blot, western-blot, determinacion de actividad GUS o cuantificacion de
pigmentos. El cultivo en macetas se llevd a cabo en un substrato solido consistente en una mezcla de
perlita:vermiculita:turba siguiendo las proporciones 1:1:1. Para amortiguar la naturaleza acida de la turba 2 g
de una mezcla de carbonato potasico:carbonato calcico:carbonato magnésico (segin una relacion 7:4,5:2) se
afladieron a cada litro del substrato. Los macetas se regaron periddicamente (dos veces por semana)

intercalando agua destilada con el medio mineral indicado en el apartado V.2.2.

Las semillas pueden sembrarse directamente sobre el soporte solido, pero cuando fue necesario
seleccionar la resistencia al marcador (en este caso antibidticos como la kanamicina o la higromicina), las
semillas eran crecidas previamente en placas tal y como se ha indicado en el apartado V.3.1.1. Una vez
seleccionados los individuos resistentes se pueden trasplantar a tierra, pero nunca debe hacerse antes de unos
15 dias de crecimiento, momento en que las raices han alcanzado un nivel de desarrollo que permite superar el

estrés resultante del cambio de ambiente que podria matar a unas plantulas demasiado jovenes.

Para traspasar plantas de Arabidopsis de un medio estéril a tierra se han de extremar las precauciones
en la manipulacion. La tierra debe ser abundantemente irrigada, y las macetas recubiertas con una pelicula de
plastico (Saran Wrap o similar). El objetivo es que las plantas se habitien gradualmente a las nuevas
condiciones, fundamentalmente de humedad del aire en el paso de la atmoésfera cerrada de la placa a la
atmosfera del invernadero. De este modo, y para favorecer paulatinamente el intercambio de aire, se practican
unos orificios en el plastico, retirindose éste finalmente una vez los individuos han enraizado

convenientemente.

V.3.3. Mantenimiento de la suspensién celular de la linea T87.

El mantenimiento de la suspension celular de la linea T87 de A4. thaliana [16] se realiza traspasando
una alicuota de 5-10 ml de un cultivo en fase estacionaria temprana (7dias) a 120 ml de medio de células

suplementado con acido o-naftalenacético (ANA) hasta una concentracion final de 1 uM. Esta operacion se
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realiza en todo caso manteniendo las condiciones de esterilidad anteriormente descritas. Las condiciones de

crecimiento fueron asimismo de 22-24°C, bajo agitacion (130 rpm) y en condiciones de luz continua.

MEDIO de CRECIMIENTO de CELULAS: HORMONA ANA 5 mM:
Murashige&Skoog.............. 4,4 g Acido a-naftalenacético(ANA)...9.3 mg
1 0,5 g DMSO (Dimetilsulfoxido)......... 10 ml
SACATOSA e t v vt vt ettt 10 g (Conservar alicuotado a -20°C)

Agua MiliQ C.S.Pve vt 1L

Ajustar el pH a 5.7 con KOH 1 N

V.4. BIOLOGIA MOLECULAR Y BIOQUIMICA DE Arabidopsis thaliana:
TECNICAS ESPECIFICAS.

V.4.1. Generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana.

La generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana se realizé mediante infeccion con la
estirpe C58C1 de Agrobacterium tumefaciens, utilizando la técnica de infiltracion al vacio basada en la
metodologia descrita por Bechtold y cols. [26]. Mas recientemente, se ha seguido una version simplificada

basada en la llamada técnica de “‘floral dip” [66].

V.4.1.1. Descripcion de los vectores utilizados para generar las plantas transgénicas.

Tres tipos de vectores fueron utilizados para la generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. En primer lugar se utilizd6 el vector pBI121 suministrado por Clontech. En la imagen
correspondiente (Figura V.1a) se observan los elementos que componen la region de ADN-T que se pretende
integrar en el genoma. En ella se encuentra el marcador de seleccion nptll, puesto bajo el control del promotor
nos y que codifica para la neomicina fosfatasa. Esta enzima confiere resistencia frente a antibidticos de
naturaleza aminoglucosidica (como la kanamicina) inactivandolos mediante la fosforilacion de los mismos.
Contiene, por otro lado, el gen uid4 (GUS) de Escherichia coli, que codifica la enzima B-glucuronidasa
(GUY) dirigido por la region promotora de la fraccion 35S del ARN ribosomal del virus del mosaico de la
coliflor (35S-CaMV). La enzima GUS es ampliamente utilizada como marcador de los patrones de expresion
génica al ser muy estable en sistemas vegetales y debido a que la actividad correspondiente esta ausente en
plantas, anulando cualquier posible interferencia. Su uso se basa en su capacidad para hidrolizar B—
glucurénidos en 4cidos glucurénicos de intensa coloracion. Muchos de estos sustratos estan disponibles
comercialmente como sustratos espectrofotométricos, fluorométricos e histoquimicos. Por su lado, el
promotor 35S-CaMV permite la expresion fuerte y constitutiva de cualquier ADNc clonado en el vector
pBI121. El estudio de las alteraciones fenotipicas provocadas por la alteracion en los niveles de expresion del
transgén en las plantas transformadas con estas construcciones proporciona valiosa informacion acerca de la

funcién desarrollada por el producto del gen a estudio.

Los vectores de la serie pPCAMBIA1303 (Figura V.1b), presentan importantes ventajas respecto del
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pBI121 como sistema binario para la transformacion de 4. thaliana. Entre ellas destacan la mayor eficiencia
de amplificacion en sistemas bacterianos, al ser un vector que permite mantenerse en mayor numero de copias
en la célula; la presencia de una region de policlonaje con mayor numero de sitios de restriccion Unicos,
confiriéndole mayor versatilidad a la hora de disefiar un clonaje; el presentar marcadores de resistencia
distintos para plantas y bacterias (concretamente nptll para estas y hpt para aquellas), evitando fenomenos
cruzados de contaminacién; y finalmente, el poseer 2 genes delatores bajo el control del promotor 35S: el
codificante para la GFP y el gen GUS, éste ultimo truncado por un intrén que evita la expresion del gen en
sistemas bacterianos [213]. En cualquier caso, las aplicaciones de este vector son andlogas a las descritas para
el pBI121. Por su parte, la presencia del gen Apt dirigido por el promotor NOS, confiere resistencia frente al

antibidtico higromicina, permitiendo la seleccion de los eventuales transformantes.

Finalmente, se ha utilizado el vector pTA7002 [10]. Se trata de un vector que permite la induccion
transcripcional mediada por glucocorticoides, gracias al sistema GVG. Tanto los elementos en cis como en
trans necesarios para la induccion estan incluidos en la region de ADN-T del plasmido (Figura V.lc). El
elemento en trans, GVG, comprende el dominio de union a ADN de GAL4 de levadura, el dominio de
transactivacion virico VP16 y finalmente el dominio de uniéon a hormona especifico del receptor de
glucocorticoides humano GR, puesto bajo el control del promotor 35S. El promotor incluye los elementos en
cis 'y se compone de 6 copias del sitio de unién (UAS) de la proteina GAL 4 y la regién minima (caja TATA)
del promotor 35S. La presencia en el medio de crecimiento del glucocorticoide sintético dexametasona
provoca la induccion de la expresion del gen puesto bajo el control de la region promotora descrita. El sistema
permite modular temporal y espacialmente la expresion de los genes estudiados. Asimismo, este vector

contiene el marcador HPT.

Todos estos vectores contienen origenes de replicacion para Escherichia coli y Agrobacterium
tumefaciens, permitiendo la propagacion de las construcciones en las cepas XL1-blue o DHSa de E. coli

previamente a su introduccion en 4. tumefaciens .

Figura V.1: Representacion esquemdtica a escala de las regiones de ADN-T de los tres vectores utilizados
para generar plantas transgénicas de A. thaliana: a, corresponde a pBl 121; b, pCAMBIA 1303 y ¢, pTA
7002. SCM: Sitio de Clonaje Multiple. LBy RB: “Left” y “Right Border”.
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V.4.1.2. Construcciones utilizadas para la generacion de transgénicas:

Tres tipos de construcciones fueron generadas para transformar A. thaliana. Las estrategias
desarrolladas para la obtencion de las mismas se detallan en este apartado. Algunos detalles adicionales
relativos al uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o a técnicas puntuales de ADN recombinante
llevadas a cabo durante la generacion de estas construcciones pueden obtenerse consultando los apartados
V.54 y V.5.1 respectivamente. Las zonas de fusion de todos los insertos clonados con sus vectores

respectivos fueron confirmadas por secuenciacion con el objeto de descartar posibles anomalias.

Construcciones promotor:GUS:

Para el clonaje de la region promotora del gen DXS1, fue recuperado un inserto de 2033 pb resultante
de la digestion con BgIIl del clon genémico plCI10AP64. Este inserto fue posteriormente clonado
direccionalmente en el sitio BamHI del vector pBLUESCRIPT-SK', gracias a la compatibilidad de los
extremos protuberantes generados por ambas enzimas. Mediante una estrategia de mutagénesis dirigida [156]
basada en la utilizacion del oligonucleétido DXS1.PROMbaseXbal, se introdujo un sitio de restriccion Xbal
cefiido 12 pb corriente abajo del ATG. La construccion resultante fue comprobada por secuenciacion, tras lo
cual fue digerida con las enzimas HindIIl y Xbal y el fragmento obtenido clonado directamente en los sitios
equivalentes del vector pBI121, sustituyendo la region correspondiente al promotor 35S-CaMV. El gen
quimérico DXSI:GUS de la construccion resultante, designada pLBI1PS1.2, contiene 1738 pb de la secuencia
corriente arriba del inicio de transcripcion del gen DXSI, la region transcrita no traducida entera, y los
primeros 12 pb de la region codificante fusionado en modo traduccional con el gen GUS. Para mayor claridad

en la exposicion de los resultados, esta construccion fue denominada (-1738/4+217)DXS1:GUS (Figura 11.16).

Por otra parte, fueron generadas construcciones en las que se fusionaron 4 fragmentos del promotor

DXS1, delecionados progresivamente en su extremo 5°, con el gen GUS del vector pBI121. Para ello, se
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llevaron a cabo 4 reacciones de PCR usando como molde ADN purificado de la construccion pLBI1PS1.2 que
contenia la region -1738/+217 del gen DXSI,. Como cebadores, en direccion sentido se emplearon los
oligonucledtidos DXS1.PROMI11, DXS1.PROMS8, DXS1.PROM6 y DXS1.PROM4 respectivamente y en
direccion antisentido, DXS1.PROMbaseXbal. Este ultimo introducia, ademas, un sitio Xbal para facilitar los
clonajes subsiguientes. Los 4 productos resultantes de la amplificacion fueron subclonados en pGEM-T. Una
vez secuenciados los insertos y confirmada la orientaciéon e identidad de los mismos, se recuperaron los
fragmentos resultantes de la digestion con Pstl y Xbal para ser clonados en los sitios correspondientes del
vector pBI221, sustituyéndolo por la region correspondiente al promotor 35S-CaMV. Se obtuvieron asi las
construcciones pLBI2PS11, pLBI2PS8, pLBIPS6 y pLBIPS4 derivadas de cada uno de los fragmentos del
promotor recuperados, y que contenian, respectivamente, las regiones 5’ flanqueantes al gen DXSI
extendiéndose desde la posicion -860/+217, -605/+217, -359/+217 'y -—188/+217 fusionadas
traduccionalmente al gen GUS. Finalmente, el casete correspondiente a la digestion con las restrictasas
HindIIl y Xbal para aquellas dos construcciones, y HindIIl y Sstl en el caso de estas dos ultimas, fue
sustituido por las correspondientes regiones en el vector de destino pBI121. Estas construcciones fueron
designadas segin la notaciéon (-860/+217)DXS:GUS, (-605/+217)DXS1:GUS, (-358/+217)DXSI1:GUS, (-
188/+217)DXS1:GUS (Figura 11.19).

En lo que concierne al promotor del gen DXS2, se plante6 una estrategia de PCR basada en la enzima
Pfu ADN polimerasa utilizando ADN genémico de 4. thaliana var. Col3 como molde. La amplificacién con
los oligonucledtidos DXS2.PROMSA y DXS2.PROM3Xbal (éste Gltimo introducia un sitio Xbal), permiti6
obtener un producto de 1,6 kb que contenia la region flanqueante del gen DXS2. Dicho fragmento fue clonado
en el vector pBLUESCRIPT-SK™ gracias a los extremos romos dejados por la digestion con Smal. La
digestion de dicha construccion, denominada pLBSpromS2.6, con la endonucleasa Xbal resultd en un inserto
de 1260 pb, que fue clonado en el vector pPCAMBIA 1303, digerido a su vez con Xbal y Spel. De esta manera
se consiguieron integrar 1184 nucledtidos corriente arriba del extremo conocido del ADNc DXS2, 43
nucledtidos de la UTR 5°, mas 33 nucle6tidos de la secuencia codificante del gen DXS2 en fase traduccional
con una version modificada del gen marcador GUS [213], y el codificante para la GFP, como asi fue

confirmado mediante la posterior restriccion analitica y secuenciacion.

Finalmente, en el caso del promotor del gen DXR, se siguid una estrategia de PCR basada en la
enzima Pfu ADN polimerasa utilizando ADN genémico de A4. thaliana var. Col. 3 como molde, y los
oligonucledtidos DXR.PROM1 y DXR.PROMbaseXbal (que introducia un sitio Xbal en el extremo 3”) como
cebadores. Se recuper6 asi un producto de amplificacion de 1,3 kb, que fue clonado en el vector pGEM-T y
secuenciado, confirmandose que contenia la region 5’ flanqueante al gen DXR. El inserto fue recuperado
mediante las restrictasas Xbal y Sphl y transferido al vector pBI221, en el que previamente se habia liberado
el fragmento correspondiente al promotor 35S-CaMV. El transgén incluia 1,2 kb de la region 5’ flanqueante,
la region transcrita no traducida, y las 6 primeras pares de bases fusionados con el gen GUS. Se obtuvo asi el
plasmido pLBI2PRII.2, sobre el que fue secuenciada particularmente la zona de fusion traduccional, en

prevision de posibles errores generados por la PCR o en el clonaje. Finalmente, el gen quimérico completo

193



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

DXR:GUS fue recuperado como un fragmento EcoRI-HindIII, y clonado en los sitios correspondientes del

vector pBI121, obteniéndose (-1158/+94)DXR:GUS (Figura I11.17).

Construcciones 35S:DXR, 35S:DXS1 y 35S:DXS2:

La construccion 35S:DXS! se genero a partir de una reaccion de PCR en la que los oligonucledtidos
DXS1.BamHI y DXS1.Sstl fueron utilizados para amplificar el marco de lectura abierto completo de la
DXS1 de Arabidopsis sobre el clon H2A12, que fue utilizado como molde al contener el ADNc completo del
gen DXSI. Tras un paso por pGEM-T, se rescatd el fragmento derivado de la digestion con BamHI y Sstl,
introducidos en la PCR original, lo que facilitd el clonaje definitivo en la region correspondiente del vector
pBI121, en sustitucion del gen GUS' y bajo la direccion del promotor 35S. Sobre la construccion resultante fue
secuenciado minuciosamente el punto de fusidon, descartando posibles errores derivados del proceso de

clonaje, y para verificar la correcion de la fase de lectura entre el promotor 35S-CaMV y el ADNc de DXS!.

Por otra parte, se cred la construccion 35S:DXS2. Para ello, el ADNc completo del gen DXS2 fue
liberado del vector pLBSDXS2.2 (apdo. V.5.4.2) por los sitios de restriccion BamHI (5°) y Hincll (3°), y
clonado directamente en el vector pPCAMBIA-1303 digerido con las endonucleasas BglIl y Eco72I, gracias a
la compatibilidad entre los extremos creados. El andlisis del patron de restriccion y de las entradas de
secuencia correspondientes certificaron, también en esta ocasion, la integridad del inserto y de la zona de

clonaje.

Finalmente, para la construccion 35S:DXR, se efectué una reaccion de PCR en el que los
oligonucledtidos DXR.Xbal y DXR.Sstl amplificaban la region correspondiente al marco de lectura abierto
completo de la DXR de Arabidopsis sobre el molde pDXRAt.3, en el que dicho ADNc estaba clonado (apdo.
V.5.4.1) . Mediante esta PCR fueron introducidos los sitios de restriccion Xbal y Sstl. Tras un paso por
pGEM-T, se rescatd el fragmento derivado de la digestion con Xbal y Sstl, clonandolo en la region
correspondiente del vector pBI121, sobre el que el inserto fue secuenciado por completo en prevision de
posibles errores, sancionando la correcion de la fase de lectura entre el promotor 35SCaMV y el ADNc de la

DXR (Figura I1.28).

Construcciéon TA:DXSI:

Gracias a los sitios de restriccion Sall y Spel, que aparecen flanqueando al inserto en el vector
H2A12, fue recuperado un fragmento que contenia el ADNc completo del gen DXS/. En el proceso se
arrastraron 20 pb por el extremo 5’ y 22 por el 3’ de las respectivas regiones flanqueantes al inserto. La
ligacion del fragmento obtenido con el vector pTA7002 digerido con las enzimas Xhol y Spel permitio el

clonaje, gracias a la compatibilidad entre los extremos protuberantes dejados por Sall y Xhol (Figura I1.33).

V.4.1.3. Transformacion de Arabidopsis thaliana.

Para la generacion de plantas transgénicas de 4. thaliana se sigui6 el método de infiltracion al vacio.

Esta técnica se basa en la inmersion de las plantas en una suspension de Agrobacterium tumefaciens portadora
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de la construccion de interés, con la intencion de infectar las células germinales a partir de las que se generen
posteriormente semillas portadoras del transgén. Para facilitar la invasion bacteriana, el proceso de inmersion
se lleva a cabo en el interior de una cadmara en donde se realiza el vacio. La adicion de un agente tensioactivo

a la solucién bacteriana aumenta la superficie de contacto entre dicha solucion y la superficie vegetal.

El estadio de desarrollo de las plantas a infiltrar resulta crucial para el rendimiento del proceso de
transformacion. Es necesario que las plantas hayan desarrollado la suficiente biomasa como para resistir las
lesiones provocadas durante el proceso de infiltracion. Ademas, debe elegirse un momento del desarrollo de la
planta en el que abunden los botones florales, pues asi aumentara considerablemente el rendimiento de

transformacion.

Materiales:

o Semillas de 4. thaliana Col. 3.

o A. tumefaciens C58C1-pGV 2260 portador del plasmido que desea expresarse ectopicamente en Arabidopsis.
e Medio de cultivo YEB.

o Centrifuga Beckman J2-21 y rotor JA-10.

e Rifampicina 34-50 mg/ml (solucién metandlica), kanamicina 100 mg/ml, ampicilina 100mg/ml e higromicina

(50mg/ml).
e Medio Murashige&Skoog.
e Sales Gamborg B5 (sin hormonas, sacarosa ni agar, ICN Biomedicals).
e Sacarosa.
e MES.
e 6-benzilaminopurina.
e Tensioactivo Silwet L-77 (Osi Specialities).
e Desecador conectado a una bomba de vacio.
e Nitrogeno liquido.
e (Camara de germinacion y crecimiento.

Método:

1.-Sembrar, en condiciones estériles, semillas de A. thaliana en placas con medio de germinacion.
Después de estratificar y de aproximadamente 2 semanas de desarrollo a dia largo se traspasan de 6-8
plantulas a macetas. De este modo, se eligen individuos que han germinado sincronizadamente. Se necesitan

un minimo de 2-3 macetas con 6-8 individuos cada una por cada construccion que deseemos infiltrar.

2.-Mantener entonces las plantas bajo condiciones de dia corto hasta que empiecen a aparecer los
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primeros tallos (aproximadamente 6-8 semanas). De este modo, se potencia el desarrollo de las hojas de la
roseta basal, retrasandose el momento de aparicion de los tallos reproductivos y adquiriendo una biomasa

vegetal que permita a las plantas soportar el estrés sufrido en el proceso de inflitracion al vacio.

3.-En el momento de la aparicion de los primeros botones florales en el tallo principal, las macetas
son trasladadas a una camara de crecimiento con condiciones de fotoperiodo de dia largo. A medida que van
apareciendo los primeros tallos, se podan desde la base, operacion que se repite de 3-4 veces en cada planta
con una finalidad doble: Por un lado, estimular la formacion de multiples tallos laterales aumentando el
nimero de inflorescencias susceptibles de ser posteriormente infectadas por Agrobacterium 'y, por
consiguiente las probabilidades de obtencion de semillas transformadas; por otro, sincronizar la aparicion de

los tallos entre los diferentes individuos.

4.-En el momento en que las plantas han desarrollado un numero suficientemente elevado de
inflorescencias y después de eliminar las silicuas en formaciéon que hayan podido originarse, las plantas estan
en el momento Optimo para ser infiltradas. En este punto han podido pasar 2-3 semanas desde que fueron

trasladadas a dia largo.

Crecimiento del Agrobacterium:

l.-Sembrar una estria a la escocesa en una placa de medio YEB/Agar (kanamicina 30 pg/ml-
rifampicina 100 pg/ml) a partir de un cultivo glicerinado congelado a —80°C de la cepa de Agrobacterium
tumefaciens portadora de la construccion de interés. Incubar la placa a 28°C protegida de la luz con papel de

aluminio (pues la rifampicina es fotosensible) hasta obtener colonias individuales.

2.-Inocular a partir de una colonia individual de aquella placa un cultivo de 10 ml de medio YEB
(kanamicina 30 pg/ml-rifampicinal00 pg/ml). Crecer el cultivo en oscuridad durante 24 h a 28°C y con
agitacion suave (150 rpm). Recuperar 4,5 ml de un cultivo de cada construccion para preparar ADN

plasmidico sobre los cuales recomprobar la construccion (apdo. V.4.2.1.).

3.-Inocular una dilucion 1/500-1/750 del cultivo anterior en un matraz Erlenmeyer de 2 1 conteniendo
750 ml de medio YEB (kanamicina 30 pg/ml-rifampicina 100 pg/ml). Se utilizaron 2 matraces por cada
construccion que se desed infiltrar. Crecer los cultivos durante unas 24 h con agitacion suave de 150 rpmy a

una T* de 28°C.

4.-Una vez que los cultivos han alcanzado una DOggg,m de ~1 (el crecimiento del Agrobacterium es
lento por lo que se requieren aproximadamente 15-20 h), sedimentar las células a 4000 rpm durante 15 min a

4°C con el rotor JA-10 preatemperado.

5.-Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en medio de infiltracion. Se considera que una
DOgoo nm de 2,4 es la Optima para la infiltracion. Para estar en torno a esa cifra se resuspenden las células,
provenientes de los dos cultivos de 750 ml, en 650 ml de medio de infiltracion. Para resupender las células se
evito utilizar la pipeta o el vortex, que podian provocar la ruptura mecéanica de las células bacterianas.

Finalmente, la suspension celular se somete a agitacion suave (100 rpm) durante alrededor de 30 min.

196



V. MATERIALES Y METODOS

Infiltracion al vacio:

1.-Verter los 650 ml de la suspension celular en un tnico recipiente de vidrio Pyrex. Este debe tener
un diametro similar al de la maceta a infiltrar y un fondo de aproximadamente 5-6 cm. Afiadir entonces la 6-
benzilaminopurina (0,044 uM) y el tensioactivo Silwert L-77 (36 ul/l). La citoquinina 6-benzilaminopurina

promueve la regeneracion celular después del proceso de transformacion.

2.-Preparar las macetas que se vayan a infiltrar retirando las hojas muertas y presionando la tierra
fuertemente. Fijar la tierra disponiendo cuidadosamente dos espatulas atravesadas en perpendicular bajo las
hojas de la roseta y cubriéndolas con trozos de corcho, para evitar en lo posible la caida de tierra al medio de

infiltracion.

3.-Montar el sistema de infiltracion al vacio: desecador conectado a una bomba de vacio y una trampa
fria alimentada con nitrégeno liquido conectada entre bomba y desecador. El objeto de la trampa fria es evitar

que vapores procedentes del desecador lleguen a la bomba y puedan acabar deteriorandola.

4.-Colocar en el interior del desecador el recipiente de vidrio con el volumen indicado de
resuspension celular. Enrollar suavemente la parte aérea de las plantas de una maceta a modo de un mofio e

invertirlas, colocandolas de forma que la planta quede sumergida en lo posible dentro de la solucion.

5.-Cerrar el desecador, conectarlo a la bomba y aplicar el vacio durante 21 min, interrumpiéndolo
unos segundos cada periodo de 7 min. La brusca desgasificacion de la resuspension celular que tiene lugar
durante los primeros segundos de haber aplicado el vacio provoca un burbujeo y su derramamiento al
desecador. Por ello es conveniente interrumpir el proceso pasados 1-2 min para recuperar, con la ayuda de una

jeringa de 50 ml, el liquido desbordado y devolverlo al recipiente.

6.-Tras la infiltracion, lavar copiosamente las plantas con agua destilada para eliminar el exceso de 4.
tumefaciens asi como la gran cantidad de sacarosa presente en la solucion de infiltracion, que podria favorecer
la contaminacion del tejido vegetal. Se coloca a continuacién las plantas en la camara de 22°C y ciclo de dia
largo. La planta adquiere un aspecto palido resultado de la aplicacion del vacio y durante los primeros dias

sera especialmente sensible a cambios en las condiciones de crecimiento.

7.-Antes de repetir el proceso de infiltracion con una nueva maceta, renovar parte del volumen de
resuspension celular con células frescas. Repetir los pasos 4-6 para el resto de macetas a infiltrar. Cada vez
que se cambia de construccion conviene lavar profusamente todo el material que haya estado en contacto con

la resuspension celular, para evitar posibles episodios cruzados de transformacion.

8.-Las plantas infiltradas constituiran la generacion T,. Después de aproximadamente 2-3 semanas,
cuando las silicuas empiecen la dehiscencia, se dispuso un sistema de recogida de semillas consistente en una
“arabase” y un “aratubo”. Este sistema evita los fenémenos de fecundacion cruzada, aislando
reproductivamente unos individuos de otros. Al cabo de aproximadamente 1 mes, y una vez que las silicuas

que las contienen estan completamente secas, se recogieron las semillas producidas (generacion T;) y se
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seleccionaron las transformadas mediante comprobacion de su resistencia al marcador correspondiente (apdo.

V3.1.1).

SOLUCION de INFILTRACION: STOCK de BENZILAMINOPURINA:
Murashige&Skoog.. ... oo 2.2 g Benzilaminopurina...........oo... 2 mg
Gamborg BO. .. ii ittt it 5.7 g DMSO . ¢ ittt ettt et teeee e 1 ml
SACATOS@ . v v v et ettt 50 g

Ajustar el pH a 5,7 con KOH 1 N.

Esta solucidén se prepara inmediatamente antes de wutilizar y no hace falta

autoclavarla.

Método simplificado de infiltracion “floral dip”:

El método de “floral dip” simplificé extremadamente la obtencion de lineas transgénicas [66],
eliminando la necesidad de infiltrar al vacio las plantas de Arabidopsis. El estado de desarrollo de los
individuos a transformar es aqui critico, elimindndose en lo posible, y hasta al menos 1 dia antes de la

infiltracion, las silicuas que puedan aparecer.

1.-Crecer un cultivo de Agrobacterium a partir de una colonia aislada, como se refiere en los pasos 1

y 2 del apartado correspondiente al crecimiento del Agrobacterium.

2.- Inocular una dilucién 1/500-1/750 del cultivo anterior en un matraz Erlenmeyer de 2 1
conteniendo 500 ml de medio YEB (kanamicina 30 pg/ml-rifampicina 100 pg/ml). Crecer los cultivos entre

16y 24 h con agitacion suave de 150 rpm y a una T de 28°C.
3.-Repetir el paso 4 del protocolo original de crecimiento del Agrobacterium.

4.-Resuspender cuidadosamente el sedimentado de células obtenido en 300 ml de una solucion de

sacarosa al 5 % preparada en agua destilada.

5.-Proceder con la infiltracion de las plantas seleccionadas para transformar: Para ello, sumergir
durante 10 seg la planta en la resuspension celular (como en el paso 4 de la infiltracion al vacio) a la que se
habra adicionado 90 pl del agente surfactante Silwett L-77. Las plantas se tumban entonces sobre papel de
filtro en una bandeja hasta que se recuperan, 2-3 dias después, momento en que se dejan completando su ciclo

de desarrollo hasta la aparicion de semillas.

Seleccion de las transformantes:

Del total de semillas obtenidas en la generacion T;, solamente unas pocas habran incorporado
efectivamente el transgén. Para seleccionarlas, se utiliz6 un marcador de seleccion que aparece acompafiando

al transgén en la region de ADN-T incorporado al genoma vegetal.
1.-Esterilizar las semillas de la generacion T, segun describe en el apartado V.3.1.1.
2.-Sembrar en placas que contengan medio de germinacion suplementado en cada caso con:

-Kanamicina 50 pg/ml.
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-Higromicina 25-50 pg/ml.

3.-Al cabo de alrededor de 15-20 dias, se debe observar la seleccion de algunas plantas resistentes
que seran capaces de desarrollar hojas verdaderas. Frecuentemente aparece contaminacion con A.
tumefaciens, derivado del proceso de infiltracion y muy resistente al proceso de esterilizacion de las semillas.
En estos casos, es recomendable adicionar al medio de cultivo hasta 500 pg/ml del antibidtico vancomicina,

que resulta inocuo para Arabidopsis.

4.-Transferir los individuos resistentes a tierra para que completen su ciclo bioldgico,
autofecundandose y produciendo semillas. Se obtuvo asi la generacion T,, sobre la que puede analizarse el
numero de copias que efectivamente se ha incorporado al genoma. Para ello se estudi6 el comportamiento de
la segregacion del caracter resistencia al marcador sembrando de nuevo en placas suplementada con el
antibidtico. De esta manera, las segregantes que se rijan por la proporcion mendeliana 1:3

(sensibles:resistentes) presentaran al marcador ocupando un tnico /ocus en el genoma de Arabidopsis [26].

5.-De 5-10 individuos con las caracteristicas descritas anteriormente se trasladaron nuevamente a
tierra y se completd el ciclo bioldgico. Para seleccionar las lineas uniformes genéticamente en cuanto al
caracter resistencia al marcador, se debe confirmar que todas las semillas descendientes, generacion T;, sean
resistentes al antibiotico. Algunas de estas lineas se llevaron asi a homozigosis. El objetivo es poder

prescindir del antibidtico en los estudios ulteriores, que podria alterar el normal desarrollo de la planta.
V.4.2. Técnicas especificas de Agrobacterium tumefaciens.

V.4.2.1. Transformacion de A. tumefaciens.

La transformacion de Agrobacterium tumefaciens se realizé siguiendo el método descrito en [9]. Se
trata de una modificacion del protocolo clasico de transformacion de células competentes de E. coli por
choque térmico. Para ello, se utilizo ADN plasmidico previamente propagado en E. coli. Es crucial mantener

las células, durante todo el tiempo que dure el proceso, por debajo de 4 °C.

Materiales:

o Centrifuga Beckman J2-21 y rotor JA-10.

e A tumefaciens C58CIRif*-pGV2260.

e ADN de la construccion a transformar.

e Medio YEB.

e Rifampicina 34 mg/ml en metanol, Kanamicina 100 mg/ml y Ampicilina 100 mg/ml en solucion acuosa.
e NaCl 0,15 My CaCl, 20 mM.

e N, liquido.

Preparacion de células competentes de A. tumefaciens

199



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

Método:

1.-Inocular un precultivo de 10 ml de medio estéril YEB-rifampicina 150 pg/ml a partir de una
colonia aislada de A. tumefaciens e incubar en agitacion a 150-160 rpm a 28°C durante aproximadamente 24

h.

2.-Inocular 50 ml de YEB-rifampicina 150 pg/ml con una diluciéon 1/1000 del precultivo anterior.
Incubar en agitacion a 150-160 rpm y 28°C hasta obtener una DOy de 0,5. Normalmente, y si el precultivo

original no esta excesivamente saturado, el cultivo tarda unas 18-20 h en alcanzar la DO deseada.

3.-Centrifugar las células durante 5 min a 5000 rpm y 4 °C con un rotor JA-10 preatemperado. A
partir de este paso las células se mantienen en hielo, extremando el cuidado al manipularlas para evitar lisarlas

mecanicamente.

4.-Resuspender suavemente el sedimento en 10 ml de solucion de NaCl 0,15 M previamente

atemperada a 4°C.

5.-Recentrifugar como en el paso 3 y resuspender el sedimento resultante en 1 ml de solucion de

CaCl, 20 mM previamente enfriada en hielo.

6.-Distribuir las células en alicuotas de 200 pl. Congelarlas en nitrogeno liquido y guardarlas a —

80°C.

Transformacion de células competentes de A. tumefaciens:

Método:

1.-Descongelar en hielo una alicuota de células competentes de Agrobacterium preparadas como se

ha descrito anteriormente.
2.-Afadir de 1-3 pg de ADN, mezclar e incubar en hielo durante 30 min.

3.-Congelar la mezcla en nitrégeno liquido durante 1 min. A continuacién se somete a choque

térmico en un bafio a 37°C hasta que la muestra esta completamente descongelada.
4.-Afiadir 1 ml de medio YEB e incubar durante 2-4 h a 28°C con agitacion suave (120 rpm).

5.-Extender con ayuda de un asa de siembra 200 pl del cultivo en una placa de Petri con medio YEB

s6lido suplementado con rifampicina (150 pg/ml), ampicilina (50 pg/ml) y kanamicina (30 pg/ml).
6.-Incubar la placa a 28°C durante 2-3 dias protegida de la luz.

Preparacion de ADN plasmidico de A. tumefaciens

Los métodos convencionales utilizados para obtener ADN plasmidico a partir de cultivos de E. coli
son dificilmente extrapolables al caso de cultivos de 4. tumefaciens, obteniéndose un muy bajo rendimiento
de ADN y de baja pureza. Esto dificulta la consecucién con éxito de los métodos habituales para el analisis de

las colonias obtenidas.
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El rendimiento en la obtencion de ADN plasmidico mediante cualquiera de los protocolos clasicos
descritos para E. coli puede aumentarse considerablemente si, previamente a la etapa de lisis de las bacterias,
se incuban las células con 20 pl de lisozima 30 mg/ml durante 30 min a 37°C, con el objeto de facilitar la

rotura de la pared bacteriana.

Una vez obtenido el ADN plasmidico, puede confirmarse su identidad mediante restriccion o
amplificacion por PCR. Otro método posible es la retransformacion de E. coli con el ADN plasmidico

obtenido y la posterior comprobacion de las colonias transformantes resultantes.

Finalmente, una vez comprobada la presencia del vector, se inocula de nuevo en medio YEB con
alguna de las colonias que han resultado ser positivas y, una vez crecido dicho inéculo, se almacena una

alicuota a —80°C, en presencia de un 50 % (v/v) de glicerol.

V.4.3. Obtencion de acidos nucleicos a partir de tejidos de Arabidopsis
thaliana.

V.4.3.1. Obtencion de ADN genémico nuclear.

El ADN genomico obtenido mediante el procedimiento que se describe a continuacion, fue utilizado
para la amplificacion por PCR de los promotores de los genes DXS2 y DXR (apdo. V.4.1.2). Asimismo, los

estudios de Southern-blot se llevaron a cabo a partir de ADN obtenido de la misma manera (apdo. V.5.2.3).
Materiales:

e  Mortero, mazo y espatula.

e  Nitrégeno liquido.

e  Tampoén de extraccion.

e  [sopropanol.

e  Tubos de vidrio Corex.

e  Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).
e NaCl5M.

e Solucion CTAB/NaCl

e Etanol 70 %.

e  Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, v:v).
e  Centrifuga Beckman J2-21 y rotor JA-20.
e  Tampoén TE a pH=7,5.

o  Espectrofotometro (modelo Shimadzu UV-160A).
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e  N-lauril sarcosina 10 %.

1.-Triturar la muestra en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino (se utilizaron
hojas de planta adulta, tejido del que se puede disponer en cantidad y que es facil de homogeneizar). Evitar en

todo momento que la muestra se descongele.

2.-Afiadir 5 ml de tampoén de extraccion por gramo de tejido machacado y continuar triturando para

resuspender, en lo posible, la muestra.

3.-Traspasar el triturado anterior a un tubo de vidrio Corex. Medir el volumen y adicionar hasta 1 %
(v:v) del detergente n-lauril-sarcosina al 10 %. Homogeneizar la muestra incubando 2 h a 55°C con agitacion

suave y constante en un agitador orbital.
4.-Centrifugar 10 min a 6000 rpm y 4°C en un rotor JA-20 preatemperado.

5.-Recuperar el sobrenadante y adicionar 0,6 volumenes de isopropanol. Incubar 30 min-2h a —20 °C

para conseguir la precipitacion de los acidos nucleicos.
6.-Centrifugar 15 min a 8000 rpm y 4°C en rotor JA-20 preatemperado.

7.-Se formara un precipitado blanquecino de ADN. Lavar con etanol al 70 %. Secar y resuspender en

el volumen deseado de tampon TE pH=7,5.

El ADN obtenido de esta manera estid contaminado con abundantes polisacaridos. Para eliminarlos,
se utilizo el detergente no idnico bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). Este detergente tiene la propiedad
de interactuar con el ADN y los polisacaridos asociados y evitar que precipiten conjuntamente. Para ello debe

trabajarse a una concentracion de sales igual o mayor a 0,5M.
8.-Adicionar 160 pl de NaCl 5M/ ml de muestra.

9.-Afiadir 1/10 del volumen final resultante del paso anterior con solucion de CTAB/NaCl

previamente atemperada a 65 °C, e incubar a continuacion 20 min a 65 °C.

10.-Seguidamente, afiadir hasta 1 vol de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, v:v). Resuspender

suavemente y centrifugar 10 min a 6000 rpm (rotor JA-20), esta vez a temperatura ambiente.

11.-Recuperar la fase acuosa y repetir la extraccion con fase organica del paso anterior 2 a 3 veces

mas.

12.-Recuperar la fase acuosa una vez mas y adicionar 1 vol de cloroformo. Recentrifugar 10 min a

6000 rpm (rotor JA-20) a temperatura ambiente.

13.-Precipitar el ADN de la fase acuosa resultante de la ultima centrifugacién con hasta 0,6

volumenes de isopropanol. Centrifugar 15 min mas a 8000 rpm (rotor JA-20) a temperatura ambiente.

14.-Lavar el precipitado de ADN obtenido con etanol al 70 %. Finalmente secar la muestra y

resuspenderla en el volumen deseado de tampon TE pH=7,5.
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15.-Se puede estimar la concentracién de ADN obtenido, asi como su pureza, midiendo la muestra
resultante en el espectrofotometro a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm. La absorbancia a 260 nm
permite cuantificar la presencia de acidos nucleicos en una muestra relativamente pura. Usando cubetas de 1
cm de camino Optico, valores de absorbancia de 1 corresponderan a concentraciones de 50 pg/ul para ADN de
doble cadena y de 40 pg/ul para ARN. Las proteinas absorben a 280 nm, de manera que la ratio DO,50/DO,sg
proporciona una estimacion del grado de pureza de la preparacion. Asi, relaciones de 1,6-1,8 para el ADN y
de 1,7-1,9 para ARN indican un grado de pureza satisfactorio. Finalmente, los valores de absorbancia a 230

nm permiten estimar la presencia de contaminantes de naturaleza fendlica.

TAMPON de EXTRACCION: TAMPON TE:

Tris-HCl pH=8....... ... 100 mM s 10 mM

EDTA pPH=8. ... ittt 100 mM EDTA 1 mMM. vttt ittt ettt e eeeeeannns 1 mM

NaCl. oo ittt it e ettt eeeeennn 250 mM Ajustar el pH a 7,5 con HC1 1 N.

Proteinasa K...ovvvvinnnnn. 100 pg/ml

Afiadir justo antes de usar. SOLUCION CTAB/NaCl:

Est. al autoclave, 20 min a 120 °C. [ 2N O 10 %
NaCl. ittt ittt i iiieen e 0,7 M

Disolver primero el NaCl. Adicionar
el CTAB y mezclar calentando a 65 °C
hasta que el detergente se haya
disuelto completamente.

Minipreparacion de ADN gendémico:

Alternativamente se ha utilizado una sencilla y rdpida técnica para obtener ADN gendmico a partir de
pequefias cantidades de tejido de A. thaliana (del orden de mg). E1 ADN obtenido permite, por ejemplo,

confirmar por PCR la presencia de un transgén (apdo. V.5.4.1.):

1.-Moler el tejido de Arabidopsis en un tubo de microcentrifuga hasta obtener un polvo fino,

trabajando siempre en presencia de N, liquido.

2.-Resuspender en 10 pl de NaOH 0,5N/mg de tejido triturado y seguir moliendo hasta

homogeneidad. Agitar con ayuda del vortex 10-15 min.
3.-Resuspender 20 pl del homogeneizado anterior en 980 pl de Tris-HC1 0,1 M a pH=8.

4.-Utilizar 5 pl de la solucién anterior como molde para una PCR de control.

V.4.3.2. Obtencion de ARN de Arabidopsis thaliana.

Se ha obtenido ARN procedente de tejidos de plantas adultas de Arabidopsis, de plantulas crecidas en
condiciones estériles sometidas a distintos tratamientos, asi como de células de la linea celular T87 [16]. Para

ello se utilizod el kit de Qiagen “RNAeasy plant mini kit” siguiendo las instrucciones del proveedor. Se
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obtienen asi cantidades de alrededor de 10-40 pg de ARN mas o menos limpio dependiendo del tipo de
muestra. Sin embargo, existen tejidos que ofrecen problemas, particularmente las silicuas, debido a su alto
contenido en compuestos fendlicos. Estos, en contacto con el aire se oxidan répidamente derivando en
productos de coloracion marrén que se acomplejan a proteinas y acidos nucleicos, dificultando su extraccion.
Para evitar estos problemas, y para la obtencion de ARN a mayor escala, se contempld la siguiente
metodologia que incluye extracciones con fenol:cloroformo. Por otro lado, el trabajo con ARN requiere
extremar las precauciones para evitar las contaminaciones con ARNasas, enzimas particularmente
abundantes, estables y activas que podrian degradar el ARN. Para evitarlo, se horne6 todo el material de
vidrio, porcelana y metal (al menos 6 horas a 200°C), se autoclavé 2 veces todo el material plastico fungible,
y se tratd todo el material restante (cubetas, portageles, etcétera) y todas las soluciones con DEPC
(dietilpirocarbonato), reactivo que modifica los residuos de His y Tyr de las proteinas, inactivandolas

indiscriminadamente.

Materiales:

e H,O DEPC.

e  Fenol tamponado a pH=6,7£0,2.

e  Cloroformo.

e  Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
e  FEtanol absoluto y al 70 %.

e  Tampon de extraccion.

e  Solucion de NaCl 5 M y de LiCl 4 M
e N, liquido.

e  Mortero, mazo de porcelana y espatulas.

Método:

1.-Triturar alrededor de 200 mg de tejido en el mortero, manteniéndolo en todo momento en un bafio
de nitrogeno liquido. Una vez se ha obtenido un polvo muy fino, se traslada con la ayuda de una espatula a un
tubo de microcentrifuga que contiene 2 vol (p:v) de fenol. El fenol es una substancia altamente abrasiva para
las mucosas, por lo que es aconsejable trabajar extremando las precauciones. Asimismo, deben respetarse las

normas locales al efecto para la eliminacion de los residuos correspondientes.

2.-Agitar enérgicamente con la ayuda del vortex y afiadir 4 vol de tampoén de extraccion de ARN.

Continuar agitando durante 2-3 min mas.
3.-Centrifugar durante 10 min a 14000 rpm y a T®A.

4.-Recuperar la fase acuosa resultante (suavemente, evitando en lo posible alterar la interfase) y

transferirla a otro tubo, procurando mantener la muestra en hielo en todo momento.
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5.-Separar el volumen resultante en 2 tubos de microcentrifuga.

6.-Realizar 2 extracciones con 1 ml de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, v:v), centrifugando como

en el paso 3 y recuperando en cada caso la fase acuosa sin perturbar la interfase.

7.- Adicionar sobre la fase acuosa 2,5 volumenes de etanol absoluto a —20°C (que precipitara todos
los acidos nucleicos) y hasta 250 mM de la solucion de NaCl. Las sales facilitan la resuspension de los

polisacaridos que puedan quedar en el sobrenadante. Para ello, incubar al menos 20 min a —20°C.
8.-Centrifugar 20 min a 4 °C y 14000 rpm.

9.-Lavar el precipitado resultante con etanol al 70 % a —20 °C. Secar el sedimento de acidos nucleicos

unos minutos a 37°C.

10.-Resuspender el precipitado anterior en 500 pul de HyO-DEPC. Afiadir el mismo volumen de LiCl

4 M. Precipitar al menos 4 horas a —20°C. EI LiCl a esa concentracion precipita selectivamente el ARN.

11.-Centrifugar 20 min a 14000 rpm y 4°C. Recuperar el sedimento y secarlo brevemente en la estufa

a 37°C. Resuspender con la ayuda de una pipeta en 500 ul de H,O-DEPC.

12.- Realizar una extraccion con 2xvol de fenol:cloroformo; agitar al vortex unos segundos y

centrifugar 10 min a 4°C y 14000 rpm.
13.- Sobre la fase acuosa resultante realizar una extraccion con 2 vol de cloroformo.

14.-Efectuar una ultima precipitacion con etanol y sales como en los pasos 7 y 9. El precipitado de

ARN resultante se resuspende en el volumen deseado de H,O-DEPC.

14.-Cuantificar con la ayuda del espectrofotometro como se describe en el apartado V.4.3.1, y
conservar a —80°C. La integridad del ARN obtenido puede confirmarse resolviéndolo en un gel de agarosa en

condiciones no desnaturalizantes.

H,0-DEPC: TAMPON de EXTRACCION:

Tratar H,0 en Dbotellas previamente Tris-HClL pH=7,5... ... 0. 10 mM
horneadas con DEPC 0,1 %. Mantener en L 10 mM
agitacién al menos 2 horas sobre un sDs 13 (p/
agitador magnético y bajo la campana.  SDStrsseeeeiiiiiiiiiiiiin 5 (p/v)
Autoclavar 2 veces antes de usar. Dl T e e e e e e e e e e e ettt ettt 5 mM
Las soluciones de L.iCl y NacCl se 7 0,5 M
prepararon en HyO tratada de este HyO-DEPC . v vttt ettt e iteeeeeennnn c.s.p

modo . Filtrar, separar alicuotas vy

conservar a -20°C.

V.4.4. Obtencion de proteinas a partir de tejidos de Arabidopsis thaliana.

Mediante el protocolo detallado a continuacién se consiguié obtener extracto crudo de proteina de
Arabidopsis apto para resolverse en geles de electroforesis de poliacrilamida en presencia de SDS: SDS-
PAGE. Para el trabajo con proteinas no es imprescindible trabajar con material autoclavado, pero si es

recomendable mantener las proteinas en hielo en todo momento, con el objeto de evitar la accion de las
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proteasas.

Materiales:

e  Tampoén de homogeneizado.

e N, liquido.

e  Reactivo de Bradford (Biorad Protein Assay).

e Lector de ELISA (modelo Merck ELISA System Mios).
e Protease inhibitor cocktail tablets, EDTA-free (Roche).
Método:

1.-Triturar en un tubo de microcentrifuga de 100-500 mg de tejido de Arabidopsis congelado en N,

liquido.

2.-Una vez obtenido un polvo fino, aiadir 200-300 pl de tampén de homogeneizado por cada 100 mg

de tejido inicial.
3.-Centrifugar a 4°C durante 5 min a 200 g (1740 rpm) y sin freno.
4.-Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

5.-Para la cuantificacion de proteinas, se ha seguido el método espectrofotométrico de Bradford [32],
con la ayuda del reactivo Biorad Protein Assay. En cada caso, se han hecho duplicas de las muestras a medir,
y se han referido a una recta patrén elaborada con 5 puntos de albimina de suero bovino (BSA). Las medidas

se hicieron en un lector de ELISA a una longitud de onda de 595 nm.

6.-Congelar en N, liquido y conservar a —20°C.

TAMPON de HOMOGENEIZADO: Para muestras a utilizar mas de una

MgC1, 10 mM vez, esta solucién se completd con un
cocktail de inhibidores de proteasas

ED T A . ettt e e e e e e ettt et 1 mM (Roche) .

FICOLL 400. ... eiieeeneennnn 1 $(p/v)

SACAYOSA . e v vttt ettt 30 % (p/v)

Tricina pH=7,5.. ... 0,1 M

Conservar a 4°C.

V.4.5. Preparacion de muestras de tejido de Arabidopsis thaliana para
observacion al microscopio electrénico.

Para la obtencion de cortes de A. thaliana para microscopia electronica, se utilizaron hojas de
plantulas crecidas, si no se apunta lo contrario, en placas con medio de germinacion sé6lido bajo condiciones

de fotoperiodo largo y a 22-24 °C. Se siguieron dos procedimientos diferentes si el objeto de las muestras era

la observacion de la ultraestructura, o si iban a ser utilizadas para el estudio de la localizacion subcelular
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mediante técnicas de inmunocitoquimica. En el primer caso se opt6 por la resina Spurr, resina de tipo epoxi
cuyas propiedades de densidad la hacen aconsejable para la infiltracion de tejidos vegetales, preservando la
integridad estructural. En este segundo caso, el tejido se incluyd en una resina especial de naturaleza acrilica
(Lowicryl K4M), que por sus propiedades hidrofilicas y de baja viscosidad es especialmente permeable para
los tratamientos subsiguientes de los cortes durante la reaccion de inmunocitoquimica, conservando intacta la
capacidad antigénica del tejido. En ambos casos, y después del proceso de inclusion en la resina, se generaron

cortes ultrafinos para su observacion por microscopia electronica.
V.4.5.1. Obtencidn de cortes ultrafinos para ultraestructura.

Materiales:
e Tejido vegetal seleccionado.
e Solucién de fijacion.
e Solucién de postfijacion (osmificacion).
e Soluciones de deshidratacion (acetona a distintas concentraciones).
e (Cabina de flujo laminar (adaptada al uso con agentes toxicos como el osmio).
e Agitador orbital.
e Resina Spurr.
Fijacion :
Todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C, preatemperando las soluciones utilizadas en cada caso. El

objetivo principal de esta etapa es mantener la integridad estructural del espécimen, de modo que logre

soportar los pasos subsiguientes.

1.-Recortar, con la ayuda del bisturi, muestras rectangulares de tejido vegetal de 1-2 mm de lado, y
sumergir en solucioén de fijacion dentro de viales de vidrio, haciendo el vacio de 2-4 horas, hasta que las
muestras se hundan en el medio. Finalmente, dejar incubar a 4°C toda la noche. La solucion de fijacion

contiene aldehidos que preservan la integridad estructural de los tejidos.

2.-Incubar a continuacioén en tampon cacodilato 0,1 M a pH=7,4 (preatemperado a 4°C) haciendo 4
lavados de 10 minutos cada uno. Estos lavados eliminaran el exceso de solucion de fijacion que pueda

interferir en la osmificacion.

3.-Tras estos lavados, incubar la muestra en solucion de postfijacion el tiempo suficiente para que
torne completamente negra (4 horas son suficientes, mas alla de este tiempo se corre el riesgo de extraer los
componentes celulares). El tetroxido de osmio (OsO,) es un excelente fijador de lipidos celulares, oxidando
los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados que se encuentran entre los componentes de membrana.

Formara, ademas, puentes transversales entre las cadenas de estos compuestos produciendo monoésteres,
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diésteres y monoésteres diméricos. El resultado de esta reaccion es un producto de color negro que permite
optimizar el contraste y, consecuentemente, la visualizaciéon de aquellas estructuras celulares. Reacciona
ademas con los residuos de triptéfano e histidina, estabilizando las proteinas. La combinacion de OsO, con

ferricianuro potasico, permite intensificar la fijaciéon de otros componentes celulares.

4.-Terminar con 5 lavados con agua miliQ, de 10 minutos cada uno.

SOLUCION de FIJACION: SOLUCION de POSTFIJACION:
Glutaraldehido.......ouuiiunnn. 2,5 % Tetrdéxido de oSMiO. ... i i v ... 1%
Paraformaldehido.................. 2% Ferrocianuro potédsico............. 8 %

En ambos casos se prepararon en tampdn cacodilato 0.1 M a pH=7,4.

SOLUCION STOCK de OSMIO: Agitar ligeramente y dejar de 24 a 48

Ferrocianuro potdsico........... 3,2 % horas en la nevera hasta su correcta
, solubilizacién.

OSMIO. t ittt et e et e e lg

Agua bidestilada c.s.p.......... 25 ml

El tetroxido de osmio es una substancia extremadamente toxica y altamente volatil, por lo que deben
extremarse las precauciones trabajando en campanas de flujo especialmente disefiadas al efecto y separando
todo el material que haya estado en contacto con él en recipientes especiales dedicados a esa funcion. Por otro
lado, debe conservarse en viales protegidos de la luz y a 4°C, evitando en todo momento que se torne negro

(sefial de su oxidacion), lo cual obligaria a reemplazarlo.

Deshidratacion :

El procedimiento consiste en una serie de lavados sucesivos de la muestra a 4°C en soluciones de

porcentaje creciente de acetona, siguiendo el programa siguiente:
1.-1 lavado de 10 minutos en acetona 50 %.
2.-2 lavados de 10 minutos en acetona 70 %.
3.-3 lavados de 10 minutos en acetona 90 %.
4.-3 lavados de 10 minutos en acetona 96 %.
5.-3 lavados de 10 minutos en acetona 100 %.

Esta etapa tiene como objeto la sustitucion del agua libre de los tejidos (abundante en células
vegetales altamente vacuoladas), por el solvente organico, en el que puedan disolverse las resinas de inclusion
epoxi, extremadamente hidrofébicas. El tratamiento con estos agentes deshidratantes puede ocasionar, por un
lado, la retraccion de los tejidos, y por otro, la extraccion de algunos componentes subcelulares,
especialmente lipidos. El proceso de osmificacion contribuye a reducir este fenomeno. En cualquier caso debe

minimizarse la duracion del tratamiento y conservar el frio.

Infiltracion y polimerizacion :

Se realiza en este momento la inclusion de la muestra en la resina de eleccion (Spurr). Para ello se
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incuba manteniéndolo en agitacion constante y suave con el agitador orbital en diluciones crecientes de resina

con disolvente, de acuerdo con el siguiente protocolo:
1.-3 horas en Spurr:acetona (1:3, v:v).
2.-Toda la noche en Spurr:acetona (2:2, v:v).
3.- 4 horas en Spurr:acetona (3:1, v:v).
4.-2 periodos de 4 horas y toda la noche en resina pura.

A continuacion se aplica en un molde rectangular una gota de resina fresca sobre la que se disponen
2-3 muestras fijadas. Se cubre hasta formar una superficie convexa con otra gota y se incuba al menos 48

horas a 60 °C.

RESINA SPURR (para preparar 40 ml):

ERL 4206 (resina epoxi: didéxido de vinilciclohexeno)......... 10,0 g
DER 736 (resina de flexibilizacCioOn) .. ..o ue oo eeeeeeennnnn 6,0 g
NSA (endurecedor: (2-Nonen—-1-11)sSUCCINIiCO) vt i vttt ineenneenn. 26,0 g
DMAE (S-1) (acelerador: 2-dimetilaminoetanol) ..........veuee... 0,4 g
DBP (fragilidad: dibutil ftalato) ......euiiiiinien e ineenenennn 0,8 g

Se mezclan todos los componentes, segun este orden, utilizando un agitador
magnético y procurando evitar la formacidédn de burbujas, en cuyo caso se debe
dejar reposar, opcionalmente en la estufa de 60 °C.

Obtencion de cortes semifinos vy ultrafinos:

La obtencion de los cortes semifinos y ultrafinos fue llevada a cabo por el personal de la Unitat de
Tecniques de M.E.T. de los Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona. Los cortes semifinos
pueden depositarse sobre un portaobjetos de vidrio y tefiirse a continuacion con una solucién de azul de
metileno para poder ser observados al microscopio Optico. Esta operacion nos permite determinar qué zonas
del tejido han sido correctamente incluidas en resina, asi como seleccionar que regiones han preservado mejor
la estructura y proceder sobre ellos a la obtencion de los cortes ultrafinos con la ayuda del ultramicrotomo

(modelo “UltraCut-E” de Reichter). Los cortes ultrafinos se depositan en rejillas de cobre.

Como paso previo a la observacion, las muestras han de ser contrastadas, para lo cual se utilizan

metales pesados. El proceso es el siguiente:
1.-Incubacion de las rejillas en acetato de uranilo 30 min a temperatura ambiente.

2.-Incubacioén de las rejillas en citrato de plomo en presencia de NaOH durante 10 min.

SOLUCION de TINCION con AZUL DE METILENO:
Azul de MetilenO. v u ittt it eee et eenennn 0,5 %

BORAX (tetraborato de sodio cristalizado)..0,5 %

Filtrar la solucién con un filtro de 0,20 pm.

REACTIVO de REYNOLDS: PD (NO3) pe v ve et eee e eeeeeeeeaenn 1,33 g
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Na3 (CgHs07) .2Ho0 . v v e e e e 1,76 g Acetato de uranilo (UO, (CH5C00),) .0,1.9
NaOH 1 N.vo ittt ittt ittt iiiieens 8 ml Agua destilada......ooeeiiiinnnn. 5 ml
SOLUCION de ACETATO de URANILO:

H,O destilada C.S.Peeeeeineeeen. 50 ml

Para preparar el reactivo de Reynolds, disolver primero el Pb(NO3), y el
Nas (C¢Hs07) .2H,0 en 30 ml de agua hirviendo y luego afiadir el NaOH. Enrasar
finalmente a 50 ml con agua muy caliente. Por su parte, la solucidén de acetato de
uranilo tarda alrededor de media hora en resuspenderse convenientemente, y debe

almacenarse en la oscuridad a temperatura ambiente. Es estable durante 2-3 meses.

V.4.5.2. Obtencién de cortes ultrafinos para inmunocitoquimica.

Materiales:
e Tejido vegetal seleccionado.
e Solucién de fijacion.
e Solucion de bloqueo.
e Resina Lowicryl K4M.
e (Capsulas de gelatina.
e Soluciones de deshidratacion (etanol a distintas concentraciones).
e (Cabina de flujo laminar.
e Agitador orbital.
e Arcon-congelador a —35°C.
Fijacion :
Todos los pasos se llevan a cabo a 4°C, preatemperando las soluciones utilizadas en cada caso.

1.-Al igual que en el caso anterior, y con la ayuda del bisturi, se recortan muestras rectangulares de
tejido vegetal de 1-2 mm de lado, y se sumergen en solucion de fijacion dentro de viales de vidrio, haciendo
el vacio de 2-4 horas, hasta que las muestras estan completamente sumergidas en el medio. Finalmente se deja

incubar a 4°C toda la noche.
2.-Incubar a continuacion en tampon cacodilato 0.1 M a pH=7,4, haciendo 4 lavados de 10 min.

3.-Colocar las muestras en solucion de bloqueo a 4°C durante 30 minutos, realizando un cambio de
solucion a los 15 min. Esta etapa tiene como finalidad neutralizar el exceso de aldehido u otros residuos de la

fijacién, que podrian causar marcaje no especifico.

4.-Repetir el paso 2, pudiendo dejar el ultimo paso toda la noche si se desea.

SOLUCION de FIJACION: Glutaraldehido.....ovveeeennnn.. 0,1 %
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Paraformaldehido.........uiunn.. 4 % 11 O Y 150 mM
SOLUCION de BLOQUEO:
En ambos casos se prepararon en tampédn cacodilato 0.1 M a pH=7,4.

A diferencia del proceso de fijado descrito anteriormente en el protocolo para la obtencion de cortes
de ultraestructura de Arabidopsis, no se incluye en este protocolo un paso de osmificacion, pues la presencia
de osmio es incompatible con la utilizacion del Lowicryl K4M, ya que confiere a la muestra opacidad a la luz
ultravioleta, impidiendo la polimerizacion de la resina. AGn mas, el proceso de osmificacion altera la
estructura secundaria de las proteinas haciéndola no apta para los estudios de inmunomarcaje, como es el

caso, o cuando se pretende detectar alguna actividad enzimatica.

Deshidratacion :

Este procedimiento consiste en una serie de lavados sucesivos en soluciones de porcentaje creciente

de etanol, disminuyendo progresivamente la temperatura y seguin el siguiente programa:
1.-1 lavado de 30 minutos en etanol 25 %, a 4°C.

2.-1 lavado de 1 hora en etanol 50 %, a —20°C. A partir de este paso es conveniente mantener la
muestra bajo agitacion. Se opera en un arcon-congelador, sin retirar en ningin momento las muestras del

mismo.
3.- 1 lavado de 1 hora en etanol 50 %, a —20°C.

4.- 1 lavado de 1 hora en etanol 90 %, a —35°C.

Infiltracion v polimerizacion

Tiene lugar ahora el proceso de infiltracion de la muestra. Trabajar en todo caso en el interior del

arcon-congelador a —35 °C:
1.-4 horas en Lowicryl:etanol (1:3, v:v).
2.-Toda la noche en Lowicryl:etanol (2:2, v:v).
3.- 4 horas en Lowicryl.etanol (3:1, v:v).
4.-2 periodos de 4 horas y toda la noche en resina pura.

Para preparar los bloques, se utilizan capsulas de gelatina que tienen por objeto evitar el contacto con

el oxigeno, que inhibiria el proceso de polimerizacion.
5.-Llenar las capsulas de gelatina, previamente enfriadas, con un poco de resina.

6.-Transferir las muestras a las capsulas con la ayuda de un palillo o una pipeta Pasteur. EI material
utilizado debe haber sido preenfriado y todas las manipulaciones han de realizarse en el interior del arcon. Los
tratamientos con etanol habran extraido completamente los pigmentos del tejido vegetal, adquiriendo un

aspecto traslicido que dificulta su manipulacion.
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7.-Acabar de rellenar las capsulas con gelatina de manera que quede dentro la minima cantidad de

aire posible.
8.-Incubar las capsulas a —35°C durante 60 min.

9.-Polimerizar la resina con luz ultravioleta durante un minimo de 24 h a —35°C.

RESINA LOWICRYL K4M (Para 21 ml):

Crosslynker A......iviiiinnnnn 3,60 g
Monomer B.......iiiiiiieienn 17,30 g
Iniciador C....viviiinnennnn. 0,10 g

Se deben mezclar todos los componentes evitando la incorporacidén de oxigeno. Para
ello, la mezcla se realiza en el interior de wuna campana de flujo laminar,
haciendo burbujear nitrdégeno gaseoso a través de ella mediante la ayuda de una
pipeta Pasteur. Una vez preparada, atemperarla a -35°C.

Obtencion de cortes semifinos v ultrafinos:

Se procedié como se ha descrito en el protocolo anterior. No obstante, en este caso, ha sido el oro el
material de eleccion de las rejillas sobre las que se depositaron las muestras pues, entre otros motivos, resulta

mas inerte que el cobre frente a la azida sodica presente frecuentemente en las soluciones del anticuerpo.

El procedimiento de contrastado se realiz6 a continuacion del protocolo de inmunocitoquimica (apdo.
siguiente) con soluciones analogas a las empleadas en el apartado V.4.5.1. En todo caso, se utilizaron tiempos
de incubacién mas cortos, que optimizan la visualizacion de las microparticulas de oro acopladas a los

anticuerpos secundarios.
1.-Incubar las rejillas en acetato de uranilo (2 % acuoso) 5 min a temperatura ambiente.

2.-Incubar las rejillas 1 min en citrato de plomo.

V.4.5.3. Reaccion de inmunocitoquimica:

Para este protocolo se trabaja siempre a T* ambiente. Las rejillas se disponen sobre gotas de 30 pl de
cada una de las soluciones que se utilizaron, dispuestas encima de una ldmina de parafilm. Es conveniente
extremar las precauciones al manejar las rejillas debido a su extrema fragilidad. Para ello, se manipularon
siempre con pinzas finas. Los anticuerpos primarios empleados (anti-DXS1 y anti-DXR) aparecen detallados

en el apartado V.5.3.1.
1.-Incubar la rejilla 15 min con la solucion de bloqueo.

2.-Preparar las diluciones apropiadas de anticuerpo primario en la solucién de bloqueo. Se ensay6 en
un primer experimento un rango de diluciones de anticuerpo con la intencion de optimizar la concentracion de

trabajo.
3.-Lavar 4 periodos de 5 min con solucion de bloqueo.

4.-Incubar con el anticuerpo secundario durante 1 hora. Se utilizd anticuerpo preparado en cabra
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contra IgG de raton o conejo (segun estuviesen dirigidos frente al anticuerpo anti-DXS1 o anti-DXR

respectivamente) acoplados en ambos casos a particulas de oro de 15 nm (British Biocell) en dilucién 1/25.
5.-Lavados:
-3x5 min con tampo6n TBS.
-4x5 min con H,O.
-Finalmente lavar abundantemente con H,O.

6.-Colocar la rejilla en una placa de Petri con papel secante. Es importante prestar atencion a la

orientacion, procurando que la muestra quede siempre hacia arriba.

SOLUCION de BLOQUEO: TAMPON TBS:

Se prepara resuspendiendo Albumina de Tris-HCL. .. ittt ittt 10 mM
Suero Bovina (BSA) al 1 % en TBS. No NaCl. .ottt i i i 150 mM
autoclavar.

Ajustar a pH=7,4 con NaOH.

V.4.5.4. Observacion de las muestras al microscopio:

Se utilizaron las instalaciones de la Unitat de Tecniques de M.E.T. de los Serveis Cientifico-Técnics
de la Universitat de Barcelona. En cualquier caso, las observaciones se efectuaron en un microscopio
electronico de transmision Hitachi modelo H 800 MT. Las imagenes obtenidas fueron captadas a través de
una camara digital acoplada al microscopio, utilizando la aplicacion informatica de adquisicion de imagenes

Digital Micrograph version 3.3.0. (Gatan Ltd.).

V.4.6. Biolistica sobre tejidos de Arabidopsis thaliana.

Con el propdsito de estudiar la localizacion subcelular de las proteinas se ha combinado la capacidad
de los sistemas de microbombardeo para transformar células vegetales con ADN con las propiedades de la
proteina verde fluorescente (GFP) como delator en tejidos vegetales [271]. La visualizacion al microscopio

confocal de la fluorescencia emitida por la GFP refleja la localizacion de la misma.

Como tejido vegetal se han utilizado hojas de roseta de plantas de 4. thaliana de 2 a 3 semanas. El
protocolo seguido ha sido basicamente el descrito por el proveedor del sistema de biolistica, con adaptaciones

especificas destinadas al bombardeo de tejidos vegetales.

V.4.6.1. Descripcion de las construcciones utilizadas para los experimentos de microbombardeo.

Las construcciones utilizadas para los experimentos de biolistica fueron generadas a partir del vector
pGFP-MRC [240]. Este vector incorpora una region de policlonaje que permite fusionar traduccionalmente un
ADNCc concreto a una variante de la GFP (sGFP:S65T) mejorada para multiplicar la sefial fluorescente en

células vegetales [59]. Las construcciones resultantes codifican para las distintas proteinas quiméricas bajo el
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control del promotor 35S-CaMV. Para este trabajo, se disefiaron construcciones en las que la secuencia
codificante completa de los genes DXS/ y DXR se fusionaron traduccionalmente con el extremo N-terminal
de la proteina verde fluorescente GFP. En el caso de DXS2, la construccion era la resultante de la fusion
traduccional del dominio correspondiente al hipotético péptido de transito del extremo N-terminal,
concretamente hasta su posicion 45, con la GFP. En todos los casos el clonaje se efectué mediante reacciones
de PCR (ver apdo. V.5.4) que amplificaron los fragmentos deseados y en los que los oligonucledtidos
utilizados introducian los sitios de restricciéon necesarios para su integracion en el vector de destino pGFP-
MRC [240]. La Tabla V.2 muestra los juegos de oligonucle6tidos utilizados en cada caso, asi como los sitios
de restriccion empleados en el clonaje. La Figura I1.10 incluye una representacion esquematica de las

construcciones empleadas en los experimentos de microbombardeo.

OLIGONUCLEOTIDO SITIOS DE RESTRICCION

5’

CONSTRUCCION

3!

DXS1:GFP DXS.SallA T7-21 Sall Sall
DXS2.PT:GFP DXS2.NcolGFP DXS2.Sall3GFP-TP Ncol Sall
DXR:GFP DXR.SallA T7-21 Sall Sall

Tabla V.2: Pares de oligonucledtidos empleados en la generacion de las construcciones de microbombardeo.
V.4.6.2. Protocolo de microbombardeo:

Material:

e  Sistema Biorad PDS100/He-Particle Delivery System.
e  (Cabina de flujo laminar.

e Vortex.

e  Microparticulas de tungsteno M17, @ medio=1,1 um.
e  Membranas de ruptura, membranas portadoras y rejillas de parada.
e  Etanol absoluto y al 70 %.

e  Glicerol 50 %.

e  ADN purificado.

e  Espermidina 0,1 M.

e CaCl,2,5M.

Preparacion de microproyvectiles:

1.-Pesar 30 mg de microparticulas de tungsteno en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

2.-Afadir 1 ml de etanol al 70 %. Agitar vigorosamente al vortex durante unos 3-5 minutos.
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3.-Incubacion 15 min a temperatura ambiente.

4.-Precipitar las microparticulas mediante un pulso de unos 5 seg en la microcentrifuga. Eliminar el

sobrenadante con la pipeta.

5.-Adicionar 1 ml de H,O estéril y agitar con el vortex 1 min. Dejar incubando las microparticulas 1
min hasta que sedimenten. Finalmente repetir el pulso en la centrifuga y eliminar el sobrenadante con la

ayuda de la micropipeta.
6.-Repetir el paso anterior 2 veces mas.

7.-Agregar 0,5 ml de glicerol 50 % estéril (concentracion final=60 mg/ml). Conservar a —20 °C para

prevenir la oxidacion.

Precipitacion del ADN sobre los microprovectiles:

1.-Mantener las microparticulas preparadas segun el paso anterior en una plataforma vortex. Es
conveniente dejarlas el tiempo suficiente (minimo 5 min) para poder resuspender y romper los aglomerados

de microparticulas.
2.-Pasar 10 pl de microparticulas (600 pg) a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
3.- Manteniendo en agitacion el tubo anterior se afiaden:
-1-2 pg de ADN plasmidico.
-14 pl de solucién de precipitacion (10 pl de CaCl, 2,5 M: 4 ul espermidina 0,1 M).
4.-Mantener agitando en el vortex durante unos 5 min mas.
5.-Dejar 1 min sedimentando las microparticulas.

6.-Aplicar un pulso de centrifuga de 5 seg y eliminar el sobrenadante cuidadosamente con la ayuda

de la micropipeta.
7.-Lavar el precipitado sin levantarlo con etanol 70 %. Retirar el sobrenadante.
8.-Lavar el precipitado sin levantarlo con etanol 100 %. Desechar el sobrenadante.
9.-Resuspender en 8 ul de etanol absoluto valiéndose de la micropipeta.

Microbombardeo:

El sistema de bombardeo utiliza la presién del helio suministrado por una bombona (dotada de un
mandmetro) para acelerar las microparticulas recubiertas de ADN e introducirlas directamente sobre las hojas

de Arabidopsis, transformandolas.

Los parametros del procedimiento de transfeccion fueron optimizados, y del modo en que se ilustra

en la Figura V.2, se refieren a:
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-Disco de ruptura (presion de helio a soportar, expresada en psi).
-Distancia disco de ruptura-membrana portadora (A)=4,5 cm.
-Distancia membrana portadora-rejilla de parada (B)=6 mm
-Distancia membrana portadora-muestra a bombardear (C)=12 cm.
-Presion de helio en la bombona de suministro.

Figura V.2: Representacion esquemdtica del sistema de biolistica, antes y después de aplicar la presion de

He

Tubo de aceleracion del Helio l

Disco de ruptura g
Membrana portadora —— e

Rejilla
disparadora

Microproyectiles-ADN/"  w=====

Células diana

helio.

Asimismo, hay que considerar los parametros bioldgicos relacionados con la muestra que se desea

bombardear, eleccion de células diana, etcétera.

Para evitar contaminaciones con las construcciones entre un episodio y otro de bombardeo, conviene
esterilizar la zona de trabajo (cabina y camara de bombardeo) con etanol y lavar con agua. Lo mismo se hizo
con el material fungible utilizado en cada bombardeo, manteniendo las membranas de ruptura, membranas
portadoras y rejillas de parada en etanol absoluto, y manejandolos siempre con pinzas. También se
esterilizaron y lavaron cuidadosamente las piezas metalicas y de plastico que sirven de soporte a aquellos

elementos. Una vez secado este material sobre papel de filtro, se procede como sigue:

1.-Depositar los 8 pl de microparticulas recubiertas de la muestra de ADN con la que se quiere

transformar sobre una membrana portadora ya seca.

2.-Mientras se espera a que el etanol se evapore, ajustar el regulador de la bombona de helio a una

presion de 1300 psi, unas 200 psi por encima de la soportada por el disco de ruptura.

3.-Ajustar la membrana portadora correctamente orientada sobre el soporte metalico con la ayuda de

la pieza roja disenada al efecto.
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4.-Colocar una rejilla de parada en la plataforma. A continuacién, el soporte metalico con la

membrana portadora de modo que las microparticulas estén orientadas hacia la rejilla.
5.-Cerrar firmemente el montaje enroscando el cierre del soporte metalico.

6.-En este momento se esteriliza un disco de ruptura sumergiéndolo brevemente en etanol absoluto.
Se dispone rapidamente sobre el soporte correspondiente y se enrosca en el tubo de aceleracion del gas en el

extremo superior de la camara de bombardeo.

7.-Acto seguido colocar la plataforma con la membrana en el nivel 5. La camara posee 6 niveles, lo

cual permite adecuar la distancia entre los distintos elementos segun conveniencia.

8.-Finalmente, disponer la plataforma con la muestra vegetal depositada en una placa de agar 0,8 %
en el nivel 2. Este soporte absorbera el impacto resultante del bombardeo y mantendra condiciones de

humedad para el tejido durante la incubacion posterior.
9.-En este momento cerrar la camara de bombardeo y encender la bomba de vacio.

10.-Conectar la camara de bombardeo y accionar el interruptor en la posicién de vacio (posicion

superior).

11.-La presion de vacio ir4 subiendo. En el momento en que llegue a 27-29 mm (0,06 atm) de Hg,

pasar el interruptor a la posicion inferior, en la que se mantendra la presion de vacio.

12.-Pulsar rapidamente el interruptor de disparo. La presion de Helio indicada en el manémetro del
sistema se ird acumulando sobre el disco de ruptura hasta alcanzar el maximo soportado, momento en que
estallara, despidiendo un ruido sordo y bajando bruscamente la presion de Helio desde el maximo alcanzado

de 1100 psi hasta 0.

13.-Poner inmediatamente el interruptor en la posicion intermedia para permitir la liberacion del
vacio. Es conveniente realizar los pasos 11 a 13 lo mas velozmente posible a fin de reducir los dafios que el

vacio pueda causar en el tejido vegetal.

14.-Finalmente, recuperar la muestra bombardeada, que debe mostrar unas manchas negras debidas al
tungsteno impactado. Se deja incubar 24 horas bajo luz continua a una temperatura de 22-24 °C para que

tenga lugar la expresion de la construccion bombardeada.
15.-Descartar el disco de ruptura, que debe estar destrozado, la membrana portadora y la rejilla.
16.-Antes de proceder a un nuevo bombardeo, esterilizar y limpiar de nuevo la zona.
17.-Es conveniente, una vez terminado el experimento:
-Cerrar la manecilla del helio.

-Aplicar el vacio el tiempo suficiente para permitir que se encienda el boton disparador, y

disparar cuantas veces sea necesario para liberar el gas retenido en el sistema. Confirmar que, efectivamente,
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la manecilla del manémetro cae a 0.

-Liberar finalmente el vacio.

V.4.6.3. Observacion de las muestras microbombardeadas.

Las muestras obtenidas tras el proceso de transformacion transitoria mediante el sistema de biolistica
fueron examinadas en el Servei de Microscopia Confocal de los Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat
de Barcelona. Las observaciones se realizaron directamente utilizando un microscopio laser de escaner
confocal modelo Leica TCS 4D, o bien Olympus IX70. La fluorescencia verde correspondiente a las proteinas
de fusion con la GFP fue detectada a través de un filtro BP515-525 tras excitacion con luz azul a 488 nm de
longitud de onda, mientras que la autofluorescencia roja correspondiente a la clorofila se detectd usando un
filtro LP590, tras excitar mediante la emision con luz verde a 568 nm. Ocasionalmente, se efectud una
observacion preliminar con la ayuda de la lupa binocular de fluorescencia Leica DC250, con el objeto de

detectar en la muestra regiones que estuviesen expresando la GFP.

El analisis de la superposicion de los dos tipos de imagenes obtenidas, asi como el tratamiento de las
mismas, fue efectuado mediante la aplicacion Corel Photo-Paint, integrada en el paquete informatico Corel-

Draw 9.
V.4.7. Deteccion de la actividad GUS.

V.4.7.1. Anlisis histoquimico de la actividad GUS.

Las plantas transgénicas portadoras de construcciones resultantes de la fusion de la region 5’
flanqueante del gen a estudio con el gen uidA (GUS) de E. coli permiten estudiar su patrén de expresion a lo
largo de los distintos estadios de desarrollo, tejidos y condiciones de crecimiento analizados gracias a la
actividad f-glucuronidasa (GUS) codificada por dicho gen (apdo. V.4.1.1.). Para ello, se incuba la muestra
problema en presencia del sustrato 5-bromo-4-cloro-indolilglucurénido (X-Gluc). La actividad GUS hidroliza
este sustrato liberando una aglicona que al dimerizar adquiere una coloracion azul facilmente visualizable. La
dimerizacion a su vez vendra estimulada por el oxigeno atmosférico y puede incrementarse mediante agentes

catalizadores [141].

Los anélisis se llevaron a cabo con al menos 6 lineas de plantas transgénicas transformadas con cada
una de las construcciones a analizar en la generacion T,. Se confirmé que las diferencias entre las distintas
lineas pertenecientes a una misma construccion eran Unicamente de naturaleza cuantitativa, esto es ligeras
variaciones en la intensidad de tincion, y que cualitativamente el patron de expresion espacio-temporal no
variaba de unas a otras. De este modo, se seleccion6 una de las lineas para cada construccién como
representativa. Sobre estos individuos se llevaron a cabo los experimentos definitivos, siguiendo la

metodologia que se detalla a continuacion:

Materiales:
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e  Tampoén de ensayo.
e  Desecador.
e  Trampa de vacio.

e  Etanol 70 %.
Método:

1.-Colocar las muestras en un recipiente adecuado (tubo de microcentrifuga, placa de Petri, etc.) y
cubrirlas con el tampén de ensayo. Se han utilizado o bien plantulas crecidas en condiciones estériles o bien

tejidos u 6rganos de planta adulta crecidos en tierra.

2.-Someter las muestras al vacio en el interior de un desecador conectado a una trampa de vacio

durante 5 min.

3.-Seguidamente mantener las muestras de 6-24 horas en incubacion a 37 °C, para que tenga lugar la
reaccion GUS. Es conveniente analizar distintos tiempos de incubacion para poder observar diferencias

precisas de expresion entre unos tejidos y otros dentro del mismo individuo.

4.-Para aumentar el contraste, se extraen los pigmentos vegetales por medio de lavados repetidos de
la muestra con etanol 70 % a temperatura ambiente. Se pueden hacer tantos lavados como se crea necesario,
siempre dejando alrededor de 1 dia entre uno y otro y manipulando cuidadosamente el tejido que pierde

consistencia como consecuencia de los tratamientos.

5.-La obtencion de imagenes se llevo a cabo con una camara digital fija modelo Olympus DP10

adaptada a una lupa binocular Olympus SZ-CTV.

Tampén de ensayo:

Ferricianuro potésico.......... 100 pM
Ferrocianuro potasico.......... 100 pM
EDTA PH=8 . it te e eeeeanenn 10 mM
Tritdén X-100(V/V) e e, 0,1 %
B-mercaptoetanol............... 0,5 mM
X=GlUC e ¢ttt ettt et teteeeeeenannn 1 mg/ml
Tampbén fosfato..........c.vno... 50 mM

Disolver primero el X-Gluc en N,N-dimetilformamida (50mg/0,5ml).

La solucidén asi preparada es estable 2-3 dias a 4°C, o 2-3 semanas a -20 °C.

V.4.7.2. Medicion de la actividad GUS.

Para la cuantificacion de la actividad GUS, se ha seguido el ensayo fluorimétrico descrito por
Jefferson [141]. El ensayo se basa en la deteccion del producto fluorescente metilumbeliferona (MU),
generado a partir del sustrato acido metilumbeliferil-B-glucurénido (MUG) por la accién de la (-
glucuronidasa [140]. Para asegurar la uniformidad en el analisis, se utilizaron lineas homozigéticas para cada
una de las transgénicas portadoras de la construccion promotor:GUS, crecidas bajo distintas condiciones. En

todos los casos los experimentos se levaron a cabo con 2-3 réplicas.
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Materiales:

e Minifluorimetro (modelo Hoefer TKO-100) de longitud de onda fija: excitacion a 365 nm y emision a 455 nm.
e  Placas de multicultivo de 12 pocillos.

e  Tampodn de parada.

e  Tampdn de ensayo.

e MU (metilumbeliferil).

e  MUG (4-metilumbeliferil f-D-glucurdnido).

Método:

1.-Lisar la muestra. Para ello se resuspendieron alrededor de 25 mg de tejido en 200 pl de tampon de
extraccion. A continuacion se sumergen los tubos sucesivamente en N, liquido y en un bafio de agua a 37°C,

para lisar por congelacion-descongelacion. Repetir este proceso 3 veces.

2.-Centrifugar 10 min a 14000 rpm y recuperar el sobrenadante con el extracto proteico en un nuevo
tubo. Conservar una alicuota para cuantificar la concentracion de proteina segin lo resefiado en el apartado

V.4.4. Utilizar el resto para medir la actividad GUS.

3.-Previamente a las mediciones, calibrar el minifluorimetro con soluciones estandar. Asignar 50
unidades a una solucion 5 nM de MU y 500 unidades a una solucion 50 nM de MU. Estas soluciones deben
ser preparadas justo antes de su utilizacion a partir de un stock de MU 1 mM diluyendo en tamp6n de parada,

y protegiéndolas, en todo caso, de la luz.

4.-Diluir una alicuota del extracto proteico preparado anteriormente en tampon de ensayo hasta un
volumen final de 5-10 pl. Estimar las diluciones apropiadas en funcioén de la actividad GUS dirigida por el
promotor a estudio, de manera que los valores de fluorescencia no superen el umbral de linearidad del

fluorimetro (5000 unidades).

5.-Incubar a 37 °C. Efectuar mediciones cada 15 min durante 1 hora y siempre por triplicado. Estos
tiempos pueden también ser modificados en funcion de la actividad especifica detectada. Para llevar a cabo
las mediciones se transfieren 100 pl de la mezcla de reaccion a una placa de multicultivo con 900 pl de
solucion de parada. Agitar unos minutos en una agitador orbital y llevar nuevamente una alicuota de 10-100

pl hasta 2 ml con la solucién de parada en una nueva placa. Efectuar la medicion con esta ultima muestra.

6.-Una vez efectuadas todas las mediciones se determinaron los valores de actividad especifica segin

las formulas siguientes:
-ACTIVIDAD=Afluorescencia/Amin
-Factor de Conversion=500 unidades/50 nM MU

-Utilizando aquel factor de conversion, aplicar el factor de dilucion correspondiente
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considerando: vol reaccion, vol solucion de parada, vol extracto proteinas y vol total en la

cubeta (2ml).

-Finalmente, referir los valores de actividad obtenida a la cantidad de proteina

(unidades pmol MU/mg prot.min).

TAMPON de EXTRACCION:

Tp FOSFATO POTASICO pH=7........ 50 mM
EDTA PH=8. .ttt iteeeeeeennnnnnnn 0,1 g
Tritdén X-100. ... i, 0,1 %
f-mercaptoetanol................ 10 mM

Preparar justo antes de su uso.

V.4.8. Cuantificacion de pigmentos fotosintéticos en Arabidopsis.

TAMPON de PARADA:

No autoclavar.

TAMPON de ENSAYO:

Tp FOSFATO POTASICO pH=7

Para el analisis cuantitativo de pigmentos fotosintéticos de naturaleza prenilica, esto es, clorofilas y

carotenoides [105], se ha seguido el método de extraccion basado en el descrito por Lichtenthaler [170]. Se

trabajo a escala de tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, partiendo de 10-40 mg de tejido pesado y congelado en

N liquido.

Materiales:

e  Liofilizador-Evaporador-trampa de vacio (B. Braun Christ-Loc I).

e N, liquido.

e  Agitador multiple.

e  Cloroformo, metanol, acetona y etilacetato.
e Solucién de homogenizacion.

e  Espectrofotometro (modelo Shimadzu UV-1604).

Método:

1.-Homogeneizar el tejido en presencia de N, liquido. A partir de este momento, es conveniente

reducir en lo posible la incidencia de la luz directa sobre la muestra con el objetivo de evitar la fotooxidacion

de los pigmentos durante el proceso. Asimismo, procurar mantener en todo momento por debajo de 4°C.

2.-Adicionar 200 pl de metanol y resuspender de 5-10 min con ayuda de un agitador multiple.

3.-Afiadir a la suspension 400 pl de la solucion de homogeneizacion, cuyo contenido en sales evita la

221



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

produccion artefactual de feofitina durante el proceso, que podria alterar las mediciones. Mantener en

agitacion otros 5-10 min.
4.-A continuacion se afiaden 400 ul de cloroformo y se repite el paso de extraccion.

5.-Una centrifugacion de 5 min por encima de 3000 g (5000 rpm) y a 4°C permitira la adecuada
separacion de la fase acuosa de la orgénica (inferior). Esta ultima se recupera cuidadosamente y se pasa a otro

tubo. Opcionalmente se puede proceder a una segunda reextraccion con cloroformo de la fase acuosa restante.

6.-La muestra es concentrada con la ayuda de un evaporador-concentrador. El residuo seco obtenido
se resuspende en 20-40 pl de etilacetato. Evitar mantener el tubo abierto a partir de este momento pues el

disolvente es extremadamente volatil.

7.-Finalmente, se determina la absorbancia en 500 pl de acetona con ayuda del espectrofotémetro a

las siguientes longitudes de onda [170]:
e Clorofila A (C,): 661,6 nm.
e Clorofila B (Cyp): 644,8 nm.
e Carotenoides y xantofilas (Cy): 470 nm.

Dichos valores representan las A,y , coeficientes de absorcion maximos especificos en presencia de
acetona. Una vez obtenidos los valores de absorbancia a aquellas longitudes de onda, se aplican las siguientes
férmulas con el objeto de determinar las concentraciones de cada uno de los pigmentos analizados,

refiriéndolos finalmente en pg/ml de extracto vegetal [170].

Ca:ll, 24XA661,6_21 04XA644,8
Cb=20, 13XA644,8_47 19XA661,6
Ca+b=7 7 O5XA661,6+181 09X A644,8

Cyic= (lOOOXA470_1, 9OXCa_63, 14XCb) /214

SOLUCION de HOMOGENIZACION: No autoclavar.
Tris-HCl pH=7,5....... ... 25 ml Conservar a temperatura ambiente.
NaCl. ottt ittt iiieiineenen 50 mM

V.5. TECNICAS CLASICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

V.5.1. Tecnologia del ADN recombinante:

Bajo este epigrafe se engloban las técnicas que condujeron al clonaje de secuencias de ADN. La
diversidad de estrategias metodoldgicas empleadas para la multitud de construcciones presentadas a lo largo
de este trabajo hacen imposible describir cada una de ellas independientemente, de modo que se ha optado por

enunciarlas brevemente.
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En primer lugar, y en lo que concierne a la minipreparacion de ADN plasmidico se ha utilizado el
sistema “QIAPREP spin miniprep kit” de Qiagen. Las restricciones del ADN se llevaron a cabo con 2,5-5
unidades de cada enzima de restriccion bajo las condiciones de salinidad, pH y temperaturas recomendadas
por el fabricante en cada caso, y prolongando la incubaciéon hasta ~16 horas cuando se trataba de una
digestion preparativa o una enzima de baja actividad especifica. Los productos de digestion (o en su caso los
resultantes de la reaccion de PCR, apdo. V.5.4.) se resolvieron en geles de agarosa de porcentaje adecuado al
tamafio del fragmento o fragmentos a analizar, preparados en tampon TAE 1x (apdo. V.5.2.2.) con 0,5 pg/ml
de Br-Et. Las bandas de interés se recuperaron cuidadosamente evitando prolongar la irradiaciéon con la
lampara de UV, y se purificaron mediante los sistemas Jetsorb (Genomed) o GENelute (Sigma). Una nueva
separacion electroforética en presencia de marcadores de tamafio y concentracion conocidos permitieron
comprobar y cuantificar los fragmentos recuperados. Se ajustaron las cantidades de vector e inserto en la
reaccion de ligacion para cada tipo de clonaje. Los productos de ligacion asi obtenidos fueron empleados para
transformar células bacterianas competentes de choque térmico (“Subcloning Efficiency DH5a Chemically
Competent E. coli” de Life Technologies). El analisis de las colonias resultantes se llevo a cabo en primer
lugar mediante escrutinio por PCR (apdo. V.5.4.1.), seguido de amplificacion de la colonia candidata
mediante cultivo en 3 ml de medio de crecimiento bacteriano suplementado con el/los antibidticos de
seleccion y suplementos correspondientes en cada caso (apdo. V.2.2.). El estudio del patréon de restriccion del
ADN recuperado y su posterior secuenciacion permitieron confirmar la integridad/identidad del clon
generado. Finalmente, el sedimento de 1,5 ml de cultivo del clon en cuestion se resuspendid en 500 pl de
medio suplementado con glicerol al 50 % o al 15 % previamente autoclavado para preparar los glicerinados a

—20°C y —80°C respectivamente.
Materiales:

Se enuncian a continuacion las herramientas de uso comun en los experimentos de clonaje:
e  Microcentrifuga de mesa.
e Vortex.
e  Enzimas de restriccion.
e  Agitador multiple.
e  Bloque térmico variable.
e  (Células competentes.
e  Estufay camara de incubacion con agitacion a 37°C.
e  Bailo térmico.
e  Sistemas de purificacion de bandas sobre geles de agarosa Jetsorb (Genomed) o GENelute (Sigmay).

e Sistema de electroforesis de geles de agarosa.
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V.5.1.1. Construcciones utilizadas en este trabajo:

Se describe aqui la obtencion de las construcciones no incluidas en aquellos apartados en que se hace
referencia expresa de su uso (como las utilizadas en la generacion de plantas transgénicas o las empleadas en
los ensayos de microbombardeo). Se trata, particularmente, de todas las construcciones relacionadas con los
experimentos de complementacion funcional de cepas mutantes de E. coli. El apartado V.5.4 proporciona los
pormenores relativos a la técnica de PCR, de la que se ha hecho uso durante la generacion de estas

construcciones.

Todas estas construcciones estan basadas en pBADMI, una version modificada del vector pBAD-
GFPuv [45]. En ella fue eliminado, mediante mutagénesis dirigida, el sitio Ndel en posicion 4926,

permitiendo el clonaje bajo la direccion del promotor pBAD.

Por un lado, se generaron dos construcciones que incluian, respectivamente, la forma delecionada en
todo el extremo N-terminal especifico de las proteinas DXR vegetales (pBAD-At.DXR-C) y una version
truncada defectiva en el hipotético péptido de transito de dicha proteina y los primeros 7 residuos de la
proteina madura (pBAD-At.DXR-L). Dichas construcciones fueron obtenidas amplificando por PCR con los
oligonucledtidos DXR5*.MQQQ o DXRS5’.MVKPI por el extremo 5’ y DXR.end por 3’ sobre la construccion
pDXRALt.3 (apdo. V.5.4.1) utilizada como molde. Los fragmentos de ADNc obtenidos en cada caso fueron
clonados en los sitios Ndel y EcoRI del vector pPBADMI, sustituyéndolo, previa digestion con aquellas

enzimas de restriccion, por la secuencia codificante de la GFP.

Por otra lado, a partir de 3 reacciones de PCR efectuadas con la Pfu ADN polimerasa, utilizando
como molde el vector pLBSDXS2.2 (que contiene el ADNc completo del gen DXS2, apdo. V.5.4.2) se
generaron 3 fragmentos: DXS2.At, DXS2C.At y DXS2CC.At que contenian, en cada caso, la secuencia
codificante completa para la DXS2, la secuencia truncada en la region correspondiente al extremo N-terminal
a partir del residuo 33 y, finalmente, la secuencia truncada en los 44 aminoacidos del extremo N-terminal.
Para ello se emplearon los oligonucledtidos DXS2.Nhel, DXS2.CTpNhel y DXS2.CCTpNhel
respectivamente como cebadores en direccion sentido (que introducian el sitio Nhel), y el oligonucledtido
universal T7, propio del sitio de clonaje flanqueante al inserto utilizado como molde, en direccién antisentido.
Estos fragmentos, previamente digeridos por Nhel y EcoRI, fueron directamente clonados en los sitios
correspondientes del vector pPBAD-GFPuv de destino, reemplazando la secuencia codificante de la GFPuv, y

disponiendo el inserto en todos los casos bajo la direccion del promotor pBAD.

Finalmente, se generd la construccion pLBAD-At.DXS2-CCdom, que contenia la secuencia
DXS2CC.At con una secuencia extra de 96 pb insertada en fase en la posicion nucleotidica 639. Este clon fue
generado mediante una reaccion de PCR invertida con Pfu ADN polimerasa, basada en los oligonucledtidos
DXS2.domA y DXS2.domB que amplificaron el vector pLBAD-At.DXS2CC extendiéndose cada uno hacia
direcciones opuestas e incluyendo en 5’ parte del dominio a introducir. El producto de PCR asi obtenido fue
purificado y digerido con la retrictasa Dpnl, que tiene la particularidad de reconocer especificamente sitios

GATC metilados en la adenina, degradando unicamente la hebra parental y no los productos generados por la
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reaccion de PCR. La presencia de extremos 5’fosfato en los oligonucleotidos utilizados facilitd la religacion
del producto y su posterior transformacién, de la que se obtuvieron clones positivos sobre los que finalmente

fue verificada la secuencia.

V.5.1.2. Preparacion de células competentes:

El siguiente protocolo permite la consecucion rapida de células competentes de choque térmico con
una eficiencia de transformacion oOptima para ADN plasmidico. Se ha utilizado para obtener células
competentes de las cepas mutantes EcAB4-2 [45] y EcAB1-2 [239] de Escherichia coli, empleadas en los

ensayos de complementacion funcional.

Preparacion rapida de células competentes de E. coli.

Materiales:

o Centrifuga Beckman J2-21 y rotor JA-10.

e Placa de cultivo con colonias aisladas de las cepas EcAB4-2 [45] y EcAB1-2 [239] de Escherichia coli.
e ADN de la construccion de interés (apdo. V.5.1.1).

e Medio 2xTY.

¢ Cloranfenicol 34 mg/ml, kanamicina 100 mg/ml y ampicilina 100 mg/ml en solucién acuosa.

e Solucién TSS.

e N, liquido.

Método:

1.-Inocular un precultivo de 3 ml de medio estéril 2xTY-CKAM (cloranfenicol 17 pg/ml, kanamicina
25, ampicilina 100 pg/ml y mevalonato 0,5 M) a partir de una colonia aislada de la cepa deseada de E. coli e

incubar en agitacion a 220-240 rpm y 37°C durante aproximadamente 16 h.

2.-Inocular 50 ml de 2xTY-CKAM con una diluciéon 1/100 del precultivo anterior. Incubar en
agitacion a 220-240 rpm y 37°C hasta obtener una DOy de 0,3-0,4. Normalmente, y si el precultivo original

no estaba excesivamente saturado, el cultivo tarda unas 2 h en alcanzar la DO deseada.

3.-Centrifugar las células durante 10 min a 4000 rpm y 4 °C con un rotor JA-10 preatemperado. A
partir de este paso las células se mantuvieron en hielo extremando el cuidado al manipularlas para evitar

lisarlas mecanicamente.
4.-Resuspender suavemente el sedimento en 2,5 ml de soluciéon TSS previamente atemperada a 4°C.

5.-Distribuir las células en alicuotas de 200 pl. Congelarlas en nitrogeno liquido y

guardarlas a —80°C.

SOLUCION TSS:
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PEG 3350 ...t iinieeeeenennn. 40 %
Esterilizar al autoclave.

Resuspender en medio 2xTY (previamente autoclavado) con:

DMSO (SIigma) « e v v vevveeeneennennnn 10 %
Ajustar el pH a 6,5.

La transformacion por choque térmico de las células competentes obtenidas de este modo se lleva a

cabo igual que para las células competentes convencionales.
V.5.2. Técnicas de hibridaciéon de acidos nucleicos.

V.5.2.1. Sondas utilizadas en los experimentos de Southern-blot.

Las sondas utilizadas para los experimentos de Southern-blot fueron preparadas por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, apartado V.5.4.1) utilizando una mezcla de desoxinucledtidos que contienen
dUTP marcados con digoxigenina, el cual se incorpora aleatoriamente al producto amplificado en la PCR.
Este marcador permite la deteccion posterior sobre la membrana a través del protocolo resefiado en el

apartado V.5.2.5. Se han utilizado en cada caso las siguientes combinaciones de molde/oligonucleétidos:

-DXSI: Se ha utilizado el clon H2A12 como molde y los oligonucléotidos
especificos DXS1.S1 y DXS1.S5, obteniéndose un fragmento de 907 pb.

-DXR: Se ha utilizado el clon pDXRAt.3 como molde (apdo. V.5.4.1) y los
oligonucléotidos especificos DXR.S6 y DXR.RT2), recuperandose un fragmento de 1,042
kb.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el High Pure PCR Purification Kit (ROCHE)
siguiendo las indicaciones del proveedor. Finalmente se cuantificaron las bandas correspondientes

resolviéndolas en un gel de agarosa.

V.5.2.2. Southern-blot.

El ADN purificado por CTAB, segln el apartado V.4.3.1. reune las condiciones de pureza para poder
ser digerido con enzimas de restriccion. Las muestras son separadas en un gel de agarosa y transferidas a una
membrana de nailon, soporte sobre el cual se hibridaran con una sonda especifica, con el objeto de analizar el

numero de copias del gen concreto presentes en el genoma.
Materiales:

e  Enzimas de restriccion: EcoRI, HindIIl, Xbal y Xhol (MBI Fermentas).
e  Soluciones de etanol absoluto y al 70 % frias.

e  Horno de hibridacion Mini oven MKII de Hybaid y tubos.

e HCIL
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e  Soluciones de desnaturalizacion y de neutralizacion.

e Membranas de nailon Hybond N

e Papel de filtro Whatmann 3MM® y papel de filtro normal.
e  Tampoén de carga

e  Solucion de Br-Et 10 mg/ml.

e  Sistema de electroforesis.

e Sistema de transferencia de geles de agarosa.

e TAE 50x.
e SSC20x
e SDS10%.

e  Camara de ultravioleta (Spectrolinker XL-1000 UV crosslinker de Spectronics Co.) y estufa a 80°C.

e  Solucién de deshibridacion.
Método:

Digestion del ADN genomico:

1.-Digerir del orden de 5-10 pg de ADN gendmico con cada una de las enzimas de restriccion
indicadas. Llevar la digestion a un volumen final de 100 pl con 1 pl de la enzima correspondiente (5-10
unidades/ul). A las 4 horas de incubacion a 37 °C, afadir 4 pl mas de enzima y dejar toda la noche digiriendo.
Se eligieron enzimas que desarrollan su actividad bajo las mismas condiciones de temperatura, pH y

salinidad.

2.-Recuperar las muestras para su purificacién. Para ello se afiaden a cada una 2,5-3 vol de etanol

absoluto frio (preatemperado a —20 °C) y hasta 200 mM de NaCl, y se incuba 1 h a —20 °C.
3.-Centrifugar 20 min a 14000 rpm y 4 °C.

4.-Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol al 70 % frio (preatemperado a —20 °C).

Repetir el paso 3 de centrifugacion.
5.-Descartar el sobrenadante y secar el precipitado a T*A 6 37 °C.
6.-Resuspender en 25 pl de tampo6n TE pH=S8.

Separacion electroforética en gel de agarosa v Southern-blot:

1.-Tras afiadir 5 pl de tampdn de carga a cada digestion purificada, se cargan en un gel de agarosa al
0,8 % preparado en tampon de transferencia TAE 1x con Br-Et 0,5 pg/ml. Sembrar en un extremo un

marcador de peso molecular marcado con digoxigenina: DNA Molecular Weight Marker III DIG-*(ROCHE).
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2.-Aplicar un voltaje de 45 V durante 2 horas y 65 V una media hora mas. El frente de migracion
(banda de color azul debida al bromofenol contenido en el tampoén de carga) debe haber recorrido al menos ¥4

partes del recorrido del portageles.

3.-Confirmar la correcta digestion del ADN observando el gel sobre un transiluminador de UV a 312

nm.

4.-Lavar 10-15 min en solucién de HCI al 250 mM. El proceso se prolongé el tiempo necesario hasta
que el azul del frente torn6 en amarillo, sefial de que el gel se ha equilibrado con el acido. Este proceso resulta
en la depurinizacion parcial de los fragmentos de ADN, facilitando la transferencia de los fragmentos de

mayor tamaro.

5.- Incubar seguidamente durante 2 periodos de 20 min en solucion de desnaturalizacion. Esta solucion

es responsable del desapareamiento de la doble hebra de ADN, facilitando los pasos de hibridacion ulteriores.

6.-Finalmente, lavar en solucion de neutralizacion 2 ciclos de 15 min. El tratamiento 4cido disminuye

el pH del gel, facilitando la unién posterior del ADN a la membrana durante la transferencia.

7.-Montar el sistema de transferencia dentro de la cubeta de electroforesis (una vez lavada con agua y

jabon y etanol absoluto) como se indica en el esquema de la Figura V.3.

Con el objeto de evitar posibles interferencias en la transferencia, la zona de pocillos del gel fue

recortada con la ayuda de un bisturi. A continuacion se realizaron los siguientes lavados:
-2 de 20 min en H,O estéril.
-1 de 1 min en SSC 20x (solucion de transferencia).

Colocar el gel sobre el portageles encima del puente salino de transferencia obtenido recortando una
tira de papel Whatmann 3MM® con las dimensiones adecuadas (30x7,5 cm) y que previamente se ha
embebido en solucion de transferencia. Sobre aquel, y manipulando en todo momento con unas pinzas
milipore, situar cuidadosamente la membrana de nailon que se habra recortado seglin las dimensiones del gel,
previa incubacion unos minutos en SSC 2x. Después de afnadir unas gotas de SSC 2x, pasar una pipeta sobre
el conjunto para evitar la formacion de burbujas de aire y eliminar las que ya hubiesen aparecido. Afiadir 2-3
papeles Whatmann 3MM*, también prelavados en SSC 2x, y una torre de papel de filtro de 3-4 cm. Para
terminar, se coloca un peso cuidando de que todo el sistema esté perfectamente horizontal. Una vez montado
todo el conjunto, afiadir SSC 20X a la cubeta hasta el nivel indicado en la Figura V.3, y cubrir todo la

superficie del montaje con plastico Saram-Wrap para evitar la evaporacion del tampon de transferencia.

Figura V.3: Representacion esquemdtica del montaje de la transferencia del Southern-blot.
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Cubeta de Papel de filtro

electroforesis /
Papel Whatman 3MM
- '

I /
Membrana e - = —o|—1Gel

ssC ZDX_l | | —————= Puente de transferencia

8.-Dejar toda la noche transfiriendo. Después de 12-20 h recuperar la membrana, lavarla unos 3 min

en SSC 2x y secarla brevemente sobre un papel Whatmann 3MM. Conviene hacer un corte en una de las

esquinas de la membrana con un bisturi para facilitar posteriormente la orientacion.

9.- Para valorar la eficiencia en la transferencia, la membrana y el gel pueden fotografiarse después
en el transiluminador de UV. Para fijar el ADN, se pueden utilizar dos métodos. El primero se basa en aplicar
unos segundos radiacién a 254 nm con una camara de ultravioleta, una vez que la membrana estd
completamente seca. Con este método, se consigue que la union del ADN a la membrana sed de naturaleza
covalente, y por lo tanto mas estable. Un segundo método consiste en proteger la membrana con papel
Whatmann 3MM, envolverlo en papel de aluminio e incubar 2 horas a 80 °C en la estufa. Finalmente, sefialar

que puede conservarse la membrana en un lugar seco a 4 °C si no va a usarse inmediatamente.
Hibridacion:

Los pasos descritos en este epigrafe y el siguiente se realizaron en un horno de hibridacioén giratorio

atemperado a la T* deseada en cada caso.
1.-Lavar la membrana 5 min en H,O y otros 5 min en SSC 2x.

2.-Prehibridacion: 2 horas en solucion DIG Easy Hybridization (Roche) en el horno de hibridacion a

42 °C. Utilizar alrededor de 1-3 ml/10 cm? de membrana.

3.-Hibridacion: Preparar la solucion de hibridacion afadiendo la sonda de ADNc preparada por PCR
y marcada con DIGOXIGENINA (apdo. V.5.2.1.) a una concentracién final de 15 ng/ml de soluciéon de
hibridacién. La sonda habrd sido previamente desnaturalizada hirviéndola durante 10 min a 100 °C y
pasandola luego 2 min a hielo. La solucién de hibridacion resultante se atemperd a 42 °C, dejando incubar la

membrana en ella toda la noche a 42 °C.

Lavados de la membrana:

En general, las condiciones de los lavados deben ser tan severas como sea posible, ajustando la
combinacion de temperatura, concentracion salina y detergente. La temperatura debe ajustarse unos 12-20 °C

por debajo de la T, del hibrido a estudio, que puede estimarse mediante la formula:

T, =81,5 °C+16,6(log,o[Na*])+0,41(% G+C)-0,63 (3formamide) - (600/1)

, donde I=longitud del hibrido, [Na']=0,IM-0,4M (segin la soluciéon de hibridacién),

%G+C=composicion en bases de la sonda.
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Los demas parametros (salinidad y detergentes) deben ajustarse empiricamente. Los siguientes
lavados de alta severidad revelaron especificamente el patrén de bandas correspondiente al gen origen de la

sonda utilizada en cada caso:
1.-2 lavados de 15 min a temperatura ambiente en SSC 2x/SDS 0,1 %.
2.-2 lavados de 20-25 min a 68 °C en SSC 0,1x/SDS 0,1 %.

3.-Una vez en este punto continuar con la deteccion quimioluminiscente, del modo como se detalla

en el apartado V.5.1.5.

Una combinacién de lavados de alta y baja severidad (que relaje el grado de homologia necesario
para que el hibrido se mantenga estable durante los lavados), permite analizar la posible presencia de

multiples genes homologos en la muestra de ADN empleada.

De esta manera, después de deshibridar la membrana como se describe en el siguiente paso, se

llevaron a cabo los lavados de baja severidad, del modo como se detalla a continuacion.
1.-2 lavados de 5 min a temperatura ambiente en SSC 2x/SDS 0,1 %.
2.-2 lavados de 15 min a temperatura ambiente en SSC 0,5x/SDS 0,1 %.
3.-Continuar con la deteccion quimioluminiscente, apartado V.5.2.5.

Deshibridacion de 1a membrana:

Con este sencillo protocolo se consiguen eliminar los restos de sonda unidos a una membrana de

Southern-blot, permitiendo su rehibridacion con otra sonda sin aumentar excesivamente el ruido de fondo.
1.-Lava la membrana de 1-5 min en H,O a T* ambiente.
2.-Incubar la membrana en soluciéon de deshibridacion a 37 °C 2 veces durante 20 min en el horno.

3.-Lavar la membrana a T*A 2 veces durante 10 min en SSC 2x.

SOLUCION de HC1 250 mM: Citrato s6dico.....ovuvivuvnenn.. 0,3 M
HCL 37 &ttt ittt i i i i iaaeen 25 ml Ajustar a pH=7 con HCI.

H,O autoclavada.....eeeeeeeeennn.. 11 Autoclavar 20 min a 120 °C.

No autoclavar. Conservar a Conservar a temperatura ambiente.

temperatura ambiente.

TAE 50x:
SOLUCION de NEUTRALIZACION: Tris-Acético pH=7,8.......... ... 2 M
Tris-HCL (pH=7,2).............. 500 mM EDTA e et ettt et et 100 mM
= 1,5 M Autoclavar 20 min a 120 °C.
EDTA (PH=8) c v iiiiiieieennnnn. 1 mM
Autoclavar 20 min a 120 °cC.
Conservar a temperatura ambiente. SOLUCION de DESNATURALIZACION:

NaOH. « ittt et ittt e e eee e 500 mM
SSC 20x: 1 =Y o 1,5 M
X 3 M Autoclavar 20 min a 120 °cC.
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Conservar a temperatura ambiente. 1S5 O 0,1 %

TAMPON de MUESTRA:

Azul de bromofenol........ 0,25 $(p/v)
Glicerol. . v i i i 30 $(v/v)
No autoclavar.

SOLUCION de DESHIBRIDACION:

= 0,2 M

V.5.2.3. Sondas utilizadas en los experimentos de northern-blot.

Para los experimentos de northern-blot se utilizaron sondas marcadas con dCTP-*P. Para ello, se ha
utilizado el “Ready-To-Go DNA labelling beads” (-dCTP) (Amersham-Pharmacia Biotech). El trabajo con
isotopos radioactivos de este tipo requiere extremar las precauciones, en el sentido de evitar en lo posible la
exposicion directa a las particulas B emitidas, altamente penetrantes. Con esa finalidad, se trabaja siempre
vistiendo dos pares de guantes y bata, protegiéndose de la fuente de radioactividad mediante mamparas de
metacrilato. Asimismo, debe controlarse periodicamente la zona con un contador Geiger, asi como respetar

las normas al efecto para el tratamiento de residuos marcados radioactivamente con is6topos del P.

Materiales:

e [a-*P]dCTP a 3000Ci/mmol (Amersham Pharmacia Biotech).
e Ready-To-Go DNA labelling beads (-dCTP) (Amersham-Pharmacia Biotech).
e  Bloque térmico.

Contador Geiger.

*  Sonda ADN desnaturalizada.

*  EDTAO0,5M.

Columnas cromatograficas Poly-prep (0,8x4cm) de BioRad.

*  Resina Sephadex G-50 SF (Amersham-Pharmacia Biotech).
Tampon TE.

*  Contador de centelleo 1209 Rackbeta de Wallac.

Método:

El kit de marcaje contiene una mezcla de reaccion liofilizada y estable a T*A que contiene el tampon
de reaccion, mezcla de desoxinucleotidos (excepto dCTP), la subunidad Klenow de la ADN polimerasa asi
como una combinacion aleatoria de oligodesoxinucleotidos de 9 bases. El sistema permite marcar
radioactivamente fragmentos de restriccion previamente purificados y desnaturalizados mediante una reaccion

de polimerizacion que utiliza los oligodesoxinucledtidos como cebadores. Los siguientes moldes fueron
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utilizados en cada caso:

-DXS1I: Como molde en la reaccion de polimerizacion se utilizo el fragmento de
restriccion con EcoRV del clon H2A12, resultando en un fragmento de 829 pb

correspondiente a la region 5 del gen DXS].

-DXS2: La digestion de los sitios Bglll y BamHI sobre el vector pLBSDXS2.2
(apdo. V.5.4.2), liberé un fragmento de 288 pb en el extremo 5’ conteniendo la region 5’

transcrita no traducida en la zona menos conservada con su homologo DXS!.

-DXR: A partir de la construccion pDXRALt.3 (apdo. V.5.4.1) y tras digestion con la
enzima de restriccion EcoRV se recuperd un fragmento de 1378 pb procedente de la zona 5’

del gen DXR.

1.-Desnaturalizar unos 50-100 ng de molde hirviendo durante 5 min a 95-100°C y pasando a

continuacion a hielo al menos 2 min mas.
2.-Preparar la siguiente mezcla de reaccion sobre el preparado del kit:

MEZCLA de REACCION:

ADN molde desnaturalizado..... =100 ng
[0-2?PIACTP. o v e e eeeenn 50 uCi
HyO CoSePeviniii ittt i i 50 pl

3.-Incubar de 30 min a 1 hora en bloque térmico a 37 °C.
4.-Detener la reaccion de la polimerasa agregando 2 pl de EDTA 0,5 M, y pasar a hielo.

5.-Preparar una columna de cromatografia con 1 ml de resina Sephadex-G50. Lavar con tampén TE

evitando en todo momento que llegue a secarse.

6.-Una vez eluida la columna completar la mezcla de reaccion con TE hasta 200 pl, y pasar por la
columna, recuperando el volumen eluido en un tubo de microcentrifuga. Repetir el proceso 4 veces mas,

afiadiendo en cada caso 200 pl de TE y recuperando el eluido en un tubo nuevo.
7.-Recuperar alicuotas de 1 pl de cada fraccion eluida en un tubo de centelleo.
8.-Determinar la actividad de cada fraccion en un contador de centelleo.

En funcién de los resultados obtenidos, aplicar la siguiente formula para determinar la cantidad total

de marca radioactiva a utilizar:

Vol. Sonda (en pl)

[1-2x10° c.p.m./ml] x [vol (en ml) de sol de hibridacién/activ sonda (en
c.p.m./pl)].

9.-Afiadir el volumen resultante a la solucion de hibridacion, desnaturalizando previamente la sonda
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como se indico en 1.

V.5.2.4. Northern-blot.

El northern-blot constituye la técnica de referencia para la identificacion y el analisis de transcritos

de ARN. A la hora de trabajar con ARN, deben seguirse las precauciones referidas en el apartado V.4.3.2.
Materiales:

e  Material de vidrio horneado.

e DEPC.

e  Liofilizador-evaporador.

e  Tampon de desnaturalizacion.

e  Marcador de pesos moleculares de ARN: 0.24-9.5 Kb RNA ladder de Life Technologies o RNA Molecular Weight
Marker I (0,3-6,9 kb) (Roche).

e  Solucioén de tincion.

e  Solucion de hibridacion Express-hyb Solution (Clontech).
e  MAE 20x.

e  Tampon de carga.

e  Membranas de nailon Hybond N

e Papel de filtro Whatmann 3MM®y papel de filtro normal.
e  Solucion de Br-Et 1 mg/ml.

e  Sistema de electroforesis.

e  Sistema de transferencia de geles de agarosa.

e SSC20x

e SDS 10 %.

e  Camara de ultravioleta (Spectrolinker XL-1000 UV crosslinker de Spectronics Co.) y estufa a 80°C.
e  Agitador térmico.

Método:

1.-Preparar agarosa al 1,2 %. Una vez atemperado a 50 °C, completar con MAE hasta 1x y con
formaldehido hasta un 2,2 %. El formaldehido es un alérgeno fuerte por lo que para evitar la inhalacion de
vapores fuertemente irritantes es aconsejable verter el gel dentro de una campana de extraccion de gases. Este
agente garantiza la propiedad desnaturalizante del gel, aunque tiene como contrapartida el hacerlo mas

quebradizo. Es recomendable ademas preparar el gel lo mas delgado posible, pues facilitara el proceso
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posterior de transferencia.

2.-Concentrar las muestras de ARN con la ayuda del liofilizador-evaporador. Se trabajé con

cantidades de entre 10-20 pg de ARN.

3.-Desnaturalizar las muestras: Llevar hasta 20 pl con tampon de desnaturalizacion e incubar 10 min

a 65°C. Enfriar y mantener en hielo hasta que sean sembradas en el gel.
4.-Afadir 3,22 pl de tampodn de carga.

5.-Llenar la cubeta con MAE 1x hasta cubrir someramente el gel. Cubrir el gel salvo la zona de
pocillos con plastico Saram-Wrap . El plastico evitara la evaporacion del formaldehido del gel, manteniendo
en todo momento la cualidad desnaturalizante del mismo. Con el objeto de limpiar los pocillos del gel puede

aplicarse un voltaje reducido antes de cargar .

6.-Sembrar las muestras en el gel. Reservar uno de los pocillos para el marcador. Aplicar un voltaje
de 3 V/cm de gel durante 15 min y, una vez que las muestras hayan entrado en el gel, se dejan migrando de 2-
3 h a5-7 V/cm, hasta que el frente de migracion haya alcanzado los 2/3 de la longitud del gel. Es conveniente
mezclar cada '4-1 hora la soluciéon de migracion de ambos lados de la cubeta, con tal de asegurar la

conductancia del mismo, sobre todo teniendo en cuenta que la presencia del gel impide su recircularizacion.

7.-Verificar, con ayuda del transiluminador, la integridad de las muestras de ARN en el gel.
Fotografiar el gel acompafiado de una regla que permita precisar posteriormente sobre la pelicula de
autoradiografia el tamafio de la banda resultante. La imagen servird, ademas, para normalizar los carriles en

cuanto a la cantidad de ARN cargado.
8.-Lavar el gel 2 veces durante 20 min con H,O para eliminar el exceso de formaldehido y Br-Et.

9.-Llevar a cabo la transferencia y la fijacion de la membrana, del mismo modo descrito para el
Southern-blot (apdo. V.5.2.2, puntos 7 a 9).
Hibridacién:

Atn existiendo ciertas particularidades propias a la hibridacion ARN:ADN, en general es valido lo
descrito en el apartado correspondiente al Southern-blot respecto de los lavados de la membrana. La primera
singularidad deriva del uso de la formamida en las soluciones de hibridacion, admitiendo menores
temperaturas, que minimizan ademas la degradacion del ARN durante la incubacion. No obstante, y por regla

general, se ha utilizado la solucion Express-hyb Solution (Clontech) siguiendo las instrucciones del proveedor:
1.-Lavar la membrana 10 min en SSC 2x.

2.-Prehibridacion: Mantener la membrana al menos 1 hora a 65 °C en el tubo de hibridacion que

contiene la solucién. Utilizar alrededor de 1-2 ml/10 cm® de membrana.

3.-Sustituir la soluciéon de prehibridacion por solucion de hibridacion suplementada con la sonda

marcada con dCTP-**P (apdo. V.5.2.3.), previamente desnaturalizada. Dejar incubar la membrana a 65 °C
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toda la noche en el horno giratorio.

Lavados de membrana:

Se siguieron las instrucciones del proveedor de la solucion de hibridacion, obteniéndose resultados

optimos bajo las siguientes condiciones:
1.-3 lavados durante un total de 40 min a T* ambiente en SSC 2x/SDS 0,05 %.
2.-2 lavados de 20-25 min a 50°C en SSC 0,1x/SDS 0,1 %.

3.- Retirar la membrana del tubo y eliminar la ultima solucién de lavado. Poner a contactar con una
pelicula de autoradiografia el tiempo necesario hasta obtener una imagen satisfactoria. Se utilizaron dos tipos
diferentes de peliculas fotograficas: “Hyperfilm MP” (AMERSHAM-Pharmacia Biotech) y “BIOMAX MS”
(KODAK). Aquella es adecuada para la deteccion de bandas muy tenues ya que disminuye considerablemente
los tiempos de exposicion debido a su elevada sensibilidad fotografica. El uso de las peliculas KODAK,
aunque de una sensibilidad inferior, ofrece autoradiografias mucho mas nitidas y limpias que las obtenidas
con aquellas. En funcién del grado de decaimiento de la marca y de la abundancia relativa del transcrito a

estudio fueron necesarios entre 12 horas y 14 dias de contacto para obtener resultados satisfactorios.

Tincion de la membrana:

Este método permite tefiir especificamente el ARN sobre una membrana de nailon con la ayuda del
azul de metileno. De esta manera, se pueden comparar las cantidades de ARN que han sido eficientemente

transferidas a la membrana:

1.-Incubar 30 min en SDS 1 % a T*A para eliminar los restos de colorantes vitales del tampén de

carga.
2.-Lavar 3 veces en H,O a T*A para eliminar el exceso de SDS.
3.-Tefiir con solucion de tincidén de 5-10 min.
4.-Lavar en H,O 2 6 3 periodos de varios minutos hasta que se resuelvan correctamente las bandas de
ARNT.

Deshibridacion de la membrana:

Se consiguen resultados satisfactorios utilizando la misma membrana para varias rehibridaciones,

siempre y cuando no llegue a secarse completamente.
1.-Lavar la membrana en H,O.
2.-Llevar a ebullicion una solucion de SDS al 1 % sobre un agitador térmico.
3.-Sumergir la membrana y mantener unos 5 min.

4.-Lavar en H,O a T* ambiente seguido de SSC 2x.
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5.-Proceder a la rehibridacion con la nueva sonda desde el paso de hibridacion.

MAE 20x: SOLUCION de TINCION:

MOP S .t ettt e ettt e e e 0,4 M Azul de metileno.......... 0,04 $(p/v)
Acetato s6dicO. ...ttt 200 mM Acetato sédico pH=5,2-5,6...... 500 mM
EDTA 0,4 M. ittt iieieeannnn 20 mM H,O mili Q-DEPC. ... c.s.p.
H,O mili Q-DEPC .......ccvvuenn. c.s.p

Ajustar a pH=7 con lentejas de NaOH. TAMPON de DESNATURALIZACION (30
Autoclavar 20 min a 120 °C. muestras) :

Conservar a 4 °C y protegido de la H,O mili Q-DEPC. .. v vt venennnns 236 pl
luz. MAE 20X e e e v i i e et tieeeeeeeeeennn 30 pl
TAMPON de CARGA: Br-Et Img/ml.....uuuiieneennnnnnnn 8 ul
EDTA PH=8. .ttt it ieeieeeeennnn 1 mM Formaldehido.................... 30 pl
Glicerol. ... i ennnn. 50 % (v/v) FOrmamida. cvee e e oo eeeeeeeennnnn 300 pl
Azul de bromofenol....... 0,25 % (v/v) Preparar en la campana antes de usar.
Xileno-cianol............ 0,25 % (v/v)

H,O mili Q-DEPC....iviieeenn. c.s.p.

Conservar a TZ2A.

V.5.2.5. Deteccion quimioluminiscente.

Los 4cidos nucleicos marcados con digoxigenina sobre una membrana pueden detectarse gracias a un
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a la fosfatasa alcalina. La sefial se pone de manifiesto gracias al
reactivo CDP-Star. Se trata de un 1,2-dioxietano cloro-sustituido, sustrato quimioluminiscente de la fosfatasa
alcalina que genera un intermediario metaestable defosforilado cuya descomposicion emite luz a una longitud
de onda de 466 nm. El maximo de sefial luminica generado se alcanza unos minutos después de la reaccion y

es estable al menos 1-2 dias sobre membranas de nailon.

Materiales:

e  Agitador orbital

e  Solucion B1.

o Tween 20.

e  Solucion B2.

e Reactivo de bloqueo especifico para protocolos de deteccion de ADN marcado con digoxigenina (Roche).
e  Anticuerpos ANTI-Digoxigenina (fragmentos Fab) acoplados a fosfatasa alcalina (Roche).
e  Solucion B3.

e Solucion de lavado.

e CDP-Star (Roche).

1.-Hacer un primer lavado de la membrana en un recipiente adecuado con solucion de lavado 5 min a

T? ambiente y en el agitador orbital.
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2.-Acto seguido, lavar 30 min en un volumen fijo de solucion B2 de manera que cubra

completamente la membrana. Mantener en agitacion.

3.-Afiadir Anti-DIG-AP seglin una relacion 1/10000-1/20000. Para ello, debe retirarse la membrana
momentaneamente el tiempo de asegurar la correcta resuspension del anticuerpo en la solucion B2. Incubar

otros 30 min, siempre con agitacion.

4.-Continuar con 2 lavados de al menos 30 min, que pueden prolongarse al menos hasta 2 horas, en

solucion de lavado.

5.-Traspasar la membrana unos 5 min a solucién B3 para equilibrarla. Guardar unos ml (3-5) para

resuspender el sustrato quimioluminiscente.

6.-Diluir el sustrato quimioluminiscente CDP-Star hasta 1/100-1/200 en solucion B3 y aplicarla
sobre la membrana durante 5 min con ayuda de la pipeta, barriendo la superficie de la misma en todas

direcciones para asegurar su distribuciéon homogénea sobre la membrana.

7.-Una vez seca la membrana, se cubre con plastico y se pone a contactar con una pelicula de
autoradiografia. Se haran entonces una serie de revelados a distintos tiempos de exposicion (10 seg-5 min

deberian bastar).

SOLUCION BI1: SOLUCION B2:

Acido maléico.......vivuenee... 100 mM Solucidén de blogqueo........ 1/10 (v/v)

NaCl. ittt ettt et iiieeeeen 150 mM Preparar el reactivo de bloqueo al 10
% en Bl. Autoclavar. Con esta

Ajustar el pH a 7,5 con NaOH.

, solucién de bloqueo se prepara la B2
Autoclavar 20 min a 120 °C.

en solucidén Bl. Conservar a 4 °C.

SOLUCION de LAVADO:
Tween 20 ... e i it iieeeeenn. 0,3 %$(v/v)

SOLUCION B3:

Tris-HCl (pH=9,5)......... ... 100 mM
Preparar esta solucion en Bl. NaCl. it e et it e i et eeeeennn 100 mM
1 5 mM

V.5.3. Hibridacion de proteinas: Western-blot.

V.5.3.1. Anticuerpos utilizados.
Se han utilizado los siguientes anticuerpos:

-Anti-DXS1 [101]: Este anticuerpo fue amablemente cedido por el grupo de la Dra. Patricia Ledn
(Dpto. de Biologia Molecular de Plantas, Instituto de Biotecnologia, UNAM, México). Se obtuvo
inmunizando ratones con la proteina de fusion GST-CLA1 (DXS1) purificada mediante cromatografia de

afinidad.

-Anti-DXR: Mediante el uso de aplicaciones de software (apdo. V.6.1) se predijo la region incluida
entre los residuos 71 y 81 de la proteina DXR como la mas antigénica. Efectivamente, los valores optimos de

hidrofilicidad, flexibilidad estructural, probabilidad de exposicion a la superficie, capacidad antigénica,
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anfifilicidad y capacidad de organizarse en estructuras secundarias aconsejaron la eleccion del péptido con la
secuencia Glu-Ala-Pro-Arg-Gln-Ser-Trp-Asp-Gly-Pro-Lys dispuesta entre aquellas posiciones a tales efectos.
Dicho péptido fue sintetizado e inyectado (Sigma) en 2 conejos (N° 2003 y 2004). Tras 35 dias de
inmunizacién se recuperaron sangrados, cada dos semanas, hasta completar 4. Los estudios previos de

titulacion realizados sobre los sueros resultantes sugirieron el uso del 3* sangrado del conejo N° 2003.

V.5.3.2. SDS-PAGE.

La electroforesis de geles de poliacrilamida en presencia de SDS, permite la separacion efectiva y
sencilla de las proteinas de una muestra. La porosidad del gel, las propiedades del tampon de migracion y los

parametros de la electroforesis permite afinar las condiciones para mejorar la resolucion.
Materiales:

e  Fuente de voltaje.

e  Equipo de electroforesis “Mini-Protean” Il (BioRad).
e  Tampoén de migracion.

e  Tampoén de desnaturalizacion.

e  Isopropanol.

e Indicador de pesos moleculares para proteinas: “Prestained SDS-PAGE Standards-Low Range”, BioRad y
“Molecular weight marker 14-70 KDa”, Sigma.

e  Acrilamida/N,N'-metilen-bis-acrilamida 40 %.

e Tris-HCl pH=6,8 0,5 M y Tris-HCI pH=8,8 1,5 M

e  Persulfato amonico.

e TEMED.

e Metanol.

e Membranas de PVDF (Hybond-P, Amersham-Pharmacia Biotech).
e Papel Whatmann 3MM.

e Sistema de transferencia proteica sobre membranas de PVDF (Mini Trans-Blot, BioRad).
e Solucion de Zeller.

e Tampon de transferencia.

e Solucién de tincion y destincion.

e  Agitador orbital.

e  Anticuerpos anti suero de conejo unidos a la peroxidasa de rabano (HRP) y anticuerpos anti-suero de raton unidos a

la peroxidasa de rabano (HRP) (Amersham-Pharmacia Biotech).
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e Sistema de deteccion quimioluminiscente para antigenos conjugados a la HRP e inmovilizados sobre membranas de

PVDF (“ECL+Plus Western blotting detection system”, Amersham-Pharmacia Biotech).
Método:
SDS-PAGE:

1.-Montar el sistema de preparacion de geles. Adicionar H,O unos minutos antes de verter el gel
separador para confirmar que el ensamblaje de los vidrios deja un compartimiento completamente estanco.
Retirar el agua y secar con papel de filtro antes de verter el gel apilador hasta 5 cm de altura. Afiadir unas
gotas de isopropanol de manera que cubra la superficie expuesta al oxigeno atmosférico, que inhibiria la
polimerizacion. Dejar polimerizar el gel unos 20-30 min. No prolongar este paso mas de una hora pues el

alcohol provocaria la deshidratacion del gel.

2.-Desechar el isopropanol y limpiar la superficie del gel con H,O. Afiadir gel apilador hasta el
extremo superior de los vidrios, y encajar inmediatamente el peine correspondiente con el ntimero de pocillos
adecuado al niimero y volumen de muestras que vayan a ser cargadas. Aunque transcurridos otros 20-30 min
se ha completado la polimerizacién, no es hasta unas 2 horas mas tarde cuando estad asegurada la
homogeneidad en el tamafio de poro del gel. Marcar con un rotulador la base de los pocillos para poder

visualizarlos posteriormente en el momento de cargar las muestras.

Se han utilizado generalmente vidrios de 0,75 mm de espesor y de 8 cm de alto x 10 cm de ancho.

Bastan 7 ml de gel separador y 4 de gel apilador para preparar 2 geles de esas dimensiones.

3.-Ubicar el gel en el soporte correspondiente y éste a su vez en la cubeta de electroforesis. Afadir

tampon de electroforesis 1x hasta rebasar los pocillos.

4.-Preparar las muestras proteicas preparadas y cuantificadas seglin se describe en el apartado V.4.4.
Agregar el volumen adecuado de tampén de desnaturalizacion. Desnaturalizar hirviendo las muestras 5 min a

100°C, practicando un agujero en el tapon del tubo, y pasar a hielo.

5.-A continuacion, sembrar con ayuda de una micropipeta o una pipeta Hamilton, dejando los carriles
necesarios para cargar el volumen oportuno de marcador. Se analizaron cantidades de entre 10-30 pg de

proteina.

6.-Aplicar el voltaje apropiado para la correcta separacion de las proteinas contenidas en la muestra.
Se fijaron amperajes de 20-40 mA, segin el niimero de geles que estuvieran simultaneamente migrando en el
sistema (1 6 2). Una vez el frente de migracion, marcado por el colorante del tampdn de desnaturalizacion, ha

alcanzado el extremo inferior del gel, interrumpir la electroforesis.

TAMPON de ELECTROFORESIS: Trizma Base......oiiiiiiinnenn 0,25 M
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GlicCoiNa . v e ' i ettt ie it eennnnenn 1,92 M Tris pH=8,8 1,5 M............. 1,75 ml
1S 1S 1% Acrilamida/Bisacrilamida 40 %.1,75 ml
H,O destilada......oveveneo.. c.s.p. SDS 10 $SDS. et iteeee e 70 pl
PSA 10 $(P/V) e eeiiiiiiiiiiia 42 pl
TRIS-HCl pH= 6,8 0,5 M: TEMED e « e e et et e e e e e 5 pl
Trizma Base....oeeeiieeeennenns 60,5 g HyO MiliQ CoSePonneevmeeennnnnn. 7 ml
HyO MiliQ C.oSePe v veiieeeeeenennn. 11
Ajustar el pH a 6,8 con HCI. GEL APILADOR:
Tris pH=6,8 0,5 M... ... 0,5 ml
TRIS pH=8,8 1,5 M: Acrilamida/Bisacrilamida 40 %.0,39 ml
Trizma Base................... 181,5 g SDS 10 Bttt 40 pnl
HoO MiliQ CuSuPrv i e veeneeneeeennns 11 PSA 10 S(D/V) v s ereereanennnns 52,5 pl
Ajustar el pH a 8,8 con HCL.
TEMED . & v e et eeee e eeee e eeneenn. 3 ul
, HyO MiliQ C.SePev it iiieeeennn 4 ml
TAMPON de MUESTRA (DESNAT.)4x: ) , o
. La acrilamida es neurotdxica, por 1lo
Tris-HCl pH=6,8..... ... 250 mM que debe manejarse siempre con
Glicerol....... i, 40 % guantes.
1S T 8 % E1 Persulfato de Amonio (PSA) se
B-mercaptoetanol.............ou... 4 % prepara ?l momento en H0, o bien se
hacen alicuotas y se congela a -20
Azul de bromofenol............. 0,02 % °oC.
HyO miliQ C.SePev v iiiiiiiiaeennn 10 ml

GEL SEPARADOR:

Transferencia e inmunodeteccion quimioluminiscente:

La técnica de western-blot permite detectar la proteina a estudio en los distintos extractos de proteina
resueltos mediante SDS-PAGE, utilizando anticuerpos especificamente dirigidos contra ella. Para ello, se
transfiere la proteina del gel a membranas de PVDF. La membrana se deja entonces hibridar con el anticuerpo
primario (apdo. V.5.3.1.). La incubacion de la membrana con anticuerpos secundarios anti-IgG acoplados a la

peroxidasa de rabano permite la deteccion quimioluminiscente de la proteina a estudio.

7.-Recuperar el gel y lavar en solucion de transferencia unos 10 min. Descartar, con ayuda de un

bisturi, el gel apilador.

8.-Lavar 10 seg en metanol absoluto un fragmento de membrana de PVDF de tamafio igual al del gel
separador. Eliminar el metanol sobrante lavando 5 min con H,Od y finalmente mantenerla en solucion de
transferencia hasta que el equipo esté ensamblado. Estos pasos se hacen en una placa de Petri, manteniendo

una agitacion constante.

9.-Se ha utilizado el sistema de BioRad “Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell” como
equipo de transferencia. El sistema consta de un casete donde se mantiene la membrana intimamente acoplada
al gel de proteina recubriendo el conjunto por ambos lados con 3 hojas de papel Whatmann 3MM y una
esponja. Un armazon disefiado al efecto mantiene hasta dos de aquellos casetes entre electrodos paralelos, que
seran los que estimulen la transferencia. Este armazon se encaja en una cubeta, donde se afiadird una pieza de

hielo que evitara la excesiva subida de temperatura que tiene lugar durante el proceso de transferencia como
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consecuencia de los voltajes aplicados. A la hora de poner gel y membrana en contacto se debe evitar en lo
posible la formacion de burbujas de aire que interfieran en el proceso de transferencia de proteinas, o eliminar

las que se hubiesen generado valiéndose para ello de una pipeta.

10.-El proceso de transferencia se prolonga durante al menos 1 hora (en el caso de geles de 1,5 mm
de espesor media hora mas) aplicando un voltaje constante de 100 V. Para mantener la temperatura del
sistema homogénea se mantiene la solucion de transferencia en constante agitacion todo el proceso, ademas

de llevarse a cabo a 4 °C.

11.-Transcurrido este tiempo se recupera la membrana. Una muesca en una esquina puede servir de
ayuda para orientar posteriormente la cara de la membrana que estuvo en contacto con el gel durante la

transferencia y poder identificar asi los tamafios de las bandas detectadas.

12.-Se realiza un lavado de unos minutos en PBS 1x pH=7,6 con el objeto de eliminar restos de

acrilamida que puedan haber quedado adheridos a la membrana.

13.-Lavar la membrana 2 veces 5 min en solucion de Zeller. Durante este paso se persigue el bloqueo
de los posibles sitios de unidn inespecifica del anticuerpo primario a la membrana. Aunque el protocolo
convencional refiere la utilizacion de leche en polvo desnatada al 5 % y Tween 20 al 0,1 % (v/v) en PBS 1x,

los resultados obtenidos con la solucion de Zeller fueron mas satisfactorios.

14.-Incubar la membrana durante toda una noche a 4°C con la diluciéon adecuada de anticuerpo

primario en solucion de Zeller. Se utilizaron las siguientes diluciones:
-Anti-DXS: 1/500-1/1000.
-Anti-DXR: 1/200.

15.-Lavar de nuevo la membrana con solucion de Zeller durante dos periodos de 5 minutos a T?

ambiente.

16.-Incubar la membrana con solucion de Zeller conteniendo la dilucion adecuada de anticuerpo

secundario. Se utiliz6 una dilucién de 1/10000 para ambos anticuerpos secundarios utilizados:
-Anticuerpos anti-suero de conejo unidos a la peroxidasa de rabano.
-Anticuerpos anti-suero de ratén unidos a la peroxidasa de rabano.
17.-Realizar un ultimo lavado de la membrana en solucion de Zeller durante 5 min.
18.-3xlavados en PBS pH=7,6 de 5 min cada uno.
19.-Llevar a cabo un ultimo lavado en agua otros 5 min.

20.-Para el proceso de deteccién se incuba la membrana durante 5 min protegida de la luz en un
volumen suficiente de los reactivos del sistema de deteccion (ECL+Plus), preparados segun las proporciones

descritas por el proveedor. Transcurrido este tiempo, envolver la membrana en una funda de plastico
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transparente y eliminar el exceso de reactivo con la ayuda de papel secante de manera que no queden burbujas

de aire entre la membrana y la funda que la envuelve.

21.-A continuacion, se realizan los contactos con las peliculas de autoradiografia, haciendo pruebas
sucesivas a distintos tiempos (normalmente de varios segundos a 10-15 minutos como maximo), hasta obtener
una resolucién y contraste optimos de la imagen. Considerar que el sustrato quimioluminiscente de la
peroxidasa presente en la solucion de deteccion tiene una estabilidad de alrededor de 1 hora, por lo que es

importante sincronizar el momento de la deteccion y los contactos posteriores.

SOLUCION de TRANSFERENCIA: SOLUCION de ZELLER:

Trizma BasSe. ...t eeenenneennn 3 g Tris-HCl pH=7,3.. ... 100 mM

Glicina. ...ttt it 14 g L (O I 100 mM

Metanol (opcional)............. 200 ml Tween =20 . . ittt ittt ettt eeeeenn 0,5 %

H,O destilada C.S.Pevveveennennnnn 11 Tritdén X=100. ...ttt eennennnnn 1%
BSA (Albumina Sérica Bovina) ...... 1%

PBS 10x pH=7,6 FCS (Suero Fetal Bovino).......... 5%

NaoHPO e v e ettt ettt et eeeeeeenn 0,8 M Alicuotar y conservar a —-20°C.

NaHoPOgu v o it ittt i i i i i e e 0,2 M

NaCl. . ittt ittt et ieieeeeen 0,1 M

Tincion de proteinas:

La tincion de gel y membrana resulta de gran ayuda a la hora de visualizar la eficiencia de la
transferencia, la integridad de la proteina, asi como para confirmar la normalizacion en la carga entre los
diferentes carriles. Dos son las soluciones de tincion mas cominmente usadas, la primera, basada en el azul
de Coomassie, resulta en una tinciébn mas intensa, pero tiene el inconveniente de resultar irreversible. La

segunda, compuesta de rojo Ponceau S, es mas débil, pero facilmente eliminable con H,O.
1.-Colocar la membrana en solucion de tincion durante 5-10 min a T* ambiente y con agitacion.

2.-Destefiir la membrana en agua durante unos min (para soluciones de rojo Ponceau S) o en solucion
de destincion (soluciones de azul de Coomassie), reemplazando el liquido de lavado correspondiente cuantas

veces sea necesario hasta que la relacion entre la intensidad de las bandas y el ruido de fondo resulte 6ptima.

3.-Prolongando el lavado con agua de las membranas tefiidas con rojo Ponceau S se consigue

eliminar el colorante ligado a la proteina, lo que habra de considerarse si se desea fotografiar la membrana.

SOLUCION de PONCEAU S:

Rojo Ponceau S.....uoeeiiiinnnnn. 0,5 g
Acido acético glacial............ 1 ml
H,O destilada C.S.Peeeeeeee.. 100 ml
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Acido acético glacial........... 25 ml
H,O0 destilada C.S.Peeeeeee.. 250 ml

SOLUCION de DESTINCION:

SOLUCION de COOMASSIE: Ac. acético glacial.............. 10 %
Azul brillante de Coomassie..... 0,6 % Metanol. v v ettt et e ettt 40 %
Metanol......ooeiiiiiiiieennnn 100 ml

Deshibridacion de la membrana:

Tras la deteccion, la membrana puede someterse a un proceso de lavado del suero unido a fin de
repetir la inmunodeteccion en diferentes condiciones o rehibridando con otros anticuerpos. El siguiente

procedimiento permite llevar a cabo, de modo sencillo, este propdsito:

1.-Incubar la membrana en un tubo de hibridacion con solucién S durante 30 min a 50°C. Se puede

utilizar al efecto un horno de hibridacion giratorio.
2.-Recuperar la membrana y lavar durante 2 etapas de unos 10 min en abundante PBS 1x a pH=7,6.

3- Finalmente continuar con el proceso de inmunodeteccion descrito por el paso 13.

SOLUCION s

Tris-HCL pH=6,7.... ... 62,5 mM
B-mercaptoetanol................ 100 mM
S 2%

Preparar en el momento de usarla.

V.5.4. Técnicas basadas en la utilizacion de ADN polimerasas termoestables.

V.5.4.1 .Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) ha sido utilizada para multitud de
aplicaciones a lo largo de este trabajo. Cada una de ellas contempla variaciones especificas, que se describen

brevemente.
Materiales:
e Termociclador (modelo "Mastercycler personal”, Eppendorf).

e Taq ADN polimerasa o Pfu ADN polimerasa (ADN polimerasas termoestables) y sus tampones de

reaccion correspondientes.
e Mezclade dNTPsa 2,5y 10 mM.
e  Tubos de pared fina de 0,2 6 0,5 ml.
e Oligonucledtidos a 5-10 uM.

Método:
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Clonaje de ADNc:

Una de las aplicaciones mas interesantes de la técnica de PCR es la de rescatar fragmentos de ADN a
partir de moldes diversos. Se describe, como ejemplo de la utilizacion de esta técnica, la estrategia

experimental planteada con el objeto de clonar el ADNc del gen DXR de Arabidopsis.

REACCION: PROGRAMA PCR:

D T T ADNc ""“Hot start”

o = 0,2 mM Desnaturalizacién......... 30 seg/94°C
Tampbén de actividad................ 1x Anillamiento.............. 40 seg/55°C
Oligonucledétido DXR-34......... 0,5 mM Extensidén................ 6,5 min/72°C
Oligonucledétido DXR-E2......... 0,5 mM Repetir 34xciclos.

Pfu ADN polimerasa............. 1,25 u Extensién final........... 15 min/72°C
H,0 miliQ autoclavada c.s.p..... 25 pl

Una segunda etapa de PCR, a partir de 0,5 pl del producto anterior bajo las
mismas condiciones durante 15 ciclos y en un volumen final de 50 pl, permitid
rescatar el producto deseado, que fue posteriormente purificado del gel de
agarosa y finalmente clonado en el vector pBLUESCRIPT-SK', obteniéndose pDXRAt.3.

“Como molde fueron utilizadas 4x10° unidades formadoras de calva de una libreria
de ADNc generada a partir de la suspensién celular T-87 de A. thaliana [16],
previamente purificadas por etanol.

"La técnica de “Hot start” consiste en afiadir la enzima ADN polimerasa en el
momento en que el termociclador ha alcanzado la temperatura deseada, reduciendo
la generacidén de productos inespecificos resultantes de la hibridacién de los
cebadores a moldes no homélogos que puede tener lugar a bajas temperaturas.

Escrutinio de colonias:

La técnica de PCR puede también utilizarse para determinar la presencia de un inserto directamente
sobre la colonia bacteriana resultante de una transformacion. Para ello, basta afadir como molde a la reaccion

de PCR siguiente una punta de pipeta puesta en contacto con la colonia que se desee analizar.

REACCION: PROGRAMA PCR:

AN P S . i ettt et e ettt ettt 0,2 mM Desnaturalizacidén.......... 3 min/95°C
Tampén de actividad................ 1x Desnaturalizacién...30 seg-1 min/94°C
Oligonucledétido sentido...... 0,5-1 uM "Anillamiento....30 seg-lmin/T3~T,-5°C
Oligonucledétido antisentido..0,5-1 uM Extensidén............ 30 seg-1lmin/72°C
Tag ADN polimerasa.............. 1-2 u Repetir 29xciclos desde el paso 2

H,0 miliQ autoclavada c.s.p..... 10 pl Extensién final............ 6 min/72°C

"La Ty es una propiedad especifica de cada oligonucle6tido, que refiere la temperatura a la que la
mitad de las moléculas de ADN bicatenarias se encuentran desnaturalizadas. Como regla general, se utiliza
una temperatura de anillamiento al menos 5°C inferior a la Tyy mas baja del par de oligonucle6tidos utilizados.
Para oligonucleodtidos de longitud menor a 24 nucledtidos se ha considerado la aproximacion dada por la

siguiente formula:

Tm=[4 x (C + G)]+[2 x (A + T)]
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Para cebadores de longitud mayor, y en general aquellos con regiones del oligo inespecificas, se

aplico esta otra:

X

Tm=[81,5+(0,41 x % GC)-(675/n)-((m/n) x 100)]°C

, donde n es la longitud del oligonucleétido, % G+C es el porcentaje de bases G o C en la composicion del
mismo y m es el nimero de bases del oligonucleétido que no poseen homoédlogo en el ADN molde

correspondiente.

Finalmente, hay que considerar que los tiempos de cada etapa en la PCR se ajustan en funcion de la
longitud del fragmento que se desee amplificar, considerando que la Taqg ADN polimerasa es capaz de

sintetizar 2 kb ADN/min, mientras que la actividad de la enzima Pfu se reduce a 0,5 kb ADN/min.

Analisis de lineas transgénicas:

Partiendo del ADN preparado segun se describe en el apartado V.4.3.1. (minipreparacion de ADN
genomico) y siguiendo este programa de PCR puede verificarse de forma sencilla la presencia del transgén a

estudio en una planta.

REACCION:

ANT P S e v et ettt ettt ettt e e eeeeenn 0,2 mM
Tampbén de actividad................ 1x
Oligonucledétido sentido...... 0,5-1 uM
Oligonucleétido antisentido..0,5-1 uM
Taq ADN polimerasSa......eeeeee.. 1-2 u
H,0 miliQ autoclavada c.s.p..... 10 pl

Mutagénesis:

PROGRAMA PCR:

Desnaturalizacidén.......... 5 min/95°C
Desnaturalizacidén......... 1 min/94°C
‘Anillamiento.......... 1 min/T3=Ty-5°C
Extensién................ 1-2 min/72°C

Repetir 29xciclos desde el paso 2

Extensidén final............ 6 min/72°C

Distintas han sido las aproximaciones basadas en la PCR utilizadas para llevar a cabo proyectos de

mutagénesis. Utilizando los oligonucledtidos pertinentes y mediante sencillas reacciones de PCR se pueden

crear sitios de restriccion adecuados al clonaje a realizar. Para este uso resulta especialmente atractiva la

enzima Pfu ADN polimerasa, debido a su capacidad correctora de errores.

La mutagénesis dirigida o la delecion de fragmentos basadas en la PCR utilizando la enzima Pfu

ADN polimerasa seguiria un esquema como el representado en la Figura V.4.
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Figura V.4: Representacion esquemadtica de la

Construccion conteniendo el gen con L .
la regién diana a mutagenizar: @. mutagénesis dirigida basada en la PCR. La

enzima de restriccion Dpnl tiene la

particularidad de cortar unicamente sitios

Desnaturalizar plasmido y oligos con- metilados, atacando exclusivamente las hebras
/ teniendo la mutacion: 4.

parentales. (TPNK: Polinucleotido kinasa

terminal). Una estrategia similar fue disefiada
para la generacion de la construccion pLBAD-
Sintesis por PCR de la cadena com-
| plementaria conteniendo la mutacion. At.DXS2-CCdom (apdo. V.5.4.1).
W
Degradacion de la hebra parental me-
B diante digestién con Dpnl y fosforila-
5 ) cién de ext. 5’ con TPNK.
7Rk

Introduccién del ADN plasmidico en
células bacterianas, propagacion y
¥ confirmacion de la secuencia.

V.5.4.2. RT-PCR.

Esta técnica combina la capacidad de la enzima Transcriptasa Reversa (RT), para sintetizar una
cadena de ADNc a partir de un molde especifico de ARN, con la facultad de amplificar secuencias
nucleotidicas especificas que proporciona la técnica de PCR. Sus aplicaciones son multiples como, por
ejemplo, la de generar productos con la secuencia de ADNc deseada para su clonaje. Se detallan a
continuacion las condiciones seguidas en el proceso de clonaje del ADNc del gen DXS2, utilizando para ello
el paquete "RETROscript" (Ambion) y siguiendo basicamente las indicaciones del proveedor, como modelo

para otros experimentos de R7-PCR.

1.-Desnaturalizacién del molde:

REACCION: PROGRAMA PCR:

ARN total. e e 1-2 ug Desnaturalizacidén.......... 3 min/80°C
Mezcla decanucledtidos 50 uM..... 2 pl

HoO MiliQ C.SePev v vveeeeeeaeennn 16 pl

Se utilizd una mezcla de oligonucledétidos de 10 bases de longitud con el objeto
de aumentar el rendimiento en el paso siguiente de sintesis de la cadena de ADNc.
La decisién vino motivada por evidencias que sugerian que el molde seria
limitante. La temperatura de desnaturalizacién se ajusté en funcidén del
porcentaje de bases G+C. Finalmente afiadir que, en los periodos comprendidos
entre cada paso, la muestra se mantenia en hielo.
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2.-Reaccién de RT:
REACCION (afiadir) :

PROGRAMA PCR:

TAmPOn de RT 10K. . nsnsrenenn.s 2 pl Incubacidn.......c.cvevinn.. 1 h/42°C
Inactivacidén enzima....... 10 min/92°C

Mezcla de dNTPs 2,5 mM........... 4 pl ) )
) Transcriptasa Reversa del virus de

RNAse inh"........ ... . o .. 1 pl la leucemia murina de Moloney.

*

Transcriptasa reversa (MMLV-RT) 1 pl
HyO MiliQ C.SePevvviiiiiiiaeennn 20 pl

3.-Reaccién de PCR:

REACCION (afiadir) : PROGRAMA PCR:
Tampén de PCR 10X. . oveeueennenn.. 2 ul Desnaturalizacidén.......... 3 min/95°C
Mezcla de dNTPs 10 mM. ... ... ... 4 pl Desnaturalizacidén.......... 1 min/94°C
. 4 3 o
Reaccion de RT. ..o oo 1-5 ul Anillamiento............... 1 min/53°C
Extensidn..........coeue.... 4 min/72°C
OLIGO DXS2.S1 10UM. . evueuennn... 1 pl . .
Repetir 34xciclos desde paso 2°.
OLIGO DXS2.54 10UM. . venennn... 1 pl .
HoO MiliQ C.SePe vt v eeeeeeeenenn 50 pl
Pfu ADN polimerasa...........o... 1 pl

La reamplificacién por PCR de wuna alicuota de 0,1 pnl del producto obtenido
permitié aumentar el rendimiento de la reaccidén, obteniéndose el producto
deseado. En esta segunda etapa, el numero de ciclos se redujo hasta 25,
aumentandose la T? de anillamiento en 2°C. El producto resultante fue aislado en
gel, purificado y clonado en pBLUESCRIPT-SK mediante una reaccidén de ligacidn-—
restriccién utilizando el sitio Smal de la regidén de policlonaje. E1 pléasmido
final fue denominado pLBSDXS2.2.

RACE:

La técnica de RACE (Amplificacion rapida de extremos de ADNCc) constituye una variante de la
técnica de RT-PCR que permite determinar de manera sencilla y fiable los extremos 5’ 0 3’ de un transcrito a
estudio. La dificultad de la técnica viene impuesta por conocer unicamente la secuencia de la region interna
del ADNc a analizar. En el caso de la RACE 3’ esta limitacion se supera utilizando oligo-dT que anilla
especificamente con la cola poli-A comin a todos los ARNm eucaridticos en su extremo 3°. Para la RACE 5’
se utiliza el potencial de la enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal, capaz de “anclar” colas
homopoliméricas al extremo 3’ del ADNc sintetizado. Finalmente, reacciones de PCR anidadas
incrementaran la especifidad del producto amplificado. La Figura V.5 ilustra sindpticamente cada una de los 2

procedimientos.

Figura V.5: Representacion esquemadtica de las técnicas de RACES’ (a) y RACE3’ (b). GSP: “Gene Specific
Primer” o cebador gen especifico. Los oligonucleotidos AAP, AP y AUAP fueron proporcionados por el
sistema de RACES’ y 3’ del proveedor (Life Technologies).
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a

ARNm
57 (R) Anillamiento del OLIGO GSP1 al
‘— ARNm desnaturalizado.
GSP1
5 (A) - = :
P A R ] <— Sintesis del ADNc a partir del ARNm
GSP1 utilizando GSP1 como cebador.
e Degradacion del molde de ARN me-
“ 5 diante tratamiento con ARNasa-H.
— ) s Purificacion del ADNc y “anclaje”
2B G k de una cola poli-C mediante la
desoxinucleotidil-transferasa terminal.
AAP - -
5 GI...IG P Amplificacion mediante PCR del
L8 oTo SO ol »: 5¢ ADNc-CC...CC con los oligos
<+ AAP y GSP2.
GSP2
AL’AP>
50 - y Reamplificacién mediante PCR, pu-
3'CC...CC 5 rificacion, clonaje en pGEM-T y
‘_ secuenciacion.
GSP3
ARNm Cecla peoli-A
5 A oo BT Anillamiento del OLIGO AP con oli-
TTT. T [ G go-dT al ARNm desnaturalizado.
AP
5¢ ARA., . . AAR [ : :
e ——— T e e — Sintesis del ADNc a partir del ARNm
AP utilizando AP como cebador.
57+ ‘e .. Degradacion del molde de ARN me-
e R PR e e R R «TTT...TTT[ - diante tratamiento con ARNasa H.
GSP
' z Amplificacion mediante PCR del
L T AN . 5 :
34 e LA ‘_ ADNc con los oligos GSP y AUAP.
AUAP
5¢ == Purificacion, clonaje en pGEM-T y
3 TTT...TTT, N 5’ secuenciacion.

V.5.4.3. Secuenciacion.

v.2.0 (Perkin-Elmer Biosystems). El sistema contiene una mezcla de terminadores etiquetados con marcadores
fluorescentes, deoxinucleésidos-trifosfato, tampoén de reaccion, MgCl,, y una version mejorada de la Taq

ADN polimerasa. De esta manera, basta con afiadir a la mezcla de reaccién el molde de ADN sobre el que

Se ha utilizado el sistema “ABI PRISM Big Dye Terminator cycle sequencing ready reaction” kit

queremos realizar la entrada de secuencia y el oligonucleoétido correspondiente.
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REACCION: PROGRAMA PCR:

Mecla de reaccCidn.....oeeeeeenn.. 4 ul Desnaturalizacidn......... 10 seg/96°C
ADN plasmidiCO....veeeennn.. 50-200 ng Anillamiento.............. 10 seg/50°C
OLIGO 10 uM......... 0,3 ul (1,6 pmol) Extensidn......... ... ... 4 min/60°C

H,0 miliQ autoclavada g.s.p..... 10 pl Repetir 24xciclos.

A continuacion, se sigue un paso de purificacion de la mezcla de reaccion con el objetivo de eliminar
en lo posible los restos de terminadores no incorporados,y evitar asi interferencias al inicio de la entrada de

secuencia:
1.-Afadir 26 pl de H,O miliQ y 64 de etanol al 95 %. Agitar y mantener 15 min precipitando a T*A.
2.-Centrifugar 20 min a 14000 rpm.
3.-Eliminar el sobrenadante cuidadosamente con la ayuda de una pipeta.

4.-Realizar 2 lavados con 250 ul de etanol al 70 % seguidos de centrifugaciones durante 5 min a

14000 rpm para cada caso. Retirar el sobrenadante
5.-Secar el precipitado unos minutos en un bloque térmico a 37 °C.

Finalmente, el personal de la “Unitat de sequenciacio” de los “Serveis Cientifico-Técnics” de la
Universitat de Barcelona se ocupd de resolver el gel de secuencia y remitir el cromatograma con los

resultados correspondientes.

V.6. INFORMATICA.

V.6.1. Bioinformatica:

Los analisis de restriccion de las secuencias de ADN asi como los estudios fisico-quimicos de
proteina se llevaron a cabo mediante el paquete VECTOR NTi version 6.0 (InforMax, Inc). Los alineamientos
se han obtenido utilizando el algoritmo CLUSTALW (http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw), editandose a
continuacion con la aplicacion GENE-DOC v. 2.6.002 (http://www.cris.com/~ketchup/genedoc/html). MEGA

v 2.0 [155] ha sido el programa elegido para elaborar los dendrogramas, contrastando los resultados obtenidos
con la aplicacion especifica para filogenias moleculares incluida en VECTOR NTi y basada en el algoritmo

de “neighbor-joining” (NJ), uno de los cuatro utilizados a su vez por MEGA.

V.6.2. Ofimatica:

Las aplicaciones comunes de procesador de textos, hojas de calculo y elaboracion de presentaciones
utilizadas se incluyen en el paquete integrado Microsoft Office 1997 y en Microsoft Word 2000. Para la

elaboracion de representaciones graficas vectoriales asi como para el tratamiento de imagenes se utilizaron las
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aplicaciones contenidas en la suite Corel-Draw v 9.0. (Corel Co.). Finalmente, la gestion de recursos

bibiograficos y la elaboraciéon de bibliografias se efectué con la aplicacion ENDNOTE v 5.0 (Isi Research

Soft).

V.7. OLIGONUCLEOTIDOS EMPLEADOS.

NOMBRE

SECUENCIA (5'-3")

. TM (°C) POS.

DIRECCION

T3 universAl ATTAACCCTCACTAAAGGGAA 21mer 58

T7 universAl GTAATACGACTCACTATAGGG 21mer 52

SP6 universAl ATTTAGGTGACACTATAGAATACT 23mer 62
|p35S1.Lor GTTCATTTCATTTGGAGAGGAC 22mer 62 35S-

CaMV|

GUS.5R TTCGCGATCCAGACTGAATGC GUS
IDXS1.51 CTGTCAAGGAACTGAAACAAC 21mer 62 474 sentido
Iobxs1.s2 GTTGATCAGCTGGTGCACCGTG 22mer 70 2276 antisentido,
IDXxs1.83 GAACAACGCCGGATATCTAGAC 22mer 66 895 sentido|
IDxs1.s4 GAGATCTGCTTCATCTGATGG 21mer 62 1816 antisentido|
JDXxs1.s5 GAACTGTCTACCCGTTGCTGG 21mer 66 1381 antisentido|
IDXxs1.s6 CGCGGAGAGAGCTGATGAC 19mer 62 1315 sentido|
[oxs1.s7 GGTCCGACACATTGTGGAGC 20mer 64 1727 sentido|
IDxs1.s8 CTCGATGGTCTTCTTGATGGC 21mer 64 2189 sentido|
IDxs1.59 GCTGTGATTGGTGATGGTGCG 21mer 64 845 sentido
IDXxs1.510 CGCACCATCACCAATCACAGC 21mer 66 865 antisentido|
IDXS1.GSP1 CCCTTCCTACCGCCATTCC 19mer 60 794 antisentido,
JDXS1.GSP2 CTTGACCCCAAATGTCCACCGG 22mer 70 561 antisentido|
Ioxs1.D TGGGAATTGTTGTTGGGTTTC 21mer 60 354 antisentido|
IDXS1.mut1 GAAGGAAAAGCAAATCTAGAAGAAGCCATTGG 32mer 234 antisentido
JDXS1.SallA AAAACGTCGACTCCCTTGGTGCACCGATT 29mer 2358 antisentido
IDXS1 Xbal CATCTAGACATTTGTTTTACTGTTTTTGATAACC 34mer 83 sentido|
IDXS1.BamHI CAGGATCCCATTTGTTTTACTGTTTTTGATAACC 34mer 83 sentido
IDxs1.sstl CAGAGCTCCACTGCTCGTACCAAAATATGTCA 32mer 2680 antisentido
IDXS1.Ndel GTTGGTGGTCTGTTGAATACATATGACCCTTCTCTGCAAGTGAAG) 46mer 426 antisentido
IDXs1.ClalA GTTGTTTCAGTTCCTTGACAG 21mer 60 494 antisentido|
JIDXS1.PROM4 CGTGGCCCAACCAAAATCTC 20mer 62 -188 sentido|
JIDXS1.PROM6 GCCTTTATCGTCTTTGGTATG 21mer 60 -359 sentido)
IDXs1.PROM8 CTTGTAGAAACAGAGGAATATC 22mer 60 -605 sentido)
IDXS1.PROM11 CTAACCCAAATCATACACTTACG 23mer 64 -860 sentido)

DXS1.PROM GGGGATCCTCTAGAAGAAGC 20mer 217 antisentido|

bAseXbal
|
Ioxs2.s1 CGTTGGAATGTCATATCAAACAC 23mer 68 1 sentido|
Ibxs2.s2 GGCTCTCTCCGTATTTGCCTTTC 23mer 74 46 sentido)
IDxs2.83 GCACTCTCATGGAGATCCCGTTAC 24mer 74 2035 antisentido|
IDxs2.s4 CTTCTTCTAAGCGGGTTCTCTCG 23mer 70 2080 antisentido|
IDXs2.85 CGGGAAGAAGAGGAAAGATG 20mer 60 441 sentido|
IDxs2.s6 GCCCGGTGCCARAAGAGTC 19mer 62 539 antisentido
Ibxs2.s7 GGGAGAGGTAGGATACTAAG 20mer 60 1613 sentido|
IDXxs2.s8 GCCTCTAAACATCTTTGCAC 20mer 58 1692 antisentido|
IDxs2.59 CGCAGAGAGAGCTGATGACAA 21mer 64 991 sentido
IDXs2.510 GCCTCTGCTTCTGCAATCAAG 21mer 64 1125 antisentido|
IDXS2.NcolGFP CAAATTCTCTCCCATGGCTCTCTCCGTATTTGCCTTTC 38mer 68 31 sentido
IDXS2.8all3GFP-TP JGGTGGTCTGTCGACATAATATTCACCTTTCTCTGAAAATG 40mer 195 antisentido
Istz_domA PTTGCTTTGTCATACCCTTTGCGACTTCTCTCAACTCTCTGAGA | 69mer 58 808 antisentido

GCCGGATTAGATTGCAGCCTACTAAG
Istz,domB PATAGGCGGACCAATGCATCAGTTGGCGGCTAAGGTAGATGTGT | 68mer 56 809 sentido
ATGCTTGTGGAATGATTAGAGAGAC
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IDXS2.Nhel CAAATTCGCTAGCATGGCTCTCTCCGTATTTGCCTTTC 38mer 74 31 sentido
IDXS2.CTpNhel GATCAAAAGCTAGCGCAACAACATTTTCAGAGAAAGG 37mer 80 137 sentido
JDXS2.CCTpNhel CAGAGAAAGCTAGCTATTATTCAAACAGACCACCAACTCC 40mer 72 162 sentido
IDXS2.PROM5A CTGTTAGAAGTAGTTAGAAGTC 22mer 60 -1523 sentido|
IDXS2.PROM3Xbal JCCTATTTATTCTAGAAGGAAAGGCAAATACGGAGAG 36mer 62 69 antisentido
Ioxs2.PROM5B AGGAAAGGCAAATACGGAGAG 21mer 62 69 antisentido|
IDXs2.PROM5C GCCACAATATGGTGTAAGTGATTC 24mer 68 -504 sentido)
IDXS2.PROM5D GCTCGTCTCAATCACATCGACGTG 24mer 64 -367 antisentido
|
IDXR.34 CAAGAGTAGTGCGGTTCTCTGG 22mer 68 34 sentido
IDXR.E2 CAGTTTGGCTTGTTCGGATCACAG 24mer 72 1668 antisentido|
IDXR.S1 GTAGCGGATGCGGTTGAAGC 20mer 64 899 sentido
IDXR.S2 GCGCCGCCAATGAGAAAGC 19mer 62 1308 sentido|
IDXR.S3 CGTCATACTCAGCTCCAAAC 20mer 60 1025 antisentido|
IDXR.s4 CGTGCTTCCGCTTGCCAACAA 21mer 66 765 sentido)
IDXR.S5 TTGTTGGCAAGCGGAAGCACG 21mer 66 744 antisentido|
IDXR.S6 GGCGGCGCTGAGAACTCCAGT 21mer 70 1315 antisentido|
IDXR.GSP1 ATTCGAACCAGCAGCTAGAG 20mer 60 436 antisentido|
IDXR.GSP2 CCAGTAGATCCAACGATAGAG 21mer 62 354 antisentido|
IDXR.GSP3 GGCCATGCTGGAGGAGGTTG 20mer 66 279 antisentido|
IDXR.RT2 GCAACAACAACCTCCTCCAGCATGG 25mer 76 254 sentido
IDXR.D CCTCTCCCTTGATTCCTCCTC 21mer 66 213 antisentido|
IDXR.SallA TTCATGTCGACACTGGCCTAGCACCAGAA 29mer 1520 antisentido,
IDXR_XbaI CTTCTAGACAAGAGTAGTAGTGCGGTTCTCTGG 33mer 34 sentido
IDXR.Sstl CAGAGCTCCAGTTTGGCTTGTTCGGATCACAG 32mer 1676 antisentido
JDXR.PROM1 GTGAGCGGCTCGAAGCAAACCGGA 24mer 78 -1438 sentido|
IDXR.PROM2 CCCTTGTAATGCATATTTCTAA 22mer 58 224 sentido
IDXR.PROM3 CTTGTCAAAGATCTAAACTAAG 22mer 60 -483 sentido|
JDXR.PROM4 GAGAGCACCATTCAAACAACAA 22mer 62 -784 sentido)

5'-MVKPI GGCATATGGTGAAACCCATCTCTATCGTTGGATC 34mer 315 sentido

5'-MQQQ TGCATATGCAACAACAACCTCCTCCAGC 28mer 245 sentido
IDXR.end ACGAATTCATTATGCATGAACTGGCCTAGCACC 33mer 1528 antisentido|
AAP GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG 36mer RACE

5
AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 23mer RACE
5

Tabla V.3.Tabla de los oligonucledtidos empleados en esta memoria. Las secuencias sefialadas en negrita

corresponden a las regiones no homélogas al molde correspondiente. I, Inosina.
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