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Introduccion

1. Isoprenoides

Los isoprenoides o terpenos, constituyen una de las familias de compuestos
naturales mas numerosas y diversas a nivel estructural y funcional. Hasta el momento se
estima que soélo en el reino vegetal se sintetizan al menos 30.000 compuestos de esta
naturaleza (Page et al, 2004). A nivel estructural, hay isoprenoides constituidos por una
simple cadena lineal hasta formas mas complejas como estructuras ciclicas, anillos,
cadenas policarbonadas o multiciclicas. Esta amplia variedad, conlleva que estos
compuestos también cumplan funciones muy diferentes en los seres vivos (Tabla 1). Los
isoprenoides participan en procesos basicos para el crecimiento y el desarrollo normal de la
planta (Croteau et al., 2000), asimismo, también actuan como mediadores en las
interacciones de las plantas con su entorno y contribuyen a la reproduccién de las mismas.
Entre ellos encontramos los fitoesteroles, que forman parte de las membranas celulares,
regulando su fluidez; dolicoles, que participan en la glicosilacion de proteinas; carotenoides
y clorofilas, que participan del proceso de fotosintesis; brasinoesteroides, citoquininas,
giberelinas y acido abscisico, los cuales constituyen hormonas reguladoras del crecimiento y
desarrollo, y por ultimo, ubiquinonas y plastoquinonas, involucradas en el transporte de
electrones. Los isoprenoides también participan en la proteccién frente al estrés oxidativo y
térmico, en la defensa directa frente a insectos (Gershenzon y Dudareva, 2007), a
herbivoros (Kessler y Baldwin, 2001; Heiling et al., 2010) o patégenos (Hasegawa et al.,
2010), ademas en las interacciones con otros organismos (insectos o animales que
dispersan semillas) o bien como aleloquimicos que participan en la competencia entre
diferentes especies de plantas (Weir et al., 2004; Tharayil, 2009). Asimismo, un gran nimero
de isoprenoides poseen un valor comercial elevado, debido a su interés en diferentes areas
industriales. Entre ellos podemos destacar aquellos utilizados como aromatizantes
(limoneno o alcanfor), saborizantes (mentol), pigmentos (carotenoides) y polimeros de uso
industrial (caucho), entre otros. También son utilizados como agroquimicos (piretrina y
azadiractina) o bien como precursores potenciales en la produccion de biocombustibles
(Bohlmann, 2011). Algunos isoprenoides poseen una elevada relevancia a nivel
farmacolégico y son utilizados en tratamientos contra el cancer, como en el caso del
paclitaxel o taxol (Rowinsky, 1994), la artemisina como tratamiento contra la malaria
(Douglas et al., 2010) o constituyen en si mismos compuestos nutracéuticos (como los
fitoesteroles; Gupta et al., 2011). Incluso, algunos se encuentran en fase de prueba como

posibles tratamientos en enfermedades como el HIV (Sabde et al., 2011).
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ISOPRENOIDE
(N2 de EJEMPLOS FUNCIONES
carbonos)
‘Isopentenil-tRNA -Involucrado en la traduccién proteica
HEMITERPENOS | -Citoquininas (cadena lateral) -Fitohormonas
(Cs) -Isopreno -Mecanismo de proteccion y molécula
base en la sintesis de terpenos
MONOTERPENOS | - Mentol, alcanfor, geraniol, -Aromas, fragancias, interaccion planta-
(C0) pineno, limoneno insecto, actividad antimicrobiana
-Fitoalexinas sesquiterpénicas -Antimicrobianas y repelente de insectos
SESQUITERPENOS . G ;
() -Grupo farnesilo -Prenilacion de proteinas
-Cadena lateral del grupo hemo A | -Estructura de citocromos
-Fitoalexinas -Actividad antimicrobiana
-Grupo geranilgeranilo -Prenilacion de proteinas
-Giberelinas -Fitohormonas
DITERPENOS . .
(o) -Fitol -Grupo lateral de la clorofila
-Cadena lateral del tocoferol y -Transporte de electrones
filoquinonas
-Taxol -Defensa contra patdgenos
-Esteroles -Estructura y funcién de las membranas
TRITERPENOS . .
(Cao) -Brasinoesteroides -Reguladores del desarrollo
-Saponinas triterpénicas -Defensa ante patégenos
TETRATERPENOS | -Carotenoides -Pigmento fotosintético
(Cao) -Acido abscisico -Fitohormona
POLITERPENOS | -Dolicol -Glicosilacién de proteinas
(Csa0) -Plastoquinona, ubiquinona ‘Transporte de electrones
-Caucho

Tabla 1. Clasificacion y funciones de los isoprenoides segun el numero de carbonos que forman

parte de su estructura.

1.1 Biosintesis de isoprenoides

A pesar de la pluralidad de funciones y estructuras, todos los isoprenoides derivan de
la misma molécula precursora de cinco carbonos (Cs) denominada isopentenildifosfato (IPP

o unidad isopreno) y su isdmero dimetilalildifosfato (DMAPP). Los diferentes isoprenoides se
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sintetizan a través de sucesivas reacciones de adicién de estas unidades isopreno, principio
formulado en 1914 por Wallach, “Isoprene rule”, la cual fue posteriormente redefinida por
Ruzicka en 1953, como “Biogenetic isoprene rule”. El proceso de sintesis de los
isoprenoides, puede dividirse en tres etapas. La primera de ellas consiste en la biosintesis
de la molécula precursora comun IPP (y su isomero DMAPP). La segunda contempla la
produccién de los prenildifosfatos lineales, como el geranildifosfato (GPP), farnesildifosfato
(FPP) y geranilgeranildifosfato (GGPP) a partir de los cuales la via metabdlica principal se
ramifica para dar lugar a los diferentes isoprenoides finales que incluyen monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y tetraterpenos (Tabla 1). La tercera etapa
comprende todas aquellas reacciones de modificacion de los esqueletos terpénicos que se
producen sobre los productos anteriores, como metilaciones o desmetilaciones, ciclaciones,
isomerizaciones, hidroxilaciones, oxidaciones y reducciones necesarias para la obtencion de

los productos finales (Chappell, 1995").

1.1.1 Sintesis de IPP

En plantas superiores, el IPP puede obtenerse mediante dos vias metabdlicas: la via
del mevalonato (MVA) y la via del metileritritolfostato (MEP). La via del mevalonato fue la
primera en ser descubierta (en los afos cincuenta) y es la mejor estudiada, por lo cual
también suele llamarse via clasica. Por otro lado, mas recientemente, se descubri6 la
existencia de otra via distinta de la clasica, la cual fue denominada via del metileritritolfosfato
(MEP) o via de Rohmer, en referencia a su descubridor (Rohmer, 1993), también llamada
via alternativa, aunque prevalece el nombre quimico del primer compuesto especifico de la

misma.

1.1.1.1 Via del Mevalonato

La via clasica o del MVA (Figura 1) comienza con una reaccién de condensacién
donde intervienen dos moléculas de acetil-CoA para dar lugar a una molécula de
acetoacetil-CoA. Este paso esta catalizado por la enzima acetoacetil-CoA tiolasa (AACT).
Posteriormente ocurre otra condensaciéon entre acetoacetil-CoA y una nueva molécula de
acetil-CoA para obtener 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA, donde interviene la enzima HMG-CoA
sintasa (HMGS). Seguidamente, el HMG-CoA es reducido por la enzima HMG-CoA
reductasa (HMGR), originando mevalonato (primer intermediario especifico de esta via). La

enzima mevalonato kinasa (MK) es la responsable de fosforilar la molécula de mevalonato
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en el carbono de la posicidn 5, obteniéndose asi, mevalonato-5-fosfato. Este es nuevamente
fosforilado por la enzima mevalonato-5-fosfato-kinasa (MPK), que convierte la molécula
anterior en mevalonato-5-difosfato. A continuacion, este compuesto es descarboxilado por
accion de la enzima mevalonato-5-difosfato descarboxilasa (MDC), dando lugar al IPP
(Miziorko, 2010). Una vez sintetizado el IPP, por si mismo no es lo suficientemente reactivo
para llevar a cabo las reacciones de condensacién para formar isoprenoides de longitud
mayor, por lo tanto, una parte de este debe ser previamente convertido en su isbmero
DMAPP mediante una reaccion reversible catalizada por la enzima isopentenil difosfato

isomerasa (IDI; Mcgarvey y Croteau, 1995).

Ac-CoA  HS-CoA
N

o T o o
)k\.(.‘\ %'- */‘\srcm
Acetil-CoA Acetacetil-Co

Ac-CoA HS-CoA

\_/

O HQ CHy ©

]
HOW—( oA

S-hidroxi-3-metilgltaril-CoA

] 2 NADPH

o

O HQ CH,
P HQ
.
¥ e
&

Mevalonato-S-difosfato

°
‘C’""'
&

HMG
l = 2 NADP" + HS-CoA
MgADP  MgATP
[o] HQ, CHy o . J ? HQ, CHy
[ \_/ w
HO' 0 *T" o~ -7MK.‘7 HO' 3 OH
Mevalonato-S-fosfata ©~ Acido mewvaldnico
IZ/ MRATP
mPKc
,\ MgADP

MgATP  MgADP + Pi + CO, Isopentenil Difosfato

\ /I‘ N ‘0 1
T —— 0—P—0—P—0"
MDGC & &

1+

D1

9 o
~"0-P-0-P-0

o) o)

CITOSOL/RE

Via MVA

Dimetilalil Difosfato

Figura 1. Esquema de la via del MVA para la sintesis de IPP. Ac-CoA: Acetil-Coenzima A. AACT:
acetoacetil-CoA tiolasa. HMGS: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintasa. HMGR: HMG-CoA
reductasa. MK: mevalonato kinasa. MPK: mevalonato-5-fosfato kinasa. MDC: mevalonato-5-difosfato

descarboxilasa. IDI: isopentenil difosfato isomerasa. (Imagen adaptada de Miziorko, 2010)

1.1.1.2 Via del Méetileritritol fosfato (MEP)

La reaccidn inicial de la via del MEP (Figura 2) consiste en la condensacién de una
molécula de piruvato con el grupo aldehido de una molécula de gliceraldehido-3-fosfato
(G3P) para producir 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP). Esta reaccion esta catalizada por la
enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS). Seguidamente, se produce un
reordenamiento intramolecular y una reduccion del DXP que da lugar a 2-C-metil-D-eritritol

4-fosfato (MEP, compuesto que da nombre a la via), en este paso interviene la enzima DXP
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reductoisomerasa (DXR). Posteriormente, MEP participa en 3 procesos enzimaticos: en el
primero, es conjugado con citidina-trifosfato (CTP), paso catalizado por la enzima MEP-
citidil-transferasa (MCT) para obtener 4-(citidina-5"-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME).
Este es fosforilado por la accion de la 4-(citidina-5"-difosfo)-2-C-metileritritol kinasa (CMK),
que da lugar al compuesto 4-(citidina-5"-difosfo)-2-C-metileritritol-2 fosfato (CDP-MEP), el
cual, es convertido a 2-C-metileritritol-2,4-ciclodifosfato (ME-CPP) a través de la enzima 2-C-
metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintasa (MDS). Finalmente el producto anterior es reducido
por accion de la enzima 4-hidroxi-3-metil-buten-2-il difosfato sintasa (HDS) a 4-hidroxi-3-
metil-buten-2-il difosfato (HMBPP). A partir de HMBPP se sintetizan los productos
principales: IPP y DMAPP, en proporcion 5:1 (Rohdich et al., 2004) mediante la accién de la
enzima HMBPP reductasa (HDR; Phillips et al., 2008). Cabe destacar que este paso marca
una diferencia con la via del MVA, debido a que esta ultima no es capaz de sintetizar
simultdneamente IPP y DMAPP, como ocurre en la via del MEP. No obstante, se ha
observado la presencia de una enzima IPP/DMAPP isomerasa (IDI) en plastidos, por lo cual
es posible que el IPP también sea convertido en DMAPP vy viceversa mediante la accién de
esta enzima. Sin embargo, en un estudio con mutantes con pérdida de funcién de la enzima
IDI1, no se hubo cambios en los niveles de carotenoides, lo que indica que la enzima IDI en

cloroplastos no es esencial para el funcionamiento de la via (Phillips et al., 2008).
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Figura 2. Esquema de la via del MEP. G3P: gliceraldehido 3 fosfato. DXS: 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato
sintasa. DXP: 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato. DXR: DXP reductoisomerasa. MEP: 2-C-metil-D-eritritol-4-
fosfato. MCT: MEP-citidil-transferasa. CDP-ME: 4-(citidina-5"-difosfo)-2-C-metil-D-eritritol. CMK: CDP-ME
kinasa. CDP-MEP: CDP-ME-fosfato. MDS: 2-C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato sintasa. ME-cPP: 2-C-
metileritritol-2,4-ciclodifosfato. HDS: HMBPP sintasa. HMBPP: 4-hidroxi-3-metil-buten-2-il difosfato. HDR:
HMBPP reductasa. IPP: isopentenildifosfato. DMAPP: dimetilalildifosfato. IDI: IPP/DMAPP isomerasa.
(Imagen adaptada de Bouvier et al., 2005).
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1.1.2 Compartimentalizacién subcelular de las vias de sintesis de isoprenoides

En plantas se pueden diferenciar tres compartimentos subcelulares donde se
producen isoprenoides: el citosol/RE, los plastidos y las mitocondrias. En el citosol/RE se
encuentra la via del MVA vy alli se produce el IPP que da lugar a compuestos como
citoquininas, dolicol, sesquiterpenos, fitoesteroles, poliprenoles o brasinoesteroides;
asimismo, parte del IPP sintetizado aqui se destina a mitocondrias, donde se utiliza en la
sintesis de isoprenoides involucrados en la cadena respiratoria como las ubiquinonas o el
grupo hemo A de los citocromos. Recientemente, se ha sugerido la posibilidad de que las
enzimas involucradas en la via MVA se localicen parcial o completamente en peroxisomas
(Sapir-Mir et al., 2008). Paralelamente, en los cloroplastos, se halla la via del MEP que
origina IPP para la produccién de monoterpenos, clorofilas, tocoferoles, plastoquinonas,

carotenoides y hormonas como el acido abscisico o las giberelinas (Figura 3).

Acetil-CoA
VIADEL ! Plastidos VIADEL
MVA HMG-CoA
Mevalonato
i
[DMAPR —(IPP]
Citoqu}ninas 1
Monoterpenos<+ - - - GPP

Dolicoles *~ .7 l
Sesquiterpenos ¥ FPP

]

Escualeno

-
Brasinoesteroides« - - -‘

ESTEROLES

Mitocondrias

Figura 3. Modelo de la compartimentalizaciéon subcelular de la sintesis de isoprenoides en plantas.
La via del MVA se encuentra en el citosol/RE y genera IPP a partir de acetil-CoA para la sintesis de
isoprenoides citosdlicos y mitocondriales. La via MEP tiene lugar en los plastidos y produce IPP y DMAPP

a partir de G3P y piruvato para la sintesis de los isoprenoides plastidicos.

El hecho que las vias del MVA y la del MEP se encuentren en compartimentos
separados, no implica que operen de forma absolutamente independiente, sino que parece
haber un intercambio de intermediarios limitado entre ambas, a través de la regulacién
coordinada de la biosintesis de IPP y DMAPP (Laule et al., 2003; Wille et al., 2004;
Dudareva et al., 2005; Rodriguez-Concepcién, 2006). Hasta el momento no ha sido posible
establecer el o los mecanismos por los cuales se lleva a cabo el transporte de los

compuestos entre ambas vias, aunque se ha planteado en diferentes especies vegetales |la
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posible existencia de transportadores de prenil difosfatos (Bick y Lange, 2003; Fligge y Gao,
2005; Rodriguez-Concepcion, 2010), sin embargo, la regulacién del intercambio entre las
vias MEP/MVA parece ser mucho mas compleja y dependiente de otros factores aun no

dilucidados.

1.2 Etapas posteriores a la sintesis de IPP

Una vez sintetizados el IPP y su isbmero el DMAPP, se utilizan como sustratos en
reacciones de condensacion secuenciales (tipo cabeza-cola) entre una molécula de DMAPP
y 1, 2 o 3 moléculas de IPP para producir GPP (C4), FPP (Cys) o GGPP (Cy),
respectivamente (Wang y Ohnuma, 2000; Vandermoten et al., 2009).

Estos prenildifosfatos constituyen el punto de partida para la sintesis de un gran
numero de isoprenoides finales. Por ejemplo, el GPP es el precursor de los monoterpenos; a
partir de FPP, se sintetizan sesquiterpenos, esteroles brasinoesteroides, triterpenoides,
poliprenoles, la cadenas laterales de la ubiquinona y proteinas farnesiladas; y el GGPP es el
punto de partida en la sintesis de diterpenos, giberelinas, carotenoides, acido abscisico,
cadenas laterales de la clorofila, filoquinonas, plastoquinonas, tocoferoles y proteinas
geranilgeraniladas (Tholl y Lee, 2011). Por ultimo, los politerpenos (C.40) se obtienen a partir
de la adicién secuencial de unidades IPP sobre el FPP vy los sustratos alilicos subsiguientes
(Figura 4).
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Geranildifosfato OPP

)V\)\/\/J\/\ Sesquiterpenos
S

GGPS Farnesildifosfato o™ Triterpenos
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Figura 4. Esquema representativo de la sintesis de prenildifosfatos y sus productos finales.

IPP

Prenilacion de proteinas

~—_

nx

Reacciones de condensacion entre IPP y DMAPP que originan los intermediarios GPP, FPP y GGPP, a
partir de los cuales se forman los diferentes grupos de compuestos isoprenoides. IDI: IPP/DMAPP
isomerasa, GPS: geranildifosfato sintasa, FPS: farnesildifosfato sintasa, GGPS: geranilgeranildifosfato

sintasa. (Imagen adaptada de McGarvey y Croteau, 1995).
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1.2.1 Enzimas preniltransferasas

Las preniltransferasas, también llamadas prenildifosfato sintasas, son las enzimas
responsables de catalizar las reacciones de condensacion entre el IPP y los diferentes
sustratos alilicos. Esta reaccion, se inicia con la eliminacion del grupo difosfato de la
posicion C; del sustrato alilico, formando un carbocation alilico, proceso activado por la
presencia de un catién divalente como el Mg?*. El carbocatién resultante es atacado en el
entorno del C, por una molécula de IPP formando un nuevo enlace carbono-carbono y un
doble enlace. El resultado es una condensacion 1’-4 entre el C; del sustrato alilico y el C,
del IPP (Poulter y Rilling, 1976). Las preniltransferasas repiten esta condensacion entre el
IPP y el sustrato alilico hasta producir un prenildifosfato de longitud y estereoquimica

especifico (Chappell, 19952).

En lo que respecta a la clasificacion de estas enzimas, las preniltransferasas se
dividen en dos grupos, las cis o (Z2)-preniltransferasas y las trans o (E)-preniltransferasas, en
funcion de la estereoquimica de la reaccion de condensacion entre el IPP y el sustrato alilico
(Ogura y Koyama, 1998; Koyama, 1999). En ambos casos, el mecanismo de la reaccién es
el mismo, ya que implican elongaciones electrofilicas, sin embargo, la diferencia radica en la

estereoquimica de los productos formados (Figura 5).

-OPP
OPP \ z . .
Y QJXJSP "_A a.-»-,..,\/L_L cis-preniltrasferasas
Hs ™ Mg “OoPP
Allylic-PP PP
-OPP
A" f\)ﬁ” TS PN o trans-preniltrasferasas
s Ha

Allylic-PP PP

Figura 5. Esquema de las reacciones catalizadas por las enzimas cis- y trans-

preniltransferasas. (Imagen adaptada de Takahashi y Koyama., 2006).

La mayoria de las preniltransferasas descritas pertenecen a la familia de las E-
preniltransferasas. Estas a su vez, se clasifican en funcion de la composicion de las
subunidades y la longitud del producto sintetizado (Koyama, 1999). El primer grupo,

denominado tipo | o de cadena corta, comprende las E-preniltransferasas responsables de
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la sintesis de prenilfosfatos de hasta 25 atomos de carbono. Son enzimas que actuan como
homodimeros y precisan de cationes divalentes como el Mg®* o el Mn?*. Se incluyen dentro
de este grupo las enzimas geranildifosfato sintasa (GPS), farnesildifosfato sintasa (FPS), y
geranilgeranildifosfato sintasa (GGPS), las cuales se encuentran en todos los organismos
vivos, ya que sus productos de reaccion, GPP, FPP, y GGPP, se encuentran en la parte
troncal de la via de sintesis de isoprenoides. Por otro lado, se encuentran las E-
preniltransferasas de tipo Il o de cadena mediana que catalizan la sintesis de cadenas
prenilicas de Cjp y Cs5 a partir de FPP o GGPP e incluyen enzimas bacterianas como la
hexaprenildifosfato sintasa (HexPS) y la heptaprenildifosfato sintasa (HepPS), cuyos
productos de reaccién son utilizados posteriormente en la sintesis de quinonas (Szkopinska,
2000). Estas enzimas, actian en forma de heterodimeros y en presencia de cationes
divalentes como el Mg?*. Por Gltimo, se halla el grupo de las E-preniltransferasas de tipo Ill o
de cadena larga, responsables de la sintesis de cadenas prenilicas de 40, 45 y 50 atomos
de carbono, a partir de FPP o GGPP. Actuan como homodimeros y necesitan de la
presencia de un factor proteico para mantener un recambio catalitico eficiente, asi como
también de cationes divalentes como el Mg?. A este grupo pertenecen enzimas como la

octaprenildifosfato sintasa (OPS) y la solanesildifosfato sintasa (SPS; Ohnuma et al., 1991).

Respecto a las Z-preniltransferasas, se subclasifican en dos grupos; las de tipo IV o
de cadena larga y las de tipo V o de cadena corta. La mayor parte pertenecen al primer
grupo (tipo 1V) y se trata de enzimas que sintetizan E-Z-prenildifosfatos de cadena larga
mediante la condensacion sucesiva de IPP en posicién cis sobre el sustrato alilico E-FPP.
Son activas en forma de homodimeros y requieren cationes divalentes como el Mg*, asi
como también de la presencia de un componente lipidico o detergente para mantener la
eficiencia en el recambio catalitico. Un ejemplo lo constituye la enzima Z,Z-FPS de tricomas
de Solanum habrochaites (Sallaud et al., 2009).

1.2.2 Reacciones de modificacion de los esqueletos terpénicos

En la mayoria de los casos, los productos de reaccién de las preniltransferasas son
posteriormente convertidos en Cs hemiterpenos (excepto en Arabidopsis), Cio
monoterpenos, Cis sesquiterpenos o C,, diterpenos por enzimas denominadas terpeno

sintasas (Degenhardt et al., 2009).

Los productos obtenidos pueden ser modificados mediante reacciones secundarias

como hidroxilaciones, peroxidaciones, metilaciones, acilaciones, glicosilaciones, entre otras,
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que originan compuestos terpénicos mas complejos. Un ejemplo de este nivel de

complejidad, lo constituye el caso de la sintesis de los esteroles, tratado a continuacion.

1.3 Esteroles

Los esteroles son considerados metabolitos primarios de naturaleza isoprenoide. Su
estructura base es un anillo perhidro-1,2-ciclopentanofenantreno y son sintetizados por
todos los organismos eucariotas, pero con diferencias en el proceso de biosintesis y las
estructuras finales, segun la especie. Mientras que en mamiferos y levaduras se sintetiza un
unico tipo de esterol mayoritario, colesterol y ergosterol, respectivamente; en plantas, se
sintetiza una mezcla compleja, donde predominan sitosterol, campesterol y estigmasterol
(también poseen colesterol, pero sélo representa un porcentaje muy bajo comparado con el
total de fitoesteroles sintetizados).

Los esteroles poseen multiples funciones. Una de las principales y mejor estudiada
es como constituyente de las membranas, donde interaccionan con cadenas laterales de
fosfolipidos y proteinas, regulando la fluidez y permeabilidad de la misma (Demel y De
Kruyff, 1976; Bloch, 1983). Asimismo, son participes en algunos casos de la regulacién de
procesos metabdlicos asociados a membrana, como se describira mas adelante, donde
interaccionan con otros compuestos como los esfingolipidos (l/ipid rafts). También son
precursores de hormonas vegetales, ya que el campesterol se utiliza como precursor para la
sintesis de brasinoesteroides, conocidos por su funcién como reguladores del crecimiento
(Schaller, 2003). Por otro lado, algunos estudios sugieren que los esteroles podrian estar
involucrados en diferentes procesos como por ejemplo en la regulacién de la division y
elongacién celular, en el establecimiento de la polaridad celular, la acumulacion de celulosa,
la regulacion del desarrollo del embridn, asi como también podrian estar relacionados con la
biosintesis del etileno (Boutté y Grebe, 2009). Sin embargo, los mecanismos por los cuales
se llevan a cabo estos procesos todavia no han podido elucidarse por completo.

La via de sintesis de esteroles, comienza especificamente con el escualeno, el cual
se oxida convirtiéndose en 2,3-6xido escualeno que se cicla, formandose cicloartenol y
continla la via de sintesis que consta de unas 30 reacciones enzimaticas asociadas a
membrana (Piironen et al., 2000) que dan lugar a los diferentes intermediarios que

culminaran con la sintesis de los esteroles finales (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo de la biosintesis de esteroles en plantas. (Imagen obtenida de
Schaller, 2003)

%

Los esteroles son los isoprenoides que mayor requerimiento presenta la célula, por lo
tanto su sintesis debe estar correctamente regulada y coordinada. Al comienzo de la via, se
encuentra la enzima SQS, que es considerada un punto importante de control (Busquets et
al., 2008). Posteriormente, se han identificado otros puntos de control de la via que son las
etapas catalizadas por las enzimas esterol metiltransferasa, SMT1 y SMT2. La primera, es la
responsable de catalizar la metilacion del cicloartenol para formar 24-metilcicloartanol,
mientras que SMT2 controla los niveles relativos de campesterol/sitosterol, catalizando la
metilacion del 24-metilenlofenol para obtener 24-etiliden-lofenol. La actividad de estas
enzimas regulan las proporciones de colesterol, campesterol y sitosterol en la célula
(Schaller, 2003). Si bien los esteroles libres constituyen la mayor parte del total de estos
compuestos encontrados en las células, también es posible hallarlos bajo la forma de esteril-
ésteres (donde el hidroxilo en C; es sustituido por un acido graso) que se almacenan en

forma de gotas lipidicas. La esterificacion constituye una forma de regulacion de los niveles
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de esteroles libres ya que si se acumulan en exceso pueden llegar a ser téxicos (Schaller,
2003).

1.4 Regulacion de la via del MVA

Considerando la enorme diversidad a nivel de estructura, numero y funcién que
presentan los isoprenoides en plantas superiores, es evidente que se requiere un alto grado
de regulacion y coordinacién entre las vias de produccion, a diferentes niveles; desde la
planta entera, a cada érgano, tejido, célula y organulo, hasta llegar al nivel molecular.
Asimismo la regulacién no so6lo abarca un aspecto de localizacién fisica sino también
temporal, dependiendo del estadio de desarrollo o de la necesidad de respuesta ante una

situacion de estrés.

1.4.1 HMGR: Principal punto de regulacion de la via del MVA

La enzima HMGR, como se menciond anteriormente (apartado 1.1.1.1), es la
responsable de la formacion del mevalonato a partir de HMG-CoA en la via del MVA. En
plantas, se ha descrito que la enzima HMGR esta codificada por familias multigénicas que
dan lugar a diferentes isoformas (Antolin, tesis doctoral, 2005). La HMGR esta localizada en
la membrana del RE, y a nivel estructural, posee una regién N-terminal citosélica (muy
divergida entre diferentes especies), dos secuencias transmembrana altamente
conservadas, una region conectora divergente y un dominio catalitico orientado hacia el
citosol, muy conservado evolutivamente (Figura 7; Campos y Boronat, 1995; Denbow et al.,
1996). Arabidopsis presenta una pequefia familia multigénica compuesta por dos genes,
HMG1y HMG2, los cuales expresan tres isoformas, HMGR1L, HMGR1S (que difieren entre
si en una extensién N-terminal de 50 aa presente en HMGR1L) y HMGR2.

Dominio
de membrana

Dominio
Regidén Catalitico Citosol
N-terminal

Figura 7. Esquema de la topologia de la enzima HMGR.
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En plantas, al igual que en mamiferos y levaduras, la HMGR constituye el principal
punto de control de la via del MVA y de la sintesis de esteroles. Se ha demostrado que la
actividad de la HMGR responde a una gran variedad de estimulos. Entre ellos se encuentran
factores externos como la luz (Wong et al., 1982; Ji et al., 1992; Learned y Connolly, 1997),
tratamientos con herbicidas (Grumbach et al., 1979; Bach et al., 1986), heridas (Maldonado-
Mendoza et al., 1994; Yang et al., 1991; Kondo et al., 2003) y exposicién a metales pesados
(Genshick et al., 1992). No obstante, la enzima esta regulada también por compuestos
intracelulares como el trans-farnesol (Hemmerlin y Bach, 2000), fitohormonas (Mansouri et
al., 2009; Pu et al., 2009; Rupasinghe et al., 2001; Russel y Davidson, 1982), esfingolipidos
(Nieto et al., 2009) vy fitoesteroles (detallado a continuacién). Estos metabolitos afectan la
actividad HMGR modulando su expresion a nivel transcripcional y post-transcripcional
(Stermer et al.,, 1994, Nieto et al, 2009), mediante proteina kinasas (Dale et al., 1995;
Mackintosh et al., 1992; Choi y Bostock, 1994), Ca™* (Antolin-Llovera et al., 2011; Toroser y
Huber 1998) o proteina fosfatasa 2A (Antolin Llovera et al., 2011). El estadio de desarrollo
de las plantas también influye en gran medida en la expresién y actividad HMGR ya que,
generalmente, en tejidos de crecimiento rapido como los meristemos apicales de tallos y
raices se encuentran elevados niveles de actividad HMGR; por el contrario, en tejidos
maduros, los niveles de actividad HMGR son mucho menores (Stermer et al., 1994).
Asimismo, en A. thaliana, el nivel de actividad HMGR en hojas jovenes es superior en

comparacion con hojas maduras (Manzano et al., 2004).

Los niveles de esteroles son uno de los puntos donde mejor se reflejan las
alteraciones producidas en el flujo de la via del MVA a causa de variaciones en la actividad
HMGR. El estudio realizado por Wentzinger et al. (2002), en células BY-2 de tabaco,
evidencié que la inhibicion de la SQS con escualestatina y de la escualeno epoxidasa con
terbinafina provoca una disminucién de los niveles de esteroles y un aumento en la actividad
HMGR de entre 2 y 4 veces. Por otro lado, al sobreexpresar la enzima HMGR1 de Hevea
brasiliensis en plantas de N. tabacum, se observdé que al incrementar los niveles de esta
enzima, se aumentaron también hasta 6 veces los de esteroles (Schaller et al., 1995). Varios
estudios realizados en A. thaliana apoyan este concepto, por ejemplo en el mutante hmg1
de Arabidopsis, la pérdida de funcion del gen HMG1 provoca una disminucién de los niveles
de esteroles totales, hasta un 47% en plantulas y de un 25% en inflorescencias (Suzuki et
al., 2004). En otro estudio, se observé que al sobreexpresar las isoformas HMGR1S y
HMGR2 completas asi como también sus dominios cataliticos, el contenido total de
esteroles se incrementd hasta 3,6 veces (Gonzalez, 2002; Manzano et al., 2006). En el
mutante dry2/sqe1-5 (que presenta una disminucién de la actividad escualeno epoxidasa),
se observo que en raices se produce una acumulacién de escualeno, un incremento de 2,8

veces los niveles de actividad HMGR y una disminuciéon del contenido de estigmasterol y
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sitosterol, mientras que en la parte aérea, los niveles de estos compuestos y de la actividad
HMGR no se encuentran alterados (Posé et al., 2009). Por otro lado, se observo que la
inhibicion de la via de biosintesis de esfingolipidos en plantas de Arabidopsis, disminuye los
niveles de esteroles totales de la planta, asi como la actividad de la enzima HMGR, aunque
sin presentar alteraciones a nivel de mRNA o de la proteina HMGR, lo que indica que esta
regulacion ocurre a nivel post-traduccional (Nieto et al., 2009). Este hecho sefala ademas,
la posible existencia de una regulacién coordinada entre la via del MVA vy la biosintesis de

esfingolipidos, la cual se tratara en el apartado 4.

2. Farnesildifosfato sintasa

La enzima farnesildifosfato sintasa (FPS; EC 2.5.1.1/EC 2.5.1.1.0) pertenece a la
familia de las trans-(E)-preniltrasferas de tipo | y cataliza dos reacciones secuenciales, la
primera entre IPP (Cs) y DMAPP (Cs) para obtener el intermediario GPP (geranildifosfato,
C10) Yy posteriormente la condensacién del GPP con otra molécula de IPP para formar FPP

(farnesildifosfato, Cs; figura 8).

oPP

Figura 8. Esquema de la reaccidon catalizada por la enzima FPS. Reaccion de condensacion entre el
IPP y el sustrato alilico DMAPP para formar GPP y su condensacién con la segunda molécula de IPP que

da lugar a una molécula de FPP (Imagen obtenida de Szkopinska y Plochocka, 2005).

Hasta el momento se han caracterizado FPS de distintos organismos desde
procariotas como B. stearothermophilus (Koyama et al., 1993), hasta eucariotas como rata
(Clarke et al., 1987), levadura (Eberhardt y Rilling, 1975; Anderson et al., 1989), cerdo (Yeh
y Rilling, 1977), pollo (Tarshis et al., 1994), humanos (Barnard y Popjak, 1981; Wilkin et al.,
1990), estas ultimas también han sido cristalizada (Tharshis et al., 1996; Rondeau et al.,
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2006) y numerosas especies de plantas como se detalla en el siguiente apartado. La
mayoria de las FPS descritas poseen una masa molecular de aproximadamente 40 kDa y
actuan en forma de homodimero, dando lugar a un complejo de 80-84 kDa. Al comparar las
secuencias de la enzima FPS de diferentes especies se han identificado 7 regiones
conservadas (I a VIl), dentro de las cuales, las regiones Il y VI poseen dominios ricos en
aspartato. El dominio Il se llama FARM (First Arpartate Rich Domain) y el VI, SARM (Second
Arpartate Rich Domain; figura 9) (Szkopinska y Plochocka, 2005). Diferentes estudios de
mutagénesis dirigida en aminoacidos de estos dominios determinaron que los aminoacidos
aspartato conservados en el dominio FARM y las argininas como los aspartatos 1 y 2 del
dominio SARM son criticas para la eficiencia catalitica de la enzima FPS (Joly y Edwards
1993; Marrero et al., 1992; Song y Poulter, 1994). Posteriormente se observé en la
estructura tridimensional de la enzima FPS de pollo, que estas regiones se encuentran en
una cavidad central en el homodimero de FPS donde se localiza el centro activo de la
enzima, por lo cual resultan indispensables para la actividad catalitica de la misma (Tarshis
et al., 1996). Asimismo, estas secuencias se encuentran conservadas en otras E-
preniltrasferasas como la GGPP, hexaprenil (Cs0) y heptaprenil (Css) difosfato sintasas
(Chen et al., 1994).

I II FARM III Iv
G.g.|69..GGKCNRGLT] |107..ELFQAFFLVA |DDI--MD| QSLTRRE |142. . .AINDSFLLES 184 . .GQOMLD
H.s.|55..GGKYNRGLT] 93 . .ELLQAFFLVA |DDI--MD| SSLTRRE |(128..AINDANLLEA 170..GQTLD
S.c.|50..GGKLNRGLS| 90. .ELLQAYFLVA |DDM--MD| KSITRRG |125..AINDAFMLEA 167..GQLMD
A.t.|46..GGKLNRGLS 84 . EWLQAYFLVL [DDI--MD| NSVTRRG |119..AINDGILLEN 161. .GOMID
B.s.|45..GGKRIRPLL 76 ..BEMIHTYSLIH [DDLPSMD| NDDLRRG |115..A-GDGLLTYA 159. .GQARD

v VI SARM VII
G.g.|214. .KT] |250..GEYFQIQ |DDYLD| CFGDPALTGK-VGTD |355. . FLGLAQKIYKRQK
H.s.|200..KT| |236..GEFFQIQ |DDYLD| LFGDESVTGK-IGTD |341..FLGLARKIYKRRK
S.c.|197..KT] |233..GEYFQIQ |DDYLD| CFGTPEQIGK-IGTD |340..LTAFLNEVYKRSK
A.t.|191..KT] |226..GIYFQVQ |DDYLD| CFADPETLGK-IGTD |321..LKSFLAKIYKRQK
B.s.|183..KT |217..GLAFQIR |DDILD| IEGAEEKIGKPVGSD| |285..LAYICELVAARDH

Figura 9. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de les siete regiones (I a VIl) conservadas
en las FPS de diferentes especies. En los recuadros se destacan las regiones FARM y SARM que
indican el primer y segundo motivo rico en aspartato, respectivamente. Los niUmeros indican la posicion del
primer aa y en negrita se indican los aa conservados en todas las secuencias. G.g., Gallus gallus; H.s.,
Homo sapiens; S.c., Saccharomyces cerevisiae; A.t, Arabidopsis thaliana;, B.s., Bacillus

stearothermophilus (Szkopinska y Plochocka, 2005).
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2.1 FPS en plantas

En el reino vegetal, la primera secuencia de cDNA clonada de una FPS fue la de
Arabidopsis thaliana (Delourme et al., 1994) y a partir de ésta, siguieron otras como la de
Lupinus albus (Attucci et al., 1995" y 1995%), Zea mays (Li y Larkins, 1996), Artemisia annua
(Matsushita et al., 1996), Hevea brasiliensis (Adiwilaga y Kush, 1996), Capsicum annuum
(Hugueney et al., 1996), Oryza sativa (Sanmiya et al., 1997), Solanum lycopersicum (Gaffe
et al., 2000), Abies grandis (Tholl et al., 2001), Picea abies (Schmidt y Gershenzon, 2007),
Centella asiatica (Kim et al., 2005) y Catharanthus roseus (Thabet et al., 2011), entre otras.

Las FPS de plantas presentan una caracteristica comun con otras enzimas de la via
de sintesis de isoprenoides, que es la presencia de pequefias familias multigénicas. Por
ejemplo en Artemisia annua se aislaron hasta 3 cDNAs que codifican FPS (Souret et al.,
2003), mientras que en Artemisia tridentata se han hallado dos isoformas de la enzima
(Hemmerlin et al., 2003?). En Lupinus albus se clonaron dos cDNAs que codifican FPS con
alto grado de homologia entre las secuencias aminoacidicas (Atucci et al., 1995"). En
Parthenium argentatum han sido clonadas dos FPS (Pan et al., 1996). En tomate, se
encontré un cDNA que codifica FPS y se ha detectado otra secuencia con un alto grado de
homologia (Gaffe et al., 2000), como ocurre en el caso del Gingko biloba (Wang et al.,
2004). En el caso del arroz se ha observado la presencia de dos isoenzimas, FPPS1 y
FPPS2 (Sanmiya et al., 1999).

Arabidopsis thaliana posee dos genes que codifican FPS, FPS1 (At5g47770) y FPS2
(At4g17190) (Figura 10A). El gen FPS2 da lugar a una unica poblacion de mRNA que
codifica una proteina de 342 aa (FPS2), mientras que el gen FPS1 es bifuncional ya que
expresa dos poblaciones de mRNA diferentes que codifican dos proteinas de 384 y 343 aa,
FPS1L y FPS1S, respectivamente. Estas dos isoformas de FPS1, presentan una secuencia
aminoacidica idéntica excepto en el extremo N-terminal, donde FPS1L posee una extensiéon
de 41 aa, respecto de FPS1S (Cunillera et al., 1997). Las proteinas FPS1S y FPS2
presentan una identidad del 90,6% y una similitud del 94,5% (Figura 10B; Cunillera et al.,
1996).
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FPS1S 304 FMEYESKSYEKLTGAIEGHQSKAIQAVLKSFLAKIYKRQK 343
FPS2 303  ..... KE...... 23 A W 342
VII

Figura 10. Esquema de la estructura de los genes FPS1y FPS2 de A. thaliana. A) Las cajas negras
indican los exones. La caja roja en FPS1, representa la secuencia nucleotidica que codifica la extension N-
terminal de la isoforma FPS1L. Debajo de cada gen se indican el mMRNA que expresa cada gen y las
proteinas codificadas por cada uno. B) Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las isoformas
FPS1S y FPS2. En este ultimo caso se muestran sélo los aa diferentes entre ambas isoenzimas. Los
recuadros grises indican las 7 regiones conservadas, de las cuales las regiones Il y VI constituyen los

dominios FARM y SARM, respectivamente.
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2.2 Expresién temporal y espacial de los genes FPS1y FPS2

La expresion de los genes FPS en Arabidopsis thaliana fue analizada en plantas
transgénicas portadoras de los transgenes FPS1S::GUS y FPS2::GUS. A través de este
estudio, se observd que el gen FPS1 presenta una expresion generalizada e intensa durante
todo el desarrollo de la planta tanto en la fase vegetativa como reproductiva (Figura 11A),
mientras que el gen FPS2 presenta una expresion restringida a érganos florales, semillas y

estadios tempranos de la germinacion (Figura 11B; Cunillera et al., 2000; Closa et al., 2010).

A B
pFPS1S)] | GUS [ [NosT] pFPs2 ) | GUS [ [Nos-T

Figura 11. Patrones de expresion de los genes FPS1y FPS2 en plantas de A. thaliana transformadas
con los genes quiméricos FPS1S::GUS y FPS2::GUS. Las imagenes pertenecen a: 1) inflorescencias en
distintos estadios de desarrollo, 2) detalle de la parte superior de las silicuas maduras, 3) plantulas de 15
dias, 4) tallos secundarios con hojas caulinares y 5) plantulas de 24-48 h de germinacion correspondientes
a: FPS1 (A) y FPS2 (B) (Imagen adaptada de Cunillera et al., 2000).

2.3 Localizaciéon subcelular de las enzimas FPS

En el caso de las plantas, FPS parece existir en diferentes localizaciones
subcelulares. En Vitis vinifera se ha detectado actividad FPS en fracciones citosolicas
(Feron et al., 1990); esta misma localizacion se observo en el fruto de C. annuum, mediante
el uso de anticuerpos anti-FPS (Hugueney et al., 1996) y en tomate no se ha identificado
ningun tipo de sefal en FPS1 que indique otra localizacion diferente a la citosolica (Gaffe et
al.,, 2000). En un estudio con Parthenium argentatum se ha establecido, mediante

inmunodeteccién, la presencia de FPS en extractos proteicos procedentes de particulas de
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latex, las cuales se acumulan en el citosol y poseen la capacidad de sintetizar FPP (Pan et
al., 1996). En el caso del arroz, se ha observado mediante inmunocitoquimica y usando
anticuerpos anti-FPS, que la isoforma FPPS1 se encuentra en cloroplastos, mientras que la
FPP2 lo hace en raiz, lo que sugiere la localizacion de esta enzima en el citosol (Sanmiya et
al., 1999). Por otro lado, mediante western blot usando los mismos anticuerpos, también se
observé la presencia de FPS en fracciones plastidicas de trigo y tabaco. Recientemente, se
ha realizado un estudio sobre la localizaciéon subcelular de una FPS en células de C. roseus
donde observaron que esta proteina, se localiza en los peroxisomas, si bien una parte de
esta también se localiza en el citosol (Thabet et al., 2011).

En A. thaliana no ha sido posible identificar ninguna sefial de localizacion subcelular
en las isoenzimas FPS1S y FPS2. Mediante técnicas de inmunocitoquimica en
microsecciones de hojas de roseta basal de plantas transgénicas sobreexpresoras de
FPS1S (Manzano, tesis doctoral 2003) o FPS2 (Closa, tesis doctoral 2007), se detecto la
presencia de ambas en el citosol. Por otro lado, en la isoenzima FPS1L la extensién N-
terminal de 41 aa de la proteina constituye una sefal de transito a mitocondrias que la dirige
a dichos organulos (Cunillera et al., 1997). La localizacion mitocondrial de FPS1L se ha
confirmado mediante inmunocitoquimica en plantas sobreexpresoras de esta enzima y se ha
demostrado ademas, que este péptido es capaz de dirigir de manera especifica a la proteina

GFP a mitocondrias en células epiteliales de hojas de Arabidopsis. (Manzano et al., 2006).

2.4 Funcién de las FPS en la regulacién de la biosintesis de isoprenoides en plantas

Si bien se ha visto que la enzima HMGR desempefia una funciéon clave en la
regulacion de la biosintesis de isoprenoides en la via del MVA, no se desestima que otras
enzimas estén implicadas también en el control de la via, como por ejemplo la FPS. La
propuesta de funcion reguladora de la FPS se hace en base a su situacion en la via, ya que
tanto los sustratos como el producto de la reaccion son encrucijadas metabdlicas. Por
ejemplo, algunos estudios sugieren que FPS posee una funcion relevante en la regulaciéon
de la sintesis de metabolitos secundarios de origen isoprenoide como las fitoalexinas
(Dudley et al., 1986; Hugueney et al., 1996; Chen et al., 2000). Por otro lado, en dos
especies de algodon (G. arboreum y G. australe) se ha detectado un incremento en los
niveles de mRNA de las FPS y la cadineno sintasa (sesquiterpeno sintasa) en respuesta al
tratamiento con un elicitor fungico (Liu et al., 1999). Una respuesta similar se ha observado
en frutos de pimiento después del tratamiento con celulasa (Hugueney et al., 1996). Al
comparar los niveles de expresion de los genes HMGR, DXS, DXR 'y FPS en la produccién

de artemisinina en cultivos de raiz se observd que sélo los niveles de FPS se incrementaron
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junto con el aumento de los niveles de artemisina (Souret et al, 2003). Ademas, la
sobreexpresion tanto de la FPS de A. annua en G. arboreum (Chen et al., 2000), como de
su propia FPS (Han et al., 2006) producen un incremento en el contenido de artemisina. En
un estudio usando metil jasmonato como elicitor en cultivos de hairy roots de C. asiatica que
sobreexpresaban FPS, indicaron la importancia de esta enzima en la sintesis de triterpenos
(Kim et al., 2009).

En lo que respecta a la posible funcion reguladora de la FPS en la sintesis de
metabolitos primarios, la cantidad de trabajos realizados es mucho menor. En el caso de
plantas de A. thaliana donde se sobreexpres6é la isoforma FPS1L no se observaron
alteraciones en el fenotipo al ser expuestas a condiciones de iluminacion de dia corto o dia
largo, pero si al ser expuestas a dia continuo, donde exhibieron sintomas de clorosis y
muerte celular, que se correlaciona con la acumulacion de H,O,. Por otro lado, también
manifestaron senescencia prematura en hojas sueltas (Figura 12A) y una alteracion del perfil
de citoquininas. El fenotipo de senescencia prematura estd acompanado de la induccién en
hojas del gen SAG12, que codifica para una cistein-peptidasa que se utiliza como marcador
de la senescencia natural. En estas plantas, los sintomas de senescencia prematura en
hojas aisladas y las alteraciones del perfil de citoquininas, son revertidos al sobreexpresar
de manera simultanea HMGR1S o HMGR2. Esto concuerda con la hipotesis de que la
aparicion de las lesiones podria deberse a una reduccion de los niveles de IPP/DMAPP
disponibles para sintetizar citoquininas. Sin embargo, la doble sobreexpresion no revierte el
fenotipo de clorosis en hojas. Las plantas sobreexpresoras de FPS1L tampoco presentan
ninguna alteracion en los niveles de esteroles. (Manzano et al., 2006; Busquets T, tesis
doctoral 2008).

Las plantas de Arabidopsis que sobreexpresan la isoforma FPS1S no mostraron un
incremento de los niveles de esteroles. En cambio, estas plantas se caracterizan por
presentar una reduccién del tamafo de la roseta basal, lesiones necréticas en las hojas y
senescencia prematura en hojas aisladas de la planta (Figura 12B). Este fenotipo va
acompanado de una disminucion de los niveles de zeatina. Estos resultados sugieren que el
incremento en el consumo de IPP debido a la sobreexpresion de FPS1S, provoca una
disminucién de los niveles de IPP/DMAPP que podrian ser utilizados para la sintesis de
zeatina (Masferrer et al., 2002). La presencia de lesiones necréticas provocadas por la
sobreexpresion de FPS1S, también indujo una acumulacién de H,O, junto con un aumento
de la expresion de los genes PR-1 (Pathogenesis Related-1) y AOX-1a (Alternative Oxidase-
1a). Se ha propuesto que la disminucién de IPP citosdlico, debido a la sobreexpresion de
FPS1S, reduciria la cantidad de IPP que podria ser transportado hacia las mitocondrias, lo
que provocaria una alteracién en los niveles de algun isoprenoide mitocondrial (por ejemplo,

ubiquinonas, grupo hemo A), y produciria una disfuncién del organulo que provocaria la
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acumulacién de peréxido de hidrogeno, responsable de las lesiones necréticas, asi como de
la induccién del gen AOX-1a. La hipétesis de los niveles reducidos de IPP esta justificada
por el hecho de que todos los fenotipos asociados en la sobreexpresiéon de FPS1S revierten
al sobreexpresar conjuntamente la isoforma completa de HMGR1S, su dominio catalitico,
HMGR1-DC (Manzano et al., 2004) o HMGR2 (Busquets T., tesis doctoral 2008).

Respecto a la sobreexpresidon de la isoforma FPS2 en plantas de A. thaliana, si bien
se detecta un aumento de actividad enzimatica, no se ha traducido en ninguna alteracion
fenotipica visible, a diferencia de las plantas que sobreexpresan FPS1S. Los niveles de

esteroles tampoco resultan afectados en estas plantas (Closa M, tesis doctoral 2007).

SE-FPS1L SE-FPS1S

Figura 12. Plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan FPS1L y FPS1S. A) Comparacién de la
roseta basal de plantas Wt y sobreexpresoras de FPS1L (SE-FPS1L). Se muestra también un detalle del
fenotipo de clorosis en hojas y de senescencia prematura en hojas sueltas. B) Comparacion de la roseta
basal de plantas Wt y sobreexpresoras de FPS1S (SE-FPS1S). Se muestra ademas en detalle, las
lesiones necroticas en hojas y la senescencia prematura en hojas sueltas. (Imagen adaptada de Masferrer
et al., 2002 y Manzano et al., 2006).
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2.5 Mutantes de Arabidopsis con pérdida de funcién de los genes FPS1y FPS2

En un estudio realizado en nuestro laboratorio por Closa et al. (2010), se
caracterizaron dos alelos mutantes nulos por insercion de T-DNA en el gen FPS1 (fps1-1y
fps1-2) y dos alelos mutantes del gen FPS2 (fps2-1y fps2-2) (Figura 13).

En ninguno de los mutantes simples caracterizados se observaron alteraciones
fenotipicas durante el crecimiento de la planta, lo que demostrd que sélo un gen FPS es

suficiente para mantener el desarrollo normal de las mismas.

ATG ATG  fps7-7(SAIL_310_D07) TAG

12

Glip
B
- |B3
1112 FPS1
ATG ATG fps7-2(SALK_073576) TAG
1112 FPS1
- | Bb1
1081
ATG fos2-1(SAIL_328 G086) TAG FPS2
— (- —
g v 4 5 6 78910 11
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ATG fps2-2(GT7041) TAG

02 kb

Figura 13. Caracterizacion molecular de los mutantes fps. A) Esquema de los alelos mutantes fps7-1,
fps1-2, fps2-1 y fps2-2. Las cajas negras indican exones y las lineas corresponden a los intrones. Los
triangulos indican los puntos de insercion del T-DNA o del elemento Ds. B) Analisis por RT-PCR de la

expresion de los genes FPS1y FPS2 en los mutantes fps (Closa et al., 2010).

Posteriormente, el analisis de los niveles de actividad FPS en semillas de estos
mutantes, revel6 que el mutante fps2 (que expresa unicamente FPS1) sélo posee el 20% de
la actividad total de FPS, mientras que el mutante fps1 (que sblo expresa FPS2) mantiene el
80% (Figura 14A), lo que indica que FPS2 es la enzima mas abundante, y principal
responsable de la actividad FPS en las semillas. Los niveles de sitosterol se encontraron
disminuidos también en las semillas del mutante fps2 respecto de los del Wt y el mutante
fps1 (Figura 14B).
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Figura 14. Niveles de actividad FPS y de sitosterol en mutantes fps. A) Medicién de los niveles de
actividad FPS en semillas secas y germinadas a diferentes tiempos. B) Analisis de los niveles de sitosterol

en semillas de los mutantes fps1, fps2 y wt (Closa et al., 2010)

Al analizar los niveles de actividad HMGR en semillas, los mutantes fps? sélo
mostraron un ligero incremento de la actividad de esta enzima respecto a las semillas de las
plantas control, al contrario de los mutantes fps2, que presentaban un aumento notable en la
actividad HMGR, de 2,6 veces en el mutante fps2-1 y de unas 95 veces en la linea fps2-2,
respecto a las semillas de las plantas control. Este incremento de actividad HMGR produjo
un fenotipo de hipersensibilidad al inhibidor mevastatina en semillas del mutante fps2-2, y en
menor medida, del mutante fps2-1, que no se observé en semillas del mutante fps1 (Figura

15; Closa et al., 2010).

Mevastatina (uM)

Mevastatina (uUM)

0 0,5

Ler

Figura 15. Analisis de la sensibilidad a mevastatina de los mutantes fps. Imagenes de plantulas de 8
dias de los mutantes fps71-1, 2-1 y Col-3 qrt1 (panel izquierdo) y plantulas del mutante fps2-2 y su control
Ler (panel derecho), en presencia de las concentraciones de mevastatina indicadas. (Imagen adaptada de
Closa et al., 2010).
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En este estudio también se observd que el doble mutante homocigoto con pérdida de
funcion FPS (proveniente del cruzamiento entre los mutantes fps7-1y fps2-1) es letal debido
a que los embriones detienen su desarrollo en el estadio pre-globular (Figura 16; Closa et
al., 2010).

Pre-Globular

Doble mutante
e fps1:fps2
e T
/ (B
J \o % Wt
":;.\".
\ N s
Corazoén Torpedo Cotileddn

Figura 16. Analisis de la letalidad embrionaria en el doble mutante fps1:fps2. Imagenes del analisis
del desarrollo embrionario en el doble mutante fps7:fps2, en el panel superior y los embriones del control

W1, panel inferior.

3. Esfingolipidos

Los esfingolipidos son compuestos de naturaleza lipidica presentes en todas las
células eucariotas, aunque también es posible encontrarlos en algunos procariotas. Hasta la
fecha se conocen al menos 500 clases de esfingolipidos diferentes (Pata et al., 2010), y se
ha visto que sélo Arabidopsis thaliana, contiene unos 168 (Markham y Jaworsky, 2007). Las
vias de sintesis de estos compuestos son muy similares entre mamiferos, hongos y plantas.
Sin embargo, cada especie presenta diferencias en las clases de esfingolipidos sintetizados
y las proporciones presentes de cada uno; esta diferencia se observa incluso entre plantas,

dependiendo de la especie.

3.1 Estructura de los esfingolipidos

La estructura base de los esfingolipidos se denomina ceramida (cer) y consta de una

Base Esfingoide de Cadena Larga (BECL), ligada a una molécula de acido graso, mediante
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un enlace tipo amida entre el grupo amino de la base y el grupo acido. En plantas, la
mayoria son acidos grasos a-hidroxilados y en general de longitud entre 14 y 26 carbonos
(Lynch y Dunn, 2004; figura 17).

Base Esfingoide de CadenalLarga (18 C)

OH

/\/\/\NVW/'YCHQCH@ Grupo principal

VV\/\/\/\/WHNA\
o

Acidograso (14-26 C)

CERAMIDA

Unién amida

Figura 17. Esquema de la estructura base de la ceramida.

Esta estructura base puede ser modificada posteriormente a través de metilaciones,
variaciones en el grado de insaturacion e hidroxilaciones tanto en la BECL como en el acido
graso. Asimismo, el grupo OH de la BECL, puede unirse a azucares, fosfatos o inositol,
dando lugar a esfingolipidos mas complejos.

En plantas, dependiendo de si las BECL se encuentran libres o unidas al acido
graso, y de si la molécula esterificada al grupo hidroxilo principal se trata de inositol o un

azucar, pueden encontrarse 4 grupos principales de esfingolipidos (Figura 18):

1. BECL libres.

2. Ceramidas, en las que el grupo hidroxilo no se encuentra esterificado.

3. Glicosil-inositol-fosfoceramidas (GIPCs), que se forman por la adicién de una molécula
de inositol al grupo hidroxilo principal de la BECL de la ceramida.

4. Glicosil-ceramidas o cerebrosidos (GCs), donde la molécula esterificada al grupo

hidroxilo es un azucar (generalmente manosa o glucosa).
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Figura 18. Esquema de la estructura de los diferentes grupos de esfingolipidos sintetizados en
plantas. (Imagen adaptada de Pata et al., 2010).

En mamiferos la BECL caracteristica y mas abundante es la (E)-esfingo-4-enina
(lamada comunmente esfingosina, d18:1), mientras que en S. cerevisiae la base
predominante es 4-hidroxiesfinganina (llamada también fitoesfinganina, t18:0). En plantas,
donde se ha estimado que la proporcion de esfingolipidos alcanza el 10% del total de
lipidos, en especial en tejidos no fotosintéticos (Pata et al., 2010), se ha observado que la
composicién de las BECL es mas heterogénea, siendo posible encontrar hasta 9 clases
diferentes de bases C4s. Asimismo, presentan, a diferencia de otras especies, insaturaciones
cis (Z) o trans (E) en el Cg. Las BECL mayoritarias en plantas derivan de los isomeros 8-(E)
y 8(2) de la 4,8-esfingadienina (d18:2) y de la dihidroxiesfinga-8-nina (t18:1). Asi, las nueve
bases mas comunes son: esfinganina (d18:0), (E)-esfingo-4-enina, también Illamada
esfingosina (d18:1F), (E)-esfingo-8-enina (d18:1%), (Z)-esfingo-8-nina (d18:1%%), (4E,8E)-
esfinga-4,8-dienina (d18:2°58F), (4E,82)-esfinga-4,8-dienina (d18:2584), 4-
hidroxiesfinganina, también denominada fitoesfingosina (t18:0), (E)-4-hidroxiesfingo-8-enina
(t18:1%F) y (Z)-4-hidroxiesfingo-8-enina (t18:1%4).

Como se mencion6 anteriormente, incluso entre plantas, las proporciones y clases de
BECL difieren. Por ejemplo, de las 9 bases caracteristicas descritas en plantas, en hojas de
Arabidopsis thaliana se han encontrado solo 6 (destacadas con un asterisco rojo en la figura
19; Markham et al., 2006). De estas bases halladas en Arabidopsis, los isbmeros 8-(E) y
8(Z) de la t18:1 son las BECL predominantes, con un 57% y un 32% del total
respectivamente, mientras que los isomeros d18:1 constituyen menos del 10% del total
(Dunn et al., 2004).
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Se ha observado también una gran variabilidad a nivel de la cadena de acido graso,
por lo que existe la posibilidad de combinar las 9 BECL mencionadas, con 10 tipos
diferentes de acidos grasos para formar la ceramida. La mayoria de los acidos grasos son a-
D-hidroxilados y varian en su longitud entre 14 y 26 carbonos, siendo los mas comunes en
A. thaliana, los de cadenas saturadas con Cis Cy, Coy y Cys atomos de carbono,
constituyendo mas del 55% del total los 24:1h y 24:0h (Figura 19; Dunn et al., 2004).

Esfinganina d18:0 b 3

“O/\A/\/\/\/\N\/\/\ (Dihidroesfingosina)

H,

W ~F (E)-esfingo-4-enina d18:14
/\lNVVW\/\/\ (Esfingosina)

HO ] # (E)-esfingo-8-enina d18:1%8 3k

HU/\AA/\/EA/\M/ (2)-esfingo-8-enina d18:1%2

Hy

HO/YW\/\/\/\/\/\ (4E,8E)-esfinga-4,8-dienina  d18:24E.8E

HQ/T\/NW (4E,82)-esfinga-4,8-dienina  d18:24E:82
H,

HO 4-hidroxiesfinganina t18:0 %k
H, OH (Fitoesfingosina)

“o/\A/\/\/W\/\/\/\ (E)-4-hidroxiesfingo-8-enina  t18:1% sk
Hz

HO = (2)-4-hidroxiesfingo-8-enina  t18:1% 3k

Figura 19. Bases Esfingoides de Cadena Larga caracteristicas de plantas. Los asteriscos rojos indican
las BECL encontradas en hojas de A. thaliana. A la derecha se indica tanto el nimero de insaturaciones en
la BECL (0, 1 0 2) como su configuracion (E, frans o Z, cis). El nimero de grupos OH en la molécula se
detalla con la letra d (di-hidroxi) o t (tri-hidroxi), mientras que el nimero restante (18), indica el numero de

atomos de carbono de la base de cadena larga. (Imagen adaptada de Pata et al., 2010).

3.2 Biosintesis de esfingolipidos en plantas

La sintesis de los diferentes esfingolipidos puede llevarse a cabo de novo o a través

de la liberacion de las BECL de ceramidas o esfingolipidos mas complejos. En el primer

37



Introduccion

caso, comienza con dos reacciones secuenciales, que consisten en la condensacion de una
molécula de palmitoil-CoA y el aminoacido serina, la cual produce 3-cetoesfinganina, que es
reducida seguidamente, para dar lugar a esfinganina (precursora de la ceramida). Estas
reacciones estan catalizadas por las enzimas serina palmitoiltransferasa (SPT) y 3-
cetoesfinganina reductasa (KSR), respectivamente. La enzima SPT podria constituir uno de
los principales puntos de regulacion de la via, ya que debido a su posicion al inicio de la via,
determina el nivel de otros compuestos como las ceramidas y BECL (Zauner et al., 2010).
Una vez sintetizada la esfinganina, ésta puede seguir tres vias: puede ser fosforilada, para
formar esfinganina-1-fosfato; ser hidroxilada para dar lugar a 4-hidroxi-esfinganina o bien ser
acilada para sintetizar ceramida.

La sintesis de ceramida (la molécula base de todo esfingolipido), se obtiene a partir
de una reaccién de condensacion entre el grupo amino de la esfinganina y el grupo acido de
un 4cido graso, catalizada por las enzimas CS (Ceramida sintasa) o SAT (Sphinganine-Acyl
Transferase), dependiendo de si el donante es un acido graso libre o unido a CoA,
respectivamente.

A partir de este punto, las ceramidas divergen hacia diferentes vias donde seran
modificadas mediante hidroxilaciones (como la a-OH en el C,), desaturaciones (en las
posiciones C, 0 Cg) o condensaciones con otras moléculas para dar lugar a esfingolipidos
mas complejos como las GIPCs o las GCs. Asimismo, son utilizadas como sustratos para la
sintesis de ceramida-fosfatos (Liang et al., 2003) o bien son degradadas por ceramidasas,
formando BECL libres (Figura 20).

Las GCs, se obtienen mediante la adicién de un azucar al grupo hidroxilo primario de
la molécula de ceramida, en una reaccién catalizada por la enzima glucosil ceramida sintasa
(GCS); mientras que la sintesis de GIPCs ocurre mediante la transferencia del grupo
inositolfostato a partir de la molécula de fosfatidilinositol, al grupo OH en el C, de la molécula
de ceramida. Esta reaccion estd catalizada por la enzima IPC sintasa (Inositol
Phosphorylceramide), dando lugar al inositolfosforil ceramida. Se ha observado que, en
algunas especies, las glucosilceramidas se sintetizan en el RE/membrana plasmatica,
mientras que los GIPCs se formarian en el aparato de Golgi (Bromley et al., 2003; Hillig et
al., 2003; Wang et al., 2008).
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Figura 20. Esquema simplificado de la biosintesis de esfingolipidos en plantas. SPT: Serina palmitoil
transferasa. KSR: 3-cetoesfinganina reductasa. LCBK: LCB kinasa. LCBPP: LCB fosfatasa. SH:

Esfinganina hidroxilasa. CS: Ceramida sintasa. SAT: Esfinganina-acil transferasa. IPCS: Inositol fosforil

ceramida sintasa. PLC: Fosfolipasa C. GCS: Glucosil-ceramida sintasa. GCasa: Glucosil ceramidasa.

(Imagen adaptada de Dunn et al., 2004).

3.3 Funciones de los esfingolipidos

Hay un gran numero de estudios realizados sobre las funciones de los esfingolipidos

en mamiferos y levaduras; sin embargo, aunque existe relativamente poca informacién

sobre este tema en plantas, cada vez son mas numerosos los estudios que involucran los

esfingolipidos en funciones de sefializacién celular. Por ejemplo, se ha descrito que las

GIPCs podrian desempefiar un papel determinante en la comunicacion entre células y la

exportacion de ciertas proteinas (Worral et al., 2008). También, se han realizado estudios

donde se describe que durante la interaccion planta-patégeno (Raffaelle et al., 2009), al

interrumpir la sintesis de esfingolipidos, se produce un aumento de la concentracion de

BECL libres, lo que produce una respuesta de hipersensibilidad asociada a mecanismos de

defensa por parte de la planta (Abbas et al., 1994, 1998; Wright et al., 2003).
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Otra funcién que ha sido estudiada es la influencia de los esfingolipidos en el
proceso de la apertura estomatica, donde parecen desempefiar un papel clave como
reguladores de este proceso (Ng et al., 2001; Coursol et al., 2005; Worrall et al., 2008;
Nakagawa et al., 2012).

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso donde se ha evidenciado la
participaciéon de las ceramidas. Estos compuestos se encuentran en menor abundancia en
las membranas, pero al igual que en mamiferos y levaduras, donde se ha comprobado su
capacidad para inducir este proceso, en las plantas se ha observado que cumple una
funcién similar (Reape y McCabe, 2008; Alden et al., 2011).

Por otro lado, se ha observado que las GCs y las GIPCs, se encuentran implicadas
en la regulacion de la estabilidad y la permeabilidad de las membranas, ya que al aumentar
el niumero de hidroxilaciones de las cadenas de las BECL, aumenta la estabilidad y
disminuye la permeabilidad de las mismas (Karlsson y Larson, 1982). Es por ello que en las
membranas plasmaticas y en las del tonoplasto se encuentran grandes cantidades de GCs
altamente hidroxiladas, junto a una mezcla de otros lipidos complejos, que contribuyen a
mantener su integridad (Warnecke y Heinz, 2003). Se ha estudiado la importancia en la
composicién e interaccion entre los diferentes lipidos presentes en las membranas, ya que
de ello dependen las propiedades y el comportamiento frente a diferentes tipos de estrés.

También, se ha descrito que las moléculas de GPIl desempefian una funcién muy
importante en el transporte de proteinas hacia la membrana celular, donde pueden
permanecer retenidas o bien ser liberadas a la pared celular, previa separacién (mediada
por una fosfolipasa) de la molécula de GPI (Thompson y Okuyuma, 2000). En A. thaliana se
han identificado al menos 210 posibles proteinas unidas a GPI, con diferentes funciones,
como sefalizacion, adhesion o respuesta a estrés (Borner et al., 2002). En levaduras, la
sintesis de ceramidas (y/o IPC) es imprescindible para el transporte de proteinas ancladas a
GPI desde el RE al Golgi, posiblemente para estabilizar la uniéon entre la proteina unida a
GPl y la membrana (Watanabe et al., 2002).

4. Interaccion entre esteroles y esfingolipidos

4.1 Concepto de “lipid rafts”

Desde hace varias décadas, se ha determinado la existencia en la membrana

plasmatica de estructuras diferenciadas compuestas por clases y proporciones especificas

de proteinas, esteroles y lipidos, los cuales interactuan entre si y constituyen plataformas de

sefalizacion que se encuentran implicadas en diversas funciones celulares. Estas
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agrupaciones, se han denominado “lipid rafts” (balsas lipidicas) o bien, mas recientemente,

“membrane rafts” (Figura 21).

LIPID RAFT

MEMBRANA PLASMATICA MEMBRANA PLASMATICA

-~
l o%e Glico-esfingolipido Esterol

—

E . Proteinatransmembrana
: Proteinaancladaa GPI asociadaa lipid raft

%, (puede estarglicosilada)

FOSfO!"PidO Proteina transmembrana
(saturado o insaturado) no asociada a lipid raft

Figura 21. Representacion esquematica de la organizacion de lipid rafts en la membrana plasmatica.

(Imagen adaptada de http://www.nanofunction.org/lipid-membrane-nanostructure).

En el reino vegetal, las membrane rafts comenzaron a ser estudiadas en el afio 2000
por el grupo de Peskan et al., quienes detectaron la presencia de estas agrupaciones, como
membranas insolubles en detergentes (DIMs) y desde entonces ha surgido un gran numero
de estudios que han aportado informacion acerca de su estructura, organizacion y
funciones. En plantas, las DIMs representan entre un 5-10% del total del contenido de
proteinas de la membrana plasmatica y entre los componentes lipidicos presentes en ellas
se encuentra una mezcla de esteroles libres y conjugados (esterilglucésidos acilados y no
acilados), esfingolipidos como GIPCs y GCs y glicerolipidos. Las proporciones, varian segun
la especie, que en algunos casos han sido caracterizadas, como por ejemplo en Arabidopsis
thaliana (Simon-Plas et al., 2011).

Se ha observado que la composicion proteica de las DIM, es diferente a la del resto
de la membrana y hasta el momento se identificaron cientos de proteinas involucradas en
sefalizacion, respuesta frente a estreses bidticos y abibticos, transito celular e interacciones
célula-célula (Beck et al., 2007; Men et al., 2008; Minami et al., 2009; Raffaele et al., 2009;
Titapiwatanakun et al., 2009; Keinath et al., 2010). Todos estos procesos son posibles
debido a la capacidad de las membrane rafts de organizarse espacial y temporalmente en la
membrana plasmatica, permitiendo la disposicidon 6ptima de los elementos proteicos
especificos y en las proporciones necesarias, para llevar a cabo la regulacion de los

mismos.

4.2 Regulacion coordinada de la biosintesis de esteroles y esfingolipidos

Como se ha establecido en apartados anteriores, los esteroles y los esfingolipidos

son compuestos sumamente importantes, debido a su implicacion en procesos bioldgicos
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esenciales, tanto a nivel estructural, como funcional, lo que sustenta la idea de que la
coordinacion y regulacion de su metabolismo debe estar perfectamente coordinada.

Los mecanismos de co-regulacion de los niveles de esteroles y esfingolipidos han
sido ampliamente estudiados en mamiferos y levaduras. Uno de los principales mecanismos
elementos de esta regulacion coordinada son las SREBP (Sterol Regulatory Element
Binding Proteins) cuya funcién es regular, a nivel transcripcional, el metabolismo del
colesterol, asi como también controlar la sintesis de varios lipidos en diferentes etapas
(Worgall et al., 1998). En células de mamiferos, el transporte extracelular de ambos
compuestos se realiza a través de las mismas particulas lipoproteicas, y cuando ocurren
mutaciones en enzimas claves en la biosintesis ya sea de esteroles o bien de esfingolipidos,
se produce la acumulacién de ambos productos (Bektas et al., 2010; Ginzburg et al., 2004).
De manera similar, en levaduras, al producirse alteraciones en enzimas del metabolismo de
esteroles, frecuentemente ocurren cambios especificos en los niveles de esfingolipidos y
viceversa (Swain et al., 2002; Eisenkolb et al., 2002; Guan et al., 2009).

La informacion existente en plantas, sobre la regulacién coordinada de esteroles y
esfingolipidos, en comparacién con mamiferos y levaduras es notablemente menor. Por
ejemplo, se ha realizado un estudio en plantulas de puerro (Allium porrum L.), crecidas en
presencia de fenpropimorph, un inhibidor de la biosintesis de esteroles, que puso de
manifiesto una variacion del perfil de estos compuestos, junto con una disminucién notable
de los niveles de GCs y fosfatidilserina, asi como la acumulacion de triacilglicéridos
(Hartmann et al., 2002). Por otro lado, un estudio realizado en nuestro laboratorio, donde se
trataron plantas de Arabidopsis thaliana con miriocina, un inhibidor especifico de la SPT, que
cataliza el primer paso en la sintesis de esfingolipidos, pone de manifiesto una reduccion
tanto de los niveles de esteroles, como de la actividad de la enzima HMGR (Nieto et al.,
2009). Otro estudio llevado a cabo en plantulas de Triticum aestivum L. tratadas con
nistatina, un compuesto que altera la estabilidad de las membranas, manifestaron una
disminucién de los niveles de esteroles totales acompafiada de un aumento de los niveles
de GCs después de 2 h de iniciado el tratamiento (Valitova et al., 2011).

Si bien hay varios estudios que avalan la relacién entre el metabolismo de esteroles y
esfingolipidos, los mecanismos de regulacidon que controlan estos procesos no han sido
dilucidados aun, sobre todo en plantas, donde la informacién es todavia mas escasa. Sin
embargo, se ha observado que, debido a la asociacion fisica entre esteroles y
esfingolipidos, cuando ocurren alteraciones en la homeostasis de un tipo de compuesto, se
produce un desbalance en el metabolismo del otro. En este contexto, se ha sugerido la
participacion de la proteina Arv1 (proteina objeto de esta tesis, que sera tratada en detalle
en el préximo apartado), en la regulacién coordinada del metabolismo de esteroles y

esfingolipidos en levadura.
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5. Las proteinas Arv

5.1 Arv en levaduras y mamiferos

En levaduras se ha identificado el gen ARV1 que codifica una proteina cuya funcién
podria estar implicada en la regulacion coordinada del metabolismo de esteroles y
esfingolipidos. La proteina Arv1p fue descubierta en el afio 2000 por Tinkelenberg et al.
cuando realizaban un escrutinio en levadura, para detectar mutantes inviables en ausencia
de los genes que codifican las proteinas Are (ACAT-Related Enzimes, enzimas relacionadas
a ACAT: Acil-CoenzimaA: colesterol O-aciltransferasa). Estas enzimas, codificadas por los
genes ARE1 y ARE2, intervienen en la esterificacién de los esteroles libres (ya que los
niveles elevados de esteroles libres en la célula son citotdxicos). En el escrutinio se obtuvo
un mutante de levadura que se identificé como arv (ARE2 Required for Viability), el cual no
es capaz de crecer a 37°C incluso en presencia del gen ARE2. El triple mutante arv1A-
are1A-are2/ también es letal, lo que evidencia la necesidad de la esterificacion de esteroles
para mantener la viabilidad de estas células. Este mutante arv1A, se caracteriza por su
sensibilidad a nistatina, un aumento del 50% de los niveles de los esteroles libres y del 75%
de los de esteril-ésteres, lo cual vincula la funcién de la proteina Arv1p con la regulacion de
los niveles de esteroles en la célula. El analisis de la composicion lipidica de diferentes
fracciones de membranas en este mutante, indica que existe un aumento en los niveles de
esteroles en las membranas del RE y las vacuolas, y una disminucién en la membrana
plasmatica, lo que sugiere también la participacién de Arv1p en la distribucién intracelular de
los esteroles. EI mutante arviA crecido en anaerobiosis (entorno donde las células
necesitan obtener esteroles y acidos grasos exdgenamente) es inviable, lo que indica que
Arv1p es también esencial en la captacion de esteroles del medio externo.

El gen ARV1 de S. cerevisiae (SCARV1) codifica una proteina de 321 aa. Al
comparar la secuencia aminoacidica de ScArv1, con la correspondiente homologa de otras
especies (A. thaliana, C. elegans y H. sapiens), se identificd una secuencia de 61 aa en el
extremo NH, terminal, denominada Dominio de Homologia de Arv (AHD), con un alto grado
de identidad, el cual incluia un posible motivo dedo de zinc (C-X,-C-X2-C-X,-C), descrito en
factores de transcripcion y otras proteinas de unién a DNA o que interaccionan con otras
proteinas, y un bloque conservado de 33 aa, que constituye el subdominio C-terminal.
(Figura 22; Tinkelenberg et al., 2000; Forés et al., 2006).
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AtArvlp MAASE HR@VGEGFRV KSEEIQOMSPG 25
AtArv2p MAREK KT@VEGHKV KSEEIQOMSPG 25
HsArvlp MGNGGRSGLQQ GKGNVDGVAA TPTAAS ASCQ YR[EIEENOEA KEMYRDMNHG 51
ScArvlp MIG®ITI®MRPV DSIYTVMSND 20
* *
AtArvlp NIRLMK@GN@® DEMTIEC ERMIIFHMDLI HRPKVMNEV LYWAINPAT- 74
AtArv2p NFRLMKEN[E C ELLITFMDLI MWHKTKAMSNEL LYNVVNQES- 74
HsArvlp VIKITI@KS@® Ij@Y DPVIILMNAT MCKAQAMNTI LENTQINIH- 100
ScArvlp HIQLTDPY[® I DNVLLFMDLL MLKAGANN:I VFINALELHLS 70

Figura 22. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas del dominio AHD de las proteinas Arv1 de
diferentes especies. Sc: Saccharomyces cerevisiae; At: Arabidopsis thaliana; Hs: Homo sapiens. EI AHD
se destaca subrayado en negro. Las cajas grises y negras indican los aa conservados en 3 y 4 especies,
respectivamente. Los recuadros rojos sefalan la secuencia que forma un posible motivo dedo de zinc y los

asteriscos sefialan las cisteinas conservadas. (Imagen adaptada de Forés et al., 2006).

La fusion de Arv1 con la proteina GFP, presenta una localizacién tanto en RE como
en Golgi y sugiere que esta localizacion podria depender del ciclo celular (Swain et al.,
2002).

Un estudio reciente sobre la topologia de Arv1p de levadura indica que contiene 3
dominios transmembrana que anclan la proteina a la membrana del RE. El extremo N-
terminal se localizaria en la cara citosélica del RE, mientras que el C-terminal, se

encontraria orientado hacia el lumen (Figura 23) (Villasmil y Nickels, 2011).

NH, m ' Citosol

Figura 23. Esquema del modelo de topologia de Arvip de S. cerevisiae en la membrana del RE,

propuesto por Villasmil y Nickels. AHD: Arv Homology Domain. H1, H2 y H3: dominios transmembrana.

En un escrutinio posterior en el que se buscaban mutantes de levadura defectivos en
el metabolismo de esfingolipidos, se volvié a identificar un mutante del gen ARV1. En este
mutante, los niveles de ergosterol y zimosterol se encuentran disminuidos, mientras que los
de lanosterol estan aumentados, asi como los de otros intermediarios biosintéticos no
identificados. También se ha caracterizado la proteina Arv1l humana y se ha observado que
es capaz de complementar la cepa de levadura arv1A, indicando que son ortoldgas.
Respecto a la biosintesis de esfingolipidos, el mutante arv1A presenta una acumulacién de

ceramidas B y C (derivados de la fitoesfingosina), asi como la incapacidad de sintetizar
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esfingolipidos complejos como MIPC o MIP,C. Los niveles de acidos grasos presentan
también una disminucion en general, mientras que la biosintesis de fosfolipidos no se ve
afectada, lo que indica que Arvip no es necesaria para este proceso en condiciones
normales de crecimiento (Swain et al., 2002).

Si bien Arv1p habia sido identificada y relacionada con el metabolismo de esteroles y
esfingolipidos, no se disponia de informacién acerca de su funcién concreta, hasta que en el
afno 2008, Kajiwara et al., vincula esta proteina a la biosintesis de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) en levadura. EI GPI, es un glicolipido complejo presente en eucariotas, que se une
covalentemente al extremo C-terminal de algunas proteinas de secrecion y permite su
anclaje a la membrana (Pittet y Conzelmann, 2007). La sintesis de GPI comienza en la cara
citosélica del RE hasta obtener una molécula de pre-GPI que debe ser translocada desde la

cara citosolica a la luminal del RE para continuar su maduracioén (Figura 24).
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Figura 24. Esquema general de la biosintesis de GPl en mamiferos y levaduras. UDP-GIcNAc: UDP-
N-Acetilglucosamina. PI: Fosfatidilinositol. GIcNAc-PI: N-acetilglucosaminil-Pl. GlIcN-PI: Glucosaminil-Pl.
GlcN(acil)-PI: Glucosaminil-acil-Pl. Man: manosa. EtNP: fosforiletanolamina. GPI: Glicosil-fosfatidilinositol.
La biosintesis se inicia en la cara citoplasmatica del RE con la transferencia de GIcNAc desde UDP-
GIcNAc a una molécula de PI. El GIcNAc-Pl es N-desacetilado y luego la molécula de inositol es acilada
GlcN(acil)-Pl. A continuacion, se transloca hacia el lumen (mediante la posible accién de una flipasa,
indicada con la flecha roja) donde es manosilada y posteriormente se producen modificaciones por adicion
de residuos de fosforiletanolamina. La estructura final del GPI se une entonces a proteinas translocadas al
lumen del RE que contienen en su extremo C-terminal una secuencia sefal de union a GPI, dando lugar a

la proteina anclada a la membrana interna del RE.
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Estudios in vitro sobre la sintesis de GPl en membranas obtenidas del mutante
arv1A, sugieren que Arv1l podria actuar como una flipasa, es decir, una proteina que
transloca moléculas de la sintesis de GPI de |la cara citosélica a la luminal del RE, o bien,
como una proteina reguladora, que proporciona la molécula de GlcN(acil)-Pl para las
reacciones de manosilacion posteriores en el lumen del RE. Asimismo, se observé que
alteraciones en la sintesis de GPI, afecta también la regulacién del transporte de ceramidas
desde el RE al Golgi. En este estudio también se observa que los mutantes arviA de
levadura, presentan una disminucién de los niveles de esfingolipidos, una acumulaciéon de
ceramidas y una distribucién alterada de los esteroles en las membranas de las células. Por
otro lado, empleando mutantes gpi de levadura defectivos en la biosintesis de GPI establece
la implicacién de Arv1 en la alteracidén de su sintesis, y ademas algunos de estos mutantes
gpi presentan las mismas alteraciones a nivel de esteroles que los mutantes arv1A. Por
ultimo, sugiere que la modificacién en la distribucién de esteroles en el mutante arv1A,
podria deberse a un efecto indirecto derivado de la alteracién en la sintesis de esfingolipidos

y de su transporte.

Mas recientemente, en un estudio realizado por Schechtman et al. (2011), se ha
propuesto una relacion entre la pérdida de funcién del gen ARV1 y la induccién de la UPR
(Unfolded Protein Response). La UPR es un mecanismo de respuesta a estrés celular en el
RE que se activa cuando se detectan altos niveles de proteinas con mal plegamiento o
defectuosas. En este trabajo demuestran que las alteraciones en el metabolismo lipidico
observadas en el mutante de levadura arv1A produce fallos en la homeostasis del RE,
suficientes para inducir la UPR de manera independiente al mecanismo por el que la induce
la presencia de proteinas defectuosas. Asimismo, observaron que al inducir quimicamente la
UPR en este mutante, la respuesta fue notablemente mayor, probablemente debido a un
efecto sinérgico entre las alteraciones lipidicas y la acumulacién de proteinas defectuosas.
Sin embargo, no esta claro si el estrés en el RE observado en estos mutantes deficientes en
Arvl es una consecuencia de los defectos en el transporte de esteroles o un efecto
secundario del transporte, posiblemente mediado por Arv1, de diferentes especies lipidicas
(Schechtman et al., 2011).

En otro estudio, se demostré la importancia de Arv1 en el proceso de gemacion en
levaduras. Este proceso es dependiente de compuestos lipidicos, por lo que se sugiere que
las alteraciones del metabolismo lipidico afectan al proceso de polarizacion durante la
formacion de la yema, lo que imposibilita llevar a cabo la gemacién en el mutante arv1A.
Finalmente, se observd que sélo el dominio AHD de Arv1 es necesario para llevar a cabo

procesos involucrados durante la gemacion, como el arresto celular en la fase G1 del ciclo,
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la correcta distribucion de esteroles, la conjugacion y la formaciéon de la yema (Villasmil et
al., 2011).

La relevancia de Arvl en mamiferos, se ha estudiado en ratones en los que se ha
atenuado la expresion del gen ARV1 mediante un oligonucleétido antisentido con el fin de
suprimir su expresiéon en diferentes tejidos, en los cuales, se observd una notable
disminucion de la expresion de este gen, lo que produjo una acumulacion de colesterol en
plasma (hipercolesterolemia) y de acidos biliares, asi como también un aumento de la
actividad de FXR (farnesoid X receptor), un receptor nuclear que interviene como sensor en
la regulacion de la homeostasis de los acidos biliares. Los resultados, en concordancia con
los obtenidos anteriormente en otros estudios, demuestran que Arv1 esta implicado en la
regulacién de la distribuciéon y el metabolismo de esteroles (en este caso, del colesteral), asi

como también de los acidos biliares en mamiferos (Tong et al., 2010).

5.2 Arv en plantas

Hasta la fecha la unica informacion disponible sobre Arv en plantas se remite a la
identificacion y caracterizacion de los dos genes de la familia ARV en Arabidopsis thaliana,
AtARV1 (At1g01020) y AtARV2 (At4g01510). Estos genes codifican las proteinas, AtArv1
(245 aa) y AtArv2 (228 aa), respectivamente.

Ambas proteinas poseen una identidad del 66% y una similitud del 76% entre si
(Figura 25). Al comparar con las secuencias de las proteinas Arv de diferentes especies, se
observa que AtArv1 presenta una identidad del 14% (y una similitud del 32%) respecto a la
proteina Arv1 de levadura y un 20% (36% de similitud) con la Arv1 humana; mientras que en
el caso de AtArv2p posee un 17% de identidad (33% de similitud) con Arv1 de levadura y un
33% de identidad (39% similitud) con Arvl humana. Tanto AtArvl como AtArv2 son
funcionales ya que complementan la cepa mutante YNJ1756 (arv1A). Las proteinas AtArv
también poseen en el extremo N-terminal el AHD que es esencial para su funcionalidad
(Forés et al., 2006).

Estudios de complementacion funcional del mutante arv? de levadura con versiones
mutadas y truncadas de la proteina AtArv1, han demostrado que la proteina en la que se
habia delecionado los 46 aa del extremo N-terminal no era capaz de restaurar la
funcionalidad de la cepa de levadura arv1A4, ni tampoco la resultante al delecionar desde el
aminoacido 36 al 46. Por otro lado, al mutagenizar simultaneamente las 4 cisteinas

conservadas en la region AHD de AtArv, se demostré que no son esenciales para la
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funcionalidad de la proteina, aunque si es indispensable la integridad del subdominio C-
terminal del AHD (Forés et al., 2006).

ARV1 MIAREK I CGHKVKSLEI@OYSPGNERLM KCRNCEEVADEEYNVMECEIRET Ty
ARV2 WMIAASEz @ CGERVKSLFI@OYSPGNIRLM KCENC/SEVADEEY TECERMIT T 610
)NaaBE T DL T LHKUINKIAYRHELYN NOIHSANVOHLETWKLVIBAY LLET.DINYRSTL LR Koy
)NaANE T DL T LHRIZKEMVYRHVLY NATRNINEVNIOH L @IWKLVIAYLL@TI.D@YRSTL LR e
Arvl RUANBIGEINVEM SEIEEFESIEE VAR N Fl i3S F ANk V-MPINGIM® 149
Arv2 KEDIHESSFED BPYLLE KR pe HII‘T G LINEVSERIEE 150
Arvl MLIRTHLINRIEN IRAMISVEWEEF P I W A VENRAYUENSIA 199
Arv2 JIMIRGHERESEM [ IFAMINVMWEE'P I Db S MENRYUENINIT 200

Arvl TSINGELAVGFE] NI SIRNNAY DO MSGC—————— H EesM* 228
Arv2 MTINGHEAYET N NI INNIAYGE MEEPTIFLIQ MNEeSINT.OYMSY FE* 242

Figura 25. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas AtArv1 y AtArv2. El AHD
se destaca subrayado en negro. Las cajas negras indican los residuos conservados en las 2 proteinas y las
grises sefialan los aminodacidos similares. El recuadro corresponde al posible motivo de dedo de zinc en
cuya secuencia destacan en letras rojas las cisteinas potencialmente involucradas en su formacién (Forés,
tesis doctoral 2007).

La expresion de los genes AtARV1 y AtARV2, fue analizada mediante la fusién de las
correspondientes regiones promotoras al gen reportero uidA, que codifica para la enzima 8-
glucuronidasa (GUS). Al examinar los patrones de expresion de los genes quiméricos
AtARV1::GUS y AtARV2::GUS en diferentes tejidos de plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana, se observd que los promotores de ambos genes dirigen patrones altamente
solapantes entre si pero no idénticos. Su expresion se restringe mayormente a zonas
meristematicas (radiculares y apicales), granos de polen y semillas; es decir, en aquellos
tejidos donde existe una alta actividad metabdlica de crecimiento y division celular. La mayor
diferencia entre los patrones de ambos genes puede observarse en hojas de la roseta basal,
donde AtARV1 se expresa en el tejido vascular, a diferencia de AtARV2, cuya expresion no
se detecta (Figura 26, Forés et al., 2006).
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Figura 26. Analisis histoquimico de la actividad GUS en plantas transgénicas de Arabidopsis que
expresan los genes quiméricos AtARV1::GUS y AtARV2::GUS. Ensayo histoquimico de la actividad
GUS realizado en diferentes tejidos. Flores (A y B), silicuas jovenes (C y E), silicuas maduras (D y F),
plantulas de 3 dias (G y H), meristema apical del tallo de plantulas de 6 dias (I y J), plantulas después de
24 h de germinacion (K y L), meristemo apical de la raiz (M y O), meristemo lateral de la raiz (N y P), hojas
de roseta basal (Q y R). Las imagenes A, C, D, G, I, K, M, Ny Q pertenecen a los patrones expresados por

el gen AtARV1:GUS y las imagenes B, E, F, H, J, L, O, P y R corresponden a A{ARV2:GUS.

Como se ha indicado anteriormente, la proteina Arv1 de S. cerevisiae se localiza en
el reticulo endoplasmaético (RE) o en el aparato de Golgi, probablemente dependiendo de la
fase de crecimiento (Swain et al., 2002), mientras que en humanos la proteina Arvip se
localiza en el RE (Liu, 2004). En el caso de las proteinas AtArv1 y AtArv2 se ha confirmado,
mediante expresion en células de cebolla de fusiones con la GFP, que se trata de proteinas
de RE (Figura 27). Asimismo se observo que esta localizacién en el RE no depende de la
presencia del dominio AHD, ya que estudios con la proteina AtArv2 a la cual se le habian
deleccionado los 68 aminoacidos del extremo N-terminal (dominio AHD) también se
localizaba en el reticulo endoplasmatico (Forés et al., 2006).
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Figura 27. Localizacion subcelular de AtArv1 y AtArv2 fusionadas a la proteina GFP. Imagenes de
células de cebolla trasformadas transitoriamente con los genes quiméricos representados a la derecha de
cada imagen. GFP, representa la fluorescencia de las proteinas (GFP-AtArv1, GFP-AtArv2 y GFP-AtArv2-
AAHD), RFP indica la fluorescencia de la proteina DsRed, control de RE y GFP+RFP corresponde a la

superposicion de las dos imagenes anteriores (Imagen adaptada de Forés et al., 2006).
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Objetivos

Los esteroles son compuestos isoprenoides imprescindibles para las plantas donde
actuan como reguladores del crecimiento y desarrollo, asi como componentes estructurales.
En esta ultima funcion interactuan con algunos esfingolipidos y proteinas modulando las
propiedades de las membranas celulares, y a su vez, los esfingolipidos simples (ceramidas
y bases esfingoides libres) pueden actuar como mensajeros secundarios. Durante los
ultimos afos, se han acumulado evidencias sobre la regulacion coordinada del metabolismo
de esteroles y esfingolipidos, proceso en el cual, la proteina Arv parece desempefiar un
papel importante.

En el momento de iniciar este trabajo, los estudios de caracterizacion sobre la
proteina Arv han sido realizados mayormente en levaduras y mamiferos. En cambio, en
plantas, la Unica informacién acerca de esta proteina proviene del trabajo realizado en
nuestro laboratorio donde se identificaron y caracterizaron los genes AtARV1y AtARV2 de
Arabidopsis que codifican dos proteinas de reticulo endoplasmatico funcionales, AtArv1 y
AtArv2, respectivamente. Para profundizar en la caracterizacién de las proteinas AtArv de

Arabidopsis thaliana se propusieron los siguientes objetivos:

1) Determinar la topologia de AtArv en la membrana del reticulo endoplasmatico.

2) Identificar y caracterizar nuevos mutantes simples con pérdida total de funcién del
gen AtARV1

3) Estudiar el efecto de la pérdida simultanea de funcion de los genes AtARV1 y
AtARV2 sobre el metabolismo de esteroles y esfingolipidos, asi como también en el

crecimiento y desarrollo de plantas de Arabidopsis.

Por otra parte, si bien se ha visto que la enzima HMGR es el punto de regulacion
principal en la biosintesis de isoprenoides en la via del MVA, la enzima farnesildifosfato
sintasa también cumple un papel importante, ya que constituye el punto de partida para la
sintesis de diferentes productos finales imprescindibles para el crecimiento y desarrollo de
las plantas. En Arabidopsis existe una pequefa familia multigénica constituida por los genes
FPS1y FPS2, que codifican tres isoenzimas FPS: FPS1S, FPS1L y FPS2. La isoenzima
FPS1L contiene un péptido de transito que le confiere una localizacion mitocondrial,

mientras que en las isoenzimas FPS1S y FPS2 (que comparten una identidad en la
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secuencia aminoacidica del 90,6%), no se ha identificado ninguna secuencia que permita
predecir la localizacién subcelular, por o que se asume que son citosolicas. Al iniciar este
trabajo, se habia realizado el andlisis de los mutantes fps7 y fps2 de Arabidopsis thaliana,
que si bien demostré que sélo un gen FPS es suficiente para mantener el crecimiento y
desarrollo normal de la planta, también puso de manifiesto que las funciones de los genes
FPS1 y FPS2 no son del todo redundantes, ya que FPS1 parece cumplir un papel
preponderante durante la mayor parte del ciclo de vida de la planta, mientras que FPS2
desempefiaria una funcién mas importante en las semillas y en los estadios mas tempranos
de la germinacién. La pérdida de la funcién de FPS2 pero no de FPS1 en semillas conduce
a una disminucion de los niveles de sitosterol, un aumento de la actividad HMGR e
hipersensibilidad a la mevastatina (inhibidor de esta enzima) (Closa et al., 2010). Teniendo

en cuenta estos antecedentes, se plantearon los siguientes objetivos:

1) Realizar la caracterizacién bioquimica de las isoenzimas FPS1S y FPS2

recombinantes de A. thaliana.

2) Determinar la localizacién subcelular de las isoenzimas FPS1S y FPS2.

3) Analizar los patrones de expresidén de los genes FPS1y FPS2 en las semillas de A.

thaliana.

4) Estudiar la posible redundancia funcional de las isoenzimas FPS1S y FPS2

mediante la reversion de los fenotipos observados en el mutante fps2-1
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CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES arv DE Arabidopsis thaliana

1. Determinacion de la topologia de la proteina AtArv1 de Arabidopsis thaliana

Hasta el momento so6lo el estudio realizado por Villasmil y Nickels (2011) ha
proporcionado informacién, basada en resultados experimentales, sobre la topologia de la
proteina Arv1p de levadura en la membrana del reticulo endoplasmatico (RE). Al iniciar este
trabajo todavia no se disponia de informacion experimental acerca de la topologia de Arv de
Arabidopsis thaliana (AtArv), sélo se habian realizado analisis del perfil de hidrofobicidad, los
cuales sugerian que la proteina AtArv1 tendria 4-6 dominios transmembrana (Figura 28).
Por ello, se planted llevar a cabo un estudio para determinar la orientaciéon de AtArv1 en la
membrana del RE, empleando una aproximacién basada en la técnica Split Ubiquitin
Membrane Yeast Two Hybrid que permite identificar proteinas de membrana que
interaccionan entre si, pero que también se utiliza para determinar la orientaciéon de los

extremos N- y C-terminal de una proteina en el RE.

2,5

A N\ A

Hidrofobicidad

=-8.5

Upper cutoff ——
-1t Lover cutoff —— |
hydrophebici ity ——

a 168 158 208

Figura 28. Perfil de hidrofobicidad de la proteina AtArv1. Prediccion del perfil de hidrofobicidad a partir
de la secuencia aminoacidica de la proteina AtArvl mediante el programa TopPred
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?#forms::toppred). Las lineas rojas verticales en la parte superior

de la imagen indican los 4 posibles dominios transmembrana.

En primer lugar, se procedi6 al clonaje de la regién del cDNA que codifica la proteina
AtArv1 en los plasmidos pBT3N y pBT3C, los cuales poseen la secuencia que codifica para
la mitad C-terminal de la proteina ubiquitina fusionada al factor de transcripciéon LexA-VP16
(Cub-FT), ubicada en el extremo 5°- y 3’- de la secuencia clonada, respectivamente. El

clonaje del cDNA de AtArv1 se llevo a cabo de manera que la secuencia que codifica Cub-
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FT quedase situada tanto en el extremo 5°-, como 3’- respecto de la secuencia de cDNA de
AtArv1, dando lugar a los plasmidos pBT3N-ARV1 y pBT3C-ARV1, respectivamente. Cada
uno de estos plasmidos fue co-transformado en células de la cepa NMY51 de S. cerevisiae
(auxotréficas para adenina e histidina) junto con el plasmido pAl-Alg5. Este plasmido
expresa la proteina Alg5, cuya localizacion es la membrana del RE, fusionada por su
extremo N-terminal a la mitad N-terminal de la ubiquitina (Nub). El factor de transcripcion
(FT) unido a Cub se libera s6lo en el caso que ambas mitades de la ubiquitina interaccionen,
para lo cual es necesario que se encuentren proximas y orientadas hacia la cara citosoélica
del RE, lo que permite la regeneracion de la ubiquitina, y por consiguiente, la identificacion
por parte de las proteasas especificas que la reconocen y actuan escindiendo el FT. Una
vez liberado, el FT se traslada al ndcleo donde activa la expresion de los genes marcadores
de crecimiento auxotréfico ADE2 e HIS3 (Figura 29). La levadura transformada es capaz de
crecer en un medio carente de los aminoacidos adenina e histidina, sélo en el caso de

producirse la activacion de la expresion de los genes ADE2 e HIS3 por el FT liberado.

NO
INTERACCION INTERACCION

Lumen
Citosol
W e
OFF
Nucleo
CRECIMIENTO CREMNTO
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Figura 29. Esquema representativo del funcionamiento del sistema Split Ubiquitin Membrane Yeast
Two Hybrid para determinar la orientacion de una proteina en la membrana del RE. Alg5, proteina
anclada al RE; Nub y Cub corresponden a las mitades N- y C-terminal de la ubiquitina, respectivamente.
FT representa el factor de transcripcion LexA-VP16. ADE2 e HIS3 son genes involucrados en la sintesis de
adenina e histidina, respectivamente. En la situacién de crecimiento, Cub-FT (fusionado a la proteina en
estudio) se encuentra orientada hacia el citosol, donde se encuentra con Nub, lo que produce la
regeneracion la ubiquitina y la escision del FT que migra al nucleo activando los genes que permiten el
crecimiento de la levadura en el medio selectivo. En el caso de no interaccion, la mitad Cub-FT, quedaria
orientada hacia el lumen y por lo tanto no es capaz de regenerar la ubiquitina, ni activar los genes ADEZ2 ni

HIS3; por consiguiente, no se produce crecimiento.

Las parejas de plasmidos pBT3N-ARV1/pAl-Alg5 y pBT3C-ARV1/pAl-Alg5 fueron co-
transformadas en la cepa NMY51 y sembradas en medio minimo YNB sin adenina e
histidina (apartado de materiales y métodos 5.2). En paralelo, se co-transformaron células
de la misma cepa con los plasmidos pBT3N-AtSQS o pBT3C-AtSQS junto a pAl-Alg5, como
control positivo. La proteina AtSQS tiene una unica secuencia transmembrana de anclaje al
RE, de manera que el extremo N-terminal estd orientado hacia el citosol, mientras que el
extremo C-terminal se localiza en el lumen (Busquets et al., 2008).

Los resultados obtenidos mostraron que tanto las levaduras que co-expresaban las
proteinas AtArv1-Cub-FT y Alg5-Nub como las que co-expresaban FT-Cub-AtArv1 y Alg5-
Nub, eran capaces de crecer en el medio YNB en ausencia de histidina y adenina, lo que
demuestra que los extremos N- y C-terminales de la proteina AtArvl se encuentran
orientados hacia el lado citosélico del RE (Figura 30A). Esto a su vez, también indica que la
proteina AtArv1 ha de poseer un numero par de secuencias transmembrana, ya que de ser
impar uno de los extremos estaria orientado hacia el lumen del RE y por lo tanto, en una de
las dos combinaciones AtArv1/Alg5 no se observaria crecimiento en el medio auxotréfico
mencionado.

Esto es lo que ocurre en el caso de la combinacion AtSQS1-Cub-FT/Alg5-Nub en la
que el extremo C-terminal de AtSQS se ha fusionado a Cub-FT y esta orientado hacia el
lumen del RE y no es posible la interaccion entre las mitades Nub y Cub-FT, y por lo tanto,
no es posible el crecimiento de la cepa (Figura 30B).

Los resultados obtenidos en el analisis de topologia de AtArv1, que indican que esta
proteina posee un numero par de dominios transmembrana y que ambos extremos se

encuentran en la cara citoplasmatica del RE.
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Figura 30. Determinacion de la topologia de la proteina AtArv1 mediante el sistema Split Ubiquitin
Membrane Yeast Two Hybrid. A) Diagrama donde se indica la posible topologia de la proteina AtArv1 en
la membrana del RE. H1-H4 representan los posibles dominios transmembrana de la proteina. Las
imagenes de la izquierda del diagrama pertenecen a la cepa NMY51 que expresan las proteinas AtArv1-
Cub-FT/Alg5-Nub o Cub-FT-AtArv1/Alg5-Nub, crecidas en medio minimo YNB en ausencia de histidina y
adenina. B) Diagrama representativo de la topologia de la proteina AtSQS1 en la membrana del RE. H1
representa el dominio transmembrana de la proteina. Las imagenes en los recuadros superior e inferior del
esquema, muestran el crecimiento de las levaduras NMY51 que xpresan las proteinas AtSQS1-Cub-
FT/Alg5-Nub o la ausencia de crecimiento en las levaduras que expresan Cub-FT-AtSQS1/Alg5-Nub,

respectivamente.

2. Obtencion y caracterizacion del doble mutante arv1-1:arv2

Con anterioridad al inicio de este trabajo y para investigar la funcion biolégica de las
proteinas AtArv1 y AtArv2, se habian caracterizado los mutantes de inserciéon arv1-1
(Salk_090151) de la coleccidon SALK (Salk Institute - CA, USA) y arv2 (ET8675) de la
coleccién “Enhancer Trap” (Cold Spring Harbor). Segun la informacién proporcionada acerca
de estos mutantes, la insercibn de la secuencia de T-DNA en el mutante arv7-1 se

encontraba a +16 pb respecto a la primera base del coddn de inicio de la traduccién del gen
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AtARV1, mientras que el mutante arv2, contenia un elemento Ds insertado a -6 pb respecto
al codon de inicio de la traduccion del gen AtARV2.

Al analizar los niveles de mMRNA expresados a partir de cada alelo mutante, se
observé que el mutante simple arv1-1 era un mutante knock down (Figura 31A), mientras
que el mutante arv2 era un mutante knock out (Figura 31B). En cualquier caso, ninguno de
los mutantes mostraba diferencias de fenotipo con respecto a su correspondiente fondo wild
type (Forés O., tesis 2007).

A
394 pb
388 pb
ACTINA » 296 pb
Salk_090151 Col0
(mutante arv1-1)
B
394 pb
388 pb
UBIQUITINA » — 219 pb
Ler ET8675
(mutante arv2)

Figura 31. Analisis por RT-PCR de la expresion de los genes AtARV en los mutantes simples arv1-1
y arv2 de Arabidopsis thaliana. Amplificacion de fragmentos de cDNA de 388 pb del gen AtARV1
(carriles A1) y de 394 pb del gen A{ARV2 (carriles A2) obtenidos a partir de RNA proveniente de: A)
Plantas del mutante arv1-1y Col 0, que confirma la expresion atenuada del gen At{ARV1 (recuadro rojo). B)
Plantas del mutante arv2 y Ler, que muestra la ausencia de la banda correspondiente a la expresién del
mRNA de AfARV2 en el mutante arv2 (recuadro rojo). M: marcador de tamafio de DNA. UBIQUITINA:
Amplificacion de un fragmento de 219 pb del cDNA del gen de la ubiquitina (carriles UB), utilizado como
control interno. ACTINA: amplificacion de un fragmento de 296 pb del cDNA del gen de la actina, utilizado

como control interno (Forés O., tesis 2007).

2.1 Determinacion de la posicidon de la insercion en los mutantes arv1-1y arv2

Con el fin de establecer la posicion exacta de la inserciéon del T-DNA o del elemento

Ds en los mutantes arv1-1 y arv2, respectivamente, se secuencio la region flanqueante de
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los elementos de insercion, a partir de la correspondiente region genoémica amplificada por
PCR procedente de plantulas de los mutantes homocigotos arv1-1y arv2.

El resultado de la secuenciacién usando el primer LB2, ubicado en el left border (LB)
del T-DNA, indic6 que la insercion de esta secuencia en el mutante arv1-71 se encontraba
ubicada a -11 pb respecto de la primera base del codén de inicio de la traduccion del gen
AtARV1 (Figura 32A), en lugar de estar a +16 pb; mientras que la secuencia
correspondiente al mutante arv2 (utilizando el primer Ds5.1) revel6 que la insercion del
elemento Ds se hallaba ubicada en la posicion +3, respecto del coddn de inicio de la

traduccién, en lugar de la posicion -6 (Figura 32B).

A
9enARVIE , ate , GENARVIR T¢A  Alelo mutante arvi-1
(Salk_090151)
LB2
... TTAAAAACGTCCGCAATGGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTCGTTTACA
CCACATTGCTTAGACAATATgagagagagcaatggcggcgagtgaacacagatgcegt. ..
B

4ARV1 ATG ‘_GENARVZ R TGA

Alelo mutante arv2

(ET 8675)
Ds5.1
..acagtcacagacacagagagatgCACCCATGAAACTAGCATCGGCCARAATCCCCTAC
CGACCGTTATCGTATAACCGATTTTGTTAGTTTTATCCCGATCGATTTCGAACCCG

Figura 32. Esquema de la posicion de las inserciones en los genes AtARV1 y AtARV2 de los
mutantes simples arv1-1y arv2 de Arabidopsis thaliana. A) Esquema de la insercion del T-DNA en el
alelo mutante arv1-1. La flecha indica la posicion y orientacion del primer LB2. La secuencia
correspondiente al T-DNA se muestra en letras mayusculas en rojo y la secuencia flanqueante que
corresponde al gen AtARV1 se indica en letras minusculas. B) Esquema de la inserciéon del elemento Ds
en el mutante arv2. La flecha indica la posiciébn y orientacion del primer Ds5.1. La secuencia
correspondiente al elemento Ds se muestra en letras mayusculas en verde y la secuencia flanqueante
correspondiente al gen AtARV2 se indica en letras minusculas. En negrita se destaca el codén de inicio de

la traduccion.

2.2 Obtencion del doble mutante arv1-1:arv2

Debido a que las plantas homocigotas de los mutantes simples arv1-1 y arv2 no
presentaban alteraciones fenotipicas y con el fin de determinar el efecto que produce la
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disminucién de la expresion del gen AtARV1 sumada a la pérdida total de funcion del gen
AtARV2, se procedio a la obtencion del doble mutante arv7-1:arv2, a través del cruzamiento
de los mutantes simples arv1-1 y arv2. Para ello, se obtuvieron plantas adultas en fase
reproductiva del mutante arv7-1, que fueron utilizadas como plantas receptoras y, en
paralelo, plantas del mutante arv2, que se utilizaron como plantas donadoras de polen. La
decision de utilizar cada mutante simple como donador o receptor de polen se realizé en
base a que el mutante arvi-1 carece de resistencia a antibidtico (esta pérdida de la
resistencia se ha descrito en numerosos mutantes de la coleccion Salk), mientras que el
mutante arv2 posee resistencia a kanamicina, lo que facilitaba la seleccion posterior de las
semillas doble mutante. Asi pues, las semillas resultantes del cruzamiento, se seleccionaron
en presencia de kanamicina y las plantas resistentes (plantas T,) se autofecundaron y se
seleccionaron semillas que correspondian a plantas heterocigotas para los dos alelos, arv1-
1y arv2 (semillas T,). Con las plantas resultantes se repitid el proceso de autofecundacion y
con la siguiente generacion de plantas (T;) se procedid a la busqueda de lineas
homocigotas para los dos alelos mutantes. Para ello, se genotiparon por PCR 35 plantas y
se obtuvieron dos lineas doble homocigota, arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21 que fueron

seleccionadas para su posterior caracterizaciéon (Figura 33).

1075 pb
750 pb
484 pb
— 431pb
A B C D A B C D A B C D M A B C D
Col0 arvl-1:arv2 arvl-1:arv2 Control negativo
25.21 5.9

Figura 33. Genotipado por PCR de las dos lineas doble mutante de Arabidopsis thaliana, arv1-1:arv2
5.9 y arv1-1:arv2 25.21. Amplificacién de los fragmentos del gen AtARV1 y AtARV2 a partir de DNA
gendmico obtenido de hojas de roseta basal de plantas Col0, arvi-f:arv2 5.9 y arvi-1:arv 25.21.
Amplificacion de un fragmento de 431 pb del gen enddégeno AtARV1 (carriles D) con la pareja de primers
genARV1-F y GENARV1-R, y de 1075 pb del gen AtARV2 (carriles B) con los primers 4ARV1 y GENARV2-
R. En los carriles C se muestra la amplificacion de 484 pb de un fragmento del alelo mutante arv1-1 con los
primers LB2 y GENARV1-R y en los carriles A la amplificacion de un fragmento de 750 pb del alelo

mutante arv2 con la pareja de primers 4ARV1 y DS 5.1. M: marcador de tamafio de DNA.
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2.2.1 Anélisis fenotipico de las lineas arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21

Una vez seleccionados los doble mutantes homocigotos arvi-1:arv2 5.9 y arvi-
1:arv2 25.21, se procedi6 a su analisis fenotipico. Para ello, se crecieron plantas arv1-1:arv2
5.9y arv1-1:arv2 25.21, asi como los mutantes simples arv1-1 y arv2 y sus respectivos
fondos, Col 0 y Ler, en diferentes condiciones de fotoperiodo. Al analizar el fenotipo de las
plantulas, no se detectaron alteraciones durante el desarrollo vegetativo (Figura 34) o
reproductivo en ninguna de las condiciones de crecimiento; sélo se observaron algunas

diferencias derivadas del cruzamiento entre los dos fondos genéticos Col 0 y Ler.

Ler arv2 arvl-1:arv225.21

Figura 34. Fenotipo de los doble mutantes arv1-1:arv2 5.9y arv1-1:arv2 25.21 de A. thaliana. En las
fotos se muestran plantulas de 15 dias correspondientes a los doble mutantes, arv1-T:arv2 5.9 y arvi-
1:arv2 25.21, los mutantes simples arv1-1 y arv2 y sus correspondientes fondos genéticos Col 0 y Ler,

crecidas en condiciones de dia largo.

2.2.2 Anélisis de los niveles de mRNA del gen AtARV1 en las lineas arv1-1:arv2 5.9 y

arvi1-1:arv2 25.21 mediante PCR cuantitativa

A partir de muestras de RNA total de las lineas arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21,
asi como de los mutantes simples arv1-1 y arv2 (que se emplearon como controles), se
midieron los niveles de mMRNA AtARV1 por PCR cuantitativa. Los primers utilizados en el
analisis de PCR cuantitativa no son especificos para el gen AtARV1 debido a la elevada
similitud entre las secuencias nucleotidicas de los genes AfARV1 y AtARV2 y a los
requerimientos particulares necesarios en el disefio de los mismos. Por lo tanto, lo que se
determind en realidad fue la expresidon conjunta de los dos genes AtARV. Asi, en el mutante

simple arv1-1, se cuantificé la expresion atenuada del gen AtARV1 sumada a la expresion
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del gen AtARV2, mientras que en el mutante arv2 y los doble mutantes arv1-1:arv2, sélo se
midio la expresion del gen AARV1.

En la figura 35A se observa que los niveles de expresion de AfARV1 en los doble
mutantes arv1-1:arv2 5.9y 25.21 se redujeron en un 98%, al ser comparados con los niveles
de mRNA de los genes AfARV en el mutante arv1 (Figura 35A), mientras que al comparar
los niveles de mMRNA de ambas lineas doble mutante con los del mutante arv2, se observd
una disminucién aproximada del 95% (Figura 35B).

Los resultados obtenidos, demuestran que la doble mutacién arv71-1:arv2 produce
una reduccion drastica de los niveles de mRNA de los genes AfARV, aunque esta
disminucién no se traduce en una alteracion fenotipica. Esto sugiere que la expresion
remanente de AtARV1 es aun suficiente para mantener los niveles minimos de proteina

AtArv en la planta.
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Figura 35. Analisis de los niveles de mMRNA AtARV mediante RT-PCR cuantitativa. El analisis se
realizd a partir de RNA extraido de plantulas de 12 dias de edad de los doble mutantes arv1-1:arv2 5.9 y
arvi1-1:arv2 25.21 y los mutantes simples arv1-1y arv2, crecidas en MS o MS kanamicina (en el caso de
los doble mutante y el mutante arv2). La expresion de los genes AtARV se normalizd en relacion a los
niveles de expresion del gen de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH,; At3g26650). Los
niveles de mRNA de los genes AtARV en los doble mutantes se han expresado en relacidon a los niveles de
mRNA de los genes AtARV del mutante simple arv1-1 (A) o arv2 (B) a los cuales se les ha atribuido el
valor de 1. El analisis cuantitativo fue realizado mediante la ecuaciéon de Pfaffl (que incluye el valor de
eficiencia de las parejas de primers utilizadas). Los valores obtenidos son la media de 3 experimentos * la

desviacion estandar.

2.2.3 Analisis bioquimico de los doble mutantes arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21

Como se describe en el apartado 4.2 de la introduccién de este trabajo, en estudios

previos en otros modelos, se propuso una implicacion de la proteina Arv1 en el metabolismo
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de esfingolipidos y de esteroles. Para profundizar en el estudio de la funcion de los genes
AtARV y su posible vinculacion en la regulacion coordinada de la biosintesis de esteroles y
esfingolipidos en plantas, se continué con el analisis de los efectos producidos por la
disminucion de los niveles de mMRNA AtARV en los doble mutantes arv1-1:arv2 5.9 y arv1-
1:arv2 25.21. Para ello se realizd también, la medicion de la actividad de la enzima HMGR
(uno de los principales enzimas reguladores de la sintesis de esteroles) y los niveles de

esteroles, asi como el analisis del perfil de esfingolipidos.

2.2.3.1 Analisis de la actividad HMGR en las lineas arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21

La actividad de la enzima HMGR se midi6é en la fraccién proteica del sobrenadante
de 200 x g procedente de plantulas de 15 dias de edad de las lineas arv1-1:arv2 6.9, arv1-
1:arv2 25.21, Col 0 y Ler. Como se muestra en los resultados de la Figura 35, los niveles de
actividad HMGR en las plantulas doble mutante arvi-1:arv2 5.9 y arvi-1:arv2 25.21 no
presentaron variaciones significativas respecto a las plantas Col 0 (Figura 36A) o Ler (Figura
36B).

Los resultados indicaron que la disminucién de los niveles de mRNA AtARV1 en las
plantas doble mutante arv1-1:arv2 no produjeron alteraciones en los niveles de la actividad
de la enzima HMGR.
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Figura 36. Niveles de actividad HMGR en las lineas doble mutante arv1-1:arv2 5.9 y arvi1-1:arv2
25.21. Actividad HMGR analizada en plantulas de 15 dias de lineas doble mutantes arv1-1:arv2 5.9 y arv1-
1:arv2 25.21, crecidas en medio MS y MS kanamicina en condiciones luminicas de dia largo. La actividad
HMGR se ha medido en todos los casos en la fraccion 200 x g de extractos proteicos de plantulas enteras.
Los resultados se expresan como actividad relativa respecto al control Col 0 (A) o Ler (B), a las cuales les

fue asignado el valor de 1. Los valores obtenidos son la media de 3 experimentos * la desviacion estandar.

66



nmol/mg Peso seco

18
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

nmol/mg Peso seco

18:1
(82)

T|T'r

t18:1
(82)

t18:1
(8E)

Bases Esfingoides de Cadena Larga

t18:1
(8E)

nmol/mg peso seco

05 -

Hojas

t18:1
(82)

t18:0 dis:1

Tallos

t18:0

(82)

d18:1
(82)

t18:1
(8E)

t18:0

Plantulas

di8:1

(82)

Resultados |

H Col0

U Ler

M arvl-1:arv25.9

di8:1

(8E)

Bases Esfingoides de Cadena Larga

di1s:1
(8E)

d18:1
(8E)

d18:0

1 TI
] I . B

d18:0

Bases Esfingoides de Cadena Larga

nmol/mg Peso seco

nmol/mg Peso seco

16 -
14 -
12

0,8 -

0,6
0,4
0,2

t18:1
(82)

larvl-1:arv225.21

i T,
| .M|J.LT“T|;L3:.T.

d18:0

Flores

t18:1  t18:0 d18:1  d181  di18:0
(8E) (82) (8E)

Bases Esfingoides de Cadena Larga

Silicuas
T
| B
] | P
t18:1 118:1 t18:0 d18:1 d18:1 d18:0
(82) (8E) (82) (8E)

Bases Esfingoides de Cadena Larga

Figura 37. Niveles de Bases Esfingoides de Cadena Larga (BECL) en las lineas arv1-1:arv2 5.9y

arvi-1:arv2 25.21. Los andlisis se realizaron en (A) plantulas de 15 dias de las lineas arv1-1:arv2 5.9,

arv1-1:arv2 25.21, Col 0 y Ler, y (B) en diferentes tejidos de plantas adultas: hojas, tallos, flores y silicuas.

Los circulos rojos indican diferencias significativas respecto a los fondos Col 0 y Ler. En la nomenclatura

usada en las BECL, 0 o 1 corresponde al nimero de insaturaciones de la base; E o Z, (trans o cis) indica

su configuracion; la letra d (di-hidroxi) o t (tri-hidroxi) indica el nimero de grupos OH; y 18, el nimero de

atomos de carbono de la BECL. Los valores obtenidos son la media de 3 experimentos + el SE.
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2.2.3.2 Anaéilisis de esfingolipidos en las lineas arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21

Como se menciono anteriormente, las proteinas Arv1 estarian relacionadas también
con la homeostasis de los esfingolipidos. En eucariotas, los esfingolipidos estan compuestos
por una cadena de acido graso unida a través de un enlace amida a una base esfingoide de
cadena larga (BECL). Las BECL pueden liberarse mediante hidrolisis alcalina, permitiendo a
través de su cuantificacion, conocer los niveles de esfingolipidos. Este método se utilizd
para analizar los niveles de esfingolipidos en diferentes tejidos de las lineas arv1-1:arv2 5.9,
arvi-1:arv2 25.21, Col 0 y Ler (el analisis fue llevado a cabo en el laboratorio del Dr. E.
Cahoon en el Donald Danforh Plant Science Center, St. Louis, Missouri — USA).

En los resultados obtenidos del analisis en plantulas, s6lo se observo un incremento
de la base mayoritaria t18:1 8(E) [(E)-4-hidroxiesfingo-8-enina)], en las dos lineas doble
mutante arv1-1:arv2 5.9, arv1-1:arv2 25.21, respecto a los controles Col 0 y Ler; mientras
que no se detectaron variaciones significativas de los niveles del resto de bases analizadas
(Figura 37A, pagina anterior).

Respecto al analisis en diferentes tejidos, concretamente en hojas, tallos, flores, y
silicuas de plantas adultas en fase reproductiva, sélo se observdé un aumento de los niveles
de las BECL 118:1(82) [(Z2)-4-hidroxiesfingo-8-enina)] y t18:1(8E) en flores y hojas de los
doble mutantes, mientras que en los demas tejidos las variaciones de las BECLs no fueron
significativas (Figura 37B, pagina anterior).

El conjunto de resultados obtenidos mostraron un efecto muy limitado de la
disminucion de la expresion de los genes AfARV en los doble mutantes sobre los niveles de
algunos tipos de esfingolipidos concretos y que se restringe a plantulas y ciertos tejidos

(flores y hojas).

2.2.3.3 Andlisis del perfil de esteroles en las lineas doble mutante arvi-1:arv2 5.9 y
arvi-1:arv2 25.21

A pesar de no observarse cambios destacables en el perfil de esfingolipidos de los
doble mutantes arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21 ni en los niveles de actividad HMGR, se
decidié medir los niveles de esteroles en estas lineas, ya que como se comento inicialmente,
las proteinas AtArv podrian estar involucradas en la regulacion coordinada de los niveles de
ambos compuestos. Por ello, se analizaron los niveles de los esteroles mayoritarios
(campesteroal, sitosterol y estigmasterol), en plantulas de las lineas arv1-1:arv2 5.9 y arvi1-
1:arv2 25.21.
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Los resultados obtenidos tampoco muestran variaciones significativas en los niveles
de los esteroles medidos en ninguna de las lineas doble mutante en comparacién con sus

controles Col 0 o Ler (Figura 38).

3,0 -

B Col 0

| Ler

Barvl-l:arv2 5.9
Barvl-l:arv2 25.21

1,0 +

mg/g Peso seco

0,5 T

Campesterol Sitosterol Estigmasterol

Figura 38. Analisis de los niveles de esteroles mayoritarios de las lineas arv1-1:arv2 5.9 y arv1-
1:arv2 25.21. Niveles de campesterol, estigmasterol y sitosterol en plantulas de 15 dias de edad de las
lineas arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21 y sus controles Col 0 y Ler, crecidas en condiciones de dia largo.

Los resultados son la media de 3 experimentos independientes * la desviacién estandar.

En conjunto, los resultados obtenidos en la caracterizacion bioquimica de los doble
mutantes arv1-1:arv2 5.9 y arv1-1:arv2 25.21, al ser comparados con los controles Col 0 y
Ler, no evidenciaron alteraciones en el fenotipo de las plantas o en los niveles de actividad
HMGR, ni cambios significativos en los perfiles de esfingolipidos y esteroles. Todo ello
sugiere que la expresion remanente de AtARV1 es suficiente para mantener su funcién

biol6gica con aparente normalidad.

3. Identificaciéon y caracterizacion de nuevas lineas mutante con pérdida de funcion
del gen AtARV1

Al observar que las lineas doble mutante arv?-1:arv2 5.9, arvi-1:arv2 25.21 no

presentaron ninguna alteraciéon en el fenotipo, se procedié a la busqueda de nuevos

mutantes simples con pérdida total de funcién del gen AtARV1, con el fin de cruzarlos
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nuevamente con el mutante simple arv2 y obtener lineas con pérdida total de funcién de los
genes AtARV1y AtARV2.

3.1 Identificacion y analisis de nuevas lineas mutante con pérdida de funcién del gen
AtARV'1

Una nueva busqueda de mutantes con pérdida total de funcion del gen AtARV1
permitié identificar 3 nuevos posibles candidatos pertenecientes a la colecciéon SALK; lineas
Salk_116614, Salk_127981 y Salk_123517.

Segun la informacion disponible sobre la posicion de la insercidon de T-DNA en estos
nuevos mutantes, en el caso de la linea Salk_116614, ésta se encontraria en la posicidén
+271 pb; en la linea Salk_127981 estaria a +1348 pb y en la linea Salk_123517 tendria la
insercidn a +1464 pb (en todos los casos la posicidn se refiere respecto a la primera base
del codoén de inicio de la traduccion). Sin embargo, al determinar la posicion exacta de la
insercion en estas lineas (de manera similar a como se describi6é en el apartado 2 para los
mutantes arv71-1y arv2) se observd que en el mutante Salk 116614, el T-DNA se encuentra
ubicado en la posicién -41 (Figura 39A); en el mutante Salk 127981 la insercién de T-DNA
se encuentra, efectivamente en la posicion +1348, y por lo tanto, ubicada en el intron 7 del
gen (Figura 39B), y por ultimo, el mutante Salk 123517 posee el T-DNA en la posicidén
+1656 interrumpiendo el exdn 9 (en todos los casos la posicion se refiere respecto a la
primera base del codon de inicio de traduccién) (Figura 39C).

A continuacion, se procedi6 al genotipado mediante PCR de 45 plantas de cada una
de las lineas mutantes con el fin de hallar individuos homocigotos para los alelos mutantes,
empleando las parejas de primers indicadas en los esquemas de la figura 39A, B y C. Del
analisis de un total de 135 plantas soélo se identificd un individuo de la linea Salk_123517
que fuera homocigoto (Figura 39D). Debido a que sélo fue posible hallar un individuo
homocigoto correspondiente a la linea Salk_123517, y teniendo en cuenta que la insercion
del T-DNA se encontraba en el ultimo exén del gen AtARV1, se decidié continuar con la
caracterizacién de esta linea (arv1-2, desde ahora) a pesar de que tampoco mostraba

ninguna alteracion fenotipica en las diferentes condiciones de fotoperiodo analizadas.
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Mutante Salk_116614 B Mutante Salk_127981

TGASaIk 517 R

genARV1i> ATG GENARV1R TGA ATG Sa\kﬂr\ewi>

Mutante Salk_123517
(arv1-2)

.. .ctgaatcaacaatgaccagatgcatagccgtatgcttaatcgegcacttgatTGGTGT
AAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACT. . .

738 pb

418 pb

A B A B M A B

Control negativo Col 0 arvl-2

Figura 39. Genotipado por PCR de la linea mutante Salk_123517. Esquema de los alelos mutantes
Salk_116614 (A), Salk_127981 (B) y Salk_123517 (C) del gen A{ARV1 donde se indica la posicion de la
insercion del T-DNA. Las flechas indican la posicién y el sentido de los primers utilizados en el genotipado
por PCR vy la secuenciacion de las regiones adyacentes al T-DNA. A la derecha del esquema se indica
parte de la secuencia quimérica del alelo mutante Salk_123517, formada por el gen AtARV1 (letras
minusculas en negrita) y el T-DNA (letras mayusculas en azul). D) Resultado del genotipado por PCR del
mutante arv1-2 (Salk_123517) y su control Col 0. Los carriles B muestran el resultado de la amplificacion
del fragmento de 418 pb del gen endégeno AtARV1 (primers Salkinew F y Salk 517 R) y los carriles A
corresponden al resultado de la amplificacion de un fragmento de 738 pb del alelo mutante arv1-2 (primers
Salk1new F y LBa1). M: Marcador de tamafo de DNA.

3.2 Determinacion de los niveles de mRNA del gen AfARV1 en la linea mutante arv1-2

A continuacion, se procedié a analizar los niveles de mRNA del gen AtARV1
mediante RT-PCR en muestras de RNA total de plantas de la linea mutante arv1-2 y de su
fondo genético Coal 0.

Como se puede ver en la Figura 40, en el mutante arv7-2 existe aun expresion del

MRNA de AtARV1, aunque sensiblemente atenuada, respecto al control, Col 0. Por lo tanto,
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los resultados demuestran que se trata de un nuevo mutante knock down para el gen
AtARV1.

ACTINA AtARV1

828 pb

324 pb

Control arvi-2  Col0 M  Control arvi-2 Col0
negativo negativo

Figura 40. Determinacion de los niveles de mRNA del gen AtARV1 en el mutante arv1-2. Separacion
electroforética en gel de agarosa al 1% de los fragmentos de cDNA de AtARV1 de 324 pb (carriles
AtARV1) amplificados mediante RT-PCR a partir de RNA total proveniente de plantulas de 15 dias del
mutante arv1-2 y Col 0 (derecha) y de la amplificacién del fragmento de 828 pb del gen de la Actina 2

(At3g18780.2; izquierda) utilizado como control interno. M, marcador de tamafio de DNA.

3.3 Estudio de la funcionalidad de la proteina AtArv1,44en la cepa de levadura YNJ1756

Como se determind anteriormente, en el mutante arv1-2 el gen AtARV1 se encuentra
interrumpido en la posicidon +1656. Debido a la posicion donde se encuentra la insercion de
T-DNA, la expresion del alelo arv1-2 podria dar lugar a una proteina AtArv1 truncada de 214
aa (aminoacidos), en lugar de los 245 aa que posee la proteina AtArv1 normal (Figura 41A).
Por lo tanto, para evaluar la funcionalidad de esta posible proteina AtArv1 truncada (a partir
de ahora llamada AtArv1,44), se realiz6 un ensayo de complementacion funcional de la cepa
de levadura YNJ1756 que es defectiva en Arvip (Arv1A). Esta levadura mutante es
termosensible, de tal manera que puede crecer a 27°C (temperatura permisiva), pero no a
37°C (temperatura restrictiva) (Tinkelenberg et al., 2000).

Para realizar el ensayo, se transformaron células de la levadura YNJ1756 con el
plasmido pJRAtArv1,4-HA que portaba la secuencia de cDNA que codifica la proteina
truncada AtArv1,44 fusionada al epitopo de hemaglutinina (HA). La misma cepa YNJ1756 se
transformé en paralelo con el plasmido pJRAtArv1-HA que contiene el cDNA que codifica la
proteina AtArv1l completa, también fusionada al epitopo HA, la cual fue utilizada como
control positivo, ya que habia sido demostrado anteriormente que complementaba el
fenotipo de termosensibilidad del mutante YNJ1756 (Forés et al., 2006).

Las levaduras transformadas con cada plasmido se sembraron en medio de cultivo
YPG y se incubaron en paralelo a 27°C y 37°C. También se incluyeron en el ensayo, la cepa

YNJ1756 transformada con el vector vacio pJR1133 y la cepa sin transformar, como
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controles negativos. Tras 48 h de incubacion, crecieron colonias de todas las cepas en las
placas incubadas a 27°C (temperatura permisiva), como era de esperar; mientras que, en el
caso de las placas incubadas a 37°C sélo fue capaz de crecer la cepa YNJ1756
transformada con el plasmido pJRAtArv1-HA, que expresaba la proteina AtArv1 completa
(Figura 41B). Este resultado indicé que la proteina truncada AtArv1,,-HA no es capaz de
rescatar la termosensibilidad de la cepa YNJ1756, lo cual sugiere que se trata de una

version no funcional de la proteina AtArv1.

A MAASEHRCVGCGFRVKSLFIQYSPGNIRLMEKCGNC
KEVADEYIECERMIIFIDLILHRPEKVYRHVLYNATI
NPATVNIQHLLWEKLVFAYLLLDCYRSLILILREKSTDETE
SSFSDSPVLLSIKVLIGVLSANAAFIISFATIATIE KGE G
LLNEVSRRREIMLGIFISSYFKIFLLAMLVWETFPM
SVIFFVDILLLTSNSMALKVMTESTMTRCIAVCTLTI
AHLIRFLVGQIFEPTIFLIOQIGSLLQYMSYZFFRTIUV

YNJ1756
pJRAtArv1; 4-HA

YNJ1756
pJRAtArv1-HA

YNJ1756
pJR1133

Figura 41. Complementacion funcional de la cepa de levadura YNJ1756 mediante la expresion de las
proteinas AtArv1,4-HA y AtArv1-HA. A) Secuencia aminoacidica de la proteina AtArv1. En amarillo se
destacan los 31 aa delecionados de AtArv1 que dan origen a la proteina AtArv1,,4,. B) Crecimiento en
medio YPG a 27°C (izquierda) y a 37°C (derecha) durante 48 h de la cepa de levadura YNJ1756
transformada con los plasmidos pJR1133, pJRAtArv1,14-HA, pJRAtArv1-HA y la cepa YNJ1756 (esquema

central).
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3.3.1 Andlisis del nivel de expresion de la proteina AtArv1,.4 en la cepa de levadura
YNJ 1756 mediante Western blot

Con el fin de determinar si la falta de complementacion de la levadura YNJ1756 por
parte de la proteina AtArv1,., se debia a la ausencia de la proteina o bien a que ésta no era
funcional, se analizaron los niveles de proteina AtArv1,44 producida en esta cepa mediante
Western blot con anticuerpos antiHA. Se obtuvieron extractos proteicos de la cepa YNJ1756
transformada con los plasmidos pJR1133, pJRAtArv1,,-HA, pJRAtArv1-HA y pJRAtArv1
(este ultimo expresa una proteina AtArv1 no fusionada al epitopo HA, que se usé como
control negativo). Los resultados mostrados en figura 42 ponen de manifiesto la deteccién
de las proteinas AtArv1-HA y AtArv1,44-HA en los extractos de las cepas YNJ1756
transformada con los plasmidos pJRAtArv1-HA y pJRAtArv1,14-HA, respectivamente, a
diferencia de lo que ocurre en los extractos de las cepas pJR1133 y pJRAtArv1, donde no se
observé proteina AtArv1-HA. Cabe destacar también, el elevado nivel de expresion de la

proteina AtArv1,14-HA en comparacién con el de la proteina AtArv1-HA.

AtArvl  AtArvl,;,-HA  AtArvl-HA
(28.09) (25.45) (29.17)

pJR1133

b

Figura 42. Analisis mediante Western blot de los extractos proteicos de las cepa de levadura
YNJ1756 transformadas con los plasmidos pJR1133, pJRAtArv1,,,-HA, pJRAtArv1-HA y pJRAtArv1.
Se fraccionaron 35 mg de proteina de extractos de las cepas indicadas en un gel de SDS-PAGE al 12,5%.
Las diluciones utilizadas para los anticuerpos primario anti-HA y secundario fueron 1:200 y 1:10000,
respectivamente. La masa molecular teérica de cada proteina AtArv1 se indica en kDa entre paréntesis. El
panel inferior muestra la region de la membrana donde se localizan las proteinas analizadas tefiida con

Coomassie blue.

En conjunto, estos datos indican que la incapacidad de la proteina AtArv1,.,-HA para
complementar funcionalmente a la cepa YNJ1756 deficiente en Arvip, no se debe a la
ausencia de proteina AtArv1,44, sino a que la proteina truncada no es funcional debido a que
carece de los 31 aa del extremo C-terminal.
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3.4 Obtencion del doble mutante arv1-2:arv2

Una vez demostrado que el mutante arv7-2 poseia niveles disminuidos de un
transcrito que podria dar lugar a una proteina truncada AtArv1,14 que no es funcional, se
procedio a la obtencion del doble mutante (arv1-2:arv2). Para ello, se cruzé el mutante arv1-
2 (que carecia de resistencia a antibi6tico, por lo que se empled como planta aceptora del
polen), con el mutante arv2 (utilizado como donador por su resistencia a kanamicina),
siguiendo la misma estrategia empleada en la obtencion de los doble mutantes arv1-1:arv2
5.9y arvi-1:arv2 25.21 (procedimiento descrito en el apartado 2.2 de resultados). Habiendo
genotipado 100 plantas T3 se encontraron 7 individuos doble homocigotos (Figura 43).

Se analizaron los fenotipos de los 7 individuos en estadio de plantula, asi como
también en planta adulta, tanto en fase vegetativa como reproductiva, crecidas bajo
condiciones de dia corto y dia largo, sin hallar alteraciones destacables al ser comparadas
con sus respectivos controles, los mutantes simples arv1-2, arv2 o los correspondientes

fondos genéticos Col O y Ler.

Alelo arvi-2 Alelo enddégeno AtARV1

738 pb
418 pb
- Col0 1 2 3 4 5 6 7 - Col0 1 2 3 4 5 6 7
Lineas arv1-2:arv2 Lineas arvi-2:arv2
Alelo arv2 M Alelo endégeno AtARV2
1075 pb
750 pb

- Colo 1 2 3 4 5 6 7 - Col0o 1 2 3 4 5 6 7

Lineas arvi-2:arv2 Lineas arvi-2:arv2

Figura 43. Genotipado por PCR de lineas doble mutante arv7-2:arv2. Los carriles 1 a 7, corresponden
a 7 plantas del doble mutante homocigoto arv71-2:arv2. En el panel superior se observa el resultado de la
amplificacion por PCR de un fragmento de 418 pb del alelo endégeno AtARV1 utilizando los primers
Salk1new F y Salk 517 R, y de un fragmento de 738 pb del alelo arv1-2 usando los primers Salk1new F y
LBa1. En el panel inferior, se muestra el resultado de la amplificacién de un fragmento de 1075 pb del alelo
endbégeno de AfARV2 con los primers 4ARV1 y GENARV2 R, y de un fragmento de 750 pb del alelo arv2
empleando los primers 4ARV1 y DS 5.1. M: marcador de tamafio de DNA. (-): Controles negativos de la
reaccion de PCR (sin DNA).
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3.4.1 Estudio de la expresion del mRNA quimérico AtARV1,14/T-DNA del mutante arv1-2

Debido a que los resultados obtenidos indicaron que la proteina AtArv1sy,
posiblemente expresada en el mutante arv7-2, no es funcional y que las plantas del doble
mutante arv1-2:arv2 se desarrollan de manera aparentemente normal, se realizd un analisis
detallado de la secuencia correspondiente a la fusién entre el gen AtARV1 y la insercion de
T-DNA. Se observé que la secuencia insertada no interrumpe el marco de lectura del ultimo
exon del gen, sino que éste permanece abierto, de tal manera que el alelo arv1-2 tenia la
capacidad potencial para codificar una proteina quimérica de 243 aa (en lugar de los 245 aa
que posee la proteina AtArv1), formada por 214 aa de AtArv1 y 29 aa codificados por el T-
DNA flanqueante (Figura 44A).

Para determinar si existia un mRNA hibrido con capacidad para codificar dicha
proteina, se amplific6 el cDNA correspondiente mediante RT-PCR a partir de RNA total
proveniente de plantulas del mutante arv7-2, utilizando los primers ARV1-BamHI F (cuya
secuencia comienza en el codon de inicio de la traduccién) y SalkTDNA R (ubicado en la
posicion +88, respecto del comienzo del left border del T-DNA). El resultado mostrado en la
figura 44B indicd que el mutante arv1-2 es capaz de sintetizar un mMRNA AtARV1 hibrido de
729 pb que incluye las primeras 88 bases del T-DNA, lo cual indica que no se esta
expresando una proteina truncada de 214 aa como se pensd previamente, sino que se

estaria produciendo una proteina quimérica de 243 aa.

A
...ttttttt tgtcgatata cttctcttaa catcaaactc catggctctt aaagtgatga
ctgaatcaac aatgaccaga tgcatagccg tatgcttaat cgcgcacttg atTGGTGTAA
ACAAATTGAC GCTTAGACAA CTTAATAACA CATTGCGGAC GTTTTTAATG TACTGGGGTG
GTTTTTCTTT TCACCAG

B

arv1l-2/T-DNA Control negativo M

729 pb—

Figura 44. Analisis de la expresion del mRNA quimérico arv1-2/T-DNA en el mutante arv71-2. A)
Secuencia nucleotidica quimérica de la fusidén arv1-2/T-DNA (las letras mindsculas indican la secuencia de
AtARV1 y las mayusculas en azul, a las bases del T-DNA). B) RT-PCR donde se observa la expresion del

mRNA quimérico arv1-2/T-DNA de 729 pb en el mutante arv1-2. M: marcador de tamafio de DNA.
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3.5 Estudio de la funcionalidad de la proteina hibrida AtArv1,14/T-DNA en la cepa de
levadura YNJ1756

Una vez confirmado que el alelo mutante arv71-2 expresa un mRNA quimérico que
podria traducirse dando lugar a una proteina hibrida AtArv1,4/T-DNA con sé6lo 2 aa menos
que AtArv1, en lugar de la proteina truncada de 214 aa (Figura 45A) y habiendo observado
que el doble mutante arv1-2:arv2 era viable, se procedié a estudiar la posible funcionalidad
de dicha proteina quimérica AtArv1,1/T-DNA mediante complementacion fenotipica de la
cepa de levadura YNJ1756.

A
AASEHRCVGCGFRVKSLFIQYSPGNIRLMEKCGNCEKETV
DEYIECERMIIFIDLILHRPKVYRHVLYNAINPATVN
IQHLLWEKLVFAYLLLDCYRSLLLREKSDEEGSSFSDSPUVL
LSIKVLIGVLSANAAFIISFAIATKGLLNEVSRRRETIM
LGIFISSYFKIFLLAMLVWEFPMSVIFFVDILLLTSNS
MALKVMTESTMTRCIAVCLIAHLIRFLVGQIFEPTTITFL
IQIGSLLQYMSYFFRIV
B

YNJ1756
pJRAtArv1-HA

27°C

YNJ1756
pJR
AtArvl,,,/T-DNA-HA

YNJ1756
pJRAtArvl, 4-HA

YNJ1756
pJR1133

Figura 45. Complementacion funcional de la cepa de levadura YNJ1756 por expresion de las
proteinas AtArv1,./T-DNA-HA AtArv1,,-HA y AtArv1-HA. A) Secuencia aminoacidica de la proteina
quimérica Arv1,14/T-DNA (las letras negras corresponden a los aa de AtArv1 y en rojo, se destacan los aa
codificados por el T-DNA). B) Crecimiento en medio YPG a 27°C (izquierda) y a 37°C (derecha) durante 48
h de la cepa de levadura YNJ1756 transformada con los plasmidos pJRArv1,14/T-DNA-HA, pJRArv1,44-HA,
pJRArv1-HA, pJR1133, y sin transformar (esquema central).
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Para realizar este estudio, se transformé la cepa YNJ1756 con el plasmido,
pJRAtArv1,:4/T-DNA-HA que contiene la secuencia quimérica formada por 642 pb del cDNA
de AtARV1 y 88 pb del T-DNA, que codifica la proteina hibrida AtArv1,,4/T-DNA, fusionada
al epitopo HA. Asimismo, se incluyeron en este ensayo, los plasmidos pJRAtArv,4-HA,
pJRAtArv1-HA y pJR1133, asi como la cepa YNJ1756 sin transformar, como control
negativo adicional. Las levaduras transformadas con cada uno de los plasmidos
mencionados, fueron sembradas por duplicado en placas de medio de cultivo YPG y
crecidas en paralelo a 27°C y 37°C. Tras 48 h de incubacion, se visualiz6 crecimiento de
todas las cepas en las placas incubadas a 27°C (temperatura permisiva), mientras que, en el
caso de las placas incubadas a 37°C, solo fueron capaces de crecer las cepas YNJ1756 que
portaban los plasmidos pJRAtArv1-HA y pJRAtArv1,:,/T-DNA-HA. Este resultado indica que
la proteina quimérica AtArv1,:4/T-DNA, es capaz de complementar la deficiencia de Arvp en
la cepa YNJ1756 (Figura 45B) y por lo tanto, que dicha proteina es funcional. Este resultado
permitia explicar el hecho que el doble mutante arv1-2:arv2 pueda desarrollarse de forma

normal.

3.5.1 Andlisis del nivel de expresion de la proteina AtArv1,14/T-DNA-HA por Western blot

Con el fin de confirmar la expresion de la proteina hibrida AtArv1,.4/T-DNA-HA, se
analizaron mediante Western blot con anticuerpos anti-HA, extractos proteicos provenientes
de la cepa YNJ1756 transformada con los plasmidos pJRAtArv1,:4/T-DNA-HA,
pJRAtArv1,4-HA, pJRAtArv1-HA y pJR1133.

En la figura 46 se observan las bandas correspondientes a las proteinas AtArv1-HA,
AtArv1,4-HA 'y AtArvi1,14/T-DNA-HA, mientras que no se detectd ninguna banda en los
extractos proteicos de la cepa transformada con el vector vacio (pJR1133). Estos datos
confirmaron la expresién de la proteina hibrida AtArv1,:4/T-DNA-HA, la cual es capaz de
complementar funcionalmente a la cepa YNJ1756 deficiente en Arvip y respaldan la idea
que los 31 aa del extremo C-terminal son imprescindibles para mantener la funcionalidad de
la proteina AtArv1.

Al analizar la prediccion del perfil de hidrofobicidad de la proteina truncada AtArv1 44,
se observa que la delecién de los ultimos 31 aa provoca la pérdida del cuarto dominio
transmembrana, lo que altera la topologia de AtArv1. Mientras que en el caso de la proteina
hibrida AtArv1,:4/T-DNA mantiene los 4 dominios transmembrana, al igual que AtArv1
(Figura 47), lo cual concuerda con los resultados de los analisis funcionales de estas
proteinas. Por otra parte, el conjunto de resultados obtenidos en la caracterizacion de los
mutantes arv, parece indicar que la funcion de la proteina AtArv1, a diferencia de la de
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AtArv2, es esencial, ya que no ha sido posible encontrar ningun mutante con pérdida total de
funcion AtARV1.

AtArvl,,,/
AtArvi-HA  AtArvl,,-HA TDNA-HA
PJR1133 (29.17) (25.45) (29.2)

Arvl-HA

Figura 46. Analisis mediante Western blot de los niveles de proteina Arv1-HA de extractos proteicos
de las cepas de levadura YNJ1756 transformadas con los plasmidos pJR1133, pJRAtArv1-HA,
pJRAtArv1,4-HA y AtArv1,J/T-DNA-HA. Se fraccionaron 35 mg de proteina de extractos obtenidos de
las cepas indicadas en un gel de SDS-PAGE al 12,5%. Las diluciones utilizadas para el anticuerpo HA y el
secundario fueron 1:200 y 1:10000, respectivamente. La masa de las proteinas se detalla en kDa entre
paréntesis. El panel inferior muestra la region de la membrana tefida con Coomassie blue en el rango

equivalente a donde se localizan las proteinas analizadas.

AtArv1 AtArv1,,,/T-DNA
| | | |

2.5

Hidrofobicidad
Hidrofobicidad

/ WA Uppor cutof \ 4 Upper kel ——
“ d Lover cutoff b -

AtANV1,,,

Hidrofobicidad

Figura 47. Perfil de hidrofobicidad de las proteinas AtArv1, AtArv1,,4 y AtArv1,,4/T-DNA. Predicciéon
de los perfiles de hidrofobicidad a partir de la secuencia aminoacidica de las proteinas AtArv1, AtArv1,y, y
AtArv1,14/T-DNA  mediante el programa  TopPred (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py?
#forms::toppred). Las lineas rojas verticales en la parte superior de cada imagen indican los posibles
dominios transmembrana en cada caso.
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4. Silenciamiento inducible de la expresion residual del alelo mutante arv1-71 en el
doble mutante arv1-1:arv2 25.21 mediante siRNA

Al observar que mediante el mutante arv7-2 tampoco fue posible obtener un doble
mutante knockout para los dos genes AfARV, se planted una nueva estrategia basada en el
silenciamiento inducible mediado por siRNA de la expresion residual del alelo mutante arv1-
1, en la linea doble mutante arv1-1:arv2 25.21 y analizar su repercusion en el desarrollo de
estas plantas.

Para llevar a cabo el objetivo planteado, se utilizO en concreto el sistema de
silenciamiento inducible basado en el receptor de la hormona ecdisona de insectos, que es
un miembro de la familia de receptores esteroideos. En insectos, este sistema hormona-
receptor cumple una importante funcién en la regulacion del crecimiento, el desarrollo y el
proceso de muda. Dicho sistema fue adaptado en un plasmido (pBIN-2800B) para su uso en
laboratorio (Padidam et al., 2003 y Koo et al., 2004). Este plasmido fue maodificado,
afnadiéndole un gen que expresa la proteina DsRed (proteina fluorescente roja), que permite
la deteccidn visual de las semillas transgénicas sin necesidad de realizar los screenings
rutinarios de crecimiento en medio de cultivo en presencia de antibiéticos (Cahoon E.,
Donald Danforth Plant Science Center, St. Louis, Missouri, USA), dando lugar al vector
pBINRed-2800B (apartado 3.4.1 de materiales y métodos). Para activar el sistema, se utiliza
un agonista no esteroideo de la ecdisona llamado metoxifenocida, comercializado por la
empresa Bayer bajo el nombre comercial de Runner®, que presenta la ventaja de no ser
téxico para la planta y ser efectivo a muy bajas concentraciones, del orden nanomolar.

Para silenciar la expresién de AtARV1, se ha clonado en el plasmido pBINRed-
2800B un fragmento de 305 pb comprendido entre las posiciones +81 y +386 del cDNA
AtARV1 (Figura 48A), por duplicado y en orientacion invertida a ambos lados de la
secuencia del intrébn FAD2, dando origen al plasmido pRed-Arv1 (Figura 48B). En presencia
del compuesto metoxifenocida, el factor de trascripcion VGE, que se expresa
constitutivamente, activa la expresion de la secuencia del hRNA (RNA de doble cadena con
un bucle de cadena simple), que al madurar, genera un dsRNA (RNA de cadena doble) que
es reconocido como sefial especifica para activar los mecanismos de silenciamiento del
mMRNA de AtARV1.

El plasmido pRed-Arv1 obtenido se utilizé para infiltrar plantas del doble mutante
arvi-1:arv2 25.21 y del mutante simple arv2. Los transformantes se seleccionaron a través
de la deteccion de la fluorescencia roja emitida por aquellas semillas que portaban el gen
DsRed y finalmente se obtuvieron 4 lineas T; homocigotas Red-25.21 y 2 lineas Red-arv2,

las cuales fueron posteriormente caracterizadas.
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ATG 305pb TGA

LB CsVMPro NosTer 5XGAL:M35S 35sTer RB

FAD2

> ARVI  ARV1,,

A -

B

Figura 48. Diagrama de la construccion Red-Arv1 para atenuar la expresion del gen AtARV1
mediante siRNA inducible. A) La caja roja, representa la secuencia de cDNA seleccionada para la
construccion del plasmido pRed-Arv1. B) Sistema de silenciamiento inducible. RFP: secuencia que codifica
la proteina fluorescente roja utilizada como marcador de seleccion. El cassette A contiene el dominio de
activacion VP16 (V), el dominio de union a DNA Gal4 (G) y el dominio del receptor de ecdisona (E), todos
bajo el control del promotor del virus del mosaico de la casava (CsVMPro). NosTer: Terminador de la
nopalina sintasa. El cassette B contiene 5 copias del elemento de respuesta Gal4 y el promotor minimo
358 que dirige la expresion del hpRNA especifico para silenciar el gen AtARV1. FAD2: secuencia intronica

que separa los fragmentos ARV1 (cajas rojas) clonados en orientacion invertida.

4.1 Estudio de los efectos causados por el silenciamiento del gen A{ARV1 en las

diferentes lineas homocigotas con sistema de silenciamiento inducible

4.1.1 Andlisis del fenotipo en plantulas de las lineas silenciadas Red-arv2 y Red-25.21

Para determinar las consecuencias del silenciamiento de AtARV1, en primer lugar, se
analizé el fenotipo de las plantas de las lineas Red-25.217 y Red-arv2. Para ello, se
sembraron en paralelo semillas de todas las lineas homocigotas Red-25.27 y Red-arv2 en
medio MS y MS suplementado con el inductor metoxifenocida y se mantuvieron bajo
condiciones de luz de dia largo durante 15 dias. A partir del dia 7, fue posible visualizar una
alteracion del fenotipo en las plantulas germinadas en presencia de metoxifenocida en 1
linea Red-arv2 (Red-arv2 5) y en 4 lineas Red-25.21 (Red-25.21 1, Red-25.21 3, Red-25.21
14 y Red-25.21 15) al ser comparadas con las plantulas de las mismas lineas crecidas en
MS en ausencia de inductor. Las diferentes lineas presentaban el mismo fenotipo, pero con
diferente intensidad. La figura 49 muestra los fenotipos observados en las lineas Red-25.21

1 (Figura 49A) y Red-arv2 5 (Figura 49B) cuando las plantulas fueron crecidas en presencia
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del inductor. Se observé una disminucién del tamafio de las plantulas en general, sobre todo
en la parte aérea, que presentaron cotiledones con pérdida de coloracion (amarillentos) y
que ademas, presentaron una curvatura de los bordes hacia el interior de la cara abaxial,

adoptando una estructura en forma de “punta de flecha” (Figura 49C).

A
Red-25.211
Plantulas 12 dias Plantulas 15 dias
MS + Met MS + Met
. AW
B
Red-arv2 5
Plantulas 12 dias Plantulas 15 dias
MS + Met

MS

Red-25.211

Figura 49. Analisis del fenotipo en mutantes silenciados Red-25.27 1 y Red-arv2 5. Imagenes de
plantulas de 12 y 15 dias de las lineas Red-25.27 1 (A) y Red-arv2 5 (B), crecidas en medio MS o MS
suplementado con metoxifenocida (MS+Met) desde la germinacion de las semillas. C) Detalle de la
curvatura hacia la cara abaxial de un cotiledén de una plantula de la linea Red-25.21 1. Imagen obtenida

con microscopio Zeiss Axiophot.
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Para profundizar en el analisis del fenotipo producido por el silenciamiento del gen
AtARV1, se procedio al estudio de la morfologia de las células epidérmicas de las hojas de
las plantulas de las lineas Red-arv2 5 y Red-25.21 1 crecidas durante 12 dias en medio MS
y MS con metoxifenocida en condiciones de dia largo. Como se observa en las imagenes de
la figura 50, las células epidérmicas de las hojas de las plantulas Red-25.21 1 (Figura 50A) y
Red-arv2 5 (Figura 50B) crecidas en presencia de metoxifenocida, adquirieron una

apariencia mas redondeada en comparacion con las mismas plantulas crecidas sélo en MS.

Red-25.211

MS + Met

Figura 50. Efecto del silenciamiento de AtARV1 sobre la morfologia de las células epidérmicas en
hojas de las lineas Red-25.27 1 y Red-arv2 5. Imagenes obtenidas con microscopio Zeiss Axiophot de
células de la cara abaxial de hojas de plantulas de 12 dias de las lineas Red-25.271 1 (objetivo 40x, panel
superior) y Red-arv2 5 (objetivo 63x, panel inferior), crecidas en placas con medio MS (imagen izquierda) o
MS con metoxifenocida (MS+Met; imagen derecha). Barra de escala= 20 ym.
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4.1.2 Efecto del silenciamiento del gen AtARV1 sobre las raices de plantulas de las
lineas Red-arv2 5 y Red-25.1 1

Como se describié al comienzo de este apartado, el silenciamiento del gen AtARV'1
tanto en el doble mutante Red-25.27 1 como en el mutante simple de arv2, Red-arv2 5,
afecta considerablemente al crecimiento de las plantulas.

Con el fin de analizar el efecto producido por el silenciamiento de AtARV1 sobre la
longitud de las raices, se procedié al crecimiento de plantas de las lineas Red-25.271 1y
Red-arv2 5 en placas con MS verticales en presencia y ausencia del inductor
metoxifenocida. Una vez crecidas las plantulas, se midié la longitud de las raices de 4
grupos: Red-25.21 1y arv1-1:arv2 25.21 crecido en MS con metoxifenocida (Figura 51A),
Red-25.21 1 y arvi-1:arv2 25.21 crecido en MS (Figura 51B) y por otro lado Red-arv2 5 y
arv2 en MS con metoxifenocida (Figura 51C) y Red-arv2 5y arv2 en MS (Figura 51D).

Como se observa en las imagenes de las figuras 51A y C (izquierda de la placa), las
raices de las plantulas de las lineas Red-25.27 1 y Red-arv2 5 crecidas en presencia de
metoxifenocida, fueron claramente mas cortas que las de las mismas plantulas crecidas en
ausencia del inductor (Figuras 51B y D, izquierda de la placa) y que las raices de los
controles arv1-1:arv2 y arv2 crecidas en MS o MS con metoxifenocida en las mismas placas.
El analisis cuantitativo de la longitud de las raices de estas lineas determind que la
disminucion es significativa (Figura 51E), siendo aun mas evidente en las plantulas de la
linea Red-25.21 1 que en las de la linea Red-arv2 5, en comparacién con sus respectivos
controles. También se observd que, estas mismas lineas Red-25.27 1 y Red-arv2 5 crecidas
en MS en ausencia de metoxifenocida no presentaron ninguna variaciéon en la longitud de
las raices comparadas con sus respectivos controles arvi-1:arv2 25.21 y arv2,
respectivamente, lo que indica que la disminucion no es debida a posibles efectos del

sistema de silenciamiento sin inducir, que portan las lineas Red-25.27 1 y Red-arv2 5.

A B
MS + Metoxifenocida MS

Red-25.211 arvi-1:arv2 25.21 Red-25.211 arvl-1:arv2 25.21
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MS + Metoxifenocida MS

Red-arv2 5 arv2 Red-arv2 5 arv2
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Red-25.21 Red-25.21 arvl-l:arv2 arvl-l:arv2 Red-arv25 Red-arv25 arv2MS arv2
1MS 1 MS+Met 25.21 MS 25.21 MS MS+Met MS+Met

MS+Met

Figura 51. Efecto del silenciamiento de AtARV1 sobre la longitud de las raices en plantulas de las
lineas Red-25.21 1 y Red-arv2 5. Comparacion de la longitud de la raiz de plantulas de 15 dias de las
lineas Red-25.21 1 y arv1:arv2 25.21 crecidas en MS con metoxifenocida (A) y en MS (B) y de las lineas
Red-arv2 5 y arv2, crecidas en MS con metoxifenocida (C) o MS (D). E) Los asteriscos indican una
diferencia significativa (*p<0.05). Los resultados corresponden a una media de 3 experimentos
independientes + la desviacién estandar donde se cuantificaron aproximadamente 60 plantas de cada linea

en MS y en MS+Metoxifenocida.

4.2 Determinacion de los niveles de mRNA AtARV1 en las lineas Red-25.27 1 mediante
PCR cuantitativa

Los niveles de mRNA de AfARV1 en las plantas de la linea Red-25.21 1 tratadas con
metoxifenocida, se determinaron mediante PCR cuantitativa. Esta determinacién se realizo
en la linea Red-25.21 1 ya que mostraba la alteracion fenotipica mas intensa. Como puede
apreciarse en la figura 52, los niveles de mRNA de AtARV1 en las plantas Red-25.21 1y

arv1-1:arv2 25.21 en ausencia de metoxifenocida fueron muy similares y disminuyeron un
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99%, en comparacion con los valores obtenidos en el mutante simple arv2 utilizado como
control. Sorprendentemente, las plantas de la linea Red-25.21 1 crecidas en presencia de
metoxifenocida, presentaron niveles ligeramente incrementados de mRNA AtARV1 respecto
a los observados en las mismas plantas en ausencia del inductor, cuando lo que se
esperaba, era que estuvieran disminuidos en relaciébn a las plantas crecidas en estas

condiciones.

1 -
0,8
0,6
04

] R S S S

arv2MS  arvl-l:arv2 Red-25.211 Red-25.211
25.21 MS MS MS + Met

Cantidad relativa

Figura 52. Analisis de los niveles de mRNA de AtARV1 mediante PCR cuantitativa. Niveles de mRNA
de AfARV1 en plantulas de las lineas Red-25.21 1, arv1-1:arv2 25.21 y arv2 de 12 dias, germinadas en MS
o en MS con metoxifenocida (MS + Met). La expresién de los transcritos de AtARV1 se normalizaron en
relacion a los niveles de expresion del gen GAPDH. Los niveles de expresion se indican en relacién a los
valores de la linea control de arv2 a los que se les ha atribuido el valor de 1. El andlisis cuantitativo fue
realizado con la ecuacion de Pfaffl (que incluye el valor de eficiencia de las parejas de primers utilizadas).

Los valores obtenidos son la media de 3 experimentos independientes * la desviacion estandar.

4.3 Analisis de los niveles de expresion de AtARV1 en respuesta al estrés de RE en la
linea Red-25.21 1

Recientemente, Shechtman et al. (2011) observaron que en levaduras deficientes en
Arv1p (arv1A) se producia la activacion del sistema UPR (Unfolded Protein Response), una
respuesta de estrés celular que se desencadena cuando se acumulan proteinas sin plegar o
plegadas incorrectamente en el lumen del RE.

Debido al alto grado de similitud entre la proteina Arv1p de levadura y AtArv1 de A.
thaliana, se propuso determinar si existia alguna relacion entre la proteina AtArv1 y la
activacion de la UPR, como ocurre en levaduras.

Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron dos genes control que expresan
proteinas ampliamente estudiadas por su participacién en procesos de estrés de RE como,
BiP (Binding Protein, Alvim et al., 2001; Gething et al., 1999 y Muench et al., 1997) y PDI6
(Protein Disulfide Isomerase; Rowling et al., 1993; Gruber et al., 2009; Lu y Christopher,
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2008), cuya expresion se incrementa ante la presencia de compuestos inductores de estrés
de RE, como la tunicamicina (TM) o el ditiotreitol (DTT) (Liu et al., 2007; lwata et al., 2008).

La induccion de estrés de RE se realizé primero con TM en plantulas de Col O y Ler
crecidas en medio liquido durante 5 h y posteriormente se analizé mediante RT-PCR la
expresion de los genes AtARV1, PDI6 y BiP en las plantulas antes y después de la
induccién con TM.

Como se observa en la figura 53A, los niveles de expresion del mRNA de A{ARV1 no
presentaron variacion alguna en las plantulas de Col 0 o Ler tratadas con TM, respecto a las
no tratadas (MS), mientras que la expresion de PDI6 y BiP aument6 claramente tras la
induccion (Figura 53B).

El mismo tipo de estudio se llevé a cabo induciendo la respuesta de estrés de RE
con DTT (10 yM), obteniéndose los mismos resultados que en el caso de la induccion con

TM (Resultados no mostrados).

A
PP2A ARV1
388 pb
307 pb
M MS T™M MS TM - M MS ™ MS ™
Ler ColO Ler ColO
B
PP2A PDI6 BiP
945 pb
614 pb
307 pb
MS TM MS TM M - MS TM MS TM - MS TM MS TM
Col0 Ler Col0 Ler Col0 Ler

Figura 53. Analisis de la expresion del gen AtARV1y de los genes BiP y PDI6 en respuesta al estrés
de RE inducidos por la tunicamicina. A) Amplificacién de un fragmento de 388 pb del cDNA del gen
AtARV1. B) Amplificacién de los fragmentos de 945 pb y 614 pb de los cDNAs de los genes marcadores de
estrés de RE, PDI6 y BiP, respectivamente. En ambos casos se amplific6 un fragmento de 307 pb del
cDNA del gen PP2A como control. Las RT-PCR se realizaron a partir de RNA total obtenido de plantulas
de 7 dias de edad de las variedades Col 0 y Ler crecidas en medio liquido MS 0,5 X en condiciones de dia
largo y agitacion constante de 50 rpm. MS: muestras recogidas antes de la induccion. TM: muestras

recogidas 5 h después del tratamiento con tunicamicina. -: Controles negativos (sin muestra).
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Al no observar cambios en los niveles del mRNA del gen AtARV1 después de la
induccién del estrés de RE en las plantas wt, se propuso determinar si en las plantas de la
linea Red-25.21 1 tratadas con metoxifenocida, se producia la induccion de la respuesta a
estrés en el RE.

Para ello, se analizaron por RT-PCR los niveles de expresién del gen BiP en
plantulas de las lineas Red-25.21 1 y arv1-1:arv2 25.21, crecidas en medio MS y MS con
metoxifenocida. Como se observa en la figura 54, los niveles de expresién del gen BiP en
plantulas Red-25.21 1 crecidas en presencia de metoxifenocida no presentaron variaciones
respecto a los de las mismas plantas sin inducir o a los del doble mutante arv1-1:arv2 25-21.
Esto indica que el silenciamiento del gen AfARV1 en plantas Red-25.27 1, no produce la
activacion del sistema de respuesta frente a estrés en el RE que incluya la participacién del
gen BiP.

PP2A BiP

Figura 54. Analisis de la expresion del gen BiP en la linea Red-25.21 1. RT-PCR realizada a partir de
RNA total de plantulas de 12 dias de las lineas Red-25.217 1 crecidas en medio MS y en MS con
metoxifenocida (MS+Met) y arv1-1:arv2 25.21 en condiciones de dia largo donde se amplificé un fragmento
de 614 pb del cDNA del gen BiP, asi como también el fragmento de 307 pb del cDNA del gen PP2A como

control.

4.4 Caracterizacion bioquimica del mutante Red-25.27 1
4.4.1 Anéalisis de los niveles de esteroles de la linea Red-25.21 1
Como se ha mencionado en el apartado 2.2.3, los esteroles constituyen uno de los
principales puntos de interés, debido a la posible implicacién de la proteina Arv en el

mantenimiento de la homeostasis intracelular de estos compuestos. Por ello, se analizaron
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los niveles de esteroles contenidos en plantulas de la linea Red-25.21 1 crecidas en placas
con MS o MS suplementado con metoxifenocida. Los resultados obtenidos mostraron una
disminucién de los niveles de esteroles analizados, siendo mas evidente en el caso del
sitosterol, que presenta una reduccion del 33% en el caso de la linea Red-25.27 1 tratada
con metoxifenocida, respecto a la misma linea crecida en MS (Figura 55A). Por otro lado,
también se realizaron mediciones de esteroles en plantulas del doble mutante arv1-1:arv2
25.21 crecidas tanto en MS como en MS con metoxifenocida, sin observarse diferencias
significativas, lo que indica que la metoxifenocida no afecta los niveles de esteroles (Figura
55B). Estos resultados sugieren que la proteina AtArv1 estaria efectivamente relacionada

con el metabolismo de esteroles en A. thaliana.

A B 2,5 -
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S

0,0 - 0,0 -

Red-25.21 Red-25.21 arvl-1:arv2 arvl-1:arv2
1 MS 1 MS+Met 25.21 MS 25.21

MS+Met

Figura 55. Analisis de los niveles de esteroles de las lineas Red-25.1 1 y arv1-1:arv2 25.21. Los
niveles de campesterol, sitosterol y estigmasterol se determinaron en plantulas de 15 dias de las lineas A)
Red-25.1 1 y B) arv1-1:arv2 25.21, crecidas en MS o MS con metoxifenocida (MS+Met). Los resultados

corresponden a la media de 3 experimentos independientes * la desviacion estandar.

4.4.2 Analisis de los niveles de esfingolipidos de la linea Red-25.21 1

Como se ha comentado (apartado 4.2 de la indtroduccién), la funcién de Arv podria
estar vinculada al metabolismo de los esfingolipidos, por ello, se plante6 determinar los
niveles de estos compuestos en plantulas de la linea Red-25.27 1 crecidas en MS y MS
presencia de metoxifenocida. Los resultados muestran, una tendencia de aumento de
algunas BECL, (118:0, d18:1(8Z) y d18:0) en el caso de la linea Red-25.21 1 crecida en MS

con metoxifenocida, en comparaciéon con la misma linea germinada en MS (Figura 56).
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Bases Esfingoides de Cadena Larga

Figura 56. Analisis de los niveles de las BECL de la linea Red-25.17 1. El perfil de bases esfingoides de
cadena larga se determiné en plantulas de 12 dias de la linea Red-25.21 1 crecidas en MS y MS con
metoxifenocida. Los circulos rojos indican una diferencia significativa respecto a la linea en MS. Los

valores obtenidos son la media de 3 experimentos independientes + la desviacion estandar.
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1. TOPOLOGIA DE LA PROTEINA AtArv1 DE Arabidopsis thaliana

Si bien la proteina Arv se ha identificado en varios organismos eucariotas, como
levadura (Tinkelenberg et al., 2000) o humano y rata (Tinkelenberg et al., 2000; Tong et al.,
2010), la informacion existente en cuanto a su estructura y funcién es todavia limitada, y aun
mas en el caso de las plantas, donde sélo ha sido descrita en Arabidopsis thaliana (Forés et
al., 2006). El estudio de Arv1p en levadura ha revelado que esta proteina se localiza en el
RE y Golgi (Swain et al., 2002; Schetman et al., 2011) e inicialmente se propuso que podria
tener hasta 6 posibles dominios transmembrana (Tinkelenberg et al., 2000). La
caracterizacion de esta proteina en Arabidopsis, demostré que se localiza solamente en el
RE y que contendria 4-6 posibles dominios transmembrana (Forés et al., 2006). En ambos
casos las hipotéticas secuencias de transmembrana fueron determinadas por predicciones
in silico, ya que hasta ese momento no se habian realizado ensayos experimentales. Sin
embargo, un estudio mas reciente de topologia llevado a cabo por Villasmil y Nickels (2011)
determind que la proteina Arvip de S. cerevisiae posee sélo 3 dominios transmembrana de
tal manera que el extremo N-terminal esta orientado hacia el citosol y el C-terminal hacia el
lumen del RE.

En este trabajo, se ha realizado un estudio de topologia de inserciéon de la proteina
AtArv1 en la membrana del RE de levadura, usando la técnica Split Ubiquitin Membrane
Yeast Two Hybrid, que ha permitido establecer que esta proteina posee un nimero par de
dominios transmembrana y que ambos extremos se encuentran en la cara citosélica del RE
(Figura 30). Este resultado concuerda parcialmente con el obtenido por Villasmil y Nickels,
ya que ambas proteinas Arv comparten la orientacibn en la membrana del RE de la
secuencia correspondiente al AHD altamente conservada, que en ambos casos se
encuentra orientada hacia el citosol. Se ha descrito que este dominio AHD es imprescindible
en procesos como la gemacion en levadura (Villasmil et al., 2011), si bien no es esencial
para establecer la localizacidén subcelular de la proteina AtArv1 en Arabidopsis (Forés et al.,
2006). Por otro lado las proteinas Arv de levadura y Arabidopsis presentan un niumero de
dominios transmembrana diferente, mientras que en levadura se observan 3, en Arabidopsis
serian 4 o 6. Estos resultados concuerdan con los perfiles de hidrofobicidad obtenidos a
través del analisis con programas de prediccion de dominios transmembrana como SOSUI
(http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/) o} TopPred (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/portal.py?#forms::toppred). Asi, se observa que en el caso de Arvip de levadura se
predice un numero impar de dominios transmembrana (que varia entre 3 0 5), mientras que
en el caso de AtArv1 de Arabidopsis, se predice un numero par (que varia entre 4 o 6). Al
comparar las secuencias aminoacidicas, se ve que Arv1p de levadura posee 76 aa mas que

AtArv1 y al analizar el alineamiento de las mismas encontramos una similitud global con S.
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cerevisiae del 32% que se concentran sobre todo en la region correspondiente al AHD, y en
menor medida, hacia el extremo C-terminal. A pesar de las diferencias observadas en la
longitud, la baja similitud en la secuencia primaria y la diferente topologia de insercién en la
membrana del RE, se ha demostrado que las proteinas AtArv1 y AtArv2 de Arabidopsis son
funcionalmente equivalentes a Arv1ip ya que su expresion complementa la cepa deficiente
en Arv1p de levadura, asi como la expresiéon AtArv2 revierte la alteracidén en los niveles de
esteroles y ceramidas asociada a la pérdida de funcion de esta proteina en células arviA
(Forés et al., 2006). Por lo cual no se excluye la posibilidad que el plegamiento o la
estructura terciaria de la proteina AtArv1 sea suficiente para emular la funcion de Arvip de
levadura como se ha observado en ensayos de complementaciéon de cepas de levadura
deficientes en Arv1p. Dada las limitaciones en la informacién disponible sobre la estructura
de la proteina Arv, su cristalizacién permitiria lograr un conocimiento mas profundo acerca
de su plegamiento y proporcionaria una importante informacién que ayudaria en la

dilucidacion de su estructura y comparacién entre diferentes especies.

2. ANALISIS DE LA PERDIDA DE FUNCION SIMULTANEA DE LOS GENES AtARV1 Y
AtARV2

En un estudio anterior realizado en nuestro laboratorio se habian caracterizado los
mutantes simples con pérdida de funcién arv1-1 (Salk_090151) y arv2 (ET8675) que, segun
la informacién proporcionada en las correspondientes bases de datos, tendrian las
inserciones de T-DNA y del elemento Ds a +16 pb y a -6 pb, respecto a la primera base del
codon de inicio de la traduccidn del gen AtARV1 y AtARV2, respectivamente. Sin embargo,
el resultado obtenido en este trabajo al determinar la posicidn real de las mismas indicd que
la insercidn de la secuencia de T-DNA se encontraba ubicada, en realidad, a -11 pb en el
mutante arv1-1 (Figura 32A), mientras que el elemento Ds se hallaba ubicado en la posicién
+3 en el mutante arv2, (Figura 32B) respecto de la primera base del codon de inicio de la
traduccién de los respectivos genes. La posicion real de la insercion del elemento Ds,
permitié explicar los resultados obtenidos en el andlisis de la expresion del mMRNA AtARV2
en el mutante simple arv2, donde al interrumpir el codén ATG, se produce la pérdida total de
expresion del gen AtARV2 (mutante knock out). En cambio, en el caso del mutante simple
arv1-1, a pesar de que la insercion del T-DNA se encuentra en la zona /eader del gen
AtARV1, tuvo un efecto mas moderado en la expresion del mismo (mutante knock down).

Al realizar la caracterizacion de los mutantes simples arv7-1y arv2 no se observaron
alteraciones fenotipicas, por lo que se decidié obtener plantas doble mutante, mediante el

cruzamiento entre ellos, con el fin de determinar si la disminucion de la expresién de
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AtARV1 sumada a la ausencia de expresion de AtARV2 producia algun tipo de anomalia.
Sin embargo, las plantas del doble mutante arv1-1:arv2 tampoco mostraron alteraciones
fenotipicas detectables durante su desarrollo (Figura 34) al ser comparadas con los
mutantes simples o bien con los correspondientes fondos genéticos wild type (con excepcion
de cierta variabilidad fenotipica debida al cruzamiento de las variedades Ler y Col 0), a
pesar de mostrar una reducciéon en los niveles totales de mRNA AtARV (Figura 35) en
relacibn con la expresion observada en los mutantes simples. El hecho de no hallar
alteraciones en el fenotipo, no excluia la posibilidad de que pudieran producirse variaciones
a nivel bioquimico. Hasta la fecha se han llevado a cabo varios estudios que vinculan la
funcion de Arv a la regulacion del metabolismo de esteroles y esfingolipidos, como el
realizado en S. cerevisiae donde determinaron que en una cepa deficiente en Arvip se
veian disminuidos los niveles de ergosterol y zimosterol, asi como también una alteracion en
el metabolismo de esfingolipidos, con un incremento en la concentracion de ceramidas y
defectos en la sintesis de esfingolipidos complejos (Swain et al., 2002); en el afio 2008,
Kajiwara et al. sugieren ademas de una posible funcién de Arv1p en la sintesis de GPI, que
los defectos en la distribucién de los esteroles en el mutante arv1A podrian deberse a un
efecto indirecto derivado de la alteracién en la sintesis y transporte de esfingolipidos. Por
ello, se realizaron andlisis de estos metabolitos en las plantas del doble mutante, asi como
también de la actividad de la enzima HMGR. Esta ultima fue incluida en el analisis debido a
que la enzima HMGR se considera la principal reguladora de la sintesis de esteroles (Burg y
Epenshade, 2011; Hemmerlin et al., 2011) y por lo tanto, su actividad podria resultar
alterada, como se observo en células humanas HepG2 tratadas con un oligonucleétido
antisentido ARV1 que reduce los niveles de Arv1, y provoca indirectamente una disminucién
de los niveles de la enzima HMGR en estas células (Tong et al., 2010). Tras haber
determinado los niveles de actividad HMGR (Figura 36), esfingolipidos (Figura 37) y
esteroles (Figura 38) se observo que en todos los casos los valores obtenidos eran similares
a los obtenidos en los controles. La ausencia de alteraciones fenotipicas y de cambios en
los niveles de esteroles, esfingolipidos y de actividad HMGR observados en Ila
caracterizacion de los doble mutante arv7-1:arv2, sugiere que a pesar del bajo nivel de
expresion de AtARV1 en el doble mutante, la expresion residual de este gen continlia siendo

suficiente para mantener la funcion normal de AtArv.

3. CARACTERIZACION DE NUEVOS MUTANTES DE INSERCION DEL GEN AtARV1

El estudio realizado sobre el doble mutante arv1-1:arv2 no permitié establecer el
efecto de la pérdida total de la funcién AtArv, por lo cual se intent6 identificar nuevas lineas

mutantes con pérdida total de funcién del gen AtARV1. Para ello se analizaron diferentes
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colecciones de mutantes donde se seleccionaron 3 nuevos posibles candidatos: las lineas
Salk_116614, Salk_127981 y Salk_123517. Se llevo a cabo la caracterizacion de cada una
de ellas y finalmente fue seleccionada la linea Salk_123517 (denominada mutante arv1-2)
ya que mediante secuenciacién se determin6 que la insercién del T-DNA se encontraba
exactamente en la posicion +1656 (ubicacion referida respecto a la primera base del codén
de inicio de traduccién) interrumpiendo el exén 9 (Figura 39C) y sélo fue posible hallar
homocigotos en dicha linea. Sin embargo, al realizar el analisis fenotipico del nuevo mutante
tampoco se observaron alteraciones durante su desarrollo. Tras el analisis de los niveles de
expresion del mRNA AtARV1, este mutante resultdé ser otro mutante knock down. La
insercion de T-DNA en la posicion +1656 (ultimo exdén del gen AtARV1), sugeria la
posibilidad de la expresién de una proteina AtArv1 truncada de 214 aa en lugar de los 245
que posee AtArv1. Por otro lado, en el estudio llevado a cabo por Villasmil y Nickels (2011)
determinaron que la longitud que necesita tener la proteina Arv1p para suprimir (al menos
parcialmente) algunos de los fenotipos de la cepa de levadura mutante arv1, era a partir de
213 aa (de un total de 321 aa). Esto indicaria que de producirse la proteina truncada
AtArv1,44, podria ser suficiente para mantener su funcion. Por ello, se investigé la
funcionalidad de esta posible proteina truncada mediante complementacién funcional de la
cepa de levadura YNJ1756 deficiente en Arvip, la cual se habia utilizado en estudios
anteriores para demostrar la funcionalidad tanto de la proteina Arv humana (Swain et al.,
2002) como de las proteinas AtArv de A. thaliana (Forés et al., 2006). Los resultados de este
ensayo demostraron que la proteina truncada AtArv,4, N0 era funcional en levadura (Figura
41), sin embargo, dicha incapacidad no se debia a la ausencia de la proteina, ya que se
detectd su expresidon mediante Western blot en extractos proteicos provenientes de
levaduras transformadas que expresaban AtArv,;, (Figura 42). Al analizar el perfil de
hidrofobicidad de la proteina AtArv,;4, se observd que perderia el ultimo dominio
transmembrana, lo que conlleva a la pérdida de funcionalidad de la misma.

Una vez determinado que la proteina AtArv.44 No era funcional, se obtuvo el doble
mutante por cruzamiento con el mutante knock out arv2, con el fin de alcanzar el objetivo
inicial de analizar los efectos de la pérdida de funciéon total de AfARV. Sin embargo,
sorprendente este doble mutante también era viable y tampoco presentaba alteraciones en
el fenotipo durante el desarrollo de las plantas. Al analizar en detalle la secuencia
nucleotidica del alelo mutante arv7-2 se observé que el marco de lectura que da lugar a la
proteina AtArv1 no estaba realmente interrumpido por la insercién de T-DNA en la posicién
predicha, sino que, continuaba abierto en la secuencia del T-DNA insertado. La prediccion
de la proteina codificada por esta secuencia quimérica, determind que se podria producir
una proteina hibrida constituida por 214 aa de la secuencia de AtArv1 y 29 aa provenientes

del T-DNA, dando lugar a una proteina de 243 aa en lugar de los 245 aa de AtArv1. En
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primer lugar se confirmo la expresion del mRNA hibrido en este mutante (Figura 44) y
posteriormente, se comprob6 la funcionalidad de esta proteina hibrida AtArv,14/T-DNA,
mediante complementacién funcional de la cepa YNJ1756. El resultado indicé que,
efectivamente, se trataba de una proteina funcional (Figura 45) lo que explicaria que las
plantas doble mutante se desarrollaran de manera normal, sin alteraciones fenotipicas
observables.

Al comparar las predicciones de los perfiles de hidrofobicidad de las 3 proteinas:
AtArv1, AtArv1,44 y AtArvi1,14/T-DNA (Figura 47) se observd que la delecion de los 31 aa del
extremo C-terminal de la proteina AtArv1 afecta notablemente a la estructura de la proteina,
ya que forman parte de la ultima secuencia transmembrana y del extremo C-terminal
citosdlico. Esto es coherente con la observacidon de que AtArv1,, no es funcional y
demuestra que esta regién es esencial para la funcionalidad de la proteina. En levadura se
ha visto que la proteina Arvip truncada en el aa 113 no es capaz de revertir algunos
fenotipos del mutante arv1, mientras que son revertidos parcialmente al expresar la proteina
Arvip de 213 aa y completamente cuando la proteina contiene los primeros 263 aa (Villasmil
y Nickels, 2011). Estos autores sugieren que la region entre los aa 113 y 213 de Arvip
podrian participar en la interaccién con Erg11. Esta proteina es una lanosterol 14-demetilasa
de la familia del citocromo P450, involucrada en la sintesis de ergosterol en levaduras, la
cual se ha demostrado interacciona con Arvip (Parsons et al., 2003; Miller et al., 2005). En
varias especies de plantas se ha identificado la proteina Cyp51, una obtusifoliol 14-
demetilasa del grupo del citocromo P450 funcionalmente equivalente a Erg11, aunque la
interaccion entre Cyp51 y AtArv1 no se ha confirmado experimentalmente (Cabello-Hurtado
et al., 2001; Kim et al., 2005). Por lo tanto, no se descarta la idea de que estas proteinas
podrian interaccionar mediante la unién a secuencias especificas, como ocurriria en la caso
de levadura. Por otro lado, al analizar |la secuencia de la proteina hibrida AtArv1,:4/T-DNA
(Figura 45A) y su perfil de hidrofobicidad (Figura 47), se observa que a pesar que esta
posee 3 aa menos que AtArv1 y que difiere en 11 de los 13 aa codificados por el T-DNA del
extremo C-terminal, se mantiene la topologia de insercién en el RE y conserva los cuatro
dominios transmembrana predichos en la proteina AtArv1 completa (segun la prediccion
realizada con el programa TopPred). Esto explicaria por qué el cambio en la secuencia no
afectaria a la funcionalidad, como se demuestra tanto por la complementacién de la cepa de
levadura deficiente en Arvip como por la total viabilidad del doble mutante arv1-2:arv2,
donde la expresion de esta proteina hibrida seria suficiente para mantener la funcién AtArv
en estas plantas y el desarrollo aparentemente normal de las mismas.

Estos resultados sugieren ademas, que AtArv1 podria estar involucrada en la sintesis

de esfingolipidos o GPI a través de interacciones proteina-proteina o proteina-lipido, donde
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la estructura sea un factor crucial en la mediacion de estas interacciones y por ello es

imprescindible mantener su plegamiento y topologia en la membrana del RE.

4. EFECTOS DEL SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION RESIDUAL DEL ALELO
MUTANTE arv7-1 EN EL DOBLE MUTANTE arv1-1:arv2 25.21

La imposibilidad de conseguir un mutante knock out simple arv1 sugeria que este
gen era esencial para las plantas, a diferencia del gen AtARV2 para el que si se encontr6 un
mutante knock out. Ante estas circunstancias, y para conseguir analizar el efecto de la
pérdida simultanea de funcién de ambos genes AtARV, se optd por intentar disminuir la
expresion residual de AfARV1 en el doble mutante arvi-1:arv2. Para ello se utilizd
concretamente el sistema de silenciamiento inducible basado en el receptor de ecdisona con
la finalidad de lograr el silenciamiento del gen AtARV1 mediante siRNAs (small interfering
RNAs) generados a partir de la expresion de hpRNAs (hairpin RNAs). Se prefirié usar el
mecanismo de silenciamiento a través de estructuras intermediarias tipo hairpin por
demostrarse su eficacia en una comparacion realizada en dos estudios para la obtencién de
siRNAs. Se observé que aquellos provenientes de hpRNAs lograron mayor porcentaje de
silenciamiento (Chuang y Meyerowitz, 2000 y Wesley et al., 2001). La eleccién de un
sistema inducible, se llev6 a cabo debido a la posibilidad que el gen AtARV1 fuera esencial.
Este tipo de sistema permite su activacion una vez la planta ha germinado y en el estadio de
desarrollo deseado. De entre los multiples sistemas inducibles disponibles, se escogié uno
basado en el receptor de la hormona ecdisona (Padidam et al., 2003 y Koo et al., 2004)
debido a que se ha demostrado que la activacion de este sistema puede controlarse muy
estrictamente mediante agonistas sintéticos de la ecdisona. Una sustitucion en el
aminoacido 110 del receptor de la ecdisona (Ala-Pro) de C. fumiferana conlleva la pérdida
de la capacidad de respuesta a las hormonas ecdisteroideas y sin embargo, no altera el
reconocimiento de compuestos no esteroideos sintéticos como la metoxifenocida (Kumar et
al., 2002). Este sistema resultd ser sumamente efectivo en la regulacién de la expresién
génica tanto en mamiferos como en plantas (Palli et al., 2003; Koo et al., 2004; Tavva et al.,
2006; Singh et al., 2010) y concretamente esta misma estrategia se habia utilizado con éxito
para el silenciamiento del gen A{LCB2b, uno de los dos genes que codifican para la
subunidad LCB2 de la enzima SPT (Serina Palmitoil Transferasa), que cataliza el primer
paso en la biosintesis de esfingolipidos (Dietrich et al., 2008).

Para lograr el objetivo planteado, se generaron plantas transgénicas del doble

mutante, Red-25.21 1, asi como plantas del mutante simple, Red-arv2 5 que contenian el
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sistema de silenciamiento inducible descrito. Al comparar el fenotipo de las lineas Red-25.21
1y Red-arv2 5, crecidas en MS y en MS con metoxifenocida, se observo que las plantulas
crecidas en presencia del inductor (donde se activo el sistema de silenciamiento del gen
AtARV1) mostraron una disminucion del tamafio de las plantulas y presentaron alteraciones
tanto en la parte aérea como radicular. Se observd una pérdida de coloracién en los
cotiledones y una curvatura de los bordes hacia el interior de |la cara abaxial, adoptando una
estructura en forma de “punta de flecha” (Figura 49). Por otro lado, las raices de las
plantulas también se vieron afectadas por el silenciamiento de AtARV1. Las lineas Red-
25.21 1y Red-arv2 5 presentaron una disminucion del 56% y 45%, respectivamente, en la
longitud de la raiz, respecto a las mismas lineas crecidas en MS (Figura 51). Profundizando
en la caracterizacion, al analizar la morfologia de las células epidérmicas de las hojas, se
observé que adoptaron un aspecto mas redondeado en comparacion con las mismas
crecidas en MS (Figura 50). En general, el grado de afectacion de las plantulas del doble
mutante Red-25.21 1 fue mayor que el de la linea Red-arv2 5, probablemente debido al
diferente grado de silenciamiento entre ambas. Respecto a los estudios bioquimicos, se
observd que los esteroles mayoritarios se encontraban disminuidos en plantulas de la linea
Red-25.21 1 crecidas en MS con el inductor metoxifenocida, hasta un 33% en el caso del
sitosterol y un 38% en el del campesterol, respecto a las plantulas control Red-25.21 1
crecidas en MS (Figura 55). En el caso de los niveles de las BECL, se observd un aumento
de dos veces en las bases t18:0, d18:1(82) y de hasta 3 veces en la base d18:0, respecto a
los valores en las plantulas de la misma linea crecidas en MS (Figura 56). El incremento
selectivo de algunos intermediarios de la sintesis de esfingolipidos, se ha observado
también en levadura, donde se detecté una acumulacién de las ceramidas B y C derivadas
de la fitoesfingosina, en levaduras deficientes en Arv1p, mientras que los niveles de aquellas
derivadas de la dihidroesfingosina (ceramidas A y B") no se vieron alterados (Swain et al.,
2002).

Por una parte, se ha sugerido que la proteina AtArv es importante para la division y
expansion celular (Forés et al., 2006) ya que las células en estas etapas necesitan un aporte
constante y un transporte activo de esteroles junto con otras especies lipidicas para
sintetizar y mantener la estructura de las membranas plasmaticas (Clouse et al., 2002). Por
otro lado, se ha propuesto que la proteina Arv se encuentra involucrada en la regulacién de
la homeostasis lipidica celular en levadura (Tinkelenberg et al., 2000; Swain et al., 2002;
Kajiwara et al., 2008; Schechtman et al., 2011), mamiferos (Tong et al., 2010) y plantas
(Foreés et al., 2006). Estas observaciones sugieren que la alteracion tanto en el fenotipo de
los cotiledones y la morfologia de las células epidérmicas como en la longitud de la raiz de
las plantulas donde se ha disminuido la funcion AtArv, podria deberse a la alteracion del

metabolismo de esteroles y esfingolipidos observada, debido a la inactivacion de los genes
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AtARV. Habiendo observado que los niveles de esteroles mayoritarios (sobre todo sitosterol
y estigmasterol) se encuentran reducidos, asi como los niveles de algunas BECL se
encuentran aumentados en plantas del doble mutante crecidas en presencia de
metoxifenocida, se plantea la posibilidad de que la inactivacion de los genes AfARV en
Arabidopsis, conlleve a la disminucion en los niveles de esteroles, lo que produciria
indirectamente una desestabilizacién en la regulacion de los esfingolipidos produciendo su
aumento (como fue sugerido en el estudio de Kajiwara et al., 2008), o bien la situacion
inversa, es decir, que la disminucion de los niveles de esteroles sea un efecto secundario de
la alteracion en los niveles de algunas BECL. Actualmente existen cada vez mas estudios
que respaldan la hipétesis de una interaccion funcional entre esfingolipidos y esteroles, gran
parte de los cuales se han realizado en levaduras (Swain et al., 2002b; Valachovic et al.,
2004; Veen y Lanh, 2005; Guan et al., 2009), e incluso se ha desarrollado un modelado
matematico basado en la integracion de las vias metabdlicas del ergosterol y de los
esfingolipidos para simular los efectos ante el tratamiento con diferentes farmacos (Alvarez-
Vasquez et al., 2011). También en humanos se han realizado estudios que avalan esta
interaccion entre esteroles y esfingolipidos, como por ejemplo, se ha visto que deficiencias
en la relacion entre estos compuestos derivan en patologias como la enfermedad de
Niemann Pick, la cual se caracteriza por un defecto en la localizacién y acumulacién de
esfingolipidos y colesterol en los lisosomas (Karten et al., 2009), o bien que la disminuciéon
en los niveles de esfingolipidos influyen en la via de las SREBP, afectando la biosintesis de
lipidos como el colesterol (Scheek et al., 1997). En plantas, la mayoria de los estudios en los
que se relacionan esteroles y esfingolipidos estan focalizados en los llamados “lipid o
membrane rafts” (revisado en Simon Plas et al., 2011), y en un numero mucho mas limitado,
otros tipos de estudios que avalan la regulacién coordinada de estos compuestos. Un
ejemplo lo constituye el realizado por Nieto et al. (2011), donde observaron en plantas de
Arabidopsis que la inhibicion de la via de sintesis de esfingolipidos mediante un tratamiento
con miriocina (inhibidor especifico de la SPT) provocaba también una disminuciéon en la
actividad de la enzima HMGR vy de los niveles de esteroles; o bien como se ha observado en
plantulas de Allium porrum L. donde la inhibicion de la via de esteroles con fenpropimorph
también afectd la biosintesis de esfingolipidos complejos como las glucosilceramidas
(Hatmann et al., 2002); por otro lado, se ha observado en raices de Triticum aestivum L.,
que la disminucién en los niveles de esteroles causados por un tratamiento con nistatina,
produjo un aumento en las glucoceramidas totales (Valitova et al., 2011). Los resultados
obtenidos en este trabajo de tesis aportan informacién que respalda la idea de la
interrelacion entre los metabolismos de esteroles y esfingolipidos en Arabidopsis thaliana y
la vinculacion de la funcion de AtArv en el mantenimiento de la homeostasis de estos

compuestos.
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Como se habia observado previamente, los niveles de expresién de mRNA AtARV1
en el doble mutante arv71-1:arv2, eran notablemente bajos, por lo tanto, para poder detectar
reducciones adicionales en los niveles de mRNA en las lineas doble mutante silenciadas se
recurrié al analisis a través de RT-PCR en tiempo real debido a la mayor sensibilidad de
esta técnica (Figura 52). Al comparar los resultados obtenidos en el analisis de los niveles
de mRNA AtARV de plantulas del doble mutante con sistema de silenciamiento inducible
(linea Red-25.21 1) crecidas en medio MS, se observd una disminucion del 98% en los
niveles de mRNA AtARV respecto a la linea del mutante simple arv2 (que sblo expresa
AtArv1). Sin embargo, contrariamente a lo esperado, la misma linea Red-25.21 1 crecida en
MS en presencia del inductor metoxifenocida, presentaba niveles de este mMRNA ligeramente
mayores a los de la misma linea crecida en MS, con so6lo una disminucion del 92%,
comparada con los niveles del mutante arv2. Como se ha observado en estudios realizados
sobre regulacion génica en plantas por silenciamiento mediados por siRNAs, se trata de un
proceso complejo que actia a diferentes niveles, ya sea por degradaciéon del RNA diana,
metilacion del DNA o histonas diana o bien inhibiendo la traduccién proteica mediante
mecanismos aun desconocidos, aunque no se descarta que pueden ser varias acciones
combinadas (Voinnet 2009). Analizando los resultados obtenidos de los niveles de expresiéon
del mMRNA AtARYV, y habiendo observado este incremento en el caso del mutante Red-25.21
1 inducido, cabe suponer que se esta produciendo, al menos parcialmente, este ultimo
mecanismo inhibiendo la sintesis de la proteina AtArvl en lugar de producirse la
degradaciéon de su mRNA. Para confirmar esta hipétesis, se deberian realizar ensayos de
Western blot utilizando anticuerpos anti-Arv para analizar los niveles de proteina AtArv
expresada en las lineas Red-25.21 1 en presencia y ausencia del inductor metoxifenocida.
De hecho, y con esta finalidad, se obtuvo un anticuerpo contra el péptido comprendido entre
los aminoacidos 98 y 111 de la proteina AtArv1 de A. thaliana que corresponde a una zona
de elevada divergencia con AtArv2, sin embargo, los resultados obtenidos en ensayos de

Western blot usando este anticuerpo no fueron satisfactorios.

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la funcién de AtArv, y habiéndose
descrito que la proteina Arv de levadura y de macréfagos murinos esta involucrada en la
respuesta UPR (Unfolded Protein Response) (Schechtman et al., 2011), se llevd a cabo un
estudio para determinar si en Arabidopsis podria tener un papel similar. Sin embargo, los
resultados obtenidos indicaron que los niveles de mMRNA AtARV1 no se ven alterados
cuando se induce la UPR mediante el tratamiento con tunicamicina o DTT en plantulas Col 0
o Ler (Figura 53) y ademas, que el silenciamiento de AtARV1 tampoco produce alteraciones
en la expresién del gen BiP (que constituye un marcador de la UPR, Figura 54). La

respuesta UPR ha sido ampliamente estudiada desde levadura hasta mamiferos (Mori,
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2009) donde se ha visto que en levadura se activa hasta el 6% de su genoma durante la
UPR (Travers et al., 2000) mientras que en mamiferos solo llega al 1% (Martinez y
Chrispeels, 2003). Sin embargo, en plantas existe mucho menos informacién acerca de los
mecanismos por los cuales ocurre este tipo de respuesta (Moreno y Orellana, 2011) aunque,
se ha descubierto una nueva via que se encuentra unicamente en plantas e involucra al
factor de transcripcién AtbZIP60 y parece tener un mecanismo de regulacién alternativo a
otras vias de induccion de la respuesta UPR (lwata y Koizumi, 2005; lwata et al., 2008). Al
realizar un analisis de transcriptbmica en mutantes bzip60 no se observaron incrementos en
los genes mayoritarios que codifican proteinas relacionadas con el RE lo que sugiere que
muchos de estos genes dependen de AtbZIP60 (Ilwata et al., 2008). Asimismo, se ha visto
que en levaduras deficientes de Arv1ip no se produce una activacion de todos los genes
diana de la UPR (Shechtman et al., 2011). Por lo tanto, el hecho de no haber encontrado
una alteracion en los niveles de expresion del gen BiP en los mutantes Red 25.21 1 donde
se habia inducido el silenciamiento de AtARV1, no descarta la posibilidad que se pueda
estar activando otras vias de respuesta a UPR que involucren otros genes.

Como conclusién general, en este trabajo se obtuvo informacion experimental sobre
la topologia de insercidén de las proteinas AtArv de plantas en el RE. Respecto a su funcion,
si bien no se descarta la posibilidad de que cumpla un papel similar como transportador de
moléculas en la sintesis de GPI o relacionada con su regulacién, como fue propuesto en el
estudio realizado por el grupo de Kajiwara (2008), debido a que se ha observado que estas
moléculas son un grupo funcionalmente diverso que se encuentran en diferentes especies
eucariotas desde protozoos y hongos hasta plantas y mamiferos (Paulick y Bertozzi, 2008),
los resultados obtenidos todavia no permiten atribuir a las proteinas AtArv una funcion
especifica. Sin embargo, los estudios realizados en esta tesis refuerzan la existencia de una
regulacion coordinada del metabolismo lipidico en plantas, y respaldan la importancia de las
proteinas AtArv en A. thaliana donde desempefia un papel esencial en el desarrollo normal
de las plantas. Asimismo, durante este trabajo se han generado un conjunto de
herramientas experimentales que constituyen una plataforma de partida para futuros

estudios que permitiran profundizar en el conocimiento de las proteinas Arv en plantas.
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1) La proteina AtArv1 posee un numero par de dominios transmembrana y los
extremos N- y C-terminales se encuentran orientados hacia la cara citosélica de la

membrana del RE.

2) El doble mutante arv1-1:arv2, a pesar de tener una atenuacion de la expresion del
gen AtARV1 y una pérdida total de funcion del gen AtARV2, no presenta
alteraciones fenotipicas visibles ni tampoco muestra niveles alterados de actividad

HMGR, esteroles y esfingolipidos.

3) La caracterizacion del mutante arv7-2 demuestra que los ultimos 31 aa del extremo

C-terminal de la proteina AtArv1 son imprescindibles para su funcionalidad.

4) El gen AtARV1 es esencial para la viabilidad de las plantas ya que no ha sido

posible encontrar un mutante con pérdida total de funcién para dicho gen.

5) El silenciamiento mediante siRNA de la expresién residual del gen AfARV1 en el
doble mutante arv71-1:arv2 produce una alteracion notable en el fenotipo de las
plantulas, donde se observa disminucién de la longitud de las raices y del tamafio
de los cotiledones, que presentan ademas un color amarillo y con forma de “punta
de flecha”. Los niveles de esteroles también estan reducidos y algunas BECL se

ven incrementadas.

6) En Arabidopsis thaliana, la activacion de la Unfolded Protein Response no altera los

niveles de expresion del gen AtARV1, como ocurre en el caso de S. cerevisiae.
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CARACTERIZACION DE LAS ISOENZIMAS FARNESIL DIFOSFATO SINTASA 1S
(FPS1S) Y 2 (FPS2) DE Arabidopsis thaliana

1. Caracterizaciéon bioquimica de las isoenzimas FPS1S y FPS2 purificadas

Con el fin de comprender mejor los mecanismos implicados en la funcién diferencial
de las isoenzimas FPS1S y FPS2, se analizaron las propiedades bioquimicas de ambas
proteinas. Para ello, se decidié expresar las dos isoenzimas en E. coli y posteriormente,

purificarlas en su estado nativo.

1.1 Expresion de las isoenzimas FPS1S y FPS2 de A. thaliana en E. coli

Para expresar las isoenzimas FPS1S y FPS2 en E. coli se utilizé el vector pGEX-3X-
Notl (Montella et al., 2005) que deriva del vector comercial pGEX-3X (Pharmacia Biotech), el
cual permite la expresion inducible por IPTG de las proteinas de interés fusionadas al
extremo C-terminal de la GST (Glutation S-Transferasa) (Figura 57A). La modificaciéon
introducida (diana Notl) permite que la proteina de fusiébn, una vez purificada por
cromatografia de afinidad en una columna con resina de Glutatién-sefarosa, pueda ser
digerida con la proteasa factor Xa, liberandose la proteina de interés en su forma nativa, es
decir, sin ningun aminoacido extra, con lo que se evita que la GST pueda interferir en la
funcion de la enzima.

En el plasmido pGEX-3X-Notl se clonaron las secuencias de cDNA de FPS1S vy
FPS2, obteniéndose las construcciones pGEXFPS1S y pGEXFPS2 (procedimiento detallado
en materiales y métodos, apartado 9). Ambos plasmidos se transformaron en células de E.
coli BL21 (DE3) portadoras del plasmido pUBS520 que codifica para un tRNA*® poco
abundante en E. coli (Brinkmann et al., 1989).

Una vez obtenidas las células transformadas con los vectores pGEXFPS1S y
pPGEXFPS2, se establecieron las condiciones 6ptimas de temperatura, concentracion de
IPTG y tiempo de induccién de la expresiéon de las proteinas recombinantes GST-FPS1S y
GST-FPS2 en forma soluble. Para optimizar todos estos factores se realizaron experimentos
de expresion a 20, 22, 30 y 37°C y para cada una de las temperaturas ensayadas se
probaron concentraciones de IPTG de 0,1 y 0,4 mM. En todos los casos se recogieron
muestras de cada uno de los cultivos a diferentes tiempos (1, 3, 6 y 16 h) de induccién. La
eficiencia de la expresion de ambas proteinas recombinantes GST-FPS1S y GST-FPS2 se
analiz6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de la fraccidn soluble

procedente del sobrenadante de 16000 x g de las células lisadas (resultados no mostrados).
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A partir de los resultados obtenidos se determinaron las condiciones éptimas para la
expresion de ambas enzimas, que consistian en una concentracion de IPTG de 0,4 mM, una
temperatura de 20°C y un tiempo de expresion de 6 h. Como se muestra en la figura 57B, en
estas condiciones en la fraccidn soluble se detecté una banda de 70 kDa, compatible con la

masa molecular predicha para las proteinas GST-FPS1S y GST-FPS2.
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Figura 57. Expresion de las proteinas GST-FPS1S y GST-FPS2 de A. thaliana en E. coli. A)
Esquema de las proteinas recombinantes GST-FPS1S y GST-FPS2. B) Tincion con Coomassie blue
de la separacion electroforética en gel poliacrilamida-SDS al 10% de la fraccion soluble de cultivos de
E. coli transformados con los plasmidos pGEXFPS1S (izquierda) y pGEXFPS2 (derecha), antes
(carriles 1y 3) y después de 6 h de induccion (carriles 2 y 4) con 0,4 mM de IPTG a 20°C. Las flechas
indican la posicion correspondiente a las proteinas de fusion GST-FPS1S y GST-FPS2 de 70 kDa. M:

Marcador de masa molecular de proteina indicada en kDa.

1.2 Purificacion de las isoenzimas FPS1S y FPS2

Una vez establecidas las condiciones O6ptimas para expresar las proteinas
recombinantes de forma soluble, se procedié a su purificacidon en cantidad suficiente para
realizar los analisis previstos para su caracterizacion, partiendo de cultivos de 50 ml de E.

coli (descrito en materiales y métodos, apartado 14.1). Purificadas las proteinas, se afiadio
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glicerol hasta una concentracion final del 15% (v/v), para evitar la pérdida de actividad al
almacenarlas a -80°C. El resultado de este procedimiento fue la obtencién de preparaciones
altamente purificadas de las isoenzimas FPS1S y FPS2 (Figura 58), las cuales fueron

utilizadas posteriormente para su caracterizacion bioquimica.
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Figura 58. Purificacion de las proteinas FPS1S y FPS2 de A. thaliana. Electroforesis en gel de
SDS-PAGE de alicuotas de 10 pl de la fraccion soluble de extractos de E. coli transformados con los
plasmidos pGEXFPS1S y pGEXFPS2 e inducidos durante 6 h con IPTG, para permitir la expresion de
las proteinas de fusion GST-FPS1S (carril 1) y GST-FPS2 (carril 2). Proteinas FPS1S (carril 3) y
FPS2 (carril 4) obtenidas después de la purificacion por cromatografia de afinidad y digestion con
factor Xa. Las flechas indican la posicion correspondiente a las proteinas recombinantes GST-FPS1S
y GST-FPS2 y a las proteinas purificadas FPS1S y FPS2. M: Marcador de masa molecular de

proteina indicada en kDa.

1.3 Estudio del efecto del Mg?* sobre la actividad de las isoenzimas FPS1S y FPS2

Las preniltransferasas requieren iones divalentes para su funcion catalitica (Liang et
al., 2002), por lo que en primer lugar se determinaron las concentraciones 6ptimas de Mg?*
para cada isoenzima FPS. Para ello, se analizé el efecto de diferentes concentraciones
entre 1 y 5 mM de MgCl, sobre la actividad de FPS1S y FPS2.

Los resultados muestran que los niveles de actividad en ambas isoenzimas se
mantuvieron constantes, independientemente de la concentracion de MgCl, utilizada en el
ensayo (Figura 59).
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Figura 59. Analisis del efecto del MgCl, sobre la actividad de las isoenzimas FPS1S y FPS2. Se
determinaron los niveles de actividad de ambas isoenzimas en presencia de diferentes
concentraciones de MgCl, comprendidas entre 1 y 5 mM. La actividad FPS se expresa en valores de

actividad relativa respecto a la actividad maxima en cada caso a la que se le ha dado el valor de 100.

1.4 Determinacion del pH 6ptimo de las isoenzimas FPS1S y FPS2

El efecto del pH del medio sobre la actividad de las isoenzimas FPS1S y FPS2 se
estudioé en un rango comprendido entre 5,5 y 9,0. Los tampones empleados para la dilucién
de las enzimas FPS y los utilizados para realizar la reaccién enzimatica fueron MES para el
de 5,5; PIPES para 6,5; fosfato sodico para 7,0 y Tris para los pH comprendidos entre 7,5 y
9,0. En todos los casos, la concentracién de tampdn utilizada fue de 50 mM. Tal y como se
observa en la figura 60, FPS1S y FPS2 mostraron un comportamiento muy similar con sélo
ligeras diferencias frente a las variaciones del pH del medio. Ambas presentaron un maximo

de actividad apH 7.

120 1

100 1 & FPS1S

o-FPS2

o
[=]
"

Actividad FPS relativa
5 3

[2%]
(=}
1

° 5 5..5 6 6j5 7 7..5 8 8j5 9 9j5

pH
Figura 60. Efecto del pH sobre la actividad de las isoenzimas FPS1S y FPS2. La actividad de las
proteinas purificadas FPS1S y FPS2 fue determinada en un rango de pH entre 5.5 y 9.0. La actividad
FPS de las enzimas se expresa en valores de actividad relativa respecto a la actividad maxima en

cada caso a la que se le ha dado el valor de 100.
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1.5 Efecto del cloruro de sodio sobre la actividad de las isoenzimas FPS1S y FPS2

A continuacién se procedié a analizar el efecto de concentraciones crecientes de
cloruro de sodio (0, 0.5, 1, 1.5y 2 M) sobre la actividad de las isoenzimas FPS. El resultado
mostrado en la figura 61 sefald que la actividad de FPS2 comenzd a disminuir desde el
inicio del ensayo, mientras que la actividad de FPS1S se mantuvo estable hasta una
concentracion de 0,5 M de NaCl. A partir de este punto la actividad de ambas proteinas
disminuy6 progresivamente con el aumento de la concentracion de NaCl. Sin embargo, la
actividad de FPS1S se mantuvo en todo momento alrededor de un 25% por encima de la de

FPS2, lo que indica que FPS2 es mas sensible que FPS1S al efecto inhibitorio del NaCl.
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Figura 61. Efecto del cloruro de sodio sobre la actividad de las isoenzimas FPS1S y FPS2. La
actividad de las proteinas purificadas FPS1S y FPS2 fue analizada frente a concentraciones
crecientes de NaCl (0, 0.5, 1, 1.5 y 2 M). La actividad FPS de las enzimas se expresa en valores
relativos respecto a la actividad de cada isoenzima en ausencia de NaCl a la cual se le ha atribuido el

valor de 100. Los valores representan la media de 3 experimentos independientes + el SE.

1.6 Determinacion de las constantes cinéticas de las isoenzimas FPS1S y FPS2 para los
sustratos IPP, DMAPP y GPP

La actividad de idéntico numero de unidades de FPS1S y de FPS2 fue analizada
frente a concentraciones crecientes de IPP (comprendidas entre 1 y 100 uM) y una
concentracion fija de 200 uM de GPP o bien de DAMPP; DMAPP (entre 6,25 y 200 uM) y
una concentracion fija de IPP de 100 uM; y GPP (entre 6,25 y 200 puM) y a una
concentracion fija de IPP de 100 puM.
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Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 2 y mostraron que ambas enzimas
poseen valores de K, similares en el rango uM (entre 8.3 y 31.5 uM) para ambos, IPP y los
sustratos alilicos DMAPP y GPP. La afinidad (K.,) de FPS1S y FPS2 por el intermediario de
la reacciéon GPP fue aproximadamente 2.7 veces mayor que por DMAPP, lo que indica la
preferencia de ambas isoenzimas por el intermediario alilico. Asimismo, al comparar las
constantes especificas (k.a/Kn) s€ observd una eficiencia catalitica 2 veces mayor por GPP
que por DMAPP.

\S/:rsig[iig Parametros cinéticos FPS1S FPS2

IPP Ko (UM) 23,1+ 0,4 31,3+0,5
Keat (min™) 62,5 269,0
Keat/ K (min uM™) 2,7 8,6

DMAPP K (LM) 22,7+2.1 31,5+0,5
Keat (min™) 52,2 197,3
Keat/ K (min™ uM™) 2,3 6,2

GPP K (UM) 83+1,2 11,3+1,0
Keat (min™) 36,4 132,8
Keat/ K (min™ uM™) 4.4 11,7

Tabla 2. Constantes cinéticas de las isoenzimas FPS1S y FPS2. Los valores de la media de las
Kn ¥ la SE son el resultado de 3 experimentos independientes. Los valores de k. se calcularon a

partir de la forma dimérica de la enzima.

Por otro lado, los extractos de FPS2 mostraron mayor actividad especifica
comparados con los de FPS1S, ya que los valores de k., obtenidos en FPS2 para IPP,
DMAPP y GPP fueron 3.2, 2.7 y 2.7 veces mayores, respectivamente, que los de FPS1S.
Esto indica que FPS2 es cataliticamente mas eficiente que FPS1S. Estos resultados
indican que ambas isoenzimas son indistinguibles respecto a su afinidad por los distintos
sustratos, ya que el valor de K, en ningun caso presenta diferencias significativas. Sin
embargo, existe una divergencia en la eficiencia catalitica, es decir, que la interaccion
enzima-sustrato y la obtencion de los productos parece ser mas efectiva para todos los

sustratos en el caso de la isoenzima FPS2 que en el de FPS1S.
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1.7 Estudio de la inhibicién por FPP de las isoenzimas FPS1S y FPS2

Para estudiar el efecto de inhibicion por el producto de reaccion FPP sobre las
FPS1S y FPS2 se ensayaron ambas isoenzimas en presencia de diferentes concentraciones
de FPP (de 0 a 1000 pM). El perfil de inhibicién obtenido (Figura 62) sefial6 una progresion
muy similar para las dos isoenzimas, que culmind con una reduccion de actividad del 30%

por parte de ambas, a la concentracién maxima de FPP ensayada.
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Figura 62. Efecto inhibitorio del FPP sobre las isoenzimas FPS1S y FPS2. Analisis de la actividad
FPS1S y FPS2 en presencia de FPP (0 a 1000 uM). La actividad enzimatica se expresa en relacion a

las actividades de las isoenzimas ensayadas sin FPP a las que se les ha atribuido el valor de 100.

1.8 Analisis de la estabilidad térmica de las isoenzimas FPS1S y FPS2

Con el fin de estudiar la estabilidad térmica de FPS1S y FPS2, se midi6 la actividad
de ambas isoenzimas después de incubarlas durante diferentes intervalos de tiempo entre 0
y 60 min, a 37°C y 45°C.

Como puede observarse en la figura 63, a 37°C la actividad de ambas enzimas se
mantuvo practicamente inalterada a lo largo del tiempo de incubacién; sin embargo, a 45°C,
mientras FPS2 conservd totalmente su actividad al cabo de 60 min, FPS1S ya se habia
inactivado casi en su totalidad a los 20 min, manteniendo s6lo alrededor del 3% de su
actividad inicial. Estos resultados demuestran que la isoenzima FPS2 es mucho mas

resistente a la inactivacion por calor que la FPS1S.
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Figura 63. Efecto de la incubacion a 37 y 45°C sobre la actividad de las isoenzimas FPS1S y
FPS2. Niveles de actividad de las enzimas FPS1S y FPS2 después de la incubacion a diferentes
intervalos de tiempo a 37°C y 45°C. La actividad FPS se expresa en relacion a la actividad
correspondiente al tiempo cero, a la que se le ha dado el valor de 100. Los valores representan la

media de 3 experimentos independientes * el SE.

El mismo analisis de estabilidad térmica se llevd a cabo también con extractos
proteicos obtenidos de plantulas de los mutantes fps7 (donde solo se expresa FPS2) y fps2
(donde sélo se expresa FPS1) incubados a 45°C. En el resultado obtenido (Figura 64), se
observé que la actividad FPS del extracto del mutante fps2 disminuyd drasticamente con el
tiempo hasta quedar con un 25% de su actividad inicial, mientras que la actividad FPS en el

extracto del mutante fps7, se mantuvo practicamente inalterada.
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Figura 64. Analisis de la actividad FPS en extractos proteicos de plantulas de mutantes fps
incubados a 45°C. Niveles de actividad FPS en extractos proteicos de plantulas de 10 dias de los
mutantes fps1 y fps2 incubados a diferentes tiempos a 45°C. La actividad FPS se expresa en relacion
a la actividad correspondiente al tiempo cero, a la que se le ha dado el valor de 100. Los valores son

la media de 3 experimentos independientes * el SE.
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Las diferencias observadas en la estabilidad térmica en los ensayos anteriores entre
FPS1S y FPS2 se confirmaron mediante analisis DSF (Differential Scanning Fluorimetry;
Niesen et al., 2007). Esta técnica se basa en que una mayor estabilidad térmica esta
asociada a un incremento en la T,, (melting temperature) respecto a una temperatura de
referencia T, (y viceversa) y se utilizd para el analisis de ambas isoenzimas. Los resultados
evidenciaron una temperatura de 37°C en el caso de FPS1S y 48.3°C para FPS2 (Figura
65). Esta diferencia de 11.3°C indicé que FPS2 es termodindmicamente mas estable que
FPS1S (ensayo realizado en el Departamento de Biologia Estructural y Cuantitativa del

Centro de Investigacion Biolégica CIB-CSIC en Madrid).
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Figura 65. Analisis de la estabilidad térmica de FPS1S y FPS2 por DSF. La grafica corresponde a
las curvas resultantes de las variaciones en la intensidad de fluorescencia emitida durante el ensayo
DSF realizado con 6 pg de proteina purificada de FPS1S y FPS2 y en un rango de temperatura entre
20 y 80°C.

2. Localizacion subcelular de las isoenzimas FPS1S y FPS2 en células epidérmicas de

cebolla

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que FPS1L de
Arabidopsis posee un péptido de transito en el exiremo N-terminal que dirige esta proteina a
las mitocondrias (Cunillera et al., 1997, Manzano et al., 2004). Sin embargo, en las
isoenzimas FPS1S y FPS2 no se ha observado ningun tipo de secuencia sefal conocida
que indigue una localizaciéon especifica en la célula que no sea citosélica. Analisis previos de
localizacién subcelular en Arabidopsis thaliana mediante inmunocitoquimica, utilizando
anticuerpos anti-FPS y microscopia electrénica, en hojas de plantas sobreexpresoras de
FPS1S y FPS2, sugerian que ambas isoenzimas se encontraban distribuidas de manera

uniforme en el citosol (Manzano D., tesis doctoral 2003 y Closa M, tesis doctoral 2007). No
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obstante, un estudio muy reciente, sugiere que la enzima FPS de C. roseus estaria
localizada, al menos parcialmente, en peroxisomas (Thabet et al., 2011).

Con el fin de establecer definitivamente la localizacion subcelular de las isoenzimas
FPS1S y FPS2, se expresaron fusiones de ambas con la proteina fluorescente verde (GFP)
en células epidérmicas de cebolla. Para ello, se generaron, en primer lugar, las
construcciones que codifican las proteinas quiméricas GFP-FPS1S, FPS1S-GFP, GFP-
FPS2 y FPS2-GFP, en las que la proteina GFP se fusioné tanto en el extremo N- como en el
C-terminal de ambas isoenzimas FPS.

Una vez obtenidas las construcciones, se expresaron de forma transitoria en células
epidérmicas de cebolla mediante microbombardeo (materiales y métodos 10.2) y después
de una incubacion de 16 h en oscuridad, se visualizaron los patrones de fluorescencia
obtenidos mediante microscopia laser confocal.

Como puede observarse en la figura 66, las 4 proteinas quiméricas, GFP-FPS1S (a),
FPS1S-GFP (b), GFP-FPS2 (c) y FPS2-GFP (d) se localizaron en todo el citosol. Este
patrén de fluorescencia es idéntico al obtenido en el caso de la proteina GFP (e), excepto
por la presencia de fluorescencia en el nucleo de las células, que sélo se detectd en el caso
de la GFP. Esto se debe a que el tamaio de la GFP es lo suficientemente pequefio para
atravesar la membrana del nucleo, mientras que las proteinas GFP-FPS1S, FPS1S-GFP,
GFP-FPS2 y FPS2-GFP al ser de mayor tamafio, no pueden entrar en él. Este resultado

indica que ambas isoenzimas FPS de Arabidopsis se localizan exclusivamente en el citosol.

\ e

GFP-FPS1S FPS1S8-GFP GFP-FPS2 FPS2-GFP

Figura 66. Localizacion subcelular de las proteinas FPS1S y FPS2 fusionadas a GFP y
expresadas en células epidérmicas de cebolla. Imagenes obtenidas por microscopia laser confocal
de células epidérmicas de cebolla que muestran la fluorescencia proveniente de la expresion de las
proteinas GFP-FPS1S (a), FPS1S-GFP (b), GFP-FPS2 (c), FPS2-GPF (d) y GFP (e). La flecha indica
la expresion de la GFP en el nucleo. Las imagenes son una proyeccion tridimensional de entre 17 y

20 secciones de 1,5 ym cada una. Las barras blancas indican una escala de 10 ym.
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3. Estudio del patrén de expresion espacial y temporal de los genes FPS1S::GUS y
FPS2::GUS en semillas de Arabidopsis thaliana

Resultados previos obtenidos al analizar la expresion de los transgenes FPS1S::GUS
y FPS2::GUS en diferentes tejidos de Arabidopsis, realizados en nuestro laboratorio,
indicaron que FPS1S se expresa de forma generalizada e intensa durante todo el desarrollo
de la planta, tanto en fase vegetativa como reproductiva, mientras que la expresién de FPS2
se detecta de forma mas restringida en 6rganos especificos y en determinados estadios de
desarrollo (Cunillera et al., 2000). Posteriormente, se observé que FPS2 aporta hasta el 80%
de la actividad FPS total en semillas y que a medida que esta germina, la actividad de FPS2
decae rapidamente y aumenta la actividad de FPS1; es decir, que FPS1 sustituye
progresivamente la funcion de FPS2 en el desarrollo de las plantulas de Arabidopsis (Closa
et al., 2010).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, sumados a la escasa informacién sobre los
patrones de expresion de los genes relacionados con la sintesis de isoprenoides en el
estadio de semilla, y con el fin de intentar establecer las razones por las que FPS2 es la
isoenzima mayoritaria en este estadio, se procedi6 a analizar la expresion de los transgenes
FPS1S::GUS y FPS2::GUS en las semillas de las mismas lineas transgénicas analizadas en
Cunillera et al. (2000).

El analisis histoquimico de la expresién del gen GUS (apartado de materiales y
métodos 11) se realiz6 en semillas de las plantas transgénicas FPS1S::GUS y FPS2::GUS
con embriones en todos los estadios de desarrollo, desde el mas temprano (globular) hasta
la formacion completa de los cotiledones (cotileddn).

En los resultados obtenidos, se observa que el gen FPS1S::GUS, se expresa de
forma intensa y localizada en la cubierta chalazal de la semilla (Figura 67a-e). En las etapas
globular, corazén y en menor medida en torpedo temprano se observo una cierta tinciéon
GUS en areas circundantes, la cual podria ser debida a la difusion de la tincion. En cualquier
caso, no se observd actividad GUS en el embridon, independientemente del estadio de
desarrollo.

El gen FPS2::GUS, en cambio, presenté un patrén notablemente diferente (Figura
67f-j). En el estadio globular, se observé tincion GUS sélo en el endoespermo chalazal
(Figura 67f). Sin embargo, a partir del estadio corazén, la tincion se detecté también en el
embrién, concretamente en la region del meristemo apical de la raiz (Figura 67g y h,
sefialada con flechas) y en tejidos pre-vasculares (recuadro entre figuras 63h e i). En
estadios mas avanzados se observé actividad GUS en todo el embrion asi como también en
el endospermo (Figura 67i) y en semillas maduras, se detectd una intensa actividad GUS en

todo el embrion.
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Estas observaciones en conjunto, indican que los patrones de expresion de los
genes FPS1S y FPS2, son complementarios entre si, particularmente en las etapas mas
avanzadas del desarrollo embrionario y ademas concuerdan con la observacion de que la
isoenzima FPS2 es la que contribuye mayoritariamente a la actividad FPS total en las
semillas maduras (Closa et al., 2010), ya que el gen FPS2 se expresa en todo el embridn en

este estadio y éste ocupa practicamente la totalidad de la semilla en el estadio cotiledén.

Estadios de desarrollo embrionario

Globular Corazon Torpedo-temprano Torpedo Cotiledén

g == b = c d

FPS1S:GUS

FPS2:GUS

Figura 67. Analisis histoquimico de la actividad GUS en semillas de plantas de Arabidopsis
thaliana transformadas con los genes quiméricos FPS1S::GUS (a-e) y FPS2::GUS (f-}). Silicuas
en diferentes estadios de desarrollo fueron incubadas con el sustrato X-Gluc durante 24 h y tratadas
como se describe en el apartado 11 de materiales y métodos. El analisis de las semillas se realizé

mediante un microscopio Zeiss Axiophot, adaptado con éptica Nomarski.

4. Complementacion del mutante nulo fps2-1 de Arabidopis thaliana con los genes
quiméricos FPS1Sp::FPS2y FPS2p::FPS1S

4.1 Reversion del fenotipo del mutante fps2-1 mediante expresion de la proteina FPS1S,

bajo el control del promotor FPS2

Se ha descrito que las semillas del mutante fps2-1, debido a la drastica disminucion

de la actividad FPS, presentan una reduccioén de los niveles de esteroles y un aumento de
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aproximadamente 4 veces la actividad de la enzima HMGR, lo que produce una respuesta
de hipersensibilidad a la mevastatina.

Con la finalidad de investigar si FPS1S es capaz de revertir los fenotipos
mencionados, se transformaron plantas del mutante fps2-7 con dos genes quiméricos
constituidos por el promotor del gen FPS2 fusionado a la secuencia gendmica codificante
del gen FPST1.

Para llevar a cabo este estudio, se obtuvo, por un lado, la construccion
FPS2p::FPS1S-mutdis, que contiene una secuencia de 1375 pb del promotor del gen FPS2
que incluye la regién leader, fusionada a la secuencia codificante de 3838 pb del gen FPS1
en la que el codon ATG distal que da lugar a la isoforma FPS1L se transform6 en un codén
ATC; por otro lado, se utilizé también la construcciéon FPS2p::FPS1S, similar a la anterior,
pero que carece de la regidon de 126 pb que codifica para el péptido de transito de la
isoforma FPS1L. De esta manera, se conseguia que ambos genes quiméricos sélo pudiesen
expresar la isoforma corta, FPS1S (Figura 68). Esta estrategia se plante6 con el fin de
determinar si el fragmento comprendido entre el primer y el segundo codén ATG, podia
influir en la expresién de FPS1S, reflejandose a nivel funcional en la complementacion del

mutante fps2-1.

ATC ATG TAG ATG TAG

| |
T | —

Figura 68. Esquema de las construcciones FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S utilizadas
para la complementaciéon del mutante fps2-1. Las cajas gris oscuro representan la secuencia de
1375 pb del promotor y el leader del gen FPS2. En gris claro, se indica la secuencia gendémica
codificante del gen FPS1, a partir del primer codon ATG, pero mutado en la tercera base en
FPS2p::FPS1S-mutdis, o a partir del segundo codén ATG en FPS2p::FPS1S. Las cajas blancas

representan las secuencias 3’ no traducidas.

Una vez disponibles las dos construcciones FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S,
se obtuvieron plantas transgénicas del mutante fps2-1, las cuales se denominaron de la
misma manera que cada construccién. Posteriormente, se propagaron las semillas hasta
obtener las correspondientes lineas homocigotas en cada caso y, de éstas, se seleccionaron
tres lineas portadoras de cada gen quimérico para proceder a los estudios de reversion del
fenotipo de fps2-1 en semillas. Las lineas seleccionadas en cada caso fueron:
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FPS2p::FPS1S-mutdis 10-2, 7-2 y 6-2 FPS2p::FPS1S 8-1, 7-1y 2-2

4.1.1 Anaélisis de los niveles de expresion de mRNA y proteina FPS de las lineas
FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S

La expresion del transgén FPS2p::FPS1S-mutdis en las lineas 10-2, 7-2 y 6-2 y del
transgén FPS2p::FPS1S en las lineas 8-1, 7-1 y 2-2 se analizé por RT-PCR. Como se
puede observar en la figura 69, las tres lineas FPS2p::FPS1S-mutdis presentaron unos
niveles de mRNA similares entre ellas. En las lineas FPS2p::FPS1S los niveles de expresion
fueron mas bajos que en el caso anterior; las lineas 8-1 y 7-1 presentaron niveles similares
ente si, mientras que en la linea 2-2 fue sensiblemente mayor que en las anteriores. Cabe
destacar, como se puede observar en el carril correspondiente a Col-3 grt1, la amplificacién
de un fragmento equivalente al observado en las lineas FPS2p::FPS1S. Esto se debe a que
el primer antisentido utilizado en la amplificacion, no es especifico, por lo tanto, la banda
observada corresponde a la amplificacion de un fragmento del cDNA del gen FPS2
endogeno, ya que de provenir del cDNA del gen FPS1, tendria un tamafio de 548 pb y
deberia verse también en el carril del mutante fps2-1, que sélo expresa el gen FPS1.

I i FPS2p::FPS1S
Col3 fos FPS2p::FPS1Smutdis {7]

qrtl 2-1 10-2 7-2 6-2 8-1 7-1 2-2 M

1000 pb
FPS
548 pb
296 pb 500 pb
ACTINA 1000 pb
828 pb

Figura 69. Determinaciéon por RT-PCR de los niveles de mRNA FPS de los genes quiméricos
FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S transformados en el mutante fps2-1. A partir de RNA
obtenido de plantulas de 12 dias de 3 lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S se amplificaron
fragmentos de 548 pb y 396 pb, respectivamente. Se amplificé también un fragmento de 828 pb del
cDNA del gen de la actina (AT3G18780.2) que se utilizo como control. M: marcador de tamafio

molecular.

Posteriormente, se analizaron los niveles de proteina FPS mediante Western blot con
anticuerpos anti-FPS en extractos proteicos de 16000 x g obtenidos de semillas de las
mismas lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S. En la figura 70 se observan niveles
similares de proteina FPS en las 3 lineas FPS2p::FPS1S-mutdis, que eran mayores que los
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observados en el control Col-3 grt1. En el caso de las tres lineas FPS2p::FPS1S, los niveles
de proteina fueron similares ente si y equivalentes a los observados en el caso de fps2-1.

Al comparar los niveles de proteinas (Figura 70) con los de mRNA (Figura 69), se
observa una clara correlacién en el caso de las 3 lineas FPS2p.::FPS1S-mutdis, que no se
mantiene en el caso de las lineas FPS2p::FPS1S, ya que se detectd expresion de mRNA en
las 3 lineas, pero los niveles de proteina observados no se diferenciaron de los detectados

en el mutante fps2-1.

FPS2p::FPS1S

(C' mutdis FPS2p::FPS1S
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Figura 70. Analisis por Western blot de la expresion de la proteina FPS en semillas
provenientes de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S. Extractos proteicos de 16000
x g de semillas de las lineas mencionadas se fraccionaron en un gel de SDS-PAGE al 10% y fueron
transferidos a una membrana de PVDF. Se utilizé6 un anticuerpo primario anti-FPS a una dilucién
1:8000 y un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (Amersham), conjugado a peroxidasa de
rabano (dilucion 1:60000). El tamafio de la proteina FPS se indica a la izquierda de la imagen. El
panel inferior muestra la regién de la membrana de PDVF correspondiente a la zona que comprende

las proteinas entre 35 y 50 kDa, tefiida con Coomassie blue.

4.1.2 Determinacion de la actividad FPS de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y
FPS2p::FPS1S

Una vez confirmada la expresion de los dos genes quiméricos y analizados los
niveles de proteina FPS, se procedié a determinar los niveles de actividad FPS en semillas
de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S. Para ello, se midi6 su actividad en
alicuotas de los mismos sobrenadantes de 16.000 x g utilizados en los ensayos de Western
blot.

Los resultados obtenidos en el caso de las tres lineas FPS2p::FPS1S-mutdis
indicaron niveles de actividad FPS incluso superiores a los observados en semillas Col-3
grt1, mientras que las lineas FPS2p::FPS1S presentan niveles de actividad FPS similares a

los obtenidos en el mutante fps2-1 (Figura 71).
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Figura 71. Actividad FPS en las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S. Los niveles de
actividad FPS se determinaron en el sobrenadante 16000 x g de extractos proteicos provenientes de
semillas de las lineas indicadas. Los valores de actividad FPS se expresan como actividad relativa a
la de Col-3 grt1, a la cual se le ha atribuido el valor de 100. Los valores obtenidos son la media * el

SE de 3 experimentos independientes.

4.1.3 Determinacion de los niveles de esteroles en semillas de las lineas
FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S

Como se ha comentado con anterioridad, los esteroles constituyen los productos
finales mayoritarios de la via del MVA y como se ha visto en las semillas de los mutantes
fps2-1, el contenido de sitosterol (el esterol mas abundante) presenta una disminucién del
55% respecto al contenido de las semillas de las plantas control Col-3 grt1 (Closa et al.,
2010).

Para determinar si la enzima FPS1S expresada bajo el control del promotor del gen
FPS2 era capaz de restablecer los niveles normales de sitosterol en el mutante fps2-1, se
procedié ala determinacién del nivel de dicho compuesto en semillas maduras de las lineas
FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S.

En la figura 72 se observa que los niveles de sitosterol medidos en las semillas de
las tres lineas FPS2p::FPS1S-mutdis, fueron similares entre si y cercanos a los valores
contenidos en Col-3 qrt1, lo que indica que FPS1S, expresada en estas condiciones, fue
capaz de restablecer los valores normales en las semillas del mutante fps2-1. Por el
contrario, las semillas de las lineas FPS2p::FPS1S mantuvieron niveles de sitosterol
reducidos, similares a los que presentd el mutante fps2-1, es decir, el transgén
FPS2p::FPS1S no fue capaz de restaurar los niveles normales de sitosterol en las semillas
fps2-1.
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Estas observaciones concuerdan con los resultados observados en el analisis de
actividad FPS en semillas de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S, ya que los

niveles de actividad FPS obtenidos en cada caso correlacionan con los niveles de sitosterol
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Figura 72. Niveles de sitosterol en semillas de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y
FPS2p::FPS1S. Los niveles de sitosterol se determinaron en semillas maduras. Los valores se
expresan como cantidad relativa a Col-3 qrt1, a la cual se le ha atribuido el valor de 100. Los valores

corresponden a la media * el SE de 3 experimentos independientes.

4.1.4 Estudio de los niveles de actividad HMGR y la respuesta a mevastatina en semillas
de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S

La mevastatina, inhibidor de la familia de las estatinas, cuya diana de accién es la
enzima HMGR produce inhibicién en el crecimiento de la raiz y detiene el desarrollo de las
hojas verdaderas en plantas de Arabidopsis. Como se mencion6 al comienzo de este
apartado, resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio demostraron que los mutantes
fps2 presentan hipersensibilidad a la mevastatina cuando las semillas germinan en
presencia de este compuesto. Dicho efecto se debe a que estos mutantes poseen niveles
incrementados de la actividad HMGR, que son entre 3 y 4 veces superiores que los
encontrados en semillas maduras de las plantas control (Closa et al., 2010). Estos fenotipos
de los mutantes fps2 se utilizaron como pardametro para completar el estudio de reversion
del mutante fps2-1. Para ello se analizaron los niveles de actividad HMGR, asi como el
efecto de la mevastatina, en semillas maduras de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y
FPS2p::FPS1S.

La actividad HMGR se midié en el sobrenadante 200 x g proveniente de extractos

proteicos de las semillas maduras de cada una de las lineas mencionadas. Los resultados
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obtenidos (Figura 73) muestran que las 3 lineas FPS2p::FPS1S-mutdis presentaron valores
similares a los obtenidos en el caso de Col-3 qrt1, indicando claramente que se restablecen
los niveles de actividad HMGR normales; mientras que en el caso de las tres lineas
FPS2p::FPS1S, se observé que los valores de actividad HMGR se mantienen altos y
cercanos a los obtenidos en el mutante fps2-1, aproximadamente 3,5 veces mayores que la
actividad de las semillas Col-3 grt1. Asimismo, los niveles de actividad HMGR observados,
correlacionan perfectamente tanto con los niveles de sitosterol como de actividad FPS

obtenidos en cada caso.
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Figura 73. Actividad HMIGR en las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S. Los niveles de
actividad HMGR se determinaron en el sobrenadante 200 x g de extractos proteicos de semillas
maduras de las lineas mencionadas. Los valores se expresan en referencia a la actividad HMGR de
Col-3 grt1, a la cual se le ha atribuido el valor de 1. Los valores corresponden a la media de 3

experimentos independientes * el SE.

Posteriormente, se determinoé el efecto de la mevastatina sobre la germinacion de las
semillas de las lineas FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S. En la figura 74 se puede
apreciar que en las tres lineas FPS2p::FPS1S-mutdis el fenotipo de hipersensibilidad que
presenta el mutante fps2-1, se ha revertido completamente, ya que el aspecto de las
plantulas es similar al que presentan las plantas Col-3 grt1 en presencia de mevastatina. Sin
embargo, en el caso de las tres lineas FPS2p::FPS1S, ninguna de ellas fue capaz de revertir
el fenotipo de hipersensibilidad, ya que las plantulas presentan un aspecto comparable a las
del mutante fps2-1.

Asimismo, semillas de cada una de las lineas fueron crecidas también en medio MS
en ausencia de mevastatina, donde crecieron normalmente, descartando asi la presencia de

alteraciones fenotipicas en ausencia del inhibidor (resultados no mostrados).
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Figura 74. Estudio de la reversion del fenotipo de hipersensibilidad a la mevastatina en las
lineas FPS2p::FPS1S-mutdis, FPS2p::FPS1S, fps2-1 y Col-3 grtl. Imagenes de plantulas de 12
dias de las lineas mencionadas crecidas en medio MS suplementado con 1 yM de mevastatina y en

condiciones de dia largo.

En el conjunto de resultados obtenidos en el caso de las lineas FPS2p::FPS1S-
mutdis, fue posible establecer una clara correlacion entre los niveles de mRNA, proteina y
actividad FPS, que se vieron reflejados en una recuperacion de los niveles de sitosterol y
actividad HMGR, similares a los obtenidos en el caso de Col-3 qrt1. Esta reversiéon permitié
el rescate del fenotipo de hipersensibilidad a mevastatina en las 3 lineas analizadas, lo que
sugiere que la isoenzima FPS1S puede sustituir la funcion de FPS2 en las semillas del
mutante fps2-1.

Por otro lado, en las lineas que portan el transgén FPS2p::FPS1S, si bien se
confirma la expresion del mMRNA en las tres lineas, los niveles de proteina y actividad FPS
fueron notablemente bajos y no permitieron restablecer los valores de sitosterol y actividad
HMGR normales ni revertir el efecto de hipersensibilidad a mevastatina. Esto podria deberse
a una alteracion en la traduccion del mRNA, producida posiblemente por la modificacién de
la region que contiene el codén UAG del mRNA de FPS2p::FPS18S.
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4.2 Reversion del fenotipo del mutante fps2-7 mediante complementacién con la proteina

FPS2, expresada bajo el control del promotor FPS1

Habiendo observado que la expresion de FPS1S bajo el control del promotor FPS2
compensaba la pérdida de funcion FPS2 en las semillas del mutante fps2-1, se propuso
determinar si la expresion de FPS2 bajo el control del promotor de FPS7 podria también
lograr el mismo objetivo. Para ello, se utiliz6 la construccion FPS1p::FPS2, que posee una
secuencia de 1526 pb correspondiente al promotor FPS1 que incluye la secuencia leader y
la secuencia de 126 pb que contiene los dos codones ATG de inicio de traduccién (region
correspondiente al péptido sefial de FPS1L) fusionada a la secuencia gendmica codificante
del gen FPS2 (Closa M., tesis 2007). Esta construccion podria dar lugar simultdneamente a
la isoenzima FPS2 y a una version larga de FPS2 (FPS2L) equivalente a FPS1L. Por otro
lado, se obtuvo la construccion FPS1mutdisp::FPS2, similar a la anterior, pero en la que el
coddén ATG distal se ha convertido en ATC, de tal manera que daria lugar sélo a la isoforma

FPS2 (Figura 75).

FPS1mutdisp::FPS2 FPS1p::FPS2

ATC ATG TAG ATG ATG TAG
|
FPS1 promoter I FPS1 promoter |

Figura 75. Esquema de los genes quiméricos FPSTmutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2. Las cajas gris
claro representan la secuencia de 1526 pb del promotor del gen FPS1 que incluye la secuencia
leader y la secuencia entre los dos ATG, el primero de los cuales se ha mutado a ATC en la
construccion FPS1mutdisp::FPS2. Las cajas gris oscuro corresponden a la secuencia genomica

codificante del gen FPS2. Las cajas blancas representan las regiones 3’ no traducidas.

Una vez disponibles las dos construcciones, FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2, se
transformaron plantas del mutante fps2-1 generdndose lineas transgénicas que se
denominaron de la misma manera que cada construccion. Las semillas de estas se
propagaron hasta obtener lineas homocigotas, de las cuales se seleccionaron 3 para cada
gen quimérico para proceder a los estudios de reversidén del fenotipo de las semillas fps2-1,

de manera similar a los descritos en el apartado 4.1. Las lineas seleccionadas fueron:

FPS1p::FPS2 3-1, 2-4 y 2-1 FPS1mutdisp::FPS2 6-2, 5-4 y 5-2
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4.2.1 Anaélisis de los niveles de expresion de mRNA y proteina FPS de las lineas
FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2

La expresion de los transgenes FPS1p::FPS2 en las lineas 3-1, 24 y 2-1 y
FPS1mutdisp::FPS2 en las lineas 6-2, 5-4 y 5-2 se analiz6 mediante RT-PCR. Como se
puede observar en la figura 76 en cada una de las lineas se detect6 expresién de los
transgenes, con ligeras diferencias entre si, independientemente del gen quimérico
expresado. La linea FPS1p::FPS2 3-1 presentd el nivel de expresidbn mas alto, seguido por
la 2-1 y la 2-4; mientras que en las lineas FPS1mutdisp::FPS2, la linea 5-4 presenté niveles
mas elevados en comparacion con los de las lineas 5-2 y 6-2. En cualquier caso, los niveles
de expresion en estas lineas fueron menores que los observados en la linea FPS1p::FPS2
3-1.

FPS1mutdisp::FPS2 FPS1p::FPS2
Col-3 fps

qrtl 21 62 54 52 31 24 21

FPS
1088 pb 1000 pb
PP2A 500 pb
307 pb

Figura 76. Determinacién por RT-PCR de los niveles de mRNA FPS en las lineas FPS1p::FPS2y
FPS1mutdisp::FPS2. A partir de RNA obtenido de plantulas de 12 dias de las lineas FPS1p::FPS2 y
FPS1mutdisp::FPS2 se amplific6 un fragmento de 1088 pb del cDNA de los genes quiméricos
FPS1p::FPS2 y FPS1mutdisp::FPS2. Se amplificé un fragmento de 307 pb del cDNA del gen PP2A

como control. M: marcador de tamano molecular

Seguidamente se analizaron los niveles de proteina FPS mediante Western blot con
anticuerpos anti-FPS en el sobrenadante de 16.000 x g provenientes de extractos proteicos
de semillas de las lineas analizadas en el apartado anterior.

En la figura 77 se observa que en el caso de las 3 lineas FPS1mutdisp::FPS2 los
niveles de proteina FPS fueron similares entre si y comparables a los obtenidos en el caso
del mutante fps2-1. Sin embargo, al analizar las lineas FPS1p::FPS2, se vio que la linea 3-1
presentd niveles mucho mas altos que los de Col-3 qrt1. La linea 2-1 también presenté
niveles superiores a los de Col-3 qrt1, aunque en menor medida que la linea 3-1, y en el

caso de la linea 2-4, el nivel de proteina FPS expresado fue similar al del mutante fps2-1.
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Teniendo en cuenta estos resultados y los niveles de mRNA FPS obtenidos
anteriormente, mientras que las lineas FPS1p::FPS2 presentaron una clara correlacion entre
ambos, en el caso de las lineas FPS1mutdisp::FPS2, a pesar de detectarse niveles de
MRNA similares a FPS1p::FPS2, en las 3 lineas la expresion de proteina fue similar entre

ellas y sumamente baja.
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Figura 77. Analisis por Western blot de la expresion de la proteina FPS en las lineas
FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2. Extractos proteicos de 16000 x g de semillas de las lineas
mencionadas se fraccionaron en un gel de SDS-PAGE al 10% y fueron transferidos a una membrana
de PVDF. Se utilizé un anticuerpo primario anti-FPS a una dilucién 1:8000 y un anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo (Amersham), conjugado a peroxidasa de rabano (dilucién 1:60000). El tamafio de
la proteina FPS se indica a la izquierda de la imagen. El panel inferior muestra la zona de la
membrana de PDVF correspondiente a la region que comprende las proteinas entre 35 y 50 kDa,
tefiida con Coomassie blue.

4.2.2 Determinacion de la actividad FPS en las lineas FPS1mutdisp::FPS2 y
FPS1p::FPS2

Para analizar los niveles de actividad FPS en semillas de las lineas FPS1p::FPS2 y
FPS 1mutdisp::FPS2 se utilizaron los mismos extractos proteicos empleados para el analisis
por Western blot descritos en el apartado anterior.

Los resultados de la figura 78 muestran niveles de actividad muy variados en las seis
lineas analizadas que, sin embargo superaban en todos los casos el nivel obtenido en el
caso del mutante fps2-1. Particularmente, en las lineas FPS1p::FPS2 3-1, y en menor
medida en la 2-1, se observaron niveles de actividad FPS incluso mayores que en las
semillas Col-3 grt1, los cuales se correlacionan con los niveles de proteina FPS detectados

por Western blot.

130



Resultados Il

400

380
360

160 1
140 1
120 1
100
80 1
60 1
40 7
20 1

Actividad FPS relativa

W
& FPS1mutdisp::FPS2  FPS1p::FPS2

Figura 78. Actividad FPS en las lineas FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2. Los niveles de
actividad FPS se determinaron en el sobrenadante 16000 x g de extractos proteicos provenientes de
semillas de las lineas mencionadas. Los valores de actividad FPS se expresan como actividad
relativa a Col-3 grt1, a la cual se le ha atribuido el valor de 100. Los valores corresponden a la media
+ el SE de 3 experimentos independientes.

4.2.3 Determinacion de los niveles de sitosterol en las lineas FPS1mutdisp::FPS2 y
FPS1p::FPS2

Para analizar los efectos de los niveles de actividad FPS observados en los ensayos
anteriores sobre los niveles de esteroles en las lineas FPS1mutdisp::FPS2 'y FPS1p::FPS2,
se procedié a su determinacién en semillas maduras de estas lineas. En la figura 79 se
observa que los niveles de sitosterol obtenidos en las tres lineas FPST1mutdisp::FPS2 y
FPS1p::FPS2 son, en todos los casos, semejantes a los de las semillas de Col-3 qrt1, es
decir, que la expresién de ambos transgenes es capaz de restablecer los valores normales

de sitosterol en las semillas del mutante fps2-1.
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Figura 79. Niveles de sitosterol en semillas de las lineas FPSTmutdisp::FPS2y FPS1p::FPS2. El
analisis se realizd en semillas maduras. Los valores se expresan como cantidad relativa a Col-3 qrt1,
a la cual se le ha atribuido el valor de 100. Los valores corresponden a la media + el SE de 3
experimentos independientes.
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4.2.4 Estudio de la actividad HMGR y el efecto de la mevastatina en semillas de las lineas
FPS1mutdisp::FPS2 y pFPS1S::FPS2

Finalmente, se analizaron los niveles de actividad de la enzima HMGR, en el
sobrenadante 200 x g proveniente de extractos proteicos de semillas maduras de las lineas
FPS1mutdisp::FPS2y FPS1p::FPS2.

En la figura 80 se observa que las 6 lineas analizadas presentan niveles similares
entre ellas de actividad HMGR, que son ademas, semejantes a los determinados en las

semillas de las plantas Col-3 grt1.
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Figura 80. Actividad enzimatica HMGR en las lineas FPSTmutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2. Los
niveles de actividad HMGR se determinaron en el sobrenadante 200 x g de extractos proteicos de
semillas maduras de las lineas mencionadas. Los valores se expresan en actividad HMGR relativa en
referencia a Col-3 qgrt1, al cual se le ha atribuido el valor de 1. Los valores corresponden a la media *

el SE de 3 experimentos independientes.

Habiendo observado que los niveles de actividad HMGR en las lineas
FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2 se restauraron, se procedié a analizar el fenotipo de
sensibilidad a mevastatina. Para ello se sembraron semillas de estas lineas en presencia del
inhibidor, las cuales presentaron, en todos los casos, una clara reversion del fenotipo de

hipersensibilidad a la mevastatina observado en las semillas fps2-1 (Figura 81).

El conjunto de resultados obtenidos durante la caracterizacioén de las lineas que
expresan los transgenes FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2, indican que en todas las
lineas existe una correlacién entre la cantidad de proteina expresada y los niveles de
actividad FPS observada en las semillas en todas las lineas. Respecto al analisis de los
niveles de sitosterol, actividad HMGR y el rescate del fenotipo de hipersensibilidad a
mevastatina, se ha visto que todas las lineas recuperan los niveles normales y revierten el

fenotipo observado en los mutantes fps2. Esta complementacion, se produce aun en lineas
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que expresan niveles de actividad FPS ligeramente mayores (1.2 veces mas, en el caso de
la linea 6-2) al expresado en el mutante fps2-1. Lo cual indica que la actividad FPS residual
del mutante fps2-1 se encuentra sélo ligeramente por debajo del umbral de actividad que

desencadena la aparicion de los fenotipos observados en las semillas de este mutante.

FPSlmutdisp::FPSZ

Col-3grtl

Figura 81. Estudio de la reversion del fenotipo de hipersensibilidad a la mevastatina en las
lineas FPS1mutdisp::FPS2, FPS1p::FPS2, fps2-1y Col-3 grt1. Imagenes de plantulas de 12 dias

de las lineas mencionadas crecidas en medio MS suplementado con 1 yM de mevastatina y en

fps2-1

condiciones de dia largo.
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Como se ha mencionado en la introduccion, la enzima FPS se encuentra en una
encrucijada metabdlica en la via del MVA, ya que a partir de los sustratos IPP y DMAPP, y el
producto FPP, de la reaccion que cataliza, parten diferentes ramificaciones (Figura 3) que
daran lugar a compuestos isoprenoides esenciales para las plantas como los
brasinoesteroides, dolicoles, poliprenoles, grupo farnesilo, cadenas laterales de la
ubiquinona, esteroles, triterpenos y sesquiterpenos. Teniendo en cuenta el gran nUmero y la
importancia de los compuestos sintetizados a partir de los intermediarios implicados en la
reaccion catalizada por la FPS, se torna imprescindible un estricto nivel de regulacién con el
fin de asegurar una sintesis adecuada ante los requerimientos de cada uno de ellos. De
hecho, algunos estudios avalan su funcién como punto de regulacién de la sintesis de
isoprenoides en diferentes especies vegetales (Hugueney et al., 1996; Liu et al., 1999; Chen
et al., 2000; Souret et al., 2003 y Han et al., 2006).

En A. thaliana existe una pequefia familia multigénica formada por dos genes, FPS1
y FPS2, que codifican tres isoenzimas, FPS1L, FPS1S y FPS2 (Cunillera et al., 1996 y
Cunillera et al., 1997). Estos genes poseen patrones de expresion claramente diferenciados.
El gen FPS1 tiene una expresion intensa y generalizada, mientras que FPS2 muestra una
expresion restringida a determinados érganos y estadios de desarrollo (Cunillera et al.,
2000). Si bien se han observado en otras especies algunos ejemplos de enzimas
identificadas como FPS pero que han mostrado otro tipo de actividad preniltransferasa
(Hemmerlin et al., 2003 y Cervantes-Cervantes et al., 2006), en A. thaliana se ha
comprobado que las isoenzimas FPS1S y FPS2 catalizan in vitro la sintesis de un unico
producto de reaccion, FPP (Closa, tesis doctoral 2007). La mayoria de la informacion
disponible sobre la posible funcién biolégica de las isoenzimas FPS en plantas, se ha
obtenido a partir de los patrones de expresion de los correspondientes genes (Atucci et al.,
1995 Li y Larkins 1996; Pan et al., 1996; Sanmiya et al., 1999; Gaffe et al., 2000 y Cunillera
et al., 2000) asi como de la caracterizacion de mutantes nulos fps en Arabidopsis (Closa et
al., 2010). En este ultimo caso se observo que si bien sélo se necesita un gen funcional FPS
para producir los niveles de isoprenoides necesarios para un desarrollo normal de la planta,
las funciones de FPS1S y FPS2 durante el desarrollo no son del todo redundantes, ya que
FPS1 tiene un papel mas relevante durante la mayor parte del ciclo de vida de la planta,
mientras que FPS2 podria cumplir una funcién mas importante en las semillas y durante los
primeros estadios de la germinacion, como lo sugiere la observacién que la pérdida de
FPS2 produce una disminucién notable de los niveles de esteroles en las semillas, asociada
a un aumento en la actividad de la enzima HMGR que a su vez provoca una
hipersensibilidad de estas plantas al inhibidor mevastatina. Otra fuente de informacién sobre
las isoenzimas FPS, proviene de la caracterizaciéon de los mutantes de sobreexpresion. Al

analizar los fenotipos de plantas de Arabidopsis sobreexpresoras de FPS1S se ha
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observado la presencia de lesiones necroéticas en las hojas, una reduccion de los niveles de
citoquininas, la expresion de marcadores caracteristicos de la respuesta hipersensible
(induccién del gen PR-1 y acumulacion de H,0,) asi como senescencia prematura en hojas
aisladas respecto de las plantas control (Masferrer et al., 2002 y Manzano et al., 2004). Sin
embargo, en las plantas sobreexpresoras de FPS2 no se han detectado alteraciones
fenotipicas, a pesar de que los niveles de actividad FPS en estas plantas son tan elevados

como en las plantas sobreexpresoras de FPS1S (Closa, tesis doctoral, 2007).

1. CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y CINETICA DE LAS ISOENZIMAS FPS1S Y FPS2

Para determinar si los efectos diferenciales mencionados anteriormente podrian ser
consecuencia de que las isoenzimas FPS1S y FPS2 presentan propiedades bioquimicas
diferentes, se realizd la caracterizacion de ambas. Para ello, se expresaron las proteinas
FPS1S y FPS2 fusionadas a la GST en E. coli (Figura 57), las cuales fueron posteriormente
digeridas mediante la proteasa factor Xa (Figura 58). Tanto la elecciéon del tag para la
purificacion como el método para su eliminacion se eligieron con el fin de obtener las
proteinas en estado nativo, ya que la presencia del mismo o bien de aminoacidos extra
podrian tener efectos negativos sobre la actividad biolégica de la enzima (Arnau et al.,
2006). Para la eliminacion del tag, se opt6 por usar el factor Xa, un método enziméatico
especifico, que actua en condiciones menos agresivas que otros compuestos quimicos y no
deja residuos de aminoacidos, como otros métodos de eliminacion (Jenny, 2003). En el caso
de la eleccion del tag para la purificacion de FPS, se plantearon dos opciones entre la fusidén
a la GST o a una secuencia de histidinas. Por un lado, en un estudio llevado a cabo por
Mekkriengkrai et al. (2004) decidieron emplear fusiones con la GST para la purificacién la
proteina LcFPS de L. chrysorrheus, ya que en la primera prueba que realizaron con la fusion
de la misma a un tag de histidinas, la enzima no mostrd actividad. Sin embargo, en el
proceso de purificacion de las proteinas FPS de A. tridentata se emple6 un tag de histidinas
con resultados satisfactorios (Hemmerlin et al., 2003). Al no haberse descrito resultados
negativos en el uso de la GST, se opt6 por utilizarla para realizar la purificacion de la FPS de
Arabidopsis.

En los estudios bioquimicos realizados en este trabajo con las proteinas FPS1S y
FPS2 purificadas se observd que la actividad de ambas isoenzimas presenta un
comportamiento similar, tanto en presencia de diferentes concentraciones de MgCl, (Figura
59) como a distintos valores de pH, siendo el 6ptimo a pH 7 (Figura 60). Este resultado
estaria relacionado, como se vera mas adelante en el apartado dedicado a la localizacién
subcelular de las mismas, con el hecho que el pH del citoplasma en las células vegetales se

mantiene ligeramente alcalino entre 7.2-7.5, en condiciones no elicitantes (Felle, 2001).
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Para obtener informacion sobre una posible regulacién diferencial de las isoenzimas
FPS1S y FPS2 se analiz6 el efecto inhibitorio del producto de la reaccion, el FPP, sobre
ambas enzimas. En un estudio realizado por Tholl et al., (2001) con Abies grandis, se
ensayo este efecto inhibitorio in vitro sobre la FPPS de esta gimnosperma y observaron una
inhibicion del 50% de la actividad de la enzima a una concentracion de 60 uM. El ensayo
realizado en Arabidopsis con las isoenzimas FPS1S y FPS2, demostré un comportamiento
similar de ambas frente a concentraciones crecientes de FPP, ya que tanto FPS1S como
FPS2 disminuyeron su actividad hasta un 30%, a la concentracion maxima de FPP
ensayada, 1000 uM (Figura 62), lo que indica que la enzima FPPS de A. grandis posee una
mayor sensibilidad al efecto inhibitorio de FPP que las FPS de Arabidopsis. Al comparar las
constantes cinéticas de FPS1S y FPS2 (Tabla 2), se observd que ambas isoenzimas poseen
valores similares de K, para los sustratos IPP, DMAPP y GPP, asi como una notable
preferencia por el GPP respecto al DMAPP como sustrato alilico en la reaccién de sintesis
de FPP. Este comportamiento también se observo en las FPS de otras especies donde se
ha realizado la caracterizacion cinética de esta enzima, como en A. grandis (Schmidt y
Gershenzon, 2007) y en la isoenzima FDS1 de A. tridentata (Hemmerlin et al., 2003), que
poseen valores de K, menores para el GPP (1,8 y 1,6 uM) que para el DMAPP (9y 7,1 uM),
aunque en el caso de la isoenzima FDS2 de A. tridentata ocurre lo contrario, presenta mas
afinidad por el DMAPP que por el GPP (6 y 13,1 uM, respectivamente). Al comparar las
constantes cinéticas obtenidas para el IPP con otras especies, se observan valores muy
variados, desde 0,55 pM en el caso de la FPS humana (Ding et al., 1991), 6,73 pM en L.
chrysorreus (Mekkriengkrai et al., 2004); 17,4 uM en T. gondii (Ling et al., 2007); 51 uM en
E. fusca (Ranzer et al., 2008); 31 uM en el caso de D. melanogaster (Sen et al., 2007), que
es similar a los valores correspondientes a FPS1S y FPS2 de Arabidopsis, hasta 230 uM
para P. abies (Schmidt et al., 2007). Las similitudes cinéticas entre FPS1S y FPS2 son
coherentes con el alto grado de conservacion en la secuencia de ambas isoenzimas (90,6%
de identidad). Sin embargo, FPS1S y FPS2 también mostraron algunas diferencias notables
ya que al comparar los parametros de eficiencia catalitica (kca/Km), FPS2 resulté ser entre
2.5-3 veces mas eficiente que FPS1S (Tabla 2).

Todas las proteinas FPS conocidas contienen 7 dominios aminoacidicos altamente
conservados (Koyama et al., 1993) los cuales se encuentran involucrados en la catalisis
enzimatica y la determinacion de la longitud de la cadena hidrocarbonada del producto final
de la reacciéon (Vandermoten et al., 2009 y Szkopinska y Plochocka, 2005). Se ha visto que
FPS es una enzima homodimérica donde cada subunidad interacciona con la otra, para
formar un centro catalitico compartido, en lugar de hacerlo de manera independiente en
cada subunidad (Koyama et al., 2000). Las secuencias aminoacidicas de FPS1S y FPS2 de

Arabidopsis difieren entre si en s6lo 32 de los 343 y 342 aa de que consta cada enzima,
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respectivamente. Estos cambios se encuentran distribuidos a lo largo de la secuencia. Sin
embargo, ninguno de ellos afecta a los motivos conservados involucrados en el proceso
catalitico (Cunillera et al., 1996). Por ello resulta dificil atribuir las diferencias observadas en
la eficiencia catalitica de ambas enzimas a un cambio en particular, mas bien la causa
podria deberse a variaciones en la estructura tridimensional de las enzimas, resultado de la
combinacién de varios cambios de aminoacidos individuales.

El andlisis de la actividad de las isoenzimas FPS a 45°C, demostrdé que FPS2 es mas
estable que FPS1S (Figura 82). Esta diferencia se confirma también por los resultados
obtenidos en el estudio de DSF (Figura 65) los cuales mostraron que FPS2 es una proteina
termodinamicamente mas estable que FPS1S. Para comenzar a establecer las bases
estructurales de la diferente estabilidad térmica observada en las isoenzimas FPS1S vy
FPS2, se obtuvieron modelos por homologia de ambas isoenzimas FPS de Arabidopsis a
partir de la estructura cristalina de la FPS humana (PDB 2F7M; Rondeau et al., 2006), en un
estudio realizado en colaboracién con el grupo de la Dra. C. Vega en el Dpto. de Biologia
Estructural y Cuantitativa del CIB-CSIC en Madrid. En los modelos tridimensionales de las
isoenzimas FPS1S y FPS2 se identificaron las posiciones de cada uno de los aminoacidos

diferentes entre ambas (Figura 82).

hFPPS monomer

Figura 82. Modelado por homologia de FPS1S y FPS2. (lzquierda) Representacion de las estructuras
de la FPS humana (PDB 2F7M) utilizada como molde para la obtencion de la estructura de FPS1S y FPS2
de Arabidopsis thaliana. (Derecha) Estructuras diméricas resultantes del modelado de FPS1S (arriba) y
FPS2 (abajo) de Arabidopsis. EI monémero del lado izquierdo de cada figura corresponde a la estructura
de cinta y en el del lado derecho se muestra la superficie molecular. El codigo de colores de los
aminoacidos empleado es: rojo, acido (Asp, Glu); azul, basico (Arg, Lys, His); verde, polar (Ser, Thr, Asn,
GIn, tyr); naranja, apolar (Met, Phe, Pro, Trp, Val, leu, lle, Ala). (Modelado realizado por el grupo de la Dra.

C. Vega en el Dpto. de Biologia Estructural y Cuantitativa del CIB-CSIC en Madrid).
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Asi se observé que la gran mayoria de estos aminoacidos se encuentran en la
superficie externa de las proteinas. El analisis detallado de cada una de estas 32 diferencias
indicd que FPS2 posee 4 residuos con carga mas que FPS1S (de los cuales 3 son basicos y
uno acido) y que las cadenas laterales de los aminoacidos polares y con carga en FPS2
tienden a tener mayor longitud en promedio que los de FPS1S, los cuales confieren mayor
libertad de rotacién que facilita la formacién de interacciones polares en la superficie de la
proteina. El incremento de la polaridad en la superficie de FPS2 le permitiria establecer
hasta 3 puentes salinos y varios puentes de hidrégeno mas en comparaciéon con FPS1S. En
sintesis, al analizar los modelos se observa que FPS2 podria formar 31 puentes de
hidrogeno (de los cuales 4 son fuertes) mientras que FPS1 s6lo formaria 30 (de los cuales, 2
fuertes), asi como también 7 puentes salinos en FPS2, respecto a los 5 de FPS1, en la
interfase del dimero. Finalmente, en FPS2 parece haber un nimero mayor de interacciones
entre aa tipo aromatico-aromatico, aromatico-azufre y cationes pi. Todos estos factores en
conjunto proporcionan a FPS2 una mayor termoestabilidad. Los efectos de estabilidad
electroestatica, debidos a la secuencia aminoacidica, concuerdan con estudios realizados
anteriormente como en el caso de Kumar y Tsai (2000) donde al realizar un estudio
comparativo entre proteinas termofilicas y mesofilicas frente a deleciones/inserciones o
sustituciones aminoacidicas observaron que las diferencias que confieren una mayor
estabilidad térmica eran los enlaces de hidrégeno y los puentes salinos.

Estas diferencias estructurales observadas entre FPS1S y FPS2 también podrian
explicar la mayor sensibilidad al efecto inhibitorio del NaCl (Figura 61) que se observa en el
caso de FPS2 respecto a FPS1S, asi como la gran diferencia de estabilidad térmica
mostrada por las proteinas FPS1S y FPS2 purificadas (Figura 63 y 64). Observaciones
similares se han visto en estudios de la enzima malato deshidrogenasa de la bacteria
termofila H. marismortui, donde incluso la sustitucion de un solo aminoacido es suficiente
para provocar un aumento en la sensibilidad a la temperatura y la sal sin modificar la
actividad catalitica o las constantes cinéticas de la misma (Madern et al., 1995); asi como la
mutacioén de dos aminoacidos, que conllevan a una disminucién prematura de su actividad a
altas temperaturas, ademas de alteraciones en su estructura (Madern et al., 2000) o bien en
un estudio comparativo de adaptacién de diferentes variedades geograficas de Lottia, en
que se observd que la diferencia entre 1 y 17 aminoacidos en la enzima malato
deshidrogenasa son las responsables de diferencias en las propiedades cinéticas y la

estabilidad térmica de las mismas (Dong y Somero 2009).
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2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS ISOENZIMAS FPS1S Y FPS2

En un estudio realizado por Martin et al., (2007) se observé que uno de los mMRNA
sintetizados por el gen FPS humano codifica una isoforma que posee una secuencia N-
terminal de transito a mitocondria, la cual estaria presente en otros mamiferos e insectos,
como se demostré experimentalmente en el caso de D. melanogaster; o bien como se ha
observado en la proteina FPS del insecto A. grandis el cual posee también una secuencia
similar a la mencionada (Taban et al., 2009). En una de las 3 proteinas FPS expresadas en
A. thaliana, FPS1L, se ha identificado una secuencia aminoacidica que constituye un
péptido de transito a mitocondrias, y cuya funcionalidad se ha demostrado
experimentalmente (Cunillera et al., 1997; Manzano et al., 2006). En el caso de las
isoenzimas FPS1S y FPS2, no se ha identificado ninguna secuencia que permita predecir su
localizacion en ningun organulo, por lo cual se ha inferido que su localizacién es citosélica.
Para demostrar dicha localizacién, en este trabajo se expresaron de manera transitoria las
proteinas FPS1S y FPS2 fusionadas a la GFP, tanto por su extremo N- como C-terminal, en
células epidérmicas de cebolla microbombardeadas. La observacién mediante microscopia
confocal de los patrones de fluorescencia generados por las cuatro proteinas de fusién
demostré que tanto FPS1S como FPS2, se encuentran localizadas exclusivamente en el
citosol (Figura 66). Este resultado es coherente con el hecho que las isoenzimas FPS1S y
FPS2 exhiban un pH 6ptimo de 7.0, ya que en condiciones normales, el pH del citoplasma
de las células vegetales oscila entre 7.2 y 7,5 (Felle, 2001).

Estos resultados descartan la posibilidad de que las isoenzimas posean sefiales
cripticas que las dirijan a peroxisomas, como fue descrito recientemente en el caso de la
enzima FPS de C. roseus. A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, al
expresar en células de C. roseus fusiones entre la CrFPS y la YFP, se observo que se
localizaban tanto en los peroxisomas como en el citosol, a pesar de que en la secuencia de
esta enzima no se han detectado sefiales de localizacién peroxisomal (Thabet et al., 2011).
Las primeras evidencias acerca de una localizacion peroxisomal tanto de la enzima FPS
como de las enzimas previas de la via del MVA (mevalonato kinasa, fosfomevalonato
kinasa, mevalonato descarboxilasa e IPP isomerasa), se han obtenido en mamiferos en
estudios en higado de rata mediante microscopia de inmunofluorescencia (Olivier et al.,
2000). Una localizacion en peroxisomas se ha observado también en C. roseus para las
enzimas PMK y MVD, sin embargo la enzima MVK se localiza en el citosol (Simkin et al.,
2011). En general, se ha descrito que la mayoria de las FPS identificadas se encuentran
ubicadas en el citosol, como es el caso también de los parasitos L. major (Ortiz-Gomez et
al., 2006), T. Cruzi y T. brucei (Ferella et al., 2008) donde fueron localizadas mediante la

técnica de microscopia de inmunofluorescencia. En plantas como V. vinifera (Feron et al.,
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1990), C. annumm (Hugueney et al., 1996) G. arboreum (Liu et al., 1999) y en tomate (Gaffe
et al., 2000) se han caracterizado enzimas FPS y no se han identificado secuencias sefal
que indiquen otra localizaciébn que no sea la citosdlica. Sin embargo en otros estudios se
han encontrado también en otros compartimentos subcelulares como la localizacion de FPS
en particulas de latex en el caso de H. brasiliensis (Adiwilaga y Kush, 1996) y de P.
argentatum, mediante el uso de anticuerpos antiFPS (Pan et al., 1996); en el caso del arroz,
se ha observado a través de ensayos de inmunocitoquimica con anticuerpos anti-FPS, que
la isoforma FPPS1 se encuentra en cloroplastos de células del mesdéfilo; o bien en
fracciones cloroplastidicas de hojas de trigo y tabaco (Sanmiya et al., 1999). En un analisis
bioinformatico realizado por Sapir-Mir et al. (2008) se han detectado secuencias de
sefializacién a peroxisomas en la mayoria de las enzimas de la via del MVA en Arabidopsis,
como la acetoacetil tiolasa, HMG sintasa, mevalonato kinasa y fosfomevalonato
descarboxilasa, asi como las isoformas cortas de IPI1 e IPI2 (y también de manera
experimental mediante fusiones con GFP en este ultimo caso), sin embargo en estudios de
protedmica a partir de fracciones enriquecidas en peroxisomas donde se han identificado en
Arabidopsis thaliana al menos unas 45 proteinas relacionadas con estos organulos (de las
cuales también se ha verificado su localizacibn mediante estudios independientes), a
excepcion de la enzima acetoacetil tiolasa (Reumann et al., 2007), ninguna de las
isoenzimas FPS1S y FPS2 de Arabidopsis se encuentra incluida (Reumann, 2011). Una
posible explicaciéon para la diferencia en la localizacion de las isoenzimas FPS citosélicas de
Arabidopsis y C. roseus podria estar relacionada con los diferentes perfiles de isoprenoides
sintetizados por estas dos especies (Tholl y Lee, 2011 y Guirimand et al., 2010). Debido a la
controversia suscitada en relacion a la localizaciéon de las enzimas FPS (asi como en otras
enzimas de la via del MVA) y teniendo en cuenta la posibilidad de que la fusién con
proteinas fluorescentes podria dar lugar a interferencias en su localizacion, es necesario
llevar a cabo aproximaciones experimentales alternativas para confirmar la localizaciéon

subcelular de estas enzimas.

3. PATRONES DE EXPRESION DE LOS GENES FPS1 Y FPS2 EN SEMILLAS DE
Arabidopsis thaliana

Diversos estudios han mostrado que los genes FPS se expresan en diferentes tejidos
o momentos especificos del desarrollo, como en el caso de W. somnifera en que se
observo, mediante RT-PCR semicuantitativa, una mayor expresion del gen WsFPPS en
flores, hojas jovenes y tallos (Gupta et al., 2011); o bien a través de sondas especificas para

FPS se detecté mMRNA de LeFPS1 en raices, frutos maduros o hipocotilos (de plantas
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adultas), pero no en plantulas (Gaffe et al., 2000). También se ha observado en algunos
casos que estos genes se expresan de manera diferencial, como ocurre con la expresion de
los genes FPS1y FPS2 en Arabidopsis thaliana que fue analizada mediante el gen reportero
GUS, y se observd que el gen FPS1 presenta una expresion generalizada e intensa durante
todo el desarrollo de la planta tanto en la fase vegetativa como reproductiva, mientras que el
gen FPS2 presenta una expresion restringida a organos florales, semillas y estadios
tempranos de la germinaciéon (Cunillera et al., 2000). Por otro lado, la reciente
caracterizacion de los mutantes simples fps de Arabidopsis ha demostrado que tanto FPS1S
como FPS2 son capaces de suplir casi por completo la pérdida de funcion del otro durante la
mayor parte del ciclo de vida de la planta, lo que indica que FPS1S y FPS2 poseen
funciones fisiol6gicas mayoritariamente redundantes entre si. El Unico indicio de una posible
especializacion funcional se observé en las semillas, donde FPS2 es la isoenzima que
contribuye mayoritariamente a la actividad FPS total, mientras que la actividad residual de
FPS1S en semillas no es capaz de proporcionar cantidades suficientes de FPP para
sintetizar los niveles normales de esteroles requeridos. Esta alteracion provoca el aumento
de la actividad HMGR como un mecanismo de compensacion, imprescindible para el
proceso de germinacion de las semillas (Closa et al., 2010).

Teniendo en cuenta la relevancia de la funcion de FPS2 en las semillas, se decidid
llevar a cabo un estudio de la expresion de los genes FPS1y FPS2 durante el desarrollo de
la semilla utilizando el gen reportero GUS. Los resultados obtenidos evidenciaron una
notable diferencia entre los patrones de expresion correspondientes a los genes FPS1 y
FPS2, que a partir del estadio de torpedo en adelante mostraron un alto grado de
complementariedad (Figure 67), es decir, que s6lo una copia del gen se expresa en ciertos
tejidos mientras que la otra copia lo hace en otros tipos (Liu et al., 2011), como ocurre en
estadios mas avanzados del desarrollo de la semilla, cuando la expresién de FPS2 se
convierte de manera evidente en la mayoritaria respecto a la de FPS1. Claramente, el gen
FPS2 se expresa en todo el endospermo y en el embridén en el estadio cotiledon, mientras
que FPS1 solo se expresa puntualmente en la cubierta chalazal (durante los diferentes
estadios de la semilla) y en ningun caso se observé su expresion en el embridn.

En Arabidopsis la sintesis de FPP es esencial para el desarrollo del embrién mas alla
del estadio pre-globular, ya que la pérdida simultdnea de los genes FPS detiene su
desarrollo en este estadio (Closa et al., 2010). A partir del analisis de los patrones de
expresion de los genes FPS, puede deducirse que en estadios tempranos, el embrién no
estaria sintetizando el FPP necesario para sustentar su desarrollo ya que ninguno de los
genes FPS comienza a expresarse en el embrién al menos hasta el estadio de corazon,
donde se empieza a detectar la expresion del gen FPS2 (Figura 67). Este hecho, implicaria

que el embridbn en estadios anteriores deba obtener FPP u otros precursores de
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isoprenoides desde otros tejidos de la semilla como la cubierta o el endospermo chalazal,
donde se produciria FPP, ya que se ha observado la expresion de los genes FPS1y FPS2
en estas zonas. Ambos se han considerado tejidos especializados en procesos de
captacion, re-procesamiento y liberacidbn de metabolitos en el endospermo relacionados con
el mantenimiento de la embriogénesis (Nguyen et al., 2000; Ingram, 2010). La hipotesis de
que en el endoespermo chalazal se sintetizan precursores de isoprenoides durante los
estadios tempranos del desarrollo embrionario concuerda con los resultados de un estudio
llevado a cabo por Miyawaki et al. (2004) sobre la expresion en semillas de los genes que
codifican isopenteniltransferasas, enzimas involucradas en la biosintesis de las citoquininas.
Las enzimas isopenteniltransferasas catalizan el primer paso de la via de sintesis de
citoquininas que consiste en la isopentenilacién de compuestos como el AMP, ADP y ATP a
partir de DMAPP (Sakakibara, 2006). En este trabajo se analizd la expresion de los genes
IPT de Arabidopsis thaliana mediante la fusion con el gen reportero GUS. En particular, los
genes AtIPT4::GUS y AtIPTS8::GUS se expresan activamente en la zona del endospermo
chalazal y en mucha menor medida, en el resto del endospermo. La expresiéon observada,
fue disminuyendo hasta su completa desaparicion en el estadio de corazon temprano, en el
caso de AtIPT4 y tardio en el caso de AtIPTS.

El hecho de que el gen FPS2 comience a expresarse en el embridbn a partir del
estadio de corazén, parece indicar que el embrion adquiere la capacidad de sintetizar su
propio FPP desde este momento, a pesar de que la sintesis de FPP en el propio embrién no
parece ser imprescindible para su correcto desarrollo, ya que como se ha observado, la
ausencia de la actividad FPS2 en las semillas del mutante fps2 no impide el desarrollo
normal del embrion (Closa et al., 2010). Estas observaciones refuerzan la hipétesis que la
cubierta chalazal (donde se expresa FPS1) es capaz de suministrar cantidades suficientes
de FPP (o de otros precursores de los isoprenoides) al embrién para asegurar su desarrollo
normal, aunque la cantidad de estos compuestos no parece ser suficiente para asegurar la
produccidén de niveles normales de esteroles en las semillas de los mutantes fps2 (Figura
72).

4. ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION CRUZADA DE LOS MUTANTES fps2-1

Como se ha descrito, las semillas de los mutantes fps2 poseen un conjunto de
caracteristicas alteradas como la disminucion de los niveles de esteroles que es
responsable del incremento de la actividad HMGR y que conlleva a una hipersensibilidad a
la mevastatina (Closa et al., 2010). Con el fin de determinar si FPS1S era capaz de revertir

estos fenotipos, se analizaron los efectos de la expresion de esta isoenzima bajo el control
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del promotor del gen FPS2 sobre los fenotipos de las semillas del mutante fps2-1. Las dos
construcciones obtenidas, FPS2p::FPS1S-mutdis y FPS2p::FPS1S, expresan la isoforma
corta (FPS1S), pero difieren entre si, en que FPS2p::FPS1S-mutdis contiene una extension
que corresponde a la secuencia comprendida entre el primer y segundo codén ATG de inicio
de la traduccion del gen FPS1 (donde el primer ATG fue mutado a ATC), mientras que
FPS2p::FPS1S sbélo posee el segundo codén ATG. Los estudios de reversion de estos
fenotipos mostraron que la expresion de FPS2p::FPS1S-mutdis en las semillas del mutante
fps2-1 (Figuras 68-70) es capaz de restaurar los niveles normales de actividad FPS (Figura
71), sitosterol (Figura 72) y HMGR (Figura 73), asi como también la sensibilidad normal a la
mevastatina (Figura 74), lo que indica que en condiciones normales, FPS1S y FPS2 son
completamente intercambiables a nivel funcional. Esta reversibn no se observd en las
semillas que expresan el gen FPS2p::FPS1S, lo que sugiere que la secuencia comprendida
entre los codones ATC y ATG de las construcciones FPS2p::FPS1S-mutdis es importante
en el proceso de la sintesis de FPS1S. Esto podria estar relacionado con la relevancia que
poseen las secuencias circundantes al codéon AUG en el mRNA de FPS1, las cuales
parecen cumplir una importante funcién estructural que podria influir en el inicio de la
traduccién (Reineke et al., 2008 y Blaszczyk y Ciesiolka, 2011). Existe una amplia evidencia
que indica que la estructura secundaria y elementos en las secuencia de las UTRs 5" y 3~
del mMRNA son puntos de interacciéon con proteinas de union a RNA involucradas en la
regulacion de la estabilidad del mMRNA y el control de la traduccion (Adeli, 2011). Las UTRs
pueden inducir o bien inhibir la traduccién, asi como también los nucleétidos circundantes al
codon UAG pueden ser un factor determinante en el reconocimiento por parte del complejo
43S de pre-iniciacion de la traduccion (Kozak, 1986); asimismo, la longitud de la secuencia
leader UTR 5 también influye en la eficiencia de la traduccion, ya que aumentando la
longitud, se incrementa la eficiencia de la traduccién del mRNA (Kozak, 1991); por ultimo, la
estructura secundaria en el extremo 5" podria causar un impedimento estérico impidiendo la
union del complejo 43S (Day y Tuite, 1998).

Para completar el estudio de complementacion cruzada, se analizé la capacidad de
revertir los fenotipos del mutante fps2-1 mediante la expresion de FPS2 bajo el control del
promotor FPS1S (Figura 75). Para ello se obtuvieron dos construcciones,
FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2. Ambas poseen la secuencia promotora del gen FPS1
con los dos codones ATG de inicio de traduccidn (region correspondiente al péptido sefial de
FPS1L) fusionada a la secuencia gendémica codificante del gen FPS2, pero en
FPS 1mutdisp::FPS2 el codon ATG distal se ha convertido en ATC. Los resultados obtenidos
mostraron que tanto las plantas transgénicas que expresaban FPS1mutdisp::FPS2 como las
que expresaban FPS1p::FPS2 fueron capaces de revertir los fenotipos observados en los

mutantes fps2-1; asimismo, indicaron que niveles de actividad FPS solo ligeramente
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superiores a los observados en semillas del mutante fps2-1 son suficientes para mantener
las condiciones normales de la biosintesis de esteroles en semillas, ya que sélo con un
incremento de 1.2 veces la actividad FPS respecto al nivel en el mutante fps2-1 (Figura 78)
fue suficiente para revertir los fenotipos descritos para este mutante (Figuras 79 a 81).

Estos resultados indicaron que la expresion de FPS2 bajo el control del promotor
FPS1, cuya actividad se encuentra restringida a la cubierta chalazal (Figura 67), fue capaz
de restablecer los niveles normales de esteroles en semillas del mutante fps2-1, lo que
respalda la hipétesis que la cubierta chalazal estaria actuando como una fuente de FPP
para el desarrollo del embrion y refuerza la idea de que tejidos especializados en la semilla
proporcionan los precursores de los esteroles utilizados en el desarrollo del embridn
(Rasbery et al., 2007). Asimismo, la expresibn de FPS2 en el embridbn en el estadio
cotiledoén (el cual ocupa la mayor parte de la semilla), sumado a la mayor eficiencia catalitica
de la isoenzima FPS2 permiten explicar por qué FPS2 es el principal contribuyente a la
actividad total de FPS en semillas maduras (Closa et al., 2010)

La viabilidad de las semillas es imprescindible para la supervivencia en plantas
superiores y por ello estan adaptadas para soportar largos periodos de exposicion a
condiciones ambientales adversas como altas temperaturas que pueden causar la
desnaturalizacion e inactivacién de ciertas proteinas, entre otros efectos. Las semillas de
Arabidopsis son capaces de germinar incluso después de haber sido expuestas a
tratamientos a altas temperaturas (45°C) durante mas de 3,5 h (Larkindale et al., 2005).
Estas temperaturas resultan sin embargo, letales para las plantulas (Burke et al., 2000). Este
hecho, plantea la hipétesis que FPS2 seria la isoenzima predominante en semillas de
Arabidopsis debido a su elevada termotolerancia, la cual contribuiria a mantener la

capacidad germinativa de las mismas en situaciones de exposicion a altas temperaturas.

147






CONCLUSIONES 11






Conclusiones Il

1) Las isoenzimas FPS1S y FPS2 de Arabidopsis muestran valores similares de kn
para los sustratos IPP, DMAPP y GPP; no obstante, FPS2 es cataliticamente mas
eficiente, mas sensible al efecto inhibitorio del NaCl y mas resistente a la

inactivacion térmica debido a su mayor estabilidad termodinamica, que FPS1S.

2) La modelizacién por homologia y el andlisis de las diferencias aminoacidicas entre
ambas isoenzimas indican que FPS2 puede establecer mas interacciones polares
superficiales y establecer mas enlaces de hidrégeno e interacciones salinas entre

las dos subunidades del dimero, que FPS1S.

3) Las isoenzimas FPS1S y FPS2 de Arabidopsis se localizan exclusivamente en el
citosol, a diferencia de lo observado en C. roseus, en donde la FPS se localiza

parcialmente en los peroxisomas.

4)Los genes FPS1 y FPS2 poseen patrones de expresion mayoritariamente
complementarios en las semillas, particularmente en los estadios avanzados de
desarrollo, lo que sugiere que en las semillas de Arabidopsis el FPP tiene dos

origenes segregados espacial y temporalmente.
5) Las isoenzimas FPS1S y FPS2 son funcionalmente intercambiables ya que al ser

expresadas bajo el control de los promotores FPS2 y FPS1, respectivamente, son

capaces de rescatar los fenotipos de las semillas del mutante fps2-1.
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1. Material vegetal

Los experimentos que se presentan en esta tesis se han llevado a cabo utilizando como
material vegetal la especie Arabidopsis thaliana, concretamente, las variedades de Columbia
0 (Col 0), Columbia 3 grt1/grt1 (Col3 grt1), Landsberg (Ler).

Se ha trabajado con 4 mutantes de pérdida de funcién del gen AtARV1 provenientes
de la coleccion Salk, de fondo genético Col 0 y un mutante del gen AtARV2 de la coleccion
Cold Spring Harbor Laboratory, de fondo genético Ler:
arv1-2 (Salk_123517): Posee la insercion de T-DNA en la posicion +2948 (exon 9) del gen
AtARV1. No posee ningun tipo de resistencia a antibiético o herbicidas.
arv1-1 (Salk_090151): Mutante knock down. Contiene una insercion de T-DNA en la
posicion -11, respecto del coddn de inicio de traduccién del gen AtARV1 (At1g01020). No
posee ningun tipo de resistencia a antibidtico o herbicida.
arvis4 (Salk_116614): El T-DNA se encuentra en la posicién -41 (41pb upstream del coddn
ATG de inicio de la traduccion) del gen AtARV1. No posee resistencia a antibiético o

herbicidas.

arvigs, (Salk_127981): En este mutante el T-DNA se encuentra en la posicion +1348 del gen
AtARV1 (en el intrdn 7). No posee ningun tipo de resistencia.
arv2 (ET8675): Posee una insercion de un elemento Ds en la posicion +2 (2pb después del
codon de inicio de la traduccion) del gen AtARV2 (At4g01510). Se trata de un mutante knock
out. Su fondo genético es Ler y es resistente al antibiético kanamicina.

Asimismo, se han generado las lineas doble mutante arv1-1:arv2 5.9, arv1-1:arv2 25.21
y arv1-2:arv2 que provienen del cruzamiento del mutante arv7-1 o arv1-2 con el mutante

arv2.

Respecto a la pérdida de funcién del gen FPS2 se ha trabajado con la linea:
fps2-1 (SAIL_328_G06): Mutante simple con pérdida de funcién del gen FPS2 (At4g17190).
Posee una insercion de T-DNA en el cuarto exén del mismo gen. En fondo Col3 qgrt1 y es
resistente al herbicida BASTA™.

En funcion del analisis realizado, se ha utilizado semillas o plantas en diferentes estadios
de desarrollo, desde plantulas (de 7 a 15 dias crecidas en placa estéril), hasta plantas
adultas (de 5 a 6 semanas, crecidas inicialmente en placa estéril y posteriormente

transplantadas a tierra), tanto en fase vegetativa como en fase reproductiva.
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1.1 Cultivos estériles in vitro

1.1.1 Esterilizacion de semillas

Las semillas fueron esterilizadas superficialmente mediante el tratamiento con una
solucién etandlica de cloro activo, la cual se prepara en dos etapas, primero se obtiene una
solucién concentrada, disolviendo una pastilla de Deterclor (dicloroisocianurato de sodio al
45%, DETERCO®) en 40 ml de agua destilada. Una vez disuelta, se prepara la solucién de

trabajo diluyendo 5 ml de esta solucion hasta completar 50 ml con etanol al 96%.

El proceso de esterilizacion de las semillas se realiza en una camara de flujo laminar. En
primer lugar se reparten las semillas en tubos eppendorf en una cantidad equivalente a 100
Ml como maximo, se afade 1 ml de la solucién de esterilizacion y se agita por rotaciéon
durante 8 min. Se realizan dos lavados con etanol al 96% para eliminar los restos de cloro y
se dejan secar 12 h en la cabina de flujo laminar para eliminar completamente el etanol, ya

que su presencia podria interferir en la germinacion de las mismas.

1.1.2 Siembra de semillas

Una vez que las semillas estan esterilizadas, se distribuyen homogéneamente, ya sea
por dispersidon desde el tubo o bien sembradas una a una mediante el uso de pinzas y agua
estéril, en placas de Petri que contienen medio Murashige y Skoog' (MS), en cabina de flujo
laminar. Las placas se sellan con esparadrapo transpirable (Leukopor®) y se dejan a 4°C de
2 a 4 dias en oscuridad. El objetivo de este proceso, denominado estratificacion, es

sincronizar la germinacion de las semillas sembradas.

Medio Murashige y Skoog' (MS) - 1L

Murashige & Skoog con vitaminas (Sigma)* 449
MES (Sigma) 0,59
Sacarosa 1049
Ajustar el pH a 5,7 con KOH

Agar para plantas 0,8g

Autoclavar a 120°C durante 20 min

* Para preparar MS 0,5 X se afade la mitad (2,2 g) de este reactivo.
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NOMBRE SOLVENTE STOCK CONC. FINAL
Higromicina Agua 50 mg/ml 50 pg/mi
Rifampicina Metanol 25 mg/ml 150 pg/mi
P(%S;\asr}i!? Agua 5 mg/ml 10 pg/mi
Mevastatina * 10 mM 1 uM

ooy : 22,7% 1:10000
Gentamicina Agua 100 mg/ml 50 pg/ml
X-Gal DMF 20 mg/ml 64 ug/ml
IPTG Agua 1M 1 mM
Kanamicina Agua 100 mg/ml 50 pg/ml
Tunicamicina DMSO 5 mg/mi 5 pg/ml
DTT Agua 1M 10 mM
Ampicilina Agua 100 mg/ml 100 pg/ml

* Preparacion mevastatina Sigma (M2537-5mg). Preparar la sal sddica y neutralizar. Disolver el contenido
en 350 pl de etanol absoluto, afiadir 450 ul de NaOH 0,5 N y calentar a 50°C durante 2 h. Afiadir 450 ul de
CIH 0,5 N para neutralizar. Ajustar el pH a 7-7.4. La mevastatina Calbiochem (474705-5 mg) se disuelve

directamente en 1,161 ml de etanol absoluto, ya que es la sal sddica.

Tabla 3. Listado de antibioticos, herbicidas y reactivos afiadidos en diferentes medios de cultivo. En
aquellos casos en que fueron requeridos inductores, inhibidores, antibiéticos o herbicidas, fueron afadidos
en las concentraciones correspondientes, en el medio autoclavado y en condiciones estériles y a una
temperatura no mayor de 50°C, con el fin de evitar la degradaciéon de la molécula afiadida, debido a las

altas temperaturas a la cual fue sometido el medio durante el proceso.

1.1.3 Condiciones de crecimiento

Una vez transcurrido el periodo de estratificacion, las semillas se trasladan para su
germinacion a una camara de cultivo en condiciones ambientales controladas, a una

temperatura de 22°C e intensidad luminica de 100 pEinsteins m? s™.

En funciéon del
experimento, se utilizan diferentes fotoperiodos: dia corto, de 8 h de luz y 16 h oscuridad,

dia largo, de 16 h de luz y 8 h de oscuridad o dia continuo, de 24 h de luz.
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1.2 Cultivo de plantas en tierra

En aquellos casos en que fue necesario realizar estudios de plantas en estadio adulto
y/o en fase reproductiva, se transplantaron plantulas de 10-15 dias (que presentan el primer
par de hojas verdaderas) crecidas en placas de cultivo in vitro a tiestos de 55 mm de
didametro, con una mezcla de turba/vermiculita (1/1) hidratada con agua normal, dispuestos
en una bandeja. Durante el procedimiento de transplantado, las plantas se separan
cuidadosamente del medio de germinacién de la placa con ayuda de unas pinzas Millipore y
se colocan sobre un agujero realizado previamente en el sustrato de cada maceta.
Posteriormente, se cubre la raiz con sustrato y se recubre la bandeja con un film plastico
(Saram Wrap®), con el fin de mantener condiciones de humedad elevada, dado que las
plantulas crecidas in vitro son muy sensibles a la deshidratacion. A los 2-3 dias se realizan
agujeros en el plastico, para que las plantas se adapten a las nuevas condiciones
ambientales, y finalmente transcurridos 2-3 dias, este plastico se retira completamente. Se
procede al riego de los tiestos con solucién nutritiva? por capilaridad, con periodicidad
variable, segun los requerimientos de las mismas, debido a que el sustrato no posee la

cantidad de nutrientes necesarios para soportar el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Solucion nutritiva?

REACTIVO STOCK CONC. FINAL V;;;‘;“f“
KNO; 1™ 5mM 75 ml
EDTA Férrico 20 mM 50 uM 37,5 ml
MgSO, 1M 2 mM 30 ml
Ca(NOs), 1™ 2 mM 30 ml
KH2PO,4(pH 5,5) 1™ 2,5 mM 37,5 ml
Micronutrientes™ 15 ml

* MnCl, 14 pM, CuS04 0,5 pM ZnSO, 1 pM, NaMoO, 0,2 pM, NaCl 10 uM, HsBO3 70 uM, CoCl,
10 nM

1.3 Cultivo liquido

Para realizar el ensayo de estrés de RE, se utilizaron cultivos en medio liquido de
Arabidopsis thaliana. Las semillas de Arabidopsis se germinaron y crecieron en erlenmeyers
con 50 ml de medio nutritivo MS 0,5X, en ausencia o presencia de metoxifenocida (en el
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caso de la linea Red-25.21 1 inducida). Las semillas estériles de Col O, Ler, arv1-1:arv2
25.21 y Red-25.21 1 colocadas en el medio liquido, y previamente estratificadas (apartado
1.1.2), se colocaron bajo condiciones de dia largo y en agitaciéon constante de 50 rpm
durante 7 dias. Al séptimo dia, se recogié una parte de las plantulas de cada cultivo, como
control no inducido y seguidamente se suplementaron con los inductores de estrés de
reticulo correspondientes, 5 pg/ml de tunicamicina, o bien 10 mM de DTT. A las 5 h se

recolectd el resto de material para ser analizado.

2. Material bacteriologico

2.1 Cepas bacterianas

o Escherichia coli DH5a: sup E44 Alac U169 (80 lacZAM15) hsd R17 rec A1 end A1 gyr
A96 thi-1 rel A1.

o Escherichia coli BL21 (DE3): hsdsS gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 lac UV5-T7 gene
1).

e Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90): Resistencia a gentamicina y

rifampicina

2.2 Cepas de levadura

e Saccharomyces cerevisiae YNJ1756: (arv1::Kan) ade2, his3, leu2, trp1, ura3 (Esta
cepa fue cedida amablemente por el Dr. J.T. Nickels del Dep. of Biochemistry, MCP
Hahnemann University, Philadelphia, USA)

e NMY51: MATa his3A200 trp1-901 leu2-3, 112 ade2 LYS2:(lexAop)s,-HIS3
ura3:(lexAop)s-LacZ ade2:(lexAop)s-ADE2 GAL4 (Cepa incluida en el kit comercial
DUALmembrane kit 3 - Dualsystems Biotech). Cepa auxotrofica para adenina e

histidina.
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2.3 Medios de cultivo

Se ha utilizado el medio YNB?® e YPG* para el cultivo de levaduras, el medio LB® para el

cultivo de diferentes cepas de E. Coli y el medio YEB® para el cultivo de Agrobacterium

tumefaciens.

YNB® - 1litro YPG" — 1litro

YNB (sin aa ni sulfato amonico) 1,59 Extracto de levadura 10g

(NH4), SO4 59 Peptona 10g

HEPES 959 Agua c.s.p 900 ml

Aminoacidos** Agar bacteriolégico 15¢g

Agua c.s.p 900 ml Glucosa (20%) 100 ml

Agar bacteriolégico (medio sdélido) 15¢g Ajustar el pH a 7 con NaOH

Glucosa (20%) 100 ml

Medio Luria-Bertani’ (LB) - 1litro @6 - 1litro

NaCl 549 Extracto de levadura 19

Extracto de levadura 59 Extracto de carne 59

Triptona 10¢g Peptona 5¢

Agar bacteriolégico 15¢g Sacarosa 59

Ajustar el pH a 7.4 con NaOH MgS0..7H,0 059
Agar bacteriolégico 15¢

Ajustar el pH a 7 con NaOH

En el caso de los medios solidos, se afiadié el agar antes de autoclavar el medio durante 20 min a
120°C y 1 atm. Los antibioticos se afaden al medio después de autoclavar y atemperar a 50°C.

* En estos medios, es necesario esterilizar por autoclave en ausencia de la glucosa, y una vez
atemperados a 50°C, anadirla (preparada y autoclavada por separado), de lo contrario se carameliza
el azucar y la solucién se torna de color caramelo.

**Se han utilizado los siguientes aminoacidos, segun el caso: adenina (40 mg), histidina (20 mg),
leucina (60 mg), triptéfano (40 mg) y uracilo (20 mg). Afiadidos antes de la esterilizacion por

autoclave.
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3. Vectores plasmidicos

3.1 Vectores para subclonaje

Para la obtencién de las construcciones empleadas en diferentes experimentos se han
utilizado los vectores intermediarios pBluescript (Stratagene) y pGEM-Teasy® (Promega). La
replicacion de estos plasmidos se ha llevado a cabo por transformacion en la cepa DH5a de
E. coli. Las células de la cepa DH5a competentes fueron obtenidas en nuestro laboratorio
mediante el método del cloruro calcico descrito por Seidman et al. (1997), con algunas
modificaciones.

3.2 Vector para la expresién de proteinas en E. coli

El vector pGEXNotl fue utilizado para llevar a cabo la sobreexpresion de las
proteinas FPS1S y FPS2, utilizadas para el estudio de cinética y bioquimica de estas
isoenzimas. Este plasmido proviene del vector comercial pGEX-3X (Pharmacia Biotech) al
cual le fue afladida una diana de restriccion Not/ en el sitio de clonaje multiple, delante de la
diana BamHI, que permite obtener la proteina expresada de manera nativa, con el extremo
N-terminal sin ningiin aminoacido extra después del tratamiento con la proteasa, el Factor
Xa (Montella et al., 2005).

El plasmido pGEX-3X permite expresar una proteina fusionada a la glutation-S-
transferasa (GST), el que facilita la posterior purificacion mediante cromatografia de
afinidad. Este vector contiene la secuencia del promotor tac, el gen que codifica la proteina
glutation-S-transferasa y a continuacion una secuencia que codifica para los aminoacidos
lle-Glu-Gly-Arg-X reconocidos por el Factor Xa, lo que permite separar la proteina de interés
de la GST. La madificacién se habia realizado introduciendo por PCR la diana Notl en el
vector pGEX-3X (Figura 83). El vector modificado se digiere con la enzima Notl y se trata a
continuacion con nucleasa S1 para proporcionar un extremo romo que permite la clonacion,
manteniendo el marco de lectura, en el extremo 5’- del cDNA de FPS1S o de FPS2, y el

extremo 3’- con BamHl.
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pGEX-3X-Notl
Factor Xa
[Ile Glu Gly Aral’l‘ Gly lle Pro Gly Asn Ser Ser
ATC GAA GGT CGC GGC CGC GIGG ATC |C|CC GG‘G‘ AAT TCIA TCG TGA CTG ACT GAC

Not | BamHl Smoﬁ EcoRl Stop codons

Figura 83. Esquema de la modificacion del sitio de clonaje multiple del vector pGEX-3X mediante la

introduccion de la diana Notl.

3.3 Vectores para la expresidn de proteinas en levadura

3.3.1 Plasmido pJ1133 usado en el ensayo de complementacion funcional en levaduras
YNJ1756

Con el fin de expresar diferentes variantes de proteinas AtArv1l en la cepa mutante
YNJ1756 se usé el vector pJR1133 (Figura 84) que posee el promotor de la gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa de levadura (GPD), una zona de clonaje multiple y un terminador de
la fosfoglicerato quinasa (PGK), el gen involucrado en la sintesis de uracilo (URA3) y un gen
que confiere resistencia al antibidtico ampicilina. Este plasmido ha sido amablemente cedido
por el Dr. M. Rodriguez Concepcion (CRAG). El vector es idéntico al pJR1138 (Rodriguez-
Concepcion et al., 1999), s6lo que en lugar de portar el gen de seleccion en levadura LEUZ2,

lleva el gen URAS3, lo que permite el crecimiento de las mismas en ausencia de este

aminoacido.
BamHI SK"HI Knnl EcoRI facl Konl
prom GPD Separador PGKter
pJR1133
7 kB
AmpR URA3

Figura 84. Vector de expresion en levadura pJR1133. promGPD: promotor de la gliceraldehidofosfato
deshidrogenasa. PGKter: terminador de la fosfoglicerato quinasa; AmpR: gen marcador de resistencia a

ampicilina y URA3: gen involucrado en la sintesis de uracilo.
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3.3.2 Vectores usados en la determinacion de la topologia de AtArv1

Para llevar a cabo el ensayo basado en el doble hibrido en levaduras para identificar
interacciones entre proteinas de membrana mediante la técnica Split Ubiquitin Membrane
Yeast Two-hybrid, se utilizaron los plasmidos pBT3N y pBT3C (Dualsystems Biotech)
(Figura 85A y B), que contienen la secuencia que codifica la mitad C-terminal de la
ubiquitina (Cub) fusionada a un factor de transcripcion artificial LexA-VP16, la cual queda
fusionada al extremo N- o C-terminal de la proteina de interés clonada (en este caso la
proteina AtArv1) respectivamente. Estos vectores poseen, ademas, un gen que codifica una
enzima que interviene en la sintesis del aminoacido leucina, y le confiere la capacidad a la
célula de levadura que porta uno de estos plasmidos, de crecer en un medio carente del
mismo. Se utiliz6 también un plasmido control, pAl-Alg5 que codifica la proteina Alg5,
proteina del RE en levadura fusionada por su extremo N-terminal a la mitad N-terminal de la
ubiquitina (Figura 85C).

Xbal (353)

BamHI (558)
Sall (662)

Xhol (110)

Nhel (2) crer

CEN/ARS ’ \

>

EcoRI (971)
Smal (978)
Smal (1110)

NotI (1225)

BS ori LexA
p X BamHT (1242)

VP16

vé SalT (1384)

Clal (1394)
HindIIT (1399)

EcoRI (1411)
PstI (1421)

pBT3-N cycA
7614bp
KanR

Ncol (1463)

SacIl (1483)
LEUZ

tcec tge agg gec att acg gec agg cct tta att aag gece gec teg gec cca tgg taa gta get aac cgce gga
S C R A I T A R P L I K A A S A P w * v A N R G

reading frame
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Xoal (353)
SAL

Smal

SAI (4
Ncol (429)
EcoRT (447)
HindIII (459)

XhoI (110)

ClaI (466)
Sall (474)
BarHI (491)
NotT (633)
BarHI (833)
Sall (937)

EcoRT (1246)

ClaI (5874) Snal (1253)
XoI (5723) Smal (1385)
ClaI (5632)
Sral (5451)
ClaI (G281
EcoRT (3766)
Xba I Sfi I Sfi I

atc tag acg gcc att acg gcc aaa ctc get cgc ccg ggc cga acc agt gge tgc agg gec gec tcg gec
I * T A I T A K L A R P G R T S G C R A A S A

Nco I Hind III

EcoRl (1845)

Hindlll (1857)
HAtag

Xbal (4616) \Hindl 11 (3204)

Xbal (3633)

Figura 85. Esquema de los plasmidos utilizados en el ensayo de Split Ubiquitin Membrane Yeast
Two-hybrid para determinar la topologia de la proteina AtArv1. Plasmidos PBT3 que contienen la
secuencia que codifica la mitad C-terminal de la ubiquitina fusionada al factor de transcripcion LexA-VP16 y
una secuencia de clonaje multiple donde se ha clonado el cDNA de AtArv1, tanto en el extremo 3'- en el
caso del plasmido pBT3-N (A) como en 5°- de Cub, pBT3-C (B). Plasmido pAl-Alg5 que expresa la

proteina Alg5 fusionada a la mitad N-terminal de la ubiquitina (C).
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3.4 Vectores para la expresion estable de proteinas en plantas de Arabidopsis

Para conseguir la expresion estable de proteinas en plantas de Arabidopsis thaliana se
utilizaron plasmidos que contienen las secuencias necesarias para la transferencia desde el
DNA plasmidico al genoma de la planta y han sido transformados posteriormente en la cepa

de Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) con el fin de obtener plantas transgénicas.

3.4.1 Vector de expresion inducible de RNA de interferencia del gen AtARV1

Para llevar a cabo el estudio del efecto del silenciamiento del gen AtARV1 mediante RNA
de interferencia (siRNA) inducible, se utilizé el vector pBinRed-2800B (Figura 86), cedido
amablemente por el Dr. E. Cahoon, del Donald Danforth Plant Science Center, St. Louis,
Missouri, USA. Este vector posee los elementos derivados del sistema del receptor de
ecdisona. Contiene el dominio de activacion VP16 (proteina 16 del virus del herpes
humano), el dominio GAL4 de union a DNA y el dominio del receptor de ecdisona de insecto
(miembro de la familia de los receptores de esteroides); todos bajo el control del promotor
del virus del mosaico de Cassava (CMV). El plasmido posee también, el gen que confiere
resistencia a kanamicina para seleccion en bacteria y el gen DsRed que expresa la Proteina
Fluorescente Roja (RFP), la cual permite la seleccion de semillas transgénicas, a través de
la visualizacion de dicha fluorescencia emitida por las semillas portadoras del transgén. La
deteccion de la fluorescencia se realiza a través de la iluminacién con luz verde sobre las

semillas e interponiendo un filtro rojo entre el observador y la luz.
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GAL Figura 86. Esquema del vector pBinRed-2800B,
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3.4.2 Vectores de expresion de los genes quiméricos usados para la reversion de los

fenotipos del mutante fps2-1

Con el fin de analizar la posible reversién del fenotipo observado anteriormente en
nuestro laboratorio en el mutante fps2-1, se utilizaron cuatro construcciones denominadas
FPS2p::FPS1S-mutdis, FPS2p::FPS1S, FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p:FPS2. Estas se
obtuvieron en el plasmido pCA-NOS, que consiste en un vector pPCAMBIA1300 modificado,
al cual se le afiadio entre las dianas de restriccion Sacl y EcoRI el terminador de la Nopalina
Sintasa, NOS, obtenido a partir del plasmido pBI221 con las mismas enzimas de restriccion.
El plasmido pCAMBIA1300 confiere resistencia a kanamicina en bacteria y a higromicina en
plantas.

3.5 Vectores utilizados en la localizacion subcelular de las enzimas FPS

Para llevar a cabo el estudio de localizacion subcelular se utilizaron plasmidos
comerciales pMDC, Gateway® Technology (Invitrogen), que contienen la secuencia que
codifica la proteina GFP, ubicada, segun el vector, en el extremo 5 0 3" de la secuencia
donde se encuentra la insercion del cDNA de interés. Los vectores pMDC43 poseen la
secuencia del gen que codifica la GFP en el extremo 5’ del cDNA subclonado (Figura 87A),
mientras que el vector pMDC83 posee la secuencia que codifica la GFP en el extremo 3~
(Figura 87B). Los plasmidos pMDC actuan bajo el control del promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor, poseen dos sitios de recombinacion homologa (los cuales permiten el
subclonaje de la secuencia de interés), un gen que confiere resistencia a la kanamicina para
seleccidn bacteriana y un gen de resistencia a higromicina para la seleccién en plantas.
Ademas contiene un gen ccdB que facilita la seleccion en bacterias, impidiendo el

crecimiento de aquellas que no contienen el plasmido.

pMDC43
Xbal codB

Cmf
2 X 35S Promoter gfp6 —_— | —_—

» ACAAA GGC GCG CCAAGC TAT CAAACAAGT TTG TAC AAAAAA

\4

attR1

Cassette C1

STOP STOPSTOP STOP  STOP

T TTC TTG TAC AAA GTG GTT CGABAITTC CTITAATRA cfAGTT cffiAgA

attR2
Xbal
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2 X 35S Promoter Smal
————— TCTAGAACTAGTTAATTAAGAATTAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTATCACAAGTTTGTACAAAAAA
Xbal Pstl Xbal BamHI Kpnl Sacl attR1
Cmr I ccaB
e — —_—
Cassette A

TTTC TTG TAC AAAGTG GTG ATA GCT TGG CGC GCC TCG AGG GGG GGC CCG GTACCG GTA GAAAAA- >

attR2 Xhol Kpnl GFP6 His tagged

Figura 87. Esquema parcial de los plasmidos pMDC. Se muestran el promotor 35S, los sitios de clonaje
por recombinacion (attR1 y attR2) y la secuencia que codifica GFP en 5- en pMDC43 (A) y en 3'- en

pMDC83 (B), respecto de la posicion de clonaje del fragmento de interés.

4. Determinacion de la topologia de AtArv1

4.1 Obtencién de los plasmidos utilizados para determinar la topologia de AtArv1

En primer lugar se amplificé la secuencia de cDNA AtARV1 (con y sin coddn de stop)
utilizando como molde la construccibon pMRC-ARVINGFP y los primers ARV1Sfi-S y
ARV1Sfi-AS o ARV1SfiNoStop-AS y la DNA polimerasa Pfu. Posteriormente, estos cDNAs
amplificados con y sin codon de stop, fueron clonados en el plasmido pGEMT, y luego,
previa digestiéon con la enzima Sfil, subclonados en los plasmidos pBT3N y pBT3C, dando
lugar a las construcciones finales pBT3N-ARV1 y pBT3C-ARV1, en donde la secuencia del
cDNA del gen AtARV1, se encuentra clonada en el extremo N- y C-terminal,
respectivamente, de la mitad C-terminal de la ubiquitina (Cub) fusionada al factor de
transcripcion LexA-VP16. Para la obtencion de los plasmidos pBT3N-SQS y pBT3C-SQS
que portan la secuencia de cDNA que codifica la proteina SQS, se realiz6 la misma
estrategia de subclonado descrita, pero los primers utilizados en estos casos fueron SQS
Sfil-5 y SQS Sfil-3 o SQS Sfil-3 n/s.
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ARV1Sfil-S
5-CGGGCCATTACGGCCATGGCGGCGAGTGAACAC-3". Primer sentido desde el
codon ATG de inicio de la traduccion del cDNA AtARV1 (en negrita). En gris se indica la

secuencia para la diana de la enzima de restriccion Sfil.

ARV1Sfi-AS
5-CG TCATACGATTCTGAAAAAATAAGAC -3°
Primer antisentido de la secuencia del cDNA AtARV1. En gris se indica la secuencia

para la diana de restriccion Sfil. El codon de stop esta subrayado.

ARV1SfiNoStop-AS
5-CG CCTACGATTCTGAAAAAATAAGAC -3°
Primer antisentido de las ultimas bases del cDNA AtARV1 sin codon de stop. En gris se

indica la secuencia para la diana de la enzima de restricciéon Sfil.

SQSSfil-5
5- ATGGGGAGCTTGGGGACG-3’
Primer sentido desde el codon ATG de inicio de la traduccion del cDNA SQS1 (en

negrita). En gris se indica la secuencia para la diana de la enzima de restriccion Sfil.

SQSSfil-3: 5'- TCAGTTTGCTCTGAG -3’
Primer antisentido de la secuencia del cDNA SQS1. En gris se indica la secuencia para

la diana de restriccion Sfil. EI codon de stop esta subrayado.

SQSSfil-3 n/s: 5'- CCCTCAGTTTGCTCTGAGATATG -3°

Primer antisentido de las ultimas bases del cDNA SQS1 sin codon de stop. En gris se
indica la secuencia para la diana de la enzima de restricciéon Sfil.

Para lograr el clonaje dirigido en el vector, la secuencia central de las diana Sfi en los

primers sentido y antisentido son ligeramente diferentes.

4.2 Determinacion de la topologia de AtArvl mediante el sistema Split Ubiquitine

Membrane Yeast Two Hybrid en levadura.

Una vez obtenidas las construcciones pBT3N-ARV1 y pBT3C-ARV1, junto a la

construccion pAl-Alg5 incluida en el kit comercial (Dualsystem), se procedido a la co-
transformacion de la levadura NMY51 con cada una de ellas, pBT3N-ARV1 o pBT3C-ARV1
en combinacion con pAl-Alg5, siguiendo indicaciones del protocolo del kit comercial

(www.dualsystems.com), las cuales fueron posteriormente utilizadas en los ensayos para
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determinar la topologia de AtArv1, que consiste en sembrar cada cepa transformada con un
combinacion de plasmidos, por duplicado en una placa YPG e incubarlas a 27°C y 37°C
durante 48 h. Transcurrido el tiempo, se visualiza el crecimiento en la placa incubada a 27°C

y se analizan aquellas que crecieron en la placa a 37°C.

5. Complementacion funcional de la cepa de levadura S. cerevisiae YNJ1756

5.1 Obtencién de los plasmidos pJRAtArv1,14,-HA y AtArv1,:4/T-DNA-HA para el ensayo de

complementacion funcional en levadura

Para realizar los ensayos de complementacion funcional de la cepa levadura
deficiente en Arv1, se obtuvieron las construcciones pJRAtArv1,14-HA y AtArv1,14/T-DNA-
HA. En el caso de la construcciéon pJRAtArv1,,-HA, se utilizo como molde un plasmido
pGEMT-ARV1, para amplificar el fragmento de 642pb, AtArv1,,, (desde el codén ATG de
inicio de la traduccion hasta la ultima base antes del comienzo de la insercion del T-DNA),
mientras que en el caso de la construccion pJRAtArv1,14 T-DNA-HA, se utiliz6 como molde
el cDNA obtenido a partir de RNA de muestras de plantulas del mutante arv1-2 para obtener
un fragmento de 729pb, AtArv1,.4T-DNA (desde el codon ATG de AtARV1 hasta el primer
codon de stop, que se encuentra a 88pb hacia el interior de la secuencia del T-DNA). Para la
amplificacion de ambos fragmentos se utilizaron los primersARV1-BamHI F (sentido) y A1-
713 HASall o SalkTDNA HA R (antisentido), respectivamente. En ambos casos, los primers
antisentido contenian la secuencia que codifica para la hemaglutinina (HA), la cual fue
utilizada para la posterior deteccién de las proteinas mediante Western blot. Una vez
obtenidos los cDNAs truncado y el quimérico fueron clonados en el plasmido pGEMT vy a
partir de alli, subclonados en el plasmido pJR1133, mediante digestion con las enzimas
BamHI y Sall. Se ha usado la construcciéon pJRAtArv1-HA como control positivo de

complementacion funcional de la cepa YNJ1756 (Forés et al., 2006).
- ARV1-BamHI F: 5-CGGGATCCATGGCGGCGAGTGAACACAG -3’

Primer sentido que comienza en el codén ATG de inicio de la traduccién (en negrita). En

gris se indica la secuencia para la diana de restriccion BamHlI.
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A1-713 HASall:

5" GTCGACTCACGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTAAATCAAGTGCGCGATTAA
GC -3’

Primer antisentido que contiene la secuencia del epitopo HA (marcado en negrita) y
parte de la secuencia del cDNA de AtARV1. En gris se indica la secuencia para la diana

de restricciéon Sall. El coddn de stop esta subrayado.

SalkTDNA HA R

5 GTCGACTCACGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTACTGGTGAAAAGAAAAACC
AC-3’

Primer antisentido que contiene la secuencia del epitopo HA (destacada en negrita) y las
ultimas bases del T-DNA de insercion del mutante arv7-2. En gris se indica la secuencia
para la diana de restriccion Sall. El codon de stop esta subrayado.

5.2 Transformacion de la cepa de levadura YNJ1756

La cepa de levadura YNJ1756 es un mutante termosensible capaz de crecer a 27°C,

pero no a 37°C debido a una inactivacién del gen ARV1 y necesita el aporte exdégeno de los

aminoacidos adenina, histidina, leucina, triptéfano y uracilo para posibilitar su crecimiento.

Esta cepa fue transformada con las construcciones pJRAtArv1,14-HA y pJRAtArV1,14/T-

DNA-HA mediante el método del acetato de litio (Gietz et al., 1992), que se detalla a

continuacion:

1. Inocular una colonia de la cepa YNJ1756 crecida en medio sélido YNB
suplementado con los aminoacidos: leucina (60 mg/l) uracilo (20 mg/l) adenina (40
mg/l), histidina (20 mg/l), triptéfano (40 mg/l) (YNB ade/his/leu/trp/ura) en 10 ml de
medio minimo liquido suplementado con los mismos aminoacidos e incubar en

agitacion a 23°C durante toda la noche.

2. Inocular 100-500 pl del cultivo anterior en 100 ml de medio YNB ade/his/leu/trp/ura
liquido e incubar toda la noche en agitacion a 23°C.

3. Dejar creciendo hasta tener un cultivo que presente una DOgy= 0,6-0,8 y dividirlo
equitativamente en dos tubos falcon 50. Centrifugar a temperatura ambiente

durante 10 min a 2500 rpm.

4. Resuspender cada pellet de levadura con 10 ml de la solucion I. Reunir las dos

soluciones de levadura y centrifugar durante 10 min a 2500 rpm.

5. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet de levadura con un volumen

apropiado de solucién |, de manera que la concentracion final de las células sea 2
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x 10° células/ml, teniendo como referencia del manual Current Protocols in
Molecular Biology (Ausubel et al., 1997), el cual indica que cuando la absorbancia
de un cultivo se encuentra entre 0,3 y 0,5, este posee aproximadamente 10’
células/ml. Incubar 1 h a 23°C. En este momento tenemos las levaduras
preparadas para introducir los diferentes plasmidos. Para ello en un tubo

eppendorf se afiaden los siguientes componentes:

5 ul DNA (aprox. 200 ng/ul) del plasmido pJRAtArv1,44 0 pJRAtArv1,14/TDNA (de

ser necesaria una dilucién, usar buffer TE 1X)
5 ul de DNA de salmén sonicado (50 ug)

50 pl suspension celular de levaduras competentes de la cepa YNJ1756
obtenida anteriormente. Se incluye también un tubo extra como control negativo
que lleva en lugar de DNA, buffer TE 1 X (pH 7.5).

Incubar 5-10 min a temperatura ambiente. Afadir 300 ul de la solucién Il e incubar

30 min a temperatura ambiente.
Calentar durante 5 min a 42°C. Centrifugar los tubos 2 min a 2000 rpm.
Eliminar el sobrenadante y resuspender en 300 ul de TE pH 8.

Sembrar las levaduras transformadas en placas YNB ade/his/leu/trp e incubar a
23°C. Las colonias capaces de crecer, son aquellas que han incorporado el
plasmido pJRAtArv1,14-HA o pJRAtArv1,14/T-DNA-HA.

5.3 Ensayo de complementacién funcional

Una vez aisladas colonias Ura’, se procedié a realizar el ensayo de complementacion

funcional con el fin de comprobar si la proteina codificada por la construccién que contiene

la secuencia que codifica para AtArv1,44, 0 bien la proteina quimérica AtArv1,14/T-DNA eran

capaces de complementar la mutacién de la cepa YNJ1756 (Swain et al., 2002).

Las colonias aisladas pJRAtArv1, pJRAtArv1,14 o pJRAtArv1,14/T-DNA han sido

estriadas en placas que contienen un medio completo, YPG junto a los controles
correspondientes pJRAtARV1-HA (Forés et al., 2006) y pJR1133 y se incuban a 27°C y
37°C. Una vez transcurrido el tiempo correspondiente de incubacion (aproximadamente 48

h), si se observa crecimiento de las construcciones de interés en ambas condiciones de

temperatura, significa que estas complementan la cepa.
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6. Construcciones utilizadas para la generacion de plantas transgénicas
6.1 Construccion del plasmido pRedArv1 para el silenciamiento inducible del gen AtARV'1

La obtencion de la construccion que contiene los elementos necesarios para el
silenciamiento del gen AtARV1, se llevd a cabo a través de la tecnologia Gateway®
(Invitrogen). Esta procedimiento se realizd en el laboratorio del Dr E. Cahoon, en el Donald
Danforth Plant Science Center- St. Louis USA. En primer lugar, se procedid a la
amplificacion de un fragmento de 305pb del cDNA del gen AtARV1 (desde las bases +81 a
+386 a partir del codéon ATG de inicio de la traduccion), utilizando como molde cDNA
proveniente de una “library” de Arabidopsis thaliana. Se utilizé para ello la polimerasa de alta
fidelidad Phusion® (Finnzymes). Una vez amplificado, se procedi6 al clonaje del mismo en
un plasmido pENTR-D-TOPO® (Invitrogen; figura 88).

pENTR/D-TOPO*

Frorod
e B
CCA

ouU-Jim

AT %
/s 3 (<e

Not |
Ascl

att

pENTR”

2.6 kb

Figure 88. Esquema del plasmido de subclonaje pENTR-D-TOPO (Gateway®-Invitrogen)

Este plasmido permite el clonaje dirigido de fragmentos de extremos romos, debido a la
presencia de cuatro bases extras en el extremo 5°-, afadidas a través de uno de los primers
utilizados durante la amplificacion. Una vez confirmada la presencia del fragmento en el
vector, se lineariz6 el plasmido mediante digestion con la enzima Pvul, con el fin de facilitar
el clonaje posterior por recombinaciéon. El subclonaje de este fragmento en el plasmido
pBinRed2800B (Figura 85) se hizo por recombinacion homodloga. Obteniéndose asi, la

construccion pRedArv1, que contiene dos copias del mismo fragmento de 305pb de cDNA
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del gen AtARV1, el primero en orientacion 5°-3" entre los sitios aatR1 y aatR2, y el segundo
en posicion invertida (3'-5") entre los sitios attR1 y attR2, ambas copias separadas por la

secuencia nucleotidica del vector perteneciente al intron FAD2.

- ARV1-Fcah: 5-CACCGTCTCATGAAATGCGGAAATTG-3’

Primer sentido desde la base +81 hasta la +104, a partir del codon ATG de inicio de
la traduccion de la secuencia del cDNA AtARV 1. Se afadieron 4 bases en el extremo
5" por recomendacién del protocolo para el clonaje dirigido del fragmento en el vector
TOPO (negrita).

- ARV1-Rcah: 5'-GCAGCGTTTGCAGATAAGACAC-3’
Primer antisentido del cDNA AtARV1 entre las posiciones +365 y +386 (a partir del

coddén ATG de inicio de la traduccién).

6.2 Construcciones FPS::GUS utilizadas en el analisis de la expresidn de los genes FPS1
y FPS2

Para llevar a cabo el estudio de los patrones de expresion de los genes FPS1y FPS2
de A. thaliana, se utilizaron dos construcciones obtenidas previamente en nuestro
laboratorio (Cunillera et al., 2000) que portan los genes quiméricos FPS1S:GUS vy
FPS2::GUS clonados en el vector pBI121 (Clontech) y que constan de los promotores de los
genes FPS1 y FPS2, respectivamente, fusionados al gen marcador uidA, el cual codifica
para la f—glucuronidasa (GUS) de E. coli. El gen quimérico FPS1S::GUS contiene 1549pb
de la region flanqueante 5°- del gen FPS1 (1344pb del promotor, 185pb del leader 5’- y 20pb
de la regién codificante), en donde se ha mutado el codon ATG de inicio de la traduccién,
que da origen a la isoforma FPS1L, por ATC de tal manera que el transgén codifica
solamente FPS1S (Figura 89A). Por otro lado, el transgén FPS2::GUS contiene 1393pb de
la regién 5°- flanqueante del gen FPS2, que incluye 1328pb del promotor, 46pb de la regién
5’- no transcrita y 19pb de la regién codificante (Figura 89B).
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Figura 89. Esquema de los genes quiméricos FSP1S::GUS (A) y FPS2::GUS (B). Las cajas negras,
indican las secuencias codificantes de los exones 1 y 2 de los genes FPS1 y FPS2 de Arabidopsis. Las
cajas blancas representan secuencias transcritas no traducidas. Las lineas indican los intrones y las
regiones 5°- flanqueantes. La caja con lineas oblicuas representa la secuencia que codifica el péptido de
transito de la isoforma larga, FPS1L, cuya traduccién comienza en el primer ATG (mutado en la tercera
base, ATC, en FPS1S::GUS). Las cajas grises representan el gen GUS y el terminador del gen de la

nopalina sintasa. Las flechas indican los inicios de transcripcion (Cunillera et al., 2000).

6.3 Obtencion de la construccion FPS2p::FPS1S-mutdis para la reversion del fenotipo del

mutante fps2-1.

Con el fin de revertir los fenotipos observados en nuestro laboratorio en trabajos
anteriores, en el mutante fps2-1 (Closa et al., 2010), se obtuvieron lineas transgénicas de
este mutante a partir de cuatro construcciones distintas. Dos de ellos contienen un gen
quimérico constituido por la secuencia del promotor del gen FPS2 fusionada o bien, a la
secuencia estructural del gen FPS1L, donde se ha mutado la tercera base del codén distal
ATG de inicio de la traduccién (FPS2p::FPS1S-mutdis) o fusionado a la secuencia del gen
FPS1S a partir del segundo codén ATG (FPS2p::FPS1S). Las otras dos construcciones
(denominadas FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2) estan formadas por una fusiéon entre el
promotor del gen FPS1, que incluye la secuencia leader, y se extiende hasta el segundo
coddén ATG, fusionada a la secuencia codificante del gen FPS2. La diferencia entre ambas
es que FPS1mutdisp::FPS2 posee una mutaciéon en la tercera base del primer codén ATG
de inicio de la traduccion (ATC), mientras que en la construccion FPS1p::FPS2, ambos ATG

son funcionales.
Los genes quiméricos, FPS2p::FPS1S, FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1P::FPS2 habian sido
obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio (Closa M., tesis doctoral 2007).

Para generar la construccion FPS2p::FPS1S-mutdis, se procedié a la amplificacion de
un fragmento de 1329pb que corresponde a la secuencia del promotor y 46pb del leader del

gen FPS2. Para ello se utilizd como molde el plasmido pBGEN2 (vector pBluescript KS*) con
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los primers Salmutprom2F y Hindprom2R. Por otro lado, se amplificé un fragmento de
3838pb, correspondiente al gen FPS1 a partir del plasmido pBGen1 (vector pBluescript KS+,
el cual posee el gen completo) con los primers Ecomutgen1F y SacFPS1. En este caso se
introdujo una mutacién en el tercer nucleétido del primer codén de inicio (sustituyendo la G
por una C) con el fin de expresar Unicamente la isoforma FPS1S. Para realizar la

amplificacion se utilizé la enzima Taq polimerasa de alta fidelidad Pfu (Stratagene).

- Salmutprom2 F: 5"-GCGTCGACAGCTTGGAGCATAAG-3’

Primer sentido, que corresponde a la secuencia de los primeros 15 nucleétidos del
promotor del gen FPS2 (L46350). Las letras en gris indican la secuencia para la

enzima Sall.

- Hindprom2 R: 5'-CCCAAGCTTGATAGGATCAAGGAAGGTGT-3’

Primer antisentido desde las posiciones +1347 a +1375 de la secuencia gendmica de

FPS2 (L46350). Las letras en gris indican la secuencia para la diana HindlIl.

- Ecomutgen1F: 5-GGGATATCAGTGTGAGTTGTTGTTGT-3"

Primer sentido desde la posicion +1407 desde el codén ATG de inicio de la
traduccion (la tercera base G, estda cambiada por una C para introducir la mutacién e
invalidar el primer codén de inicio, negrita) hasta la posicion +1427 de la secuencia
gendémica de FPS1 (L46367).

- SacFPS1: 5-TTGGAGCTCTTTGGAATGGAATGTAGG-3"

Primer antisentido entre las posiciones +3848 y +3880 de la secuencia gendmica

FPS1 (L46367). Las letras en gris indican la secuencia para Sacl.

La secuencias amplificadas del promotor de FPS2y el gen FPS1 fueron purificadas y en
el caso del promotor de FPS2 fue clonada en el vector pGEM-Teasy®, dando lugar a la
construccion: pGEMTpFPS2; mientras que la secuencia amplificada del gen FPST1 fue
clonada en el vector pBluescript KS*, obteniendo asi la construccion pBgFPS1. Ambas

fueron secuenciadas para confirmar la ausencia de mutaciones.

Posteriormente, se realiz6 la digestion del plasmido pGEMTpFPS2 con la enzima Hindlll
y seguidamente se traté en condiciones controladas con 1 U/ul de nucleasa S1 (Fermentas),
con 20 ul de buffer 5 x en un volumen final de reaccion de 100 ul, durante 30 min a 37°C, la
cual fue inactivada mediante la adicion de 5 pul de EDTA 0,5 M e incubando a 70°C durante

10 min. Con este procedimiento, se obtuvo un extremo plano y ajustado exclusivamente a la
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secuencia exacta del promotor FPS2, logrando una fusion sin nucle6tidos extra entre el
promotor de FPS2 y el gen FPS1S. A continuacion se realizd la segunda digestiéon con la

enzima Sall.

En paralelo, se digiri6 el vector pBgFPS1 con la enzima Sall y EcoRV, obteniéndose el
fragmento correspondiente al gen FPS1, para ser subclonado dentro del vector
pGEMTpFPS2 digerido previamente como se ha comentado en el parrafo anterior,
obteniendo de esta manera, el vector pPGEMTpF2-gF1. Por ultimo, se realizé la digestion de
este vector pGEMTpF2-gF1 con las enzimas de restriccién Sall y Sacl y se procedi6 al
subclonaje del gen quimérico promotor de FPS2 y FPS1S-mutdis dentro del vector
pCANOS, obteniéndose la construccion final FPS2p::FPS1S-mutdis.

7. Obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

La generacién de plantas de A. thaliana transgénicas se ha llevado a cabo, utilizando la
cepa Agrobacterium tumefaciens GV3101 como vehiculo para transferir a la planta los
genes quiméricos de interés para su integracién de forma estable. El procedimiento consiste
en obtener las construcciones correspondientes que expresen las proteinas de interés,
introducirlas en la cepa de Agrobacterium y finalmente, infectar la linea de la planta
correspondiente con la suspension de las bacterias transformadas. Para llevar a cabo la
infeccidon, se ha utilizado una version simplificada de la técnica de infiltracion al vacio
descrita por Bechtold et al. (1993) denominada floral dip (Clough y Bent, 1998).

7.1 Condiciones y preparacion de plantas para la agroinfiltracion

1. Esterilizar y sembrar las semillas de la linea de Arabidopsis thaliana que se desean
transformar en placas con medio MS (suplementadas con antibi6tico de seleccion si

poseen resistencia a alguno).

2. Aproximadamente a los 12 dias se traspasan a tierra y se mantienen bajo condiciones

de dia corto unas 2-3 semanas.

3. Transcurrido este tiempo, donde desarrollan al maximo la roseta basal, se colocan en
un fotoperiodo de dia largo. En estas condiciones comienzan a desarrollar el tallo
principal con el brote floral (dia 20-30). En este momento, debe cortarse el tallo desde
la base, con el objeto de eliminar la dominancia apical y favorecer el desarrollo de

tallos laterales y obteniendo, asi, un mayor numero de inflorescencias.
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4. A los 10 dias posteriores al corte del tallo principal, la planta habra producido varios
tallos laterales. En este momento esta en condiciones para proceder a la infiltracion.
Es conveniente que las flores estén todavia cerradas y que las plantas estén lo mas
sanas posible, ya que de esta manera resistiran mejor el estrés provocado por el

proceso de infeccion.

7.2 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

La transformaciéon de la cepa de A. tumefaciens se ha llevado a cabo utilizando una
variante del método de transformacién de células de E. coli por choque térmico descrito por
An (1987). A continuacion se detalla el proceso usado para la cepa GV3101 de

Agrobacterium.

7.2.1 Preparacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens

1. Inocular una colonia de la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens en 10 ml de
medio de cultivo YEB que contenga 150 ug/ml de rifampicina y 50 pg/ml de
gentamicina (ambos antibiéticos permiten la seleccion especifica de esta cepa) e
incubar a una temperatura de 28°C en agitacién constante (160 rpm) durante 20 h.

2. Inocular 40 pl del precultivo anterior en 50 ml de medio YEB-rifampicina-gentamicina.
Incubar a 28°C en agitacibn constante hasta llegar a una DOse=0,5

(aproximadamente 12-18 h).

3. Pasar el contenido del cultivo anterior a un tubo falcon y centrifugar a 5000 rpm
durante 10 min a 4°C. A partir de aqui es importante mantener las células siempre en

frio.

4. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 10 ml de una solucion de
NaCl 0,15 M fria. Centrifugar nuevamente las células en las mismas condiciones y

resuspender el sedimento en 2 ml de solucion de CaCl, 20 mM fria.
5. Distribuir las células en alicuotas de 200 pl y conservar al menos 24 h a

-80°C antes de usarlas.
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7.2.2 Transformacion de células competentes de A. tumefaciens GV3101

Una vez obtenidas las células competentes, el proceso de transformacion de los

plasmidos es el siguiente:

1.

Descongelar una alicuota de 200 ul células competentes obtenidas anteriormente y
afadir 1-2 uyg de DNA del plasmido correspondiente (contenido en un volumen
maximo de 20 pl), mezclar e incubar en hielo durante 30 min.

Incubar las muestras durante 1 min en nitrégeno liquido y posteriormente
atemperarlas en un bafio a 37°C durante 5 min.

Anadir 1 ml de medio de cultivo YEB, e incubar las células a 28°C durante 2-4 h en
agitacion (120 rpm). Centrifugar el cultivo a 2000 rpm durante 5 min y resuspender las
células en 200 pl de medio YEB.

Sembrar repartiendo el total del volumen en dos placas de Petri que contengan medio
YEB con los antibiéticos de seleccion de esta cepa, gentamicina (50 pg/ml),
rifampicina (150 pg/ml) y el antibiético de seleccibn que posea el plasmido

transformado.

Incubar a 28°C. Las colonias comienzan a ser visibles a partir de las 36 h de

incubacion.

7.2.3 Genotipado de la cepa de Agrobacterium transformada

Una vez concluido este procedimiento, es necesario comprobar que las células

transformadas hayan incorporado el plasmido de interés mediante la técnica de PCR.

Para ello, se prepara el subcultivo de una colonia crecida de cada construccién en 3 ml

de YEB en presencia de los antibidticos correspondientes, y se incuba durante 12-16 h.

Posteriormente, para preparar el molde para la PCR, se afiade 1 ul del subcultivo a 9 ul de

agua en un tubo (volumen total de 10 pl). Luego se incuba la muestra a 100°C durante 3 min

en el termociclador y se mantiene la temperatura a 85°C mientras se prepara la mezcla de

reaccion de PCR:

dNTP’s (10 mM) 1l
Buffer 10 x 2,5 ul
Primer Sentido (10 pM) 1,5 ul

Primer Antisentido (10 pM) 1,5yl
Taq polimerasa (5 U/pl) 0,25 ul
Agua miliQ 9,25 yl
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Se afade esta mezcla al tubo con la muestra y se mezcla suavemente. Por ultimo se
lleva a cabo una amplificacion de 35 ciclos en condiciones estandar y se analizan los

productos mediante gel de agarosa.

Una vez comprobada la presencia del plasmido de interés, puede almacenarse la cepa
transformada de forma permanente a —80°C, para ello, se realiza un nuevo subcultivo
proveniente del cultivo analizado de Agrobacterium transformado en 3 ml de medio YEB en
presencia de los tres antibidticos y se incuba durante 12-16 h. Transcurrido este tiempo, se
prepara un resguardo de la misma, afiadiendo 600 pl del cultivo a un tubo que contiene 600

ul de glicerol, quedando a una concentracion 50% (v/v).

7.3 Condiciones de crecimiento de A. tumefaciens transformada

2. Inocular una colonia de A. tumefaciens en un tubo con 3 ml de LB, suplementado con
rifampicina (150 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml) y el antibiético correspondiente a la
resistencia de cada plasmido. Incubar en agitacion constante (180 rpm) a 28°C
durante 16-18 h.

3. Inocular 200 pl del cultivo anterior en 250 ml de LB (preparado en un erlenmeyer de 1
[) con rifampicina, gentamicina y el antibiotico de resistencia del plasmido. Incubar a
28°C en agitacion hasta obtener una DOsgs= 0,5-1 (aproximadamente 16-18 h).

4. Pasar el volumen total a un recipiente de 250 ml y centrifugar a 5000 rpm durante 10
min a temperatura ambiente.

5. Durante la centrifugacién, preparar 150 ml de una solucién de sacarosa (7,5 g de
sacarosa y agua estéril).

6. Una vez centrifugadas las bacterias de A. tumefaciens, eliminar la mayor cantidad de
sobrenadante posible y resuspenderlas con 2,5 ml de la solucién de sacarosa.

7. Agregar al volumen restante de solucion de sacarosa 45 pl de Silwet-77 (tensioctivo
que facilita el proceso de infeccion) y dejar en agitacion suave.

8. Anfadir el volumen restante de la solucién de sacarosa con Silwet-77 a las células

resuspendidas. Agitar suavemente para homogeneizar las células de Agrobacterium.

7.4 Infiltracion de plantas con A. tumefaciens GV3101 transformada

El método empleado para conseguir plantas transgénicas es el llamado floral dip,
descrito por Clough y Bent (1998), introduciendo algunas modificaciones. El objetivo de
dicho método es que el A. tumefaciens transformado consiga infectar las células germinales

de la planta, para que estas, posteriormente originen semillas que portaran el transgén de
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interés. Para ello, basta con introducir sélo las inflorescencias de A. thaliana dentro del
recipiente que contiene la solucion de sacarosa con Silwet-77 y la suspension A.
tumefaciens transformados y mantenerlas sumergidas entre 20 y 60 seg. Luego se deja
reposar las plantas en posicién horizontal sobre un papel de filtro en una bandeja y se
cubren con film plastico. Se mantienen en esta posicion hasta que las inflorescencias
comiencen a curvarse hacia arriba, debido al fototropismo (aproximadamente 12-20 h). Una
vez transcurrido este tiempo, se quita el film plastico y se colocan las macetas en posiciéon
vertical. Es conveniente mantener en condiciones de luz a dia largo para favorecer la

produccién de semillas.

7.5 Seleccién de plantas transgénicas

Una vez realizado el proceso de infiltracion de las flores o transformacién, y transcurrido
el tiempo necesario para que estas plantas produzcan semillas (aproximadamente un mes
después de la infiltracion), éstas se recogen y se procede a la seleccién o screening de
aquellas semillas que portan el transgén. Dependiendo la eficiencia de la transformacién y
de las condiciones durante el desarrollo de las plantas, habrad un porcentaje de semillas
producidas por estas plantas que no habran incorporado el transgén, de manera que hay
que detectar aquellas que si lo han hecho. Cada plasmido Ti transfiere al cromosoma de
Arabidopsis un gen que otorga resistencia a higromicina o fluorescencia roja (en el caso de
las lineas RedArv1) en la planta que lo expresa, de manera que, el proceso de selecciéon
consiste en germinar las semillas en medio MS en presencia de dicho antibidtico. Aquellas
que sean capaces de crecer evidenciaran la incorporacion del transgén, o bien buscar las

semillas que presentan fluorescencia roja bajo una luz verde.
El procedimiento de seleccion por antibidtico es el siguiente:

1. Esterilizar las semillas (apartado 1.1) que provienen de las plantas infectadas
(correspondientes a la generacion Ty).

2. Sembrar las semillas en medio MS suplementado con el antibi6tico de selecciéon en
plantas. Estratificar y colocar las semillas a crecer en condiciones de luz de dia largo.

3. Aproximadamente a los 10-15 dias se observa la diferencia en el crecimiento entre
las plantas transgénicas de aquellas que no lo son, ya que las primeras desarrollan
hojas verdaderas con normalidad, mientras que las no transgénicas presentan el

efecto al antibidtico.

4. Confirmada la resistencia de las plantas al antibiético, se transfieren a tierra para

completar su ciclo biologico, obteniéndose asi la generacion T.
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7.6 Seleccion de lineas homocigotas para el transgén

Mientras tiene lugar el proceso de transformacion mediado por Agrobacterium, la planta
incorpora el transgén en una de las dos dotaciones cromosdémicas y por lo tanto, la
generacidon T, es heterocigota para el transgén. En la generacion posterior, por
autofecundacion de la generacion T, se obtiene una descendencia heterogénea, que
corresponde a la generacion T, en la que se pueden hallar plantas homocigotas y
heterocigotas para el transgén, asi como plantas wild type que no han insertado ninguna
copia. En el caso de que haya habido una sola integracion del T-DNA, estos tres genotipos
se encuentran representados en una proporcion de Y4, V2, y Va, respectivamente. Para llevar
a cabo los estudios realizados, es de interés contar con lineas homocigotas. Por lo tanto se
seleccionaron aquellas plantas de la generacion T, homocigotas para el transgén, respecto
de aquellas que no lo eran. Para ello, se observo la segregacion del caracter de resistencia
al antibidtico, y por lo tanto del transgén, en la descendencia de la generacidén T,, obtenida
por autofecundacién y que constituye la generacion T;. Las plantas homocigotas para el
transgén dieron lugar a una descendencia 100% resistente al antibi6tico y por lo tanto fueron
escogidas para los trabajos experimentales. Por otro lado, las plantas heterocigotas de la
generacion T, generaran una descendencia % resistente al antibiético y ¥4 sensible mientras

que las plantas wild type produciran una descendencia 100% sensible al antibidtico.

El estudio de la segregacion del caracter de resistencia al antibiético permite, ademas de
la seleccion de lineas homocigotas, tener una idea del numero de integraciones del T-DNA
en la planta, ya que las proporciones anteriores son sélo validas en el caso de una unica
integracion en el genoma. En el caso de haber mas de una integracion en la generacion T,
el numero de plantas sensibles al antibiético en la generacion T, disminuye enormemente

(en el caso de haber dos integraciones, esta proporcién bajaria de ¥ a '/46).

8. Generacion de plantas doble mutantes arv1-1:arv2 y arv1-2:arv2 por polinizacion

cruzada

La polinizaciéon cruzada en plantas de A. thaliana permite la incorporacion de cambios en
el genoma, obteniéndose nuevas lineas que heredan la mitad de la dotacion cromosémica
de las plantas progenitoras. Una condicién que debe tenerse en cuenta es que ambas lineas
aporten resistencias de seleccion diferentes, para poder llevar a cabo la seleccion de
aquellas semillas donde la polinizacién cruzada ha sido exitosa. La linea mutante arv1-1

(Salk_090151) es un mutante knock down, que contiene una inserciéon de T-DNA en la
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posicidon -11, respecto del codon de inicio de traduccién del gen AtARV1, el mutante arv1-2
(Salk_123517) se trata también de un mutante knock down y posee la insercion de T-DNA
en la posicion +1656 respecto del inicio de la traduccién en el gen AtARV1y la linea mutante
arv2 (ET8675) es knock out, y posee una insercion de un elemento Ds en la posicion +2
(2pb después del codon de inicio de traduccion) del gen AtARV2. Las lineas mutantes arv1-
1 y arv1-2 estan en fondo Col 0 y no poseen resistencia a ningun antibiético, mientras que la
linea mutante arv2, en fondo Ler, es resistente al antibiético kanamicina. En este trabajo se
llevaron a cabo polinizaciones cruzadas entre los mutantes arv1-1y arv2 por un lado, y por

otro entre el mutante arv1-2y arv2.

El procedimiento consiste en sembrar los dos grupos de plantas que se desea cruzar, un
grupo de plantas actua como receptora del polen (femeninas) y la del otro grupo como
donadoras de polen (masculinas). Las plantas que actian como “femeninas” deben
sembrarse 5-7 dias después que las “masculinas”, debido a que la diferencia de estadios,
permite que las plantas masculinas desarrollen abundancia de flores abiertas, para que
posean granos de polen maduros, mientras que las plantas receptoras del polen, deben
tener las yemas florales cerradas o con apertura incipiente, ya que de manera contraria,
existe el riesgo que haya sido autofecundada. En este caso las plantas arv?-1 y arv1-2 han
sido seleccionadas como femeninas al no poseer ninguna resistencia, mientras que las
plantas del mutante arv2 fueron utilizadas como masculinas ya que poseen resistencia al
antibiético kanamicina, lo cual permitiria la posterior seleccidén de las semillas procedentes
de los cruces. Una vez alcanzadas las condiciones de desarrollo necesarias de las plantas
arv1-1y arv1-2, se seleccionan entre una o tres flores poco desarrolladas, y con pinzas de
puntas ultrafinas de diseccion y cuidadosamente se extraen los pétalos y los estambres en
su totalidad, dejando solamente el pistilo integro. Este proceso se denomina emasculacion.
Es importante también eliminar el resto de flores y silicuas presentes en el tallo, para evitar
confusiones. Seguidamente, se toma una flor de las plantas donantes (arv2) y se esparce el
polen de los estambres sobre el pistilo receptor de las flores de arvi-1 y arvi-2
emasculadas. Por ultimo, se marca el tallo que posee el pistilo polinizado (afiadiendo una
pequeina etiqueta), indicando numero de flores polinizadas y fecha. Este proceso se repite
en varios pistilos de una misma planta. Se dejan las plantas polinizadas en una camara de
cultivo en condiciones de dia largo y se repite este mismo proceso tanto en los pistilos
polinizados como con nuevas flores durante tres dias consecutivos. Es importante mantener
un seguimiento del desarrollo de las silicuas provenientes de la polinizacién y recoger
individualmente las semillas de cada silicua una vez terminado el proceso de maduracion de
las semillas. El paso posterior es sembrar las semillas obtenidas en placas con MS
suplementadas con los antibiéticos/herbicida a los cuales cada progenitor es resistente. Sélo

podran crecer aquellas donde se haya producido correctamente el cruzamiento.
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9. Obtencion de los plasmidos pGEXFPS1 y pGEXFPS2 utilizados en la expresiéon en
E. coli de las isoenzimas FPS1S y FPS2.

En las construcciones de FPS1S y FPS2 fusionadas a la GST se ha usado el plasmido
pGEX-3XNotl (apartado 3.2). Los cDNAs que codifican para las isoenzimas FPS1S y FPS2
se amplificaron mediante PCR usando la polimerasa Pfu (que deja extremos romos) y los
primers FPS1Met y FP2Met, y un primer comun FPSStop y los plasmidos pcNC3 (Cunillera
et al., 1997) y pcNC2 (Cunillera et al., 1996) como moldes, respectivamente. Los productos
de PCR se digirieron con BamHI, luego fosforilados con la enzima T4 polinucleétido kinasa
(Promega) y clonados en el vector PGEX-3XNotl entre las dianas BamHI y Notl, la cual
previamente se habia convertido en extremo romo, mediante el tratamiento en condiciones
controladas con la nucleasa S1, dando lugar a los plasmidos pGEXFPS1 y pGEXFPS2.
Estos plasmidos de expresion fueron transformados en la cepa BL21 (DE3) de E. coli, que
habia sido previamente transformada con el plasmido pUBS520 que codifica para un
tRNA* poco abundante AGA/AGG (Brinkmann et al., 1989). Las células transformadas se
crecieron durante 16 h en placas con medio LB en presencia de 100 yg/mL de ampicilina y
50 pg/mL de kanamicina (resistencia del plasmido pUBS520). Finalmente se aislaron los

plasmidos y se secuenciaron para descartar la presencia de alguna mutacién.

FPS1SMet: 5-ATGGAGACCGATCTCAAGTCAACC-3’

Primer sentido. En negrita se destaca el codén ATG de inicio de traduccion.

FPS2Met: 5’-ATGGCGGATCTGAAATCAAACC-3’

Primer sentido. En negrita se destaca el codon ATG de inicio de traduccion.

FPSStop: 5-CGC CTACTTCTGCCTCTTGTAG-3

Primer antisentido. En gris se destaca la posicion de la diana BamHI y subrayado, el codén

de stop.
Tratamiento con nucleasa S1

La nucleasa S1 presenta actividad exonucleasa 5’=»3’, (til para obtener el extremo
Notl romo, eliminando asi la secuencia introducida al modificar el vector, que codificaria
aminoacidos extra. Posee una gran especificidad para las cadenas sencillas de DNA. El pH
optimo del enzima es de 4-4,3, pero las reacciones se realizan normalmente a pH 4,6 para

evitar la depurinacién de DNA.
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e Adicionar 1 U de la enzima S1 (Promega) por cada 1-4 ug de DNA y 20 ul del buffer

del enzima de pH 4,5-4,6 para un volumen final de reaccién de 100ul.
e |ncubar 30 minutos a 37°C.
¢ Anfadir 3 yl de EDTA 0,5 M para detener la reaccién.

e Eliminar la nucleasa S1 mediante el kit clean up PCR products.

10. Localizacion subcelular de las isoenzimas FPS1S y FPS2 fusionadas a la proteina

fluorescente verde (GFP)

Con el fin de determinar la localizacion subcelular de las isoformas FPS1S y FPS2, se
construyeron genes quiméricos que contenian la secuencia correspondiente al cDNA de
FPS1S y FPS2 fusionados a la secuencia nucleotidica que codifica la proteina GFP (Green
Fluorescent Protein), tanto en el extremo C-terminal de la GFP (GFP::FPS1S y GFP::FPS2)
como en el N-terminal (FPS1S::GFP y FPS2::GFP) (Figura 89). Posteriormente, cada una
de estas construcciones fueron transformadas transitoriamente en células epidérmicas de
cebolla mediante el uso de la técnica de microbombardeo y visualizacidbn en microscopio

confocal.

10.1 Construcciones de los genes recombinantes FPS1S::GFP, GFP::FPS1S, FPS2::GFP
y GFP:.FPS2

Para realizar el estudio de localizacidn subcelular de las enzimas citosolicas de FPS, se
procedié a la expresion de dichas proteinas, fusionadas previamente a GFP. Para la
obtencién de las construcciones quiméricas correspondientes, se llevdé a cabo la insercion
de las secuencias nucleotidicas de los cDNAs de las isoenzimas FPS1S y FPS2 en vectores
de expresién pMDC (Gateway®-Invitrogen). En primer lugar, se amplificaron mediante PCR y
utilizando una enzima Taq polimerasa de alta fidelidad (Pfu®, Stratagene), las secuencias
nucleotidicas de cDNA correspondientes a FPS1S y FPS2 de Arabidopsis thaliana a partir
de los plasmidos pDD7 (que contiene el cDNA de FPS1S) y pCFPSA (que posee el cDNA

correspondiente a FPS2).

-  FPS1SCDNA-F: 5-ACGCGTCGACAATGGAGACCGATCTCAAGTCAACC-3'. Primer
sentido desde el codon ATG de inicio de traduccion hasta la posicidbn +24 de la

secuencia del cDNA del gen FPS1S. En gris se destaca la secuencia de la diana Sall.
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FPS1SEcoRV-R: 5-CTGTCGATATCCCTTCTGCCTCTTGTAGATCTTAGC-3". Primer
antisentido ente las bases 1067 a 1090 del cDNA del gen FPS1. En gris se destaca la
secuencia para la diana EcoRV. Este primer no lleva codon de stop y se utilizd para
las dos construcciones, ya que en GFP::FPS1S el coddn de stop lo proporciona el
plasmido pMDCA43.

FPS2CDNA-F: 5-ACGCGTCGACAATGGCGGATCTGAAATCAACCTTC-3". Primer
sentido desde el codon ATG de inicio de traduccion hasta la base 24 de la secuencia

del cDNA del gen FPS2. En gris se destaca la secuencia para la diana Sall.

FPS2 EcoRV-R: 5-GAGTATGATATCCCTTCTGCCTCTTGTAGATCTTAGC-3". Primer
antisentido desde las bases 1049 a 1072 del cDNA del gen FPS2. En gris se destaca
la secuencia para la diana EcoRV. Al igual que en el caso anterior, este primer no lleva

codon de stop y se utilizé en las dos construcciones.

Una vez amplificados los cDNA de FPS1S (1029pb) y de FPS2 (1039pb), previa

purificaciéon mediante gel de agarosa y digestién con las enzimas correspondientes (Sall y

EcoRV), se clonaron dentro del vector pPENTR3C (Gateway®Technology-Invitrogen), dando
lugar a las construcciones pENTR-FPS1S y pENTR-FPS2. El vector pENTR3C posee dos

secuencias flanqueantes al fragmento clonado (attL1 y attL2), que permiten pasar en un

paso la secuencia introducida en el pENTR3C a los vectores finales de expresion pMDC

mediante recombinacion homoéloga. Ambos cDNAs fueron transferidos tanto al vector

pMDC43 como a pMDCS83, originandose asi las construcciones finales: pMDC43FPS1S,
pMDC83FPS1S, pMDC43FPS2 y pMDC83FPS2 (Figura 90).

Cada una de las construcciones, fueron completamente secuenciadas para descartar

mutaciones durante la amplificacién, comprobar el correcto marco de lectura y fusién con

pMDC43 FPS1S

pMDC83 FPS1S

pMDC83 FPS2

S s - Fpsts  putal
R esis o el
=) ST

Figura 90. Genes quiméricos FPS1S y FPS2 fusionados a la GFP utilizados para el estudio de la

localizacion subcelular de las proteinas FPS. 35S: Promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor.

Ter: Terminador de la nopalina sintasa.
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Expresién transitoria mediante microbombardeo de los genes quiméricos

GFP::FPS1S, FPS1S::GFP,GFP::FPS2 yFPS2::GFP en células epidérmicas de cebolla

Para lograr la expresion transitoria de los genes quiméricos GFP::FPS1S, FPS1S::GFP,
GFP::FPS2 y FPS2::GFP se obtuvo el DNA plasmidico correspondiente a los plasmidos
pMDC43-FPS1S, pMDC83-FPS1S, pMDC43-FPS2 y pMDC83-FPS2, que fue adherido
sobre microparticulas de tungsteno e introducidas en células de cebolla utilizando el sistema

de microbombardeo BioRad Biolistic PDS-1000/He con discos de ruptura de 900 psi (pound

per square inch) (BioRad).

10.2.1 Preparacion de las microparticulas de tungsteno

. Pesar 60 mg de microparticulas (tungsteno M10, de 1 um de diametro medio) en un

tubo eppendorf de 1,5 ml.

Lavar las microparticulas afiadiendo 1 ml de etanol al 70% y agitar 5 min en vortex.

Incubar 15 min a temperatura ambiente.

Centrifugar 5 seg y descartar el sobrenadante con una pipeta. Adadir 1 ml de agua

estéril y agitar en vértex 1 min.

Dejar sedimentar las particulas durante 1 min y centrifugar 5 seg y descartar el

sobrenadante con una pipeta.

Repetir dos veces mas los pasos 5a 7.

. Anadir 1 ml de glicerol al 50% estéril y agitar en vortex 1 min.

La suspensién de microparticulas se conserva en glicerol, a la concentracion de 60
mg de microparticulas/ml a 4°C y pueden ser utilizadas durante las 2 semanas

siguientes.

10.2.2 Adsorcion del DNA a la superficie de las microparticulas de tungsteno

1.

Agitar en vortex la suspension de microparticulas preparada anteriormente durante
5 min, para resuspender y romper los posibles aglomerados de microparticulas.

Pasar 10 ul de microparticulas (que corresponden a 600 ug aproximadamente) a
un nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml. Durante la agitacion del tubo en el vértex,

afadir;
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1-2 pg de DNA plasmidico correspondiente al gen quimérico de interés
10 ul de solucién de cloruro de calcio’ 2,5 M

4 ul espermidina® (Sigma) 0,1 M

3. Continuar agitando en vortex durante 10 min.

4. Dejar sedimentar las particulas durante 1 min. Centrifugar durante 5 seg y

descartar el sobrenadante con una pipeta.

5. Adadir 100 ul de etanol al 70% sin resuspender las microparticulas y eliminar el

sobrenadante.

6. Afadir 12 ul de etanol absoluto y resuspender.

10.2.3 Microbombardeo sobre los cortes de cebolla

Una vez adherido el DNA a las particulas de tungsteno, se procede a la fase de

microbombardeo con el fin de introducirlas dentro de las células epidérmicas de cebolla.

En este caso se ha utilizado el sistema PDS-1000/He de Bio-Rad. Este, utiliza la presion
de helio para acelerar las microparticulas de tungsteno recubiertas de DNA que impactaran
sobre el tejido vegetal. El procedimiento que se detalla estd optimizado para cortes de
cebolla frescas (variedad Figueres). Estas se cortaron en pequefios trozos de
aproximadamente 1 cm? y se colocaron, procurando que la parte interna de la capa cortada
guedara hacia arriba, sobre medio MS solidificado con agar al 0,8% (p/v) en placas de Petri,
con el fin de mantener la turgencia del material y proporcionar un soporte durante el

procedimiento de microbombardeo.

El proceso de montaje y esterilizacion de los diferentes componentes utilizados durante

el microbombardeo se realiza en una cabina de flujo laminar.

1. Abrir la bombona de helio y ajustar la presion a 1100 psi. Esta presion es 200 psi

mayor que la resistencia de los discos de ruptura de 900 psi que se utilizaran.
2. Encender la bomba de vacio y el aparato de microbombardeo.

3. Cerrar la cAmara y disparar varias veces para eliminar el aire que pueda encontrarse
en el conducto desde la bombona de helio.

4. Esterilizar con etanol la superficie de la cabina, el interior de la camara de
bombardeo y cada una de las piezas del interior de la camara (piezas metalicas,
soportes y plataforma). En la cabina, esterilizar las membranas donde se depositan
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las particulas de tungsteno recubiertas y las rejillas de parada sumergiéndolas
brevemente en etanol absoluto. Los discos de ruptura, se esterilizan sumergiéndolos

en metanol. Dejar las piezas esterilizadas sobre un papel secante.

Repartir el total del volumen de las microparticulas recubiertas de DNA (12 pl) en dos
membranas portadoras secas. Dejar unos minutos hasta que se evapore el etanol.
Colocar la membrana portadora en el soporte metalico con las microparticulas hacia

arriba. Ajustar empleando el tapén rojo disefiado para esa funcién.

Poner una rejilla de parada en el soporte disparador. A continuacién, colocar el
soporte con la membrana en el disparador, con las microparticulas que contienen el

DNA orientadas hacia la rejilla. Cerrar el disparador enroscando el cierre metalico.

Colocar el disco de ruptura en su soporte y enroscarlo en el cilindro de gas de la
parte superior de la camara. La distancia entre el disco de ruptura y la membrana
portadora debe ser de 4,5 cm.

Situar la plataforma con el disparador en el nivel 5 (considerando como nivel 1 el

mas cercano a la parte inferior).

Ubicar la placa de Petri sobre la plataforma plastica y situarla en el nivel 3. De esta
forma la distancia entre la membrana portadora y la muestra a bombardear sera de 9
cm.

Cerrar la camara y poner en marcha la bomba de vacio.

Conectar la camara de bombardeo y accionar el interruptor del vacio hacia la
posicion superior. Cuando la presion de vacio llegue a 27 mm (0,06 atm), cerrar el
interruptor del vacio hacia la posicion inferior, con lo que se mantendra la presiéon de
vacio. Inmediatamente, pulsar el interruptor de disparo hasta oir la ruptura del disco.
En este disparo, el mandmetro que mide la presidon de helio situado en la parte
superior de la camara mostrara la caida de presiéon desde 900 a O psi.

Abrir el vacio llevando la llave a la posicién intermedia, hasta que la presion alcance
el nivel normal de la presion atmosférica. Nota: los pasos 8 a 10 deben realizarse lo
mas rapidamente posible para evitar que el vacio pueda dafiar el tejido vegetal.
Después de cada microbombardeo, descartar el disco de ruptura usado, la
membrana portadora y la rejilla.

Repetir el procedimiento con la segunda membrana que contiene la otra mitad de

las particulas de tungsteno recubiertas y se gira 90° la placa de Petri con el fin de

distribuir lo mejor posible el material.

Recuperar la muestra vegetal, sellar la placa con Leukopor® e incubarla en una
camara de cultivo en condiciones de oscuridad a 22°C durante 24 h. Donde se

producira la expresion del gen quimérico introducido.
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16. Para realizar un nuevo bombardeo volver al paso 5, esterilizando previamente la

zona de bombardeo para evitar contaminaciones de diferentes muestras.

17. Una vez acabada la sesién de microbombardeo, limpiar las piezas utilizadas y las
partes metalicas del interior de la camara con etanol al 70%. Cerrar la bombona de
helio y hacer el vacio en la camara hasta que se encienda el boton disparador.
Disparar varias veces hasta liberar el helio de los conductos, de manera que la
presidn vaya disminuyendo con cada disparo hasta llegar a 0. Finalmente romper el

vacio y abrir la camara.

Solucién de CaCl,’ -2,5 M Espermidina® - 0,1 M

CaCl, 2H,0 36,75 ¢ Solucion stock (6,33 M) 15 pl
Agua c.s.p 100 ml Agua miliQ estéril c.s.p 1 mi
Autoclavar 20 min a 120°C Se alicuota y almacena a -20°C.

10.3 Observacion al microscopio confocal de las células de cebolla transfectadas

Una vez transcurridas 16 h de incubacién en oscuridad a 22°C, las muestras se
analizaron en la Unidad de Microscopia Confocal de la Facultat de Biologia (Serveis
Cientificotécnics de la Universidad de Barcelona). Las células transfectadas se observaron
en primer lugar con una lupa Leica MZFLIIl para seleccionar las zonas donde se observaba
un mayor numero de células fluorescentes. Posteriormente, se visualizaron con un
microscopio laser de escaner confocal modelo Leica SPIl. La fluorescencia verde de las
células transformadas correspondiente a la proteina fusionada a GFP, se detectdé usando un
filtro BP515-525, tras la excitacién con laser a 488 nm, mientras que la deteccion de la RFP,
se llevé a cabo utilizando un filtro LP590, previa excitacion con laser a 635 nm. En este
caso, no hubo solapamiento con la autofluorescencia (roja) proveniente de los cloroplastos,
ya que este tejido de cebolla no posee dichos organulos. Para llevar a cabo el proceso de
obtencién de las imagenes y su posterior edicidon se utilizaron, como soporte informatico, los

programas Image-J y Adobe Photoshop Elements, respectivamente.
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11. Analisis de la expresion de los genes quiméricos FPS1::GUS y FPS2::GUS en

semillas de Arabidopsis thaliana

Este analisis fue llevado a cabo con el fin de determinar los patrones de expresion, tanto
espacial como temporal, de los genes FPS1S y FPS2 en semillas de A. thaliana en
diferentes estadios de desarrollo. Para ello, se utilizaron semillas transgénicas provenientes
de las plantas que portan el gen quimérico FPS1S::GUS y FPS2::GUS (Cunillera et al.,
2000). Este estudio esta basado en la actividad B-glucuronidasa codificada por el gen uidA.
Dicha actividad se ha analizado a través de un ensayo colorimétrico in situ. Para esto, las
muestras fueron incubadas con una solucidon que contiene el reactivo 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-glucurénido (X-Gluc). Este sustrato, al ser modificado por la actividad enzimatica
B-glucuronidasa, da lugar a una aglicona que al dimerizar adquiere una coloracién azul
facilmente visible (Jefferson et al., 1987).

En lo que respecta a los ensayos realizados, se trabajé con plantas adultas de 30 dias
de edad aproximadamente, de A. thaliana, de la linea de FPS1S::GUS (pT2FPS1) y de la
linea de FPS2::GUS (pTAFPS2) (Cunillera et al., 2000), las cuales poseian silicuas en

diferentes estadios de desarrollo. El procedimiento del ensayo se detalla a continuacién:

1. Preparar la solucién del ensayo GUS® vy distribuir en alicuotas de 300-350 ul en
tubos eppendorf, para la incubacion de las semillas en las silicuas abiertas.

2. Seleccionar silicuas de diferentes estadios, desde las menos desarrolladas ubicadas
en la parte superior del tallo, hasta las correspondientes a un estadio avanzado, en
una posicioén inferior.

3. Seccionar las silicuas longitudinalmente siguiendo como guia la linea intermedia de
la silicua, cuidadosamente, evitando dafiar las semillas. Este procedimiento fue
realizado mediante la ayuda de microscopio estéreo a 20X y el canto de una aguja
hipodérmica superfina. Las silicuas abiertas de esta forma, con las semillas unidas,
se depositan en un tubo eppendorf que contenga la solucion de ensayo de actividad
GUS.

4. Someter las muestras a vacio durante 10 min. Este procedimiento asegura que la
solucion de ensayo que contiene el sustrato de la enzima GUS penetre en el material
vegetal uniformemente.

5. Incubar a 37°C durante 22-24 h. Luego se procede a la etapa de pre-clarificacion de
las semillas tefidas, que consiste en incubar las muestras con una solucién de etanol
al 96% y acido acético' (1:1), durante 4 h, si se trata de silicuas jovenes (estadios

embrionarios globulares o de corazdn), u 8 h, si se trata de semillas maduras
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(estadios de torpedo o cotiledén). Se ha demostrado que, el afiadir tratamiento con
etanol y acético previo a la clarificacién con la solucién de Hoyer's'', favorece la
clarificacién de las semillas, sobre todo en aquellas que son mas resistentes a la
penetracion de la solucién de clarificacién, ya que se encuentran en estadios de
desarrollo mas avanzados (Salehian y Stangeland, 2002). La solucién etanol-acético

se cambia 2-3 veces, si se observa que se torna amarillenta.

6. Posteriormente se procede al proceso de clarificacion. En primer lugar se retira la
solucion de pre-clarificacion y se reemplaza por solucion Hoyer’s (Liu y Meinke,
1998). Esta solucién completa el proceso de clarificado de las semillas. Incubar 3-4

dias en oscuridad.

7. Transferir las semillas de cada silicua a un portaobjetos. Para ello se debe colocar
una gota de solucion Hoyer’s sobre el portaobjeto, extender la silicua que contiene
aun las semillas unidas a la vaina junto a la gota y con cuidado, deslizar la aguja
hipodérmica longitudinalmente por la silicua, desplazando con cuidado las semillas
hacia la gota de solucién. Es posible colocar las semillas procedentes de 2-3 silicuas
por portaobjetos. A continuacién, cubrir con un cubreobjeto (sin presionar demasiado,
excepto que se desee obtener embriones aislados, en cuyo caso, se debe realizar un
pequefio movimiento oscilante del cubreobjeto sobre las semillas). Rellenar vacios
con solucion Hoyer’s en caso que falte cubrir material. Incubar 24 h en oscuridad y

visualizar en microscopio.

Para la obtencidén de las imagenes se ha utilizado un microscopio Zeiss Axiophot,
equipado con Optica Nomarski. La cdmara acoplada al microscopio es DP70 color de
Olympus. Las muestras ya preparadas en portaobjetos se colocan directamente bajo el
microscopio y se utilizan los objetivos de 20x (NEOFLUAR 20x/0,50 Ph2), 40x (Plan-
NEOFLUAR 40x/1,300il) 0 63x (Plan-NEOFLUAR 63x/1,250il). Este ultimo sélo fue usado en

el caso de estadios pre-globulares.

Solucién GUS® — 5 ml

Stock Conc. Final Anadir
Fosfato sédico pH7 0,5M 50 mM 500 pl
Triton X-100 10% 0,20 % 100 pl
Ks[Fe(CN)e]* 6,58 mg/ml 2mM 500 pl
X-Gluc* 1 mg/10ul DMF 20 mM 50 ul
Agua miliQ 3,85 ml

* Tanto el X-Gluc como el ferricianuro potasico deben prepararse en el momento
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Solucion Pre-clarificacion'® - 10 ml
Etanol 96% 5ml

Acido acético glacial 5ml

Solucién Hoyer's™
Cloral hidrato 100 g
Agua miliQ 30 ml

12. Técnicas con DNA

12.1 Extraccion de DNA gendmico de tejidos de Arabidopsis thaliana

Con el fin de obtener DNA gendmico, se han utilizado dos métodos, un kit comercial y el
método del CTAB.

12.1.1 Extraccion de DNA mediante kit comercial

En este caso se utilizo el kit DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). La eleccién de este
método en ciertos experimentos, se debe a que permite obtener un buen rendimiento de
DNA, y de buena calidad inclusive partiendo de bajas cantidades de muestra (a partir de 25
mg). Basicamente el método consiste en columnas de silica gel donde se adsorbe el DNA al
pasar a través de ellas y luego es eluido. El procedimiento a seguir se encuentra detallado

en el protocolo adjunto en el kit.

12.1.2 Extraccion de DNA por el método del CTAB

Este método fue descrito originalmente por Murray y Thompson (1980) para obtener
DNA genomico para ser utilizado en técnicas de Southern Blot. El procedimiento es el

siguiente:

Precalentar la solucién de CTAB''a 65°C.
2. Triturar la muestra (aproximadamente 100 mg) en mortero y nitrogeno liquido o bien,
si es un gran numero de muestras, usando un sistema mecanico en tubo eppendorf

en el Bullet Blender® (Next Advance) el cual permite procesar hasta 24 muestras al
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mismo tiempo. Para usar el Bullet Blender® es necesario preparar las muestras,
colocando pequefos trozos cortados de la misma en tubos de 2 ml de buena
calidad, y agregar dos cucharadas (espatula pequefia) de particulas de silicato de
zirconio de 1-2 mm de diametro. Sumergir brevemente los tubos en nitrégeno liquido,
para congelar el tejido, colocarlos en el Bullet Blender® vy triturar durante 4 min a
velocidad maxima. Una vez terminado el proceso, confirmar que las muestras han
sido trituradas, en caso contrario, volver a procesar aquellas que lo necesiten.
Preparar la solucién de extraccion afiadiendo 0,8 ul de R-mercaptoetanol por cada
400 pl de solucién de CTAB precalentada (proporcion de solucion de extraccidon para
una muestra).

Anadir 400 pl de solucién de extraccién a cada muestra triturada, agitar con vértex e
incubar a 65°C durante 30 min.

Retirar del bafo y afiadir 400 pl de cloroformo (bajo campana de extraccion de
gases). Agitar con vortex durante 1 min. Centrifugar a maxima velocidad durante 3
min y transferir la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo eppendorf.

Anadir 1 volumen de RNAse A (Qiagen) de 100 mg/ml por cada 10 volumenes de
DNA e incubar 30 min a 37°C.

Afadir 1 volumen de una mezcla 25:24:1 de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico.
Agitar con voértex durante 1 min. Centrifugar a maxima velocidad durante 3 min y
transferir la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo eppendorf. Repetir este paso una
vez mas.

Precipitar el DNA genémico afiadiendo 1/10 volumenes de NaAc 3 M y 2 volumenes
de etanol absoluto frio a -20°C. Mezclar y centrifugar 20 min a 4°C a maxima
velocidad.

Extraer el sobrenadante y lavar con 1 volumen de etanol al 70%. Centrifugar 15 min
a 4°C a maxima velocidad. Extraer el etanol y dejar secar el contenido en campana
hasta que el etanol se haya evaporado.

Resuspender el DNA con 100 pl de agua miliQ estéril (el volumen puede variar en

funcion de la concentracion esperada).

Solucion de CTAB''- 100 ml

CTAB 2g
NaCl 8,2¢g
EDTA (0,5 M) 4 ml
Tris-CIH pH 8 (2 M) 5ml
Agua c.s.p 100 ml
3-mercaptoetanol* 200 yl - *Afadir en el momento
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12.2 Cuantificacion de las muestras de DNA

En ambos casos la concentracion de DNA fue medida mediante el uso del
espectrofotometro NanoDrop 2000°. Este instrumento permite conocer la concentracién del
DNA de la muestra y ademas permite determinar la calidad del mismo a través de la relacién
de absorbancias a 260 y 280 nm (teniendo en cuenta que la relacién DO ,40/280 mientras mas

cercana a 2, indica mayor pureza de DNA).

12.3 Genotipado de los mutantes arv1y arv2

A continuacién se detallan las secuencias de primers, Tm y numero de ciclos utilizados

en las amplificaciones por PCR en genotipados de los mutantes arv.

Genotipado doble mutante arv7-1:arv2 (Figura 33)

Alelo endégeno AtARV1 (431pb)

genARV1-F: 5'- CCGGCTTAGAGCAAAGTGG-3’
GENARV1 R: 5- GTGATTAAAACAGACCATGCG-3’
Tm: 54°C — 37 ciclos

Alelo mutante arv1-1 (484pb)

LB2: 5°- TGCCGATTTCGGAACCACCATC-3’
GENARV1 R: 5"- GTGATTAAAACAGACCATGCG-3’
Tm: 54°C — 37 ciclos

Alelo endoégeno AtARV2 (1075pb)

4ARV1: 5°- CAGACACCATCATCACTAAACGT-3’
GENARV2 R: 5°- GCTGCCAAATTGTTAAACCCTC-3’
Tm: 54°C — 37 ciclos

Alelo mutante arv2 (750pb)

4ARV1: 5'- CAGACACCATCATCACTAAACGT-3’
Ds 5.1: 5"-GAAACGGTCGGGAAACTAGCTCTAC-3’
Tm: 54°C — 37 ciclos

Genotipado mutante simple arv1-2 (Figura 39)

Alelo endégeno AtARV1 (418pb)

Salk1new F: 5'-CTGCTTGCGATGTTGGTATG -3’
Salk517 R: 5'-GTCGGCTCAAAAATCTGACCC -3’
Tm: 60°C — 35 ciclos
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Alelo mutante arv1-2 (484pb)

Salk1new F: 5-CTGCTTGCGATGTTGGTATG -3~
LBa1: 5- TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG -3’
Tm: 60°C — 35 ciclos

13. Técnicas con RNA

13.1 Extraccion de RNA de Arabidopsis thaliana

En el transcurso de este trabajo se han utilizado dos procedimientos para la extraccion
de RNA, a través del kit comercial Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen) y el método del reactivo
de TRIzol® (Invitrogen). En ambos casos, los tejidos fueron recogidos vy triturados
individualmente en mortero y nitrégeno liquido. Una vez procesados, pueden guardarse a —
80°C hasta el momento de la extraccion del RNA. El maximo de muestra a procesar no debe

ser superior a 100 mg.

Durante el proceso de obtencion y/o manipulacion de RNA se exige tomar las medidas
necesarias para evitar cualquier contaminacién posible con RNAsas, enzimas
particularmente abundantes, estables y activas que podrian degradar el RNA. Para evitarlo,
todo el material utilizado se esterilizd por autoclave dos veces. El agua usada en la
preparacion de las soluciones y/o en la solubilizacion del RNA, fue tratada previamente con
DEPC (dietilpirocarbonato, 1ml por litro de agua), un reactivo que modifica los residuos de
histidina y tirosina de las proteinas, inactivandolas inespecificamente. Asimismo, es esencial

el uso de guantes en todas las manipulaciones que se realicen.

13.1.1 Extraccion de RNA por el reactivo de TRIzol®

Este método ofrece la posibilidad de aislar tanto RNA como DNA genémico de un mismo

tejido en la misma extraccion.

1. Se recoge 100 mg de tejido. Se coloca dentro de un mortero, enfriado previamente
con nitrégeno liquido y evitando que se descongele la muestra, triturar la muestra
hasta conseguir un polvo fino y homogéneo (de esto depende en gran medida el
rendimiento de la extraccion).

2. Transferir el tejido pulverizado a un tubo de 2 ml. (en este paso puede almacenarse

el tejido triturado a -80°C)

3. Anfadir 1 ml del reactivo de TRIzol® por cada 100 mg de tejido.
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4. Incubar 5 min a temperatura ambiente para permitir la disociacién de complejos de

nucleoproteinas.

5. Anadir 200 pl de cloroformo, agitar durante 15 seg e incubar a temperatura ambiente
2-3 min.

6. Centrifugar a 12000 g durante 15 min a 4°C. Después de centrifugar se pueden
observar 2 fases en el tubo, la fase organica inferior (color rojiza) contiene el DNA y
las proteinas mientras que en la fase acuosa superior es donde se halla el RNA (este

volumen corresponde al 60% del total).

7. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y afadir 500 ul de alcohol isopropilico.

Incubar 10 min a temperatura ambiente, para precipitar el RNA.
8. Centrifugar a 4°C durante 10 min a 12000 g.

9. Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet de RNA con 1 ml de etanol al 75%. Agitar
en vortex y centrifugar a 4°C durante 5 min a 7500 g.

10. Eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet en campana de flujo laminar 5-10
min. Es importante no secarlo demasiado, ya que disminuiria su solubilidad. Disolver
el RNA con 50 pl de agua RNAse-free (miliQ tratada con DEPC y autoclavada dos

veces). Almacenar a -80°C.

13.1.2 Extraccion de RNA mediante un kit comercial

Este método de obtencién de RNA se basa en el uso de uno de los multiples kits
disponibles en el mercado que permiten la extraccion rapida (aproximadamente 1 h) y
relativamente sencilla de pequefias cantidades de RNA de elevada pureza, y por ello, esta
indicado para la manipulacion de un numero elevado de muestras. Para llevar a cabo la
extraccidon de RNA en algunos estudios realizados en esta tesis, se optdé por el uso del
RNeasy Plant Mini Kit de Qiagen. Este método se basa en la adherencia del RNA a
columnas de silica gel. El procedimiento se encuentra detallado en el protocolo adjunto del

mismo Kkit.

13.2 Cuantificacion de las muestras de RNA

Una vez obtenido el RNA, se procede a la comprobacion de la calidad y a su

cuantificacion mediante analisis espectrofotdmetrico en NanoDrop 2000™.

Existe una variacién en el nivel de rendimiento en funcién del tejido de origen y del

sistema de extraccion utilizado. En ambos sistemas utilizados, los valores de rendimiento
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obtenido oscilan entre los 500 y 2000 ng/ul. La integridad del RNA debe comprobarse
asimismo por electroforesis de 0,5-1 ug de RNA en un gel de agarosa al 1% en presencia de
BrEt.

13.3 Tratamiento para eliminar la posible presencia remanente de DNA

Finalizada la extraccion de RNA, se alicuota una cantidad del mismo (aproximadamente
5-10 ug) y se procede al tratamiento con DNAse. En este procedimiento se elimina la posible
contaminacion presente de DNA gendmico que hubiera co-purificado. Para este
procedimiento se utilizé el kit DNA-free®, DNAse Treatment and Removal (Ambion), donde
simplemente se incuba el RNA durante 30 min a 37°C, con 5 pl de buffer de DNAse, 1 ul de
enzima DNAse free y se completa el volumen a 50 pl con agua Nuclease free. Luego se
afade 5 pl de la resina de inactivacion, se incuba 5 min a temperatura ambiente, se
centrifuga a maxima velocidad durante 5 min y se traspasa el sobrenadante a un nuevo
tubo.

13.4 Sintesis de cDNA a partir de RNA total mediante reaccion de retrotranscripcion

Una vez obtenido el RNA, se procede a la sintesis de cDNA. Para llevar a cabo este
procedimiento se utilizd la enzima Superscript® Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen). El

procedimiento se detalla a continuacion.

1. Preparar las mezclas 1 y 2. Tener en cuenta que estos volumenes son para una

muestra y también que el volumen de RNA afiadido a la mezcla 1 no debe superar

los 13 pl.
Mezcla 1 Mezcla 2
Oligo dT 50 uM

0,75 ul Buffer 5 x 6 pl

5'-(T)31-3
Random Primer 1/60 0,75 ul DTT 0,1 M 3ul
dNTP’s 10 mM 0,5 pl RNAsin 40 U/pl 1l
Agua c.s.p 15 pl Superscript 111 1l
(Recordar incluir el RNA) Agua miliQ 4 ul

2. Colocar el volumen de la mezcla 1 en los tubos de reaccién y afiadir el RNA.
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3. Colocar en el termociclador (5 min a 65°C, 2 min a 8°C, 10 min a 25°C, 2 h a 50°C y
15 min a 85°C) y esperar al paso 2 del programa donde la temperatura baja a 8°C.
En ese momento, afadir los 15 pl de la mezcla 2.

4. Una vez terminado el programa de sintesis de cDNA, las muestras pueden

almacenarse a -20°C.

13.5 Amplificacion del cDNA mediante PCR

Una de las aplicaciones del cDNA obtenido en el paso anterior es determinar la
cantidad de mRNA que se esta expresando en una muestra determinada, en este caso a
través de una amplificacion por PCR semicuantitativa.

El programa de PCR es estandar y s6lo se ha variado la Tm, dependiendo de la
pareja de primers utilizada y la cantidad de ciclos totales.

Mezcla estandar de reaccioén

CDNA (dilucién 1:10) 7,5 ul
dNTP’s 10 mM 0,75 ul
Buffer 10 x 5ul
Primer S 10 uM 1l
Primer AS 10 uM 1l
Taq pol. 5 U/ul 0,25 ul
Agua miliQ c.s.p 50 ul

Condiciones estandar del programa de amplificacion:

95°C - 2 min, 95°C — 45 seg, 95°C — 1 min, repeticion de los pasos 2 a 4 — X ciclos,
Tm — 1 min, 72°C — 10 min, 8°C

A continuacién se detallan las condiciones especificas de Tm, ciclos y primers utilizados

para las diferentes amplificaciones:

RT-PCR semicuantitativa del mutante arv7-2 (Figura 40)

Alelo mutante arv1-2 (324pb)

ARV1-S: 5'- GACACGTCCTCTACAATGCA -3’
ARV1-Real R: 5'- CATCGCAAGCAGAAATATC -3’
Tm: 50°C - 28 ciclos
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Actina 2 (828pb)

Act2 F: 5°- GAT CTGGCATCACACTTTCTAC -3°
Act2 R: 5- GCCTTGGAGATCCACATCTGCTG-3"
Tm: 54°C - 21 ciclos

Amplificaciones en el ensayo de UPR (Figura 53 y 54)

AtARV1 (388pb)

A1RT-S: 5-GGTGTCTTATCTGCAAACGCTG -3’
A1RT3-AS: 5'-GAAGCTGATGGGATCATAC -3’
Tm: 51°C — 26 ciclos

PP2A (307pb)

PP2A For: 5-TAACGTGGCCAAAATGATGC -3’
PP2A Rev: 5'-GAAGCCAACATTAACATTAGTAGC -3’
Tm: 52°C — 25 ciclos

BiP (614pb)

AtBiP F: 5-TGATCCCAAGAAACACGGTT -3’
AtBip R: 5'-TCCGCCTGATCTCTGGTAAA -3’
Tm: 55°C — 25 ciclos

PDI6 (945pb)

AtPDI6 F: 5-TCACCGAAACCATCTCCAAGCACG -3’
AtPDI6 R: 5-TCCGTCCTGGAAGTCCTTGAACC -3’
Tm: 55°C — 28 ciclos

RT-PCR del analisis de la expresion del mRNA quimérico arv1-2/T-DNA (Figura 44)

Alelo mutante arv1-2/T-DNA (324pb)

ARV1-S: 5°- GACACGTCCTCTACAATGCA -3’
ARV1-Real R: 5'- CATCGCAAGCAGAAATATC -3’
Tm: 60°C — 32 ciclos

RT-PCR en el estudio de reversion del fenotipo del mutante fps2-1 (Figura 69 y 76)

FPS2p::FPS1S-mutdis (548pb) y FPS2p::FPS1S (425pb)
FPS2Fwd: 5-GGCTTTGCACACCTTCCTTG -3’

FPS 5: 5-CCTGTGGATGTGATTGCGAAG -3’

Tm: 50°C — 35 ciclos
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FPS1mutdisp::FPS2 y FPS1p::FPS2 (1088pb)

FPS1 Fwd: 5-GGTGGGAGTCTCTATCGTCGTCGTATCCAA -3’
FPS2 Rev: 5'-CGGAGAGAGGCCCGAGTATG -3’

Tm: 60°C — 34 ciclos

13.6 Amplificacién del cDNA mediante PCR en tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real, presenta una serie de ventajas respecto a la
semicuantitativa, ya que permite una evaluacién del proceso completo. En esta técnica, las
reacciones se caracterizan por el ciclo en el cual la amplificacion comienza a detectarse, en
lugar de la cantidad de amplicdbn acumulado al final del proceso total de amplificacion. Esto
indica, que mientras mayor sea el numero de moléculas iniciales de la secuencia que se
analiza, mas rapidamente se observara un incremento significativo del agente reportero
utilizado en esta técnica, llamado SYBR® Green (Applied Biosystem). Este reactivo, posee la
capacidad de unirse al surco menor del DNA de doble cadena y emitir fluorescencia. Esta
caracteristica, permite detectar cualquier DNA de doble cadena y no se necesita ningun tipo

de sonda especifica, hecho que lo convierte en un sistema mas econdmico que otros.

Respecto al disefio de los primers, se deben tener en cuenta una serie de requisitos:

- Tm comprendida entre 58-60°C
- Maximo de 2 G+C en las ultimas 5 posiciones del extremo 3’

- Que la longitud del fragmento a amplificar sea entre 80-120pb (y de ser posible, separada

por un intrén)

Para detectar la abundancia de los mensajeros AtARV1, se diseid una pareja de
primers que amplifica un fragmento de 131pb desde la posicién +601 a la +732 a partir del
coddén ATG de inicio de la traduccién del cDNA del gen AtARV1 (AY758070).

1ARV1 3Real-S: 5- ATGCTTAATCGCGCACTTG -3’
ARV1 3Real As: 5'- GGAAGCTGATGGGATCATACGATT -3’

La abundancia de los transcritos de AtARV1, se normalizd en relacion de los niveles
de expresién de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, At3g26650). El
tamano del fragmento amplificado en este caso fue de 101pb desde la posicién +433 a la

posicion +534 respecto al codén ATG de inicio de la traduccién del cDNA.
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GAPDH F: 5°- CTCCCTTGGAAGGAGCTAGG -3’
GAPDH R: 5°- TTCTTGGCACCAGCTTCAAT -3’

El molde utilizado para esta reaccién es cDNA, el cual se diluyd en una proporcién
1:5 previamente. El proceso se realiza de manera similar a una PCR convencional, pero se
utilizan unos tubos especiales que permiten la lectura de la fluorescencia emitida (Optical
tubs, Applied Biosystem) y el compuesto SYBR® Green Mix que contiene MgCl,, dNTP's,
DNA polimerasa AmpliTag, SYBR® Green y ROX (este ultimo es una referencia interna cuya
funcion es corregir fluctuaciones en la fluorescencia, causadas por cambios en la

concentracion o volumen de las muestras).

Contenido de reaccion por cada tubo:

cDNA (de lareacciéon de RT) 1,6 ul
Primer sentido (10 uM) 0,8 pl
Primer antisentido (10 uM) 0,8 ul
SYBR Green Mix 10
H,O 6,8 pl

Las reacciones se llevaron a cabo en una PCR ABI PRISM 7700 Sequence Detection

System (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones:

50°C 2 min
95°C 10 min (Activacion de la AmpliTaq)
40 ciclos: 95°C 15 seg (desnaturalizacion)

60°C 1 min (anealing y extension)

La cuantificacion se puede realizar de dos maneras: usando el método del AACt o

ecuacion de Pfaffl. El primero, utiliza la formula 224

para determinar la cantidad de
transcrito de un gen determinado, normalizado por la expresion de un control interno referido
a una muestra control (o no tratada). Ct, se define como el ciclo en el cual la fluorescencia
generada supera un valor umbral. En esta formula, se asume que la eficiencia de los primers

utilizados es del 100%.
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ACt = Ct Gen problema — Ct Control interno
AACt = ACt Muestra problema — ACt Muestra control
Cuantificacion relativa = 274"

En el segundo método, es necesario calcular en primer lugar la eficiencia de los
primers utilizados, valor que se incluye posteriormente en la ecuacion final. Para ello, es
necesario realizar una prueba con diferentes diluciones de la muestra (5 o 6). Para los
primers para AtARV1, se realizaron las siguientes diluciones: 1:2,5; 1:5; 1:10; 1:20; 1:40;
1:80.

Eficiencia = [10 (""Pendene) 1]+ 100

Una vez calculada la eficiencia tanto de los primers de amplificacién del gen AtARV'1
(1,976), como los de la GAPDH (2,019), se procede al calculo del incremento relativo de la

expresion del gen de AtARV1, respecto al gen control GAPDH en cada caso.

Incremento = (Valor de eficiencia)© 9" A®RVI-Ctgen GAPDH

Por ultimo, se normaliza los datos obtenidos mediante el ratio del incremento

obtenido del gen de interés (AtARV1), respecto al del gen normalizador (GAPDH).

Incremento relativo = Incremento AtARV1/Incremento GAPDH

14. Técnicas con proteinas

14.1. Purificacion de las enzimas FPS1S y FPS2 fusionadas a la glutatién-S-transferasa

expresadas en E. coli

Las proteinas fusionadas a la glutation-S-transferasa (GST) pueden facilmente
purificarse a partir de un extracto celular mediante cromatografia de afinidad de Glutation-
sefarosa 4B, debido a la afinidad que presenta la glutation-S-transferasa por el glutation. Las
proteinas se eluyen en condiciones no desnaturalizantes para preservar su funcion y pueden

separarse de la GST mediante la proteasa, el Factor Xa.
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. Crecer la cepa BL21 transformada con los plasmidos pGEXFPS1 y pGEXFPS2 en

una placa de LB en presencia de 100 ug/ml de ampicilina (resistencia del plasmido

pGEX) y 50 yg/ml de kanamicina (resistencia del plasmido pUBS520).

. Inocular un precultivo de 3 ml de LB en presencia de los mismos antibiéticos, dejar

unas 5 h en agitacién a 37°C. A continuacion, inocular 0,5 ml de este precultivo en 30
ml de medio LB en presencia de los dos antibidticos, e incubar en agitaciéon a 37°C
durante aproximadamente unas 2,5 h, hasta que la DO=600 nm se encuentre a 0,6 -
0,7. En este momento se induce con IPTG 0,4 M (12 pl de IPTG 1 M en 30 ml de
cultivo) y se deja a 20°C en agitacion a 200 rpm durante toda la noche.

Centrifugar las células procedentes de cada cultivo repartidas en 2 tubos Corex 30 a
10.000 rpm y a 4°C durante 15 min. Resuspender en 3 ml de PBS el pellet de células

de cada cultivo.

Sonicar las células mediante 4 pulsos de 30 seg y una amplitud de 12, con intervalos
de descanso de 1 min a 4°C en un bafio de hielo y sal.

Centrifugar en tubos Corex 15 a 13.000 rpm durante 30 min a 4°C. Guardar el
sobrenadante y resuspender también el pellet en 3 ml de PBS'? con la finalidad de
comprobar si las células se han roto y por consiguiente, si la mayoria de la proteina
se encuentra en el sobrenadante. Para ello se realiza una electroforesis de una

alicuota de 5 pl de pellet y de sobrenadante en un gel de SDS-PAGE al 10%.

Preparar 2 columnas de Glutation Sepharose™4B (GE Healthcare) de
aproximadamente 1,5 ml de lecho (aproximadamente 3 ml de la resina). Equilibrar

las columnas a temperatura ambiente con 10 volumenes de PBS frio.

Una vez comprobado que la mayor parte de la proteina se ha solubilizado a
temperatura ambiente aplicar a la columna el sobrenadante procedente de la
centrifugacion de 13.000 rpm. A continuacion y en una camara de 4°C se realiza un
lavado con 10 volumenes de PBS, y se re-equilibra la columna con 10 volumenes del

cleavage buffer™.

Preparar la mezcla de reacciéon del Factor Xa para separar la proteina FPS del GST
que se ha unido a la glutatién sefarosa 4B. En un eppendorf colocar 50 pl de Factor
Xa (50 U) y 950 ul de cleavage buffer para cada columna. Dejar actuar a 22°C

durante unas 16 h.

. Eluir en frio con el mismo buffer de la reaccidn, el cleavage buffer y obtener unas 10

alicuotas de 300 pl.

Comprobar 10 pl de las distintas fracciones en un gel de poliacrilamida al 10%.
Reunir las fracciones que presenten mayor cantidad de proteina, normalmente entre

las fracciones 2 a 8.
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El paso siguiente consiste en eliminar el factor Xa de las preparaciones de las proteinas

purificadas FPS1S y FPS2. Para ello se ha utilizado el “Xa Removal Resin” (Qiagen).

1. Utilizar 50 ul de resina por cada 4 U de Factor Xa.

2. Pipetear 800 ul de resina para 50 U de Factor Xa y centrifugar a 1000 x g y a 4°C
durante 5 min.

3. Equilibrar la resina, resuspendiéndola en 14 ml de cleavage buffer en un tubo falcon
15 y centrifugar a 1000 x g a 4°C durante 5 min. Eliminar el sobrenadante con una
punta fina para no perder resina. Repetir este paso.

4. Una vez equilibradas las resinas afadir las fracciones 2 a 6 de FPS1S y las
fracciones 3-6 de FPS2, respectivamente, dejar incubando en agitacion circular
durante 10 min a 4°C.

5. Centrifugar a 1000 x g durante 5 min a 4°C. Recoger el sobrenadante. Volver a
centrifugar el sobrenadante 2 veces mas para eliminar completamente las particulas
de resina que se hayan podido arrastrar, ya que podrian inhibir la actividad de las
enzimas.

A las enzimas purificadas libres del Factor Xa se les afiade 15% de glicerol para preservar
su actividad durante su almacenamiento a -80°C. Comprobar la pureza de las preparaciones
de FPS1S y FPS2 en un gel de poliacrilamida al 10%.

Volumen de FPS1S de 1270 pl + 224 pl de glicerol.
Volumen de FPS2 de 885 pul + 156 pl de glicerol.

Solucién de PBS'* 1 x pH 7,5 - 250 ml

Na,HPO,4.2H,O 80 mM 3,55¢
NaH,P0O,4.2H,0 20 mM 0,78 ¢
NaCl 100 mM 1,461 g

Llevar a pH 7,4 con NaOH 2 M

Solucién de Cleavage buffer" pH 7,5 - 250 ml|

Tris-CIH pH 7,5 50 mM 1,514 g
CINa 50 mM 0,730 g
Cl,Ca.2H,0 1 mM 0,036 g

LlevarapH7,5conCIH2 M
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Factor Xa

Resuspender el Factor Xa (Amersham) liofilizado (400 U) con 400 pl de agua miliQ

autoclavada, y almacenar a -80°C en alicuotas de 50 pul (50 U).

14.2 Preparacion de extractos proteicos de A. thaliana

A continuacién se detalla el procedimiento usado para la extraccién de proteinas de A.
thaliana, utilizadas en la determinacién de la actividad y Western blot de las enzimas HMGR
y FPS.

14.2.1 Obtencion de extractos proteicos a partir de semillas de Arabidopsis para

determinar la actividad y los niveles de proteina HUGR

1. Pesar 50 mg de semillas secas.

2. Preparar el buffer de homogeneizaciéon HMGR™ en presencia de Triton X-100, DTT e
inhibidores de proteasas, calculando previamente la proporcion necesaria segun el
numero de muestras. En este caso, la proporciéon es de 8 pl de buffer por cada 1 mg
de semillas.

3. Enfriar el mortero en nitrégeno liquido, colocar las semillas y triturarlas en presencia
de nitrégeno liquido, hasta obtener un polvo fino. Luego, afiadir 400 pl de buffer de
homogeneizacién, y seguir triturando hasta obtener un polvo homogéneo, y a
continuacion pasar el homogenado a un tubo eppendorf de 2 ml con la ayuda de una
espatula.

4. Dejar los tubos en rotacion durante 2 h a 4°C, para favorecer la extraccion de las
proteinas. Centrifugar a 200 g durante 10 min a 4°C, recuperar el sobrenadante en un
nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml. Puede almacenarse a -20°C. Este sobrenadante, es
el que se ha usado, para determinar tanto la actividad HMGR, como los niveles de

proteina HMGR por Western blot.

14.2.2 Obtencion de extractos proteicos a partir de semillas de Arabidopsis para

determinar la actividad y los niveles de proteina FPS

1. Pesar 25 mg de semillas secas.

2. Preparar el buffer de homogeneizacién FPS™ en presencia de DTT e inhibidores de

proteasas, calculando previamente la proporcion necesaria segun el numero de
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muestras. En este caso la proporcién es de 20 yl de buffer por cada 1 mg de

semillas.

de buffer de

homogeneizacion y triturarlas cuidadosamente en frio, hasta que la muestra se

Enfriar el mortero en hielo, colocar semillas, afiadir 500 ul

vuelva totalmente homogénea (adquiere un aspecto oleoso). Luego, pasar el
homogenado a un tubo eppendorf de 2 ml con la ayuda de una pipeta e incubar en

rotacion durante 30 min a 4°C.

Realizar dos centrifugaciones seguidas a 4°C, la primera a 200 g durante 10 min y
sin separar el sobrenadante, realizar la segunda a 16.000 g durante 20 min. Al final
de la centrifugacién a 16.000 g obtenemos un pellet y un sobrenadante que contiene
una capa gruesa de lipidos acumulados en la parte superior.

Transferir a un nuevo tubo eppendorf el sobrenadante, evitando arrastrar los lipidos
de la capa superior. Este sobrenadante, es el que se ha usado, para determinar tanto

la actividad FPS, como los niveles de proteina FPS por Western blot.

Buffer de Buffer de
Conc.Final Conc. Final
homogeneizacion P/100 mi homogeneizacié P/100 ml
14 (mM) 15 (mM)
HMGR n FPS
KCI 50 0,37 g Tris-CIH pH 7,5 50 0,819
H.KPO43H,0 pH7,2 40 091¢g Cl,Mg 5 5ml
EDTApH 8 30 1,13 g CINa 10 30 mg
Sacarosa 100 3,429 Sacarosa 250 4,28 g
Inhibidores de Inhibidores de
proteasas* proteasas*
Agua c.s.p 100 ml Aguac.s.p 100 ml
Inhibidores de proteasas*
Volumen cada 1 ml de buffer
Inhibidor Solucién stock Conc. Final
HMGR FPS
Tritén X-100 10% 0,05% 50 |
Aprotinina (3 mg/ml en agua) 10 pg/ml 15 pl 5ul
E64 (3 mg/ml en agua) 1 pg/ml 12 ul 4 ul
DTT (1 M en agua) 0,5 pg/ml 15 pl 5ul
PepstatinA (3 mg/ml en metanol) 1 pg/mi 3 ul 1ul
PMSF (100 mM en isopropanol) 0,1mM 15 pl 5ul

Las soluciones stock de los inhibidores se almacenan a -20°C, a excepcion del PMSF, a 4°C.
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14.3 Preparacion de extractos proteicos de S. cerevisiae

1. Inocular una colonia de cada construccion a ensayar (YNJ1756-pJR1133, YNJ1756-
pJRARV 1,44, YNJ1756-pJRARV1 e YNJ1756- pJRARV 1,14/ TDNA) crecidas en placa
de medio YNB-Ura (auxotrofia para uracilo, utilizada en la seleccion de la cepa
YNJ1756) en 3 ml de YNB-Ura. Dejar crecer las cepas en agitacion a 30°C durante
12-16 h.

2. Transferir 500-1000 pl del cultivo anterior a 25 ml de YNB-Ura e incubar en agitacion
a 30°C entre 12-16 h, hasta alcanzar una DOsg¢5= 0,8-1.

3. Centrifugar 20 ml del cultivo anterior en un tubo falcon 50 a 3000 rpm durante 5 min a
4°C, eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con 10 ml de agua miliQ. Centrifugar a
3000 rpm durante 5 min a 4°C.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender con el mismo liquido remanente.

5. Transferir el pellet resuspendido de levaduras a un mortero, previamente enfriado
con nitrégeno liquido y triturarlas hasta obtener un polvo fino. Transferir el polvo
homogéneo obtenido a un tubo eppendorf, dejar atemperar y afiadir 250 ul del buffer
de homogeneizacién.

6. Dejar los tubos en agitacion en un agitador orbital a 4°C durante 30-60 min.

7. Centrifugar a 8000 rpm durante 10 min a 4°C. Transferir el sobrenadante a un nuevo

tubo y determinar la concentracion de proteina.

14.4 Determinacion de la concentracion de proteina

Para determinar la concentracion de proteina de los extractos proteicos de Arabidopsis y

de levadura, se han utilizado dos métodos colorimétricos.

14.4.1 Método de Bradford

Utiliza como colorante el reactivo comercial BioRad Protein Assay (BioRad) y como
proteina patrén la albumina sérica bovina (BSA). Los valores de concentracion de proteina
se obtuvieron por extrapolaciéon de aquellos procedentes de la recta patrén de albumina
sérica bovina, elaborada dentro de un rango de concentraciones de 0 a 8 ug/ml. Cada
muestra se ha medido por duplicado y se ha realizado previamente una dilucién 1/10 en
extractos proteicos de Arabidopsis con el fin de incluir los valores de absorbancia de las

muestras dentro del rango de la recta patron de BSA.
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. Realizar diferentes diluciones del patron de albumina sérica bovina comprendidas

entre 0,02 y 0,16 mg/ml, y de las muestras, una dilucion 1/10 en caso de extractos

proteicos de hojas de Arabidopsis y de 1/30 en el caso de semillas secas. El blanco

se realiza con solucion salina. En el caso de los extractos proteicos en nuestro caso

se ha realizado una dilucién que se ajusta a este rango de concentraciones de la

recta patrén, 1/10, en el caso de extractos proteicos de semillas de Arabidopsis en

los que se ha medido actividad FPS y de 1/100 en los que se ha medido actividad

HMGR.

Patrones
BSA (mg/ml)
0,02
0,04
0,08
0,12
0,16

Blanco

los extractos proteicos diluidos convenientemente.

soluciones stock) cada 20 seg. Agitar en vortex.

4. Incubar durante 10 min.

Volumen BSA
0,4 mg/mL (ul)
25
50
100
150
200

Volumen
Sol. Salina (pl)

475
450
400
350
300
500

. La determinacién se realiza por duplicado, sobre 200 ul de los patrones de BSA y de

. Afadir 200 pl de reactivo alcalino' (preparado en el momento a partir de las

5. Afadir 800 pl de reactivo Folin Ciocalteau'” 0,1 N, cada 20 seg y agitar en vortex.

Incubar durante 5 min a 55°C y enfriar 1 min en hielo.

6. Incubar 10 min a temperatura ambiente.

~

medir la absorbancia en espectrofotometro a 650 nm.
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Reactivo alcalino'®

. Soluciones ] Preparacion
Reactivo gr/100 mli Conc. final
stock de 5ml

Tartrato de K*

. 13 10% 0,10% 50 pl
Na".4H,0
CuS04.5H,0 78 5% 0,05% 50 pl
NaOH 10 25M 10% 1 mi
Na,CO3.H,0O 75 12,50% 10% 3,9 ml

Reactivo de Folin Ciocalteau'’

La concentracion del reactivo es 2 N, se debe almacenar en frasco de vidrio color
topacio (protegido de la luz) y nunca pipetear directamente de ella. Se usa diluido a 0,1

N, (1 ml de reactivo 2 N con 17 ml de agua).

15. Western blot

Esta técnica permite detectar y comparar entre diferentes extractos proteicos los niveles
de una proteina determinada. Se basa en la separacion de las proteinas de una muestra
segun su masa molecular, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
dodecil sulfato sodico (SDS), en condiciones desnaturalizantes. EI SDS es un detergente
que confiere a las proteinas una densidad de carga negativa proporcional a su masa de
forma tal que aplicando un voltaje al gel, se obtiene una migraciéon de todas las proteinas

hacia el polo positivo.

En la electroforesis las proteinas desnaturalizadas por efecto del SDS migran hacia el
polo positivo atravesando el gel apilador (que posee menor concentracién de acrilamida) y
se acumulan en la interfase de los dos geles. Seguidamente, se separan segln su masa

molecular al migrar a través del gel separador (contiene mayor concentracion de acrilamida).

Posteriormente, se transfieren las proteinas a una membrana de PVDF y sobre ella se
lleva a cabo la hibridacién con el anticuerpo primario. Una vez que el anticuerpo ha
reconocido la proteina de interés, la membrana se incuba con el anticuerpo secundario, que
reconoce las regiones constantes del anticuerpo primario y que esta conjugado a la enzima
peroxidasa de rabano (RHP). La unidon del anticuerpo a la proteina de interés es finalmente
detectada mediante el uso del reactivo ECL Advanced® Western Blotting Detection Kit

(Amersham). Este reactivo es transformado por la actividad catalitica de la peroxidasa de
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rabano, emitiendo luz suficiente para impresionar una pelicula autorradiografica. La cantidad
de luz emitida es proporcional a la cantidad de anticuerpo unido y por tanto a la cantidad de

proteina de interés presente en la membrana.

15.1 Electroforesis de poliacrilamida-SDS (PAGE)

En esta tesis, se han utilizado geles de poliacrilamida-SDS a la concentracion del 10%
en el caso del Anti-FPS y del 12,5% en el Anti-HA. Tanto la preparacion de los geles como
la electroforesis se han llevado a cabo mediante el equipo de electroforesis Mini-Protean 3
(BioRad).

Procedimiento:

Antes de preparar el gel, es recomendable preparar el montaje del sistema y llenarlo de
agua para comprobar que es hermético. Si es completamente estanco, se elimina el agua y

Se seca.

1. Preparacion del gel separador: Para ello se prepara la mezcla de la solucion del gel
separador'® y se afiade en ultimo lugar los catalizadores de la polimerizacion, el
persulfato amonico y TEMED. Rellenar aproximadamente 5 cm de altura, con ayuda
de pipeta el compartimento destinado al gel. Afadir a continuacién isopropanol de
manera que forme una fina capa de unos 5 mm encima del gel separador, para
conseguir que la superficie del gel separador sea complemente plana y uniforme.
Dejar polimerizar la acrilamida (aproximadamente 30 min). No se debe prolongar este

paso mas de una hora ya que el alcohol provocaria la deshidratacion del gel.

2. Eliminar el isopropanol y limpiar el exceso absorbiéndolo con un papel de filtro.
Acabar de rellenar con la solucién preparada del gel apilador' (previa adicién del
persulfato amonico y el TEMED extemporaneamente) hasta el extremo superior de
los vidrios. Introducir a continuacién el peine correspondiente con el nimero de
pocillos adecuado al numero y volumen de extractos a sembrar. La homogeneidad

del tamanio del poro del gel esta asegurada al cabo de unas 2 h.

3. Ubicar el gel preparado en el soporte correspondiente y éste a su vez en la cubeta de
electroforesis. Afadir el buffer de electroforesis® 1 x hasta cubrir completamente los
pocillos.

4. Preparar los extractos afiadiendo igual volumen de sample buffer*' e incubandolas a
100°C durante 5 min. Sembrar los extractos y un marcador de tamafio de proteinas
(para este proceso se utilizan puntas especiales de 0,57 mm de OD (Multiflex Round

Tips, Sorenson Bioscience, Inc). Se utilizaron 5 pl del marcador Prestained Protein
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de Fermentas (rango de 20 a 120 kDa). Aplicar un amperaje constante de 20 o 40
mA, segun se trabaje con uno o dos geles, respectivamente, hasta que el azul de

bromofenol del frente de migracién llegue al final del gel.

15.2 Transferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa

Una vez separadas las proteinas en funcién de su masa molecular en la electroforesis,
se procede a transferirlas a una membrana de PVDF (Hybond-P Amersham Biosciences), la
cual sera el soporte sobre la que se haran las distintas hibridaciones con los anticuerpos
(primario y secundario) y la posterior deteccion quimioluminiscente. El procedimiento de
transferencia es el siguiente:

1. Preparar una membrana de PVDF de la misma medida que el gel (10x5 cm) y
sumergirla 10 min en metanol, lavar abundantemente con agua y equilibrarla con el

buffer de transferencia hasta el momento del montaje del cassette de transferencia.

2. Montar el cassefte de transferencia. Se ha utilizado el sistema Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). Se coloca en una bandeja el cassette del
Trans-blot con el lado negro hacia abajo. Luego se afiade en otra bandeja buffer de
transferencia®? y se sumerge en él las dos esponjas y los 6 papeles de papel
Whatman 3 MM.

3. Separar los dos vidrios que contienen el gel y con ayuda de un bisturi, retirar la parte
correspondiente al gel apilador.

4. Iniciar el montaje se debe respetar el siguiente orden: una esponja, 3 papeles
Whatman 3 MM, el gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa (en caso de
detectar alguna burbuja entre el gel y la membrana, eliminarla ayudandose de una
pipeta Pasteur), 3 papeles Whatman 3 MM y la segunda esponja (Figura 91). Se
cierra el cassette quedando el gel orientado hacia el polo negativo (negro) y la

membrana de nitrocelulosa hacia el polo positivo (blanco).
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Esponja

Papel de filtro X3

Cassette
Membrana

Gel

Papel de filtro X3

Cassette

Esponja
(lado negro) pon)

Bandeja

(Imagen modificada de Pamela
Stanley Laboratory)

Figura 91. Esquema del montaje para la transferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a la

membrana de PVDF.

5. Insertar el cassefte en la cubeta de transferencia y llenarla con el resto de buffer de
transferencia.

6. Aplicar una intensidad de corriente eléctrica constante de 125 mA durante 2-3 h a
4°C, con hielo en la cubeta accesoria, para evitar el incremento de la temperatura
durante el proceso.

7. Una vez realizada la transferencia desmontar el cassette y recuperar la membrana.
Realizar un corte en una esquina para identificar los carriles correspondientes a los
extractos, el sentido de la electroforesis y la orientacidon de la cara dénde se
encuentran las proteinas. La membrana puede guardarse seca a temperatura
ambiente hasta el momento de su uso o bien continuar inmediatamente con el

Western blot.

15.3 Immunodeteccién quimioluminiscente

La detecciéon de la proteina de interés se lleva a cabo sobre la membrana de PVDF
mediante la incubacion con un anticuerpo especifico que reconoce la proteina de interés.

Este anticuerpo primario, es reconocido posteriormente mediante un anticuerpo secundario
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anti-IgG conjugado a la peroxidasa de rabano (RHP). La adicion del substrato Lumigen PS-3

del kit comercial ECLAdvanced® Western Blotting Detection (Amersham) es procesado por

la peroxidasa provocando emisién de luz que permite la deteccién quimioluminiscente de la

proteina marcada en una placa autorradiografica.

El procedimiento se lleva a cabo de la siguiente manera:

1.
2.

Lavar la membrana con PBS® 1 X a temperatura ambiente durante 10 min.

Incubar la membrana en solucién PBS-T-Milk?* durante 16 h a 4°C. Este proceso de
bloqueo de la membrana tiene como objetivo evitar la unién inespecifica del

anticuerpo primario.
Realizar dos lavados de PBS-T% de 2 min y dos de 10 min, a temperatura ambiente.

Incubar con el anticuerpo primario diluido, 1/8000 en el caso del Anti-FPS 9768 y
1/200 en el Anti-HA (Y-11) sc-805 (Santa Cruz), en agitacién suave durante 2 h a

temperatura ambiente. Repetir el paso 3.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario diluido, anti-lgG de conejo,
durante 1 h a temperatura ambiente. Se utiliz6 anti-suero de conejo conjugado a la
peroxidasa de rabano de Amersham a la dilucién de 1/10.000 para el anticuerpo
antiHA y 1/60.000 en el caso del anti-FPS. Repetir el paso 3.

Lavar dos veces la membrana con PBS durante 4 min a temperatura ambiente.

A continuacién se lleva a cabo el proceso de deteccion. Para el cual se ha usado el
sistema ECL Advanced® Western Blotting Detection Kit de Amersham. Preparar 600
Ml (300 ul de cada uno de los reactivos A y B) y afiadirlo a la superficie de la
membrana que se encuentra sobre una funda plastico transparente, cubrirla con otro
plastico flexible transparente para esparcir uniformemente el reactivo. Incubar durante
1-2 min. Eliminar el exceso de reactivo con la ayuda de un papel secante, recolocar la

funda de plastico evitando la formacion de burbujas de aire entre ella y la membrana.

Colocar la membrana protegida por la funda de plastico transparente en un cassette
de revelado y exponerla a la pelicula autoradiografica en una camara oscura. El
tiempo de exposicion Optimo varia segun el anticuerpo utilizado y el experimento,

desde pocos segundos a 10 min. Revelar la placa autoradiografica.

15.4 Tincién de las proteinas de la membrana de nitrocelulosa

La tincion de la membrana de nitrocelulosa después de realizar el Western blot, resulta

de gran ayuda para confirmar la integridad de las proteinas presentes en la misma, asi como
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para evaluar la normalizacion de la cantidad de proteina presente en los diferentes carriles.
El procedimiento de tincion se realiza mediante azul de Coomassie de manera irreversible.
Para ello, solo basta colocar la membrana en la solucién de tincion? con agitacion suave
durante 5-10 min a temperatura ambiente. A continuacion se destifie la membrana con la
Solucién de destincion® (es necesario reemplazar la solucién varias veces hasta que la

relacion entre la intensidad de las proteinas marcadas y el de fondo resulte éptima).

Preparacion de 2 geles de acrilamida al 10% de 0,75 mm

(Para deteccién de proteinas FPS)

Gel separador'® Gel apilador™

Buffer de gel separador'®’ 2,5ml Buffer de gel apilador'®" 1,25 ml
Sol. Acri/bisacrilamida 3,33 ml Sol. Acri/bisacrilamida 670 pl
SDS 10% 100 pl SDS 10% 50 pl
PSA 10% (p/v) 50 pl PSA 10% (p/v) 37,5 ul
TEMED 5 pl TEMED 3,8 ul
Agua miliQ c.s.p 4 ml Agua miliQ c.s.p 3 mi

Preparacion de 2 geles de acrilamida al 12,5% de 0,75 mm

(Para deteccioén de proteinas HA)

Gel separador'® Gel apilador™

Buffer de gel separador'®’ 2,5ml Buffer de gel apilador'®"’ 1,25 ml
Sol. Acri/bisacrilamida 4 ml Sol. Acri/bisacrilamida 670 pl

SDS 10% 100 pl SDS 10% 50 pl

PSA 10% (p/v) 75 ul PSA 10% (p/v) 37,5yl

TEMED 5l TEMED 3,8 i

Agua miliQ c.s.p 4 ml Agua miliQ c.s.p 3 ml
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Buffer de gel apilador'®’

Tris-HCI pH 6,8 0,5M

Pesar 3,0275 g de Tris y llevar a 50 ml

con agua. Ajustar el pH con CIH Yy filtrar.

Buffer de electroforesis®°- 10 X
TrisHCIpH83  0025M  30,025g

Glicina 0,192 M 144,13 g
SDS 0,1% (p/v) 10g
Agua miliQ c.s.p. 11

Sample buffer’' —2 X

Tris-CIH 0,5 M pH 6,8 2,5ml
SDS 10% 4 ml
Glicerol 2 ml
Mercaptoetanol 1 ml
Azul de bromofenol 4 mg
Agua miliQ c.s.p 10 ml
PBS-T-Milk*

Blotto 1,59
PBS-T 1 X 30 ml

Solucién de Coomasie?®

Azul brillante de Coomasie 0,125¢g
Metanol 200 ml
Acido acético glacial 35 ml
Agua miliQ c.s.p 500 ml

Materiales y métodos

Buffer de gel separador’®”’

TRIS-HCI pH 8,8 (1,5 M) 9,089
Agua miliQ c.s.p 50 ml

Ajustar el pH con CIH y filtrar.

Buffer de transferencia®* — 10 X
Tris HCIpH 8,3 0,025M 30,025 g

Glicina 0,192 M 144,13 g
Agua c.s.p 11
PBS* — 10 X

NaCl 100 g
Na,HPO4 18 g
NaH,PO4 39
KCI 25¢9
Agua miliQ c.s.p 11

Ajustar pH a 7,5 con NaOH

PBS-Tween 20°° — 10 X

PBS 10 X 100 ml
Tween 20 500 ul
Agua miliQ c.s.p 11

Solucién de destincion?’

Metanol 400 ml
Acido acético glacial 70 ml
Agua miliQ 530 ml
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16. Ensayos de actividad enzimatica

Con el fin de medir la actividad de las enzimas FPS y HMGR, se llevaron a cabo ensayos
de actividad enzimatica in vitro, en extractos proteicos de semillas de Arabidopsis thaliana.
Estos son incubados con una mezcla que contiene el substrato de la enzima marcada
radiactivamente con C. A continuacién se detiene la reaccién enzimética y se purifica el
producto de la misma para separarlo del substrato marcado. Finalmente, la actividad
enzimatica se cuantifica midiendo la radiactividad presente en el producto de la reaccién

mediante un contador de centelleo.

16.1 Determinacion de la actividad HMGR

El ensayo de actividad enzimatica HMGR se basa en el método descrito por Bach et al.
(1986). Se han utilizado extractos proteicos de la fraccion del sobrenadante a 200 g de

semillas obtenidos como se ha descrito en el apartado 14.2.1.

16.1.1 Reaccién enzimatica

1. Colocar en un tubo eppendorf, 26,5 ul de extracto proteico del sobrenadante de 200
g de semillas y afiadir 33,5 ul de la mezcla de reaccion®® (volumen final, 60 pl).

Mezclar suavemente con el vortex.

2. Preparar un blanco de la reaccion mezclando 26,5 pl de buffer de homogeneizacién
HMGR vy 33,5 ul de la mezcla de reaccion, y procesarla en paralelo junto a las

muestras.

3. Incubar durante 2 h a 37°C (este tiempo se utiliza en el caso de semillas, pero puede

reducirse en funcion del tejido ensayado).

4. Afadir 10 ul de HCI al 25%2°, para cambiar el pH del medio de reaccion e inactivar
las enzimas e incubar durante 15 min a 50°C. El objetivo es lactonizar el mevalonato
producido por la enzima. El proceso de formacién de lactonas es necesario para la
separacion del ["*C] mevalonato producido por la enzima del [**CJHMG-CoA que no

ha sido transformado mediante cromatografia en capa fina.

5. Enfriar las muestras durante 4 min a —20°C y centrifugar los tubos durante 2 min a
10.000 rpm.
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Mezcla de reaccién?®
HMG-CoA frio®®?
HMG-CoA (**C)*?
DTT

G-6-PdH***

Solucién cocktai

28.1
I

Solucién cocktail*®’
Tris-HCl pH 7,2
EDTA
Glucosa-6-fosfato
NADP*

BSA

Agua miliQ c.s.p

Sustrato HMG-CoA frio?®2

Stock

0,8 mM
0,338 mM

170 mM
0,25 U/ pl

Stock
500 mM
120 mM
120 mM
6 mM
1,2 mg/ml

Conc. final
33,3 uM
14,11 uM
4,25 yM

0,0083 U/ul

Conc. final

208,3 mM
50 mM
50 mM
2,5mM

0,5 mg/ml

Materiales y métodos

P/33,5 pl
2,5 ul
2,5 ul
1,5 ul

2 ul
25 ul

P/100ml
50 ml
12 ml

3,659

0,47¢

0,12 g

100 ml

Preparar una soluciéon stock 4 mM disolviendo 5 mg de HMG-CoA (DL-3-hydroxy-3-

methylglutaryl coenzyme A, Sigma) en 1,371 ml de KH,PO, 50 mM pH 4,5 y una vez

disuelto, distribuir en alicuotas de 100 ul que se conservan a —80°C. En el momento de
usarla diluirla a 0,8 mM con buffer KH,PO, 50 mM pH 4,5 (dilucién 1:5).

Sustrato marcado ('*C-HMG-CoA)***

Se utiliza 3-hydroxy-3-methyl [3-"“C] glutaryl coenzyme A (Code CFA732, Amersham-

Pharmacia Biotech) 20 uCi/ml, 59 mCi/mmol. El peso molecular del HMG-CoA no marcado

es 912 y el del marcado con esta actividad especifica es de 914.

Gliceralhdeido-6-deshidrogenasa®®*“ - 0,25 U/l

Disolver 1000 U de la enzima Glucosa-6-P-deshidrogenasa liofilizada (Boheringer) en 4 ml

de citrato sédico 5 mM pH 7,4. Conservar en alicuotas a -20°C.

Solucién de HCI #®25%

Diluir 10,13 ml de acido clorhidrico (al 37%) con 4,87 ml de agua.
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16.1.2 Cromatografia en capa fina

La purificacion del mevalonato producido en la reaccién enzimatica de la HMGR se
realiza mediante una cromatografia en capa fina (TLC) en un soporte de Silicagel 60
(Merck). La placa, de 20 x 20 cm, se corta en dos fragmentos de 20 x 10 cm. En cada
fragmento, se marcan 7 carriles de 2,5 cm cada uno en sentido vertical, eliminando la silica
en la separacion de cada carril con la punta de una pipeta, para evitar la mezcla de las
muestras de dos carriles diferentes. El origen de la cromatografia se sitia a 1,5 cm de la
parte inferior de la placa y se marca con lapiz. Asimismo, se identifica también una linea a
3,5 cm del origen (ambas en sentido horizontal) por encima de la cual se situara el producto

(la mevalonolactona), una vez se haya efectuado la cromatografia (Figura 92).

5cm

\4

mn

3,5cm

\4
$1,5cm

Origen

E,Scm

Figura 92. Representacion esquematica de las divisiones realizadas sobre una placa de
silicagel 60 utilizada en la cromatografia de capa fina para la separacion de los productos de

reaccion del ensayo de actividad enzimatica HMGR.

Se siembran 35 pl (de los 70 pl totales), dosificandolos lentamente en pequefias gotas
sobre la linea marcada a 1,5 cm de la parte inferior, y se acelera el secado por accién de un
secador convencional. Es importante evitar el contacto de la punta de la pipeta con la silica
de la placa cromatografica ya que ésta podria deformar la superficie o eliminar la silica y

alterar asi el resultado final de la cromatografia.

Una vez sembradas las muestras y completamente seca la placa, se coloca en una
cubeta de vidrio que contiene una mezcla de acetona:benceno (1:1), preparada con
anterioridad con el fin de saturar la cubeta con los vapores de la fase moévil. Se deja
progresar esta fase hasta el limite superior de la placa (10 cm) durante 20 min. Una vez
alcanzado este punto, se retira la placa y se deja secar completamente. Este proceso se
realiza integramente en campana de extraccion de gases, debido a la manipulaciéon de

disolventes organicos.
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16.1.3 Cuantificacion de la mevanolactona marcada con [*C]

Una vez evaporado totalmente el disolvente de la placa TLC, se humedece la placa con
agua destilada mediante un pulverizador y se recupera la mevalonolactona, rascando (con
ayuda de un bisturi) los 5 cm de silica de la parte superior de la placa. La silica obtenida se
deposita dentro de un vial de centelleo y se afiade 10 ml de liquido de centelleo Cytostint™
ES (ICN). Paralelamente, en otro vial, se mezclan 33,5 pl de la mezcla de reaccion con 10
ml de liquido de centelleo, que servira para cuantificar la actividad especifica de la mezcla
de reaccion usada. Finalmente se cuantifica la radiactividad en un contador de centelleo
(Hewlett Packard).

16.1.4 Calculo de la actividad especifica

La actividad especifica de una enzima se expresa en U/mg proteina. Cada unidad de
actividad de la enzima HMGR se define como pmoles de sustrato transformado en producto
por minuto a 37°C. A continuacion se detalla el calculo utilizado para obtener el valor de la

actividad especifica.

Actividad especifica (pmol HMG-CoA/min.mg)=

cpm x _pmol HMG-CoA en mezcla x 1 X 1 x _vol. Total (7O yl) x _1000ul x_mg proteina
cpm mezcla reaccion min de reacciéon  vol. extracto (26,5 pl) vol. en TLC(35ul) iml ml de extracto

pmol de HMG-CoA en mezcla de reacciéon= 2000 pmoles HMG-CoA frio (2,5 pl 0,8 mM) + 847
pmoles de [**CJHMG-CoA (2,5 ul 0,338 mM)= 2847 pmoles.

16.2 Determinacion de la actividad FPS

La técnica utilizada para realizar la medicién de la actividad de las enzimas FPS es la
descrita por Chambon et al. (1990) con algunas modificaciones.

Los extractos proteicos de semillas de Arabidopsis utilizados han sido obtenidos como se
ha descrito en el apartado 14.2.2, se ha usado la fraccidén correspondiente al sobrenadante

de la centrifugacién a 16.000 g.

El procedimiento consiste en incubar el extracto proteico con la mezcla de reaccion que

contiene el substrato radiactivo ("*C-IPP). La reaccion se detiene por cambio de pH. El
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medio &cido facilita la hidrélisis de los grupos fosfato tanto del substrato IPP como del
producto FPP, ambos marcados radioactivamente. El producto marcado de la reaccién, el
"“C-FPP, desfosforilado es mas hidrofébico por lo que se purifica mediante extracciéon con
hexano y se cuantifica la cantidad de radiactividad incorporada al producto mediante un
contador de centelleo. Este procedimiento se utilizd para los ensayos bioquimicos en la
determinacion de la concentracion éptima de MgCl, (Figura 59), inhibicién por FPP (Figura
62), analisis de los efectos a alta temperatura (Figura 63) y al NaCl (Figura 61), a partir de

aproximadamente las mismas unidades de enzima purificada.

16.2.1 Reaccion enzimatica

1. Colocar en un tubo eppendorf de 2 ml la cantidad del extracto proteico a ensayar,
normalmente 30 pl del sobrenadante de 16.000 g procedente de 25 mg de semillas
secas y se completa el volumen final hasta 68 ul con buffer de homogeneizacion
FPS.

2. Anfadir 12 pl de Cl.Mg 25 mM e iniciar la reaccion afadiendo 20 ul de la mezcla de
reaccion® a cada tubo, cada 15 segundos e incubar durante 30 min a 37°C.

3. Detener la reaccion afadiendo 500 pl de agua y 86 pl de HClI 2 M enfriados
previamente a 0°C. Incubar en hielo durante 1 min y luego 30 min a 37°C para
hidrolizar los grupos fosfato. EI HCI proporciona el pH necesario para lograr una
desfosforilacién en medio acido.

4. Anadir NaCl a saturacion (aproximadamente una punta de espatula).

5. Anadir 900 pl de hexano y agitar en vortex durante 1 min. El FPP sintetizado, una
vez desfosforilado sera extraido por el hexano, pero no se extraera el “C-IPP, a
pesar de estar también desfosforilado, menos hidrofobico que el FPP.

6. Centrifugar los tubos en una microcentrifuga a 8000 rpm, durante 10 min a 4°C para
forzar la separacion de las dos fases y recoger 500 ul de la fase hexanica. Colocarla
en un vial que contiene previamente 10 ml de liquido de centelleo ECOSCYNT H

(National Diagnostics).

7. Cuantificar la radioactividad (c.p.m) en un contador de centelleo (Hewlett Packard).
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Mezcla de reaccién®’- 5 X Stock | Conc. Final | Volumen 20 pl
GPP 4 mM 100 uM 2,5 4l
20
["“cjPpP* mCi/mmol | 13,39 uM 3,75 ul
0,357 mM
IPP 4 mM 92 pM 2,3 4l
50 mM TRIS-CH pH 7,5
NaCl 10 mM - MgCl, 5 mM 11,375 pl
Sacarosa 250 mM - Con inhibidores

*Sustrato marcado ("*C-IPP): Se utiliza [1-'*C] Isopenthenyl pyrophosphate, ammonium salt (3-
methyl-[1-14C]but-3-eny|pyrophosphate). Code CFA476, (Amersham-Pharmacia Biotech) 20 pCi/ml,

56 mCi/mmol. Pm 299,1.

16.2.2 Calculo de la actividad especifica

La actividad especifica se expresa en U/mg de proteina. La unidad de la enzima FPS se

define como el nimero de nmoles de IPP incorporados en productos acido-labiles por

minuto a 37°C. Para calcular la actividad especifica, en primer lugar se obtiene el valor de la

actividad en U/ml y después la actividad especifica, que relaciona la actividad con la

cantidad de proteina de la muestra.

Actividad especifica (nmol FPP/min.mg)

cpm x nmolIPP en la mezcla x 1 X

1 X

volumen hexano (900ul) x 1000yl x _mg proteina

cpm mezcla de reaccién min. reacciéon g

| extracto

ul hexano contado (500ul) Tml ml de extracto

nmol de IPP en la mezcla de reaccion= 9,2 nmoles IPP frio (2,375 yl 4 mM) + 1,339 nmoles

["C]IPP* (3,75 ul 0,357 mM)= 10,53 nmoles

16.3 Aproximacién al calculo de K.,

Con el fin de comparar el comportamiento cinético de las dos isoenzimas FPS1S y

FPS2 de A. thaliana, se ha determinado su actividad a partir de las proteinas purificadas a

concentraciones crecientes de sustrato, para calcular la K, para los sustratos IPP, DAMPP y

GPP. Para ello, se han usado aproximadamente las mismas unidades de FPS1S (10 pl de
enzima en dilucion 1/80 en presencia de BSA con el buffer. 50 mM Tris-CIH pH 7,5, 250 mM
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sacarosa, 10 mM NaCl, 0,5 mg/mL BSA, DTT 5 mM, PMSF 1,5 mM, e inhibidores Sigma) y
de FPS2 (10 pl de enzima diluida 1/300 en el mismo buffer) y diferentes mezclas de reaccion
con concentraciones crecientes del sustrato del cual se determina la K.

Los valores de K, para el DAMPP y el GPP se determinaron en el rango de
concentraciones comprendido entre 6,25 y 200 yM con una concentracién fija de IPP 100

MM. Para el IPP se determiné en el rango de 1 a 100 yM con una concentracion fija de 200
MM de GPP.

La composicion de las diferentes mezclas de reaccion se detalla a continuacion:

Mezcla de reaccion K, GPP Conc. en el ensayo
Buffer Tris-CIH pH 7.5 (250 mM) 50 mM

[1-"*C]IPP (56 mCi/mmol) 13,39 uM

IPP (4 mM) 92 uM

MgCl, (25 mM) 1 mM

GPP (4 mM) 6,256-12,5-25-50-100-200 uM
Mezcla de reaccion K,,DMAPP Conc. en el ensayo
Buffer Tris-CIH (250 mM) 50 mM

[1-"*C]IPP (56 mCi/mmol) 26,78 uM

IPP (4 mM) 92,8 uM

MgCl, (25 mM) 1mM

DMAPP (2 mM) 6,25-7,5-15-30-60-120 - 200 uM

En el caso del IPP, dado que se trata del sustrato marcado con'“C, la cantidad total
de IPP incorporada en el ensayo consiste en una mezcla de sustratos caliente (marcado con
'“C) y sustrato frio (sin marcar). Motivo por el que, al variar |a relacion de concentraciones de

IPP no marcado y marcado con '“C, se ha calculado la actividad especifica correspondiente
a cada concentracion.

Mezcla de reaccion K, IPP Conc. en el ensayo
Buffer Tris-CIH pH 7,5 (250 mM) 50 mM
GPP (4 mM) 200 uM
MgCl, (25 mM) 1 mM
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Conc. total de IPP [1-'*C]IPP (60 mCi/mmol) IPP (4 mM)

en el ensayo (uM) (nM) (nM)
1 1 0
2,5 2,5 0
5 5 0
10 10 0
30 13,39 16,61
60 13,39 46,61
100 13,39 86,61

En todos los casos, el valor aparente de K, se ha obtenido por extrapolacion a partir
del efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad de la reaccion segun la

representacion de Lineweaver-Burk (1/V 1/S).

16.4 Determinacion del pH 6ptimo de las enzimas purificadas FPS1S y FPS2

Para determinar el pH éptimo de FPS1S y FPS2 se ha usado las mismas unidades
de enzima purificada que en el apartado anterior, y los siguientes buffers a diferentes pH,
MES-NaOH pH 5.5, PIPES-NaOH pH 6.5, fosfato sddico pH 7.0 y PIPES-NaOH pH 7.0, y
Tris-CIH en los pH entre 7.5 y 9.0. En todos los casos, la concentracion de buffer utilizada
fue de 50 mM, 5 mM de ClI,Mg, 10 mM NaCl, 250 mM sacarosa y 0,5 mg/ml de BSA.

17. Analisis de productos metabdlicos

17.1 Extraccion y analisis de esteroles

El proceso de andlisis de esteroles en muestras provenientes de plantulas y semillas de
Arabidopsis estudiadas en este trabajo, se ha llevado a cabo siguiendo el procedimiento
descrito por Fraser et al. (2000) con algunas modificaciones.

Se tritur6 homogéneamente el material vegetal en presencia de nitrdgeno liquido hasta
conseguir un polvo fino. Se sometieron a un proceso de liofilizado durante 14-16 h, para
extraer el agua contenida en las mismas y se conservaron a temperatura ambiente hasta el

momento de usarlas, siguiendo el siguiente procedimiento.
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. Pesar en tubos de centrifuga de vidrio pyrex entre 15-30 mg de tejido liofilizado.
Agregar 10 yl de 5a-colestano (1,2 mg/ml disuelto en hexano) sobre el tejido

liofilizado y pesado, el cual cumple la funcion de patrén interno.

. Afadir 5 ml de diclorometano:metanol (2:1, v/v), sonicar en un bafio de agua durante
10 min. Centrifugar durante 5 min. A 5000 x g. Trasladar el sobrenadante a un tubo
nuevo y volver a extraer el pellet dos veces mas. Los extractos reunidos se llevaron
a sequedad con la ayuda de un rotavapor (Mivac Duo Concentrator, Genevac Ltd.,
UK).

. La fraccion correspondiente a los esteres de esterol del residuo seco fue
saponificado afiadiendo 1,5 ml de KOH al 7,5% en 95% de metanol durante una

noche a temperatura ambiente. Incubar 1 h a 80°C.

. Detener la saponificacion, incubando 5 min en hielo. Afdadir 1,5 ml de agua destilada
para diluir el KOH.

. Extraer los esteroles libres afiadiendo 5 ml de hexano y agitar en vortex. Centrifugar

10 min a 3000 rpm a temperatura ambiente. Recuperar la fase organica.

. Realizar dos re-extracciones de la fase acuosa con 5 ml de hexano, juntar las fases
hexanicas en un balon de vidrio topacio y rota-evaporar a 30°C (Mivac Duo
Concentrator, Genevac Ltd., UK). En este punto pueden conservarse a -20°C hasta

el siguiente paso.

. A continuacién, las muestras son silenizadas. Este paso consiste en la derivatizacién
de los compuestos extraidos, afiadiendo un grupo trimetilsilil a todas las moléculas
con grupos —OH. Para silenizar, es necesario disolver el residuo seco en 150 pl de
Bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (Merck) e incubar durante 60 min a 150°C. A
continuacion se secan bajo una corriente de N, y resuspendidos en 200 pl de iso-

octano.

. Analizar 1 pl del extracto silenizado mediante cromatografia de gases acoplado a
masas GC-MS, en un cromatégrafo Perkin Elmer GC Autosystem® acoplado a un
espectrometro de masas ITQ900. El cromatografo se halla equipado con una
columna capilar DB-5MS (95% metilpolisiloxano y 5% de fenilpolisiloxano) de 30 m x
0,25 pym de diametro interno; 0,25 ym de tamafo de particula (AWSCientific),
equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) y que utiliza helio como gas
portador a una velocidad de 2 ml/min. El sistema de inyeccion es manual con splits
de 12,5:1.
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Las condiciones de la cromatografia son:

Temperatura del inyector: 280°C
Temperatura del detector: 300°C
Temperatura del horno: 30 seg a 245°C y luego hasta 265°C, a 2°C/min.

Finalmente hasta 290°C, a razén de 3,5°C/min.

La identificacién de los perfiles obtenidos en el GC-MS se realiza en base a los tiempos de
retencién relativos y respecto a un cromatograma realizado con patrones estandar y la
identificacion de cada pico por el perfil de masas respecto al del correspondiente estandar.

La integracion de las areas de los picos se realiza mediante un programa Xcalibur
(Thermo Scientific) y la cuantificacion se calcula a partir de las areas de los picos obtenidos
en el cromatograma, por normalizacion interna, basado en el area relativa del pico del
esterol en cuestidn respecto al area del 5a-colestano:

AREA DE ESTEROL/AREA 50-COLESTANO =
CONCENTRACION DE ESTEROL/CONCENTRACION 50-COLESTANO

100 35.82
3 6
a5
| 35 7
a0 1- Escualeno
o 2- 5a-colestano
an 2 3- Colesterol
o598 4- Campesterol

-
]

5- Estigmasterol
6- B-Sitosterol
7- Estigmastanol
4 8- Cicloartenol
=S 9- 24-metilencicloartanol
10- 24-etildenofenol

m o m =
a0 o a
bbb bt b bl b b bbb b b bl

Abundancia relativa
i}
a

s 3598
a0
35
=0
25
-0 zeo0 9
15 3
10 31.83 5
= 1 . 32 65 95.38
B a0.16 =1 .51
o o S,
e e e e e e T T T
p=l=1 28 30 32 S 36 p=1=1 =0

Tiempo (min)
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17.2 Analisis del perfil de esfingolipidos

El proceso de analisis del perfil de esfingolipidos de A. thaliana estudiados en este

trabajo, se ha llevado a cabo siguiendo el procedimiento estandarizado por el grupo del Dr.

Cahoon, en el Donald Danforth Plant Science Center, en St. Louis, Missouri, USA.

En este caso, se midieron esfingolipidos procedentes de plantulas de 15 dias y

diferentes tejidos de plantas adultas de A. thaliana, los cuales fueron recolectados,

congelados en N, liquido vy liofilizados durante 24 h, para extraer el agua contenida en las

mismas. Se pueden conservar en este estado a temperatura ambiente hasta el momento de

usarlos, siguiendo el siguiente procedimiento.

Este método esta basado en el descrito por Morrison y Hay, con algunas modificaciones

realizadas por el grupo del Dr. Cahoon. La primera parte del procedimiento que se detalla a

continuacion, tiene lugar en una cabina de flujo laminar.

1.
2.

10.

Preparar una solucion de BaOH.8H,0 al 10%>".

Lavar un homogeneizador (de 5 ml de capacidad) y su émbolo de vidrio con
cloroformo y dejar secar.

Pesar 10 mg de tejido liofilizado y depositarlo en el fondo del homogeneizador.

Afadir 25 pl del patron usado como estandar interno (en este caso, usamos un stock
de 0,2 mM de D-erythro-C16:0 Sphingosine, disuelta en etanol) y 600 pl de 1,4
dioxano.

Triturar cuidadosamente la muestra con el émbolo. Una vez homogeneizado, trasferir

el contenido a un tubo de ensayo de vidrio con tapa a rosca.

Afadir 600 pl mas de 1,4 dioxano al homogeneizador, para extraer la mayor cantidad
de lipidos y transferirla al mismo tubo anterior. Lavar el homogeneizador con metanol
(para eliminar los restos solidos) y luego con cloroformo. Dejar secar y repetir los
pasos 3 a 7 con la siguiente, hasta completar el total de muestras.

Una vez obtenidas las muestras, agregar a cada una, 1,5 ml de la solucién de BaOH
al 10% y agitar para homogeneizar la solucién e incubar en un bafo seco a 110°C
durante 16 h para conseguir la hidrélisis de las BECL de los esfingolipidos.
Transcurrido el tiempo de incubacién, retirar las muestras y atemperarlas unos
minutos. Afadir 1 ml de agua y 1 ml de cloroformo, mezclar y centrifugar 5 min a
maxima velocidad.

Transferir la fase organica (inferior) a un nuevo tubo de vidrio y secarlas bajo una
corriente de nitrégeno.

Resuspender en 100 ul de metanol. En este punto es posible almacenar los extractos
a -20°C durante 24 h.
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12. Agregar 50 pl de solucion OPA a cada muestra y sonicar 15 seg en bafio de agua.

Incubar durante 20 min en oscuridad a temperatura ambiente.

13. Anadir 350 pl de metanol, mezclar y transferir a viales de HPLC plasticos con filtro (es

posible realizar un centrifugado previo, para eliminar posibles residuos sélidos que

interfieran con la columna).

Los instrumentos para el analisis por HPLC fueron:

- HPLC Perkin Elmer Serie 200 + 980 Programmable Fluorescence Detector (Applied

Biosystems)

- Zorbax Columna Eclipse XDB-C18, 4.6 x 250, 5 u Analytical (Agilent)

- Guard Column Eclipse XDB-C18, 4.6 x 12.5, 5 u (Agilent)

Antes de comenzar con el andlisis, se debe constatar que hay suficiente cantidad de los

buffers A® (fosfato de potasio) y B (metanol 100%) y que no estan contaminados.

El gradiente utilizado en este caso fue el siguiente:

Paso | Tiempo (min) | Flujo ml/min | Buffer A% | Buffer B%
0 0 1,5 20 80
1 6 1,5 20 80
2 8 1,5 10 90
3 10 1,5 10 90
4 5 1,5 0 100
5 3 1,5 0 100
6 2 1,5 20 80
7 1 1,5 20 80

La identificacion de las BECL, se realiz6 por el perfil obtenido por Markham et al. (2006).

LJ

35 4
30 4
25 4
20 4
154
10 4
5 4

-118:1 (82)-Glc

-t18:1 (8E)-Glc

- t18:1 (82)

- t18:1 (8E)

- d16:1 (Estandar interno)
-118:0

- d18:1 (82)-Glc

-d18:1 (8E)-Glc
-d18:1(82)

- d18:1 (8E)

- 1,4 anhidro-t18:1 (82)

- 1,4 anhidro-t18:1 (8E)

- d18:0

- 1,4 anhidro-t18:0

- d20:1 (Estandar interno)
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Los reactivos y agua utilizados para este ensayo son calidad HPLC.

Solucién OPA* — 10 ml Solucién de BaOH.8H,0°" — 10 ml
o-phthalaldehyde 5mg BaOH.8H,0 19

Etanol 100 pl Agua (tibia) c.s.p 10 ml
3-mercaptoetanol 5ul

Buffer borato 1% 9,9 ml

Al afadir el etanol, mezclar
suavemente. Conservar en
oscuridad a 4°C
BufferA* (fosfato de potasio 0,1 M) — 1 |

Buffer borato 1%°*" - 200 ml K,HPO4 1 M 500 ml
KH,PO41 M 500 ml

Acido bérico 29
Agua miliQ c.s.p 200ml
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