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INTRODUCCIO

1 Biosintesis d’isoprenoides: generalitats

1.1 Els isoprenoides: varietat funcional

Els isoprenoides (o terpenoides) constitueixen la major familia de productes naturals coneguda

amb més de 30.000 compostos diferents identificats en (Croteau i col., 2000; Chapman i Hill 2000).

Els isoprenoides estan presents en tots els éssers vius duent a terme una gran varietat de
funcions, moltes d’elles essencials pel creixement, el desenvolupament i la supervivéncia (McCaskill i
Croteau 1998; Rohmer 1999a; Rodriguez-Concepcion i Boronat 2002) (figura 1). Com a metabolits
primaris son importants pel manteniment de la fluidesa de les membranes (funcid duta a terme pels
esterols en la majoria d’eucariotes i pels hopanoids en alguns eubacteris). També intervenen en processos
de modificacié posttraduccional de les proteines com la prenilacid (grups prenil) i la glicosilacié
(dolicols). A més, formen part de les cadenes de transport electronic (la cadena lateral dels tocoferols i de
les quinones ubiquinona, plastoquinona i filoquinona ¢s d’origen isoprenoide). D’altra banda, components
essencials de 1’aparell fotosintétic dels organismes fotoautotrofics com els carotenoides i la cadena lateral
de les clorofil-les son isoprenoides. El carotenoide -carote, el precursor més important de la vitamina A,
i altres vitamines com la E (tocoferol) i la K (filoquinona) sén de naturalesa isoprenoide. Finalment,
hormones importants en la regulacié del desenvolupament com les hormones esteroides en els vertebrats,
els brassinosteroides (BRs), I’acid abscisic (ABA), les citoquinines (CKs) i les gibberel-lines (GAs) en les

plantes, son també d’origen isoprenoide.

De totes maneres, el grup més abundant i divers d’isoprenoides és sintetitzat per les plantes i
desenvolupen funcions com a metabolits secundaris importants per a les interaccions entre les plantes i
entre les plantes i el seu entorn (figura 1). Per exemple, alguns mono-, sesqui- i diterpens desenvolupen
funcions defensives contra patogens i hervibors, alguns monoterpens volatils atrauen insectes per afavorir
la polinitzacio, i I’acumulacié dels pigments carotenoides en flors i fruits atrau a animals per la
polinitzacid i la dispersio de les llavors (Croteau i col. 2000; Rodriguez-Concepcion i Boronat 2002;
Sauret-Gueto i col., 2003). Sovint aquests compostos son sintetitzats en organs concrets i en etapes molt
determinades del desenvolupament i/o per grups especifics de plantes. Molts d’aquests metabolits
secundaris de naturalesa isoprenoide tenen interés comercial com aromes, pigments, fibres, pegues o
ceres (Rodriguez-Concepcion i Boronat 2002). D’altra banda, alguns tenen també aplicacions
farmacéutiques com el cas concret del taxol, que és un potent antitumoral produit pels arbres de la familia
dels teixos, o en el seu conjunt els carotenoides i els tocoferols, que per les seves capacitats antioxidants

ajuden a prevenir diferents tipus de cancer i malalties cardiovasculars.

Per la seva importancia en el metabolisme de tots els éssers vius, i en especial de les plantes, 1
per les aplicacions comercials derivades de les seves propietats, ’estudi de les rutes biosintetiques dels

isoprenoides i la seva regulacio constitueix una area de gran interes.
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Figura 1. Classificacio estructural dels isoprenoides en funcio del nimero d’atoms de C necessaris
per la seva biosintesis (C,) i exemples d’isoprenoides amb funcions de metabolits primaris o

secundaris.

1.2 1PP i DMAPP: Precursors comuns de tots els isoprenoides

Tot i la gran diversitat funcional i estructural dels isoprenoides, tots ells deriven de les mateixes
unitats de 5 atoms de carboni (Cs), I’isopentenil difosfat (IPP) i del seu isomer al-lilic dimetilalil difosfat
(DMAPP) (figura 1). A partir d’una primera condensacio d’IPP amb DMAPP i per successives addiccions
d’IPP, les preniltransferases generen prenil difosfats de longitud creixent: geranil difosfat (GPP), farnesil
difosfat (FPP) i geranilgeranil difosfat (GGPP), de 10, 15 i 20 atoms de carboni respectivament (figura 1).
Aquests prenil difosfats son substrats en reaccions de ciclacid, isomeritzacid, oxidacid-reduccio,
substitucid i conjugacio per tal de generar la gran varietat d’isoprenoides finals, que poden classificar-se
en funcié del nimero d’unitats Cs (isopré) que conformen 1’esquelet basic de la moleécula. Aixi, els
hemiterpens deriven d’una unitat d’isopre (Cs), els monoterpens de 2 (Cyy), els sesquiterpens de 3 (C;s),
els diterpens de 4 (Cy), els triterpens de 6 (Csg) i els tetraterpens de 8 (Cyo). Finalment, els isoprenoides
formats per més de 8 unitats isopre, es denominen, col-lectivament, politerpens (figura 1). Els compostos
que només contenen part de la seva molécula de naturalesa isoprenoide, com les clorofil-les, les

citoquinines o les proteines prenilades, es denominen meroterpens.
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1.3 Dues vies de sintesis d’IPP i DM APP.

S’han descrit dues rutes biosintetiques per a la formacié d’IPP i DMAPP.

La primera ¢és la ruta classica o ruta del mevalonat (MVA) i es coneix des dels anys 50. En
aquesta ruta les unitats Cs es generen a partir d’acetil-CoA (figura 2). Aixi, la condensacio seqiiencial de
3 molecules d’acetil-CoA en dos passos enzimatics forma successivament acetoacetil-CoA i 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzim A (HMG-CoA). Aquestes reaccions estan catalitzades pels enzims acetoacetil-CoA
tiolasa (AACT) i HMG-CoA sintasa (HMGS). A continuacio, ’enzim HMG-CoA reductasa (HMGR)
catalitza la reduccié de ’'HMG-CoA per tal de formar MVA. El MVA és el primer intermediari especific
de la ruta, ja que el HMG-CoA és tamb¢ intermediari de la ruta de degradadcio de 1’aminoacid leucina.
Posteriorment el MVA ¢és fosforilat per I’enzim MVA quinasa (MVK) a MVA 5-fosfat (MVA-P) i la
fosforilaci6 d’aquest per I’enzim MVA-P quinasa (PMK) forma MVA 5-difosfat (MVA-PP). La
descarboxilacié d’aquest intermediari per I’enzim MVA-PP descarboxilasa (PMD) forma IPP. En la ruta

del MVA, el DMAPP es forma a partir d’IPP per I’accié de I’enzim IPP-DMAPP isomerasa (IDI).

. . Hidroximetil
Acetil-CoA Acetoacetll CoA glutaril- CoA Mevalonakt

Q Acetil-CoA CoASH J Acet:Ll-CoA CoASH mmpn ONADP'
/I\ u /L/L . C\></l\ S
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S-CoA S-CoA S5- COA
AACT HMGS HMGR
ATP
MVK K
. . . . ADP
DimetilalilPP IsopentenilPP Mevalonat G5-PP Mevalonat 5-P
P ATP A
S, = RN SN
OFPP —_— l'![[ OP
IDI co. PMD

Figura 2. Esquema de la biosintesis d’IPP i DMAPP a través de la ruta del MVA. Les abreviatures
corresponen als enzims: AACT, acetoacil-CoA tiolasa; HMGS, HMG-CoA sintasa; HMGR, HMG-
CoA reductasa; MVK, mevalonat quinasa; PMK, mevalonat 5-fosfat quinasa; PMD, mevalonat 5-

difosfat descarboxilasa; IDI, isopentenil difosfat-dimetilalil difosfat isomerasa.

La ruta del MVA es creia ubiqua en tots els organismes fins a principis dels anys 90, quan es va
posar de manifest la existéncia d’una ruta alternativa de sintesis d’IPP i DMAPP en bacteries (Flesch i
Rohmer 1988; Rohmer i col., 1993; Broers 1994a; Rohmer i col., 1996), algues verdes (Schwender i col.,
1996) i plantes (Schwarz 1994). Aquest descobriment explicava els resultats contradictoris que s havien
obtingut quan s’estudiava la sintesis d’isoprenoides en plantes, la qual es localitza en tres compartiments
diferents: el citosol, els mitocondris i els plastids. Per un costat, no s’aconseguia localitzar els enzims de

la ruta del MV A en els plastids. A més, aquests organuls aillats no eren capagos d’incorporar MV A pero




INTRODUCCIO

si IPP. Per una altra banda, els carotenoides quasi bé no es marcaven al subministrar acetat o MVA
marcats. A més, quan es bloquejava la ruta del MVA amb I’inhibidor especific de I’enzim HMGR
mevinolina (MEV), s’inhibia la sintesis d’esterols (isoprenoides sintetitzats en el citosol) pero no la de
carotenoides i clorofil-les (isoprenoides plastidics). Aquests resultats s’interpretaven per una falta de
permeabilitat dels plastids al MVA i a la MEV. En canvi, el CO, fotosintétic i el piruvat marcats
s’incorporaven rapidament als isoprenoides plastidics. De totes maneres el descobriment d’aquesta nova
ruta es va iniciar en certs eubacteris, al comprovar que en aquests, els hopanoides no se sintetitzaven a
partir de la ruta del MVA (Flesch i Rohmer 1988; Rohmer i col. 1993). Aixi, marcatges clarament
inconsistents amb la ruta del MVA, van ser observats tamb¢ al estudiar la biosintesi d’ubiquinona a E.
coli (Broers 1994a) i la biosintesi de ginkgolids a Ginkgo biloba (Schwarz 1994). El descobriment de la
ruta alternativa de sintesis d’IPP i DMAPP esta revisat a Rodriguez-Concepcion i Boronat (2002),
Eisenreich i col.,(2004), Bouvier i col.,(2005) i Rohmer (2008). Aproximadament en 10 anys es va
elucidar aquesta nova ruta de sintesi d’IPP que actualment es coneix com a ruta del 2-C-metil-D-eritritol

4-fosfat (MEP), per ser aquest el seu primer intermediari especific.

1.4 Elucidacio de la ruta del MEP

La rapida elucidacio de la ruta del MEP es va realitzar fonamentalment gracies al treball en

bacteris (Rodriguez-Concepcion i Boronat 2002).

El primer pas de la ruta es va proposar a partir d’estudis de quimica organica i bioquimica. Els
treballs de Rohmer i col. (1993), Broers (1994) i Schwarz (1994) suggerien que els substrats de la nova
ruta fossin una unitat C, derivada de la descarboxilacid del piruvat i una triosa fosfat, que es condensarien
en una reaccio tipus transcetolasa depenent del cofactor tiamina difosfat (TPP) per tal de formar 1-desoxi-
D-xilulosa 5-fosfat (DXS5P). Posteriors experiments de marcatge van confirmar el piruvat i el
gliceraldehid 3-fosfat (GAP) com els precursors de I’'IPP en aquesta nova ruta (Rohmer i col. 1996)
(figura 3). A més, es va confirmar que la 1-desoxi-D-xilulosa (DX) s’incorporava eficientment a la
ubiquinona a E. coli (Broers 1994a) aixi com en isoprenoides de diversos eubacteris, d’algues verdes i de
plastids de les plantes (Lichtenthaler 1999; Rohmer 1999a; Rodriguez-Concepcion i Boronat 2002). A
partir de la caracteritzaci6 de la primera reaccio6 de la ruta, la busqueda de gens homolegs a transcetolases
va permetre la identificacio del gen que codifica per a ’activitat DX5P sintasa (DXS) a E. coli (Sprenger i
col., 1997; Lois i col., 1998) i a plantes (Lange i col., 1998). Aixi, el primer enzim de la ruta del MEP, la
DXS, catalitza la condensaci6 de hidroxietil-TPP derivat del piruvat amb GAP per formar DX5P, una
molécula que també és precursora de les vitamines Bl (tiamina) i B6 (piridoxina) en bactéries i plastids

(Julliard i Douce 1991; Julliard 1992) (figura 3).

Per a la posterior formacié d’IPP a partir de DX5P s’havia de producir un reordenament i una
reduccié de I’esquelet carbonat d’aquesta molécula i es va postular una reaccié equivalent a la catalizada
per les reductoisomerases de cetoacids implicades en la biosintesi d’aminoacids de cadena ramificada,
que produiria MEP a partir de DX5P (Rohmer i col. 1996) .Posteriors experiments van confirmar que el

2-C-metil-D-eritritol (ME) s’incorporava en productes isoprenoides a E. coli (Duvold 1997). A partir
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d’aquesta informacio es va disenyar una estratégia basada en soques d’E. coli auxotrofiques pel ME, que
va permetre identificar el gen que codifica per a I’activitat DX5P reductoisomerasa (DXR). Es va
demostrar que la DXR cataliza simultaniament la reorganitzacié intramolecular i la reduccio de la DX5P
per formar MEP, el primer intermediari especific de la via (Kuzuyama i col., 1998; Takahashi i col.,

1998) (figura 3).

Els segiients gens candidats de la ruta del MEP es van identificar mitjangant genomica
comparada. La estratégia consistia en identificar gens que estiguessin conservats en organismes que
posseien els gens DXS i DXR (eubacteris i plantes) i que estiguessin absents en organismes que no
posseien els dos primers gens de la ruta del MEP (arqueobactéris, fongs i animals). A més, els gens
candidats de plantes havien de codificar per proteines que presentessin una extensio N-terminal amb
caracteristiques de peptid de transit a plastids tal com passava amb la DXS i la DXR (Rodriguez-
Concepcion 1 Boronat 2002). D’aquesta manera es van identificar els gens yghP/ispD, que codifica per
I’enzim 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME) sintasa (CMS) que sintetitza CDP-ME a partir de
MEP i CTP (Rohdich i col., 1999), ychB/ispE que codifica per una CDP-ME quinasa (CMK) capag de
fosforilar el CDP-ME per tal de produir CDP-ME 2-fosfat (CDP-MEP) (Luttgen i col., 2000), i
vgbB/ispF, que codifica per I’enzim 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfat (ME-cPP) sintasa (MCS) que
converteix el CDP-MEP en ME-cPP (Herz i col., 2000) (figura 3).

A principis del 2001, es van descobrir per analisis informatics i genetics dos nous gens que
codificaven per enzims de la ruta del MEP: gepE/ispG (Altincicek i col., 2001b; Campos i col., 2001) i
IytB/ispH (Cunningham 1 col., 2000; Altincicek i col., 2001a). Es va demostrar que els enzims codificats
per aquests gens eren els ultims enzims de la ruta. Aixi, GcpE transforma el ME-cPP en
hidroximetilbutenil 4-difosfat (HMBPP) i correspon a I’enzim HMBPP sintasa (HDS) (Hecht i col., 2001;
Seemann i col., 2002b; Seemann i col., 2002¢; Wolff i col., 2002), mentre que la proteina LytB és una
HMBPP reductasa (HDR) que transforma ’HMBPP en una mescla d’IPP i DMAPP en una proporcié de
5:1(Hintz i col., 2001; Adam i col., 2002; Altincicek i col., 2002; Rohdich i col., 2002). ). D’aquesta
manera es va completar I’elucidacio de la ruta del MEP i la seqiiencia de reaccions per a la formacio

simultania d’IPP i DMAPP a partir de piruvat i GAP (figura 3).
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Figura 3. Esquema de la biosintesis d’IPP i DMAPP através de la ruta del MEP. Les abreviatures
corresponen als enzims: DXS, 1-desoxi-D-xilulosa 5 fosfat sintasa; DXR, 1-desoxi-D-xilulosa 5
fosfat reductoisomerasa; MCT, 2-C-Metil-Deritritol 4-fosfat citidiltransferassa; CMK, 4-
difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol quinasa; MDS, 2-C-metil-D-eritritol 2,4- ciclodifosfat sintasa;
HDS, hidroximetilbutenil 4-difosfat sintasa; HDR, 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfat reductasa;

IDI, isopentenil difosfat-dimetilalil difosfat isomerasa.

1.5 Distribucio diferencial de la ruta del MV A i la ruta del MEP

El descobriment de la ruta del MEP va obligar a revisar diversos aspectes relacionats amb la
biosintesi d'isoprenoides en els diferents grups d'organismes. Actualment se sap que la ruta del MVA i la
ruta del MEP no estan presents en tots els organismes. Les arqueobacteries, alguns protozous, els fongs i
els animals presenten la ruta del MVA com a unica via de sintesi d'isoprenoides. En les eubacteries, els
organismes amb major diversitat metabolica, algunes presenten tUnicament la ruta del MVA i d'altres
posseeixen les dues rutes. Tanmateix, la gran majoria d'eubacteries sintetitza les molécules isoprenoides
exclusivament a partir de la ruta del MEP, com E. coli i les cianobacteries, els antecessors dels plastids
(Lichtenthaler i col., 1997; Lichtenthaler 1999; Lichtenthaler 2000; Eisenreich i col., 2001). La ruta del
MEP també és I'inica present en les algues verdes i en protozous com el parasit de la malaria Plasmodium
falciparum (Lichtenthaler i col. 1997; Lichtenthaler 1999; Lichtenthaler i col., 2000; Eisenreich i col.
2001). Finalment, algunes algues, les molses, les falgueres i les plantes superiors es caracteritzen per la
coexisténcia de les dues rutes de sintesi d’IPP i DMAPP separades en compartiments subcel-lulars

diferents (Lichtenthaler i col. 1997; McCaskill i Croteau 1998; Lichtenthaler 1999; Lichtenthaler i col.
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2000; Eisenreich i col. 2001). En aquests organismes, la ruta del MVA opera en el citosol-reticle
endoplasmatic (RE) i genera els precursors del conjunt d'isoprenoides citosolics i també proporciona IPP
per a la sintesi d'isoprenoides mitocondrials (Figura 4). D'altra banda, la ruta del MEP es troba en els

plastids i déna lloc al conjunt d'isoprenoides plastidics (Figura 4).

Ruta'del MVA citoquinines

dolicol

triterpens  esterols

v
brassinoesteroids

Figura 4. Esquema de les rutes de sintesi dels isoprenoides citosolics i mitocondrials derivats de la
ruta del MVA, i dels isoprenoides plastidics derivats de la ruta del MEP. Les abreviatures
corresponen a: DXS5P, 1-desoxi-D-xilulosa 5 fosfat; IPP, isopentenil difosfat; DMAPP, dimetilalil
difosfat; GPP, geranil difosfat; GGPP, geranilgeranil difosfat; FPP, farnesil difosfat; ABA, acid

abscisic.
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1.6 Inhibidors de la ruta del MEP

El fet que la ruta del MEP es trobi en la majoria d'eubacteries i en els plastids de les plantes, i en
canvi no es trobi en animals, la converteix en una nova i prometedora diana per al desenvolupament de
nous antibiodtics i herbicides (Rodriguez-Concepcion 2004). Aixi, el disseny d'inhibidors especifics dels
altament conservats enzims de la ruta del MEP, donaria lloc a herbicides i antibiotics d'ampli espectre
sense toxicitat per a I'home. De fet molts bacteris patogens humans com Haemophilus influenzae,
Mycobacterium tuberculosi, Treponema pallidum o Vibrio cholerae sintetitzen els isoprenoides
exclusivament a través de la ruta del MEP (Lichtenthaler i col. 2000; Eisenreich i col. 2001). A més s'ha
demostrat que inhibidors de la ruta del MEP tenen activitat antimaldrica i inhibeixen el creixement del

protozou Plasmodium falciparum en ratolins infectats (Jomaa i col., 1999).

Per al disseny d'inhibidors eficagcos que tinguin com a diana la ruta del MEP és essencial
conéixer en detall els enzims de la ruta, el seu mecanisme de reaccio i els residus aminoacidics essencials
per a la seva activitat. Actualment s'ha resolt l'estructura dels enzims DXS (Xiang i col., 2007), DXR
(Reuter i col., 2002; Yajima i col., 2002; Steinbacher i col., 2003), MCT (Kemp i col., 2001; Richard i
col., 2001; Kemp i col., 2003), CMK (Miallau i col., 2003; Wada i col., 2003) i MDS (Kemp i col., 2002;
Lehmann i col., 2002; Richard i col., 2002; Steinbacher i col., 2002; Kishida i col., 2003; Kemp i col.,
2005). Tanmateix, encara falta per resoldre I'estructura dels dos ultims enzims de la ruta, HDS i HDR.
Obtenir I'estructura d'aquestes dues ultimes proteines €s complicat per tractar-se de reductases amb un
cluster 4Fe-4S sensibles a 1'oxigen (Kollas i col., 2002; Seemann i col., 2002a; Wolff i col. 2002; Wolff i
col., 2003; Grawert i col., 2004; Seemann i col., 2005).

D'altra banda, per al desenvolupament d'antibiotics eficacos de la ruta del MEP també és
necessari coneixer si existeixen activitats que permetin superar un bloqueig enzimatic de la ruta i en
conseqiiencia permetre la superviveéncia dels bacteris malgrat la preséncia d'antibiotics que la inhibeixin

(Ur6s 2009).
2 Biosintesi d'isoprenoides en plantes

Les plantes sintetitzen la majoria de compostos isoprenoides coneguts i aquests exerceixen
funcions importants tant com a metabolits primaris com a secundaris. Com ja s'ha comentat, a les cél-lules
vegetals coexisteixen la ruta del MVA 1 la ruta del MEP per a la sintesi d'isoprenoides, el qual és un fet
destacable que no té lloc en cap altra ruta metabolica principal. La rad de la persisténcia d'ambdues rutes
pot deure's a I'enorme varietat d'isoprenoides formats per les plantes, la qual cosa podria requerir dues
rutes separades amb enzims i intermediaris completament diferents per facilitar la seva regulacid
independent. La ruta del MV A opera en el citosol-RE, i proporciona IPP per a la sintesi d'isoprenoides
citosolics 1 mitocondrials, mentre que la ruta del MEP opera als plastids i genera els isoprenoides
plastidics. Aixi, es poden esperar mecanismes de regulacio especifics per a cada ruta i mecanismes de

coordinaciéo amb les rutes posteriors de sintesi d'isoprenoides finals de cada compartiment, aixi com

10
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mecanismes que permetin la coordinacié entre la ruta del MVA i la ruta del MEP per a la sintesi global de

precursors isoprenoides.

La rapida identificacié de tots els gens de la ruta del MEP, fonamentalment en bacteris, va
permetre desenvolupar estratégies de genomica comparada per buscar els gens ortolegs en plantes i
actualment ja s'han identificat tots els gens en plantes com Arabidopsis (Rodriguez-Concepcion i Boronat
2002). En el moment d'iniciar aquesta tesi, els estudis sobre la regulacié de la ruta del MEP,
especificament els relacionats amb el control del flux metabolic a través de la ruta i amb la coordinacié de
I'esmentada ruta amb posteriors rutes de sintesi d'isoprenoides finals eren en el seu conjunt molt escassos.
També es desconeixia la regulacié de l'intercanvi de prenil difosfats comuns derivats de la ruta del MVA
o del MEP entre compartiments subcel-lulars, el qual s'ha descrit en diverses espécies de plantes des del
principi del descobriment de la ruta del MEP (Lichtenthaler i col. 1997; McCaskill i Croteau 1998;
Lichtenthaler 1999; Rohmer 1999a; Eisenreich i col. 2001). Actualment s'ha avancgat en el coneixement
del control del flux d’intermediaris en la via del MEP a Arabidopsis i en altres especies vegetals. A més, a
partir de I'estudi de mutants de pérdua de funcio de gens de la ruta del MEP a Arabidopsis, s'ha confirmat
el paper essencial d'aquesta ruta en el desenvolupament dels plastids i en el desenvolupament de la planta
(Mandel 1 col., 1996; Estevez i col., 2000; Budziszewski i col., 2001; Gutierrez-Nava i col., 2004).
Tanmateix, els estudis dels mecanismes de regulacio de l'esmentada ruta i de l'intercanvi de prenil

difosfats continuen sent molt escassos.

En els segiients apartats es contextualitzara la ruta del MV A i la ruta del MEP en relacio amb els
seus substrats i els isoprenoides finals que s’en deriven de cada una d’elles. També es resumiran els
mecanismes de regulacié coneguts de cada ruta, fent especial atencio en la ruta del MEP, objecte d'estudi
d'aquesta tesi. Finalment, s'abordara el coneixement actual sobre l'intercanvi de prenil difosfats entre
compartiments subcel-lulars en plantes, i les conseqtiencies d'un bloqueig de la ruta del MV A o la ruta del

MEP en plantules d'Arabidopsis.
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2.1 Laruta del MVA en plantes
2.1.1 Origen dels substrats de la ruta del MVA

L'acetil-CoA és un intermediari de multiples rutes metaboliques i en concret l'acetil-CoA
citosolic constitueix el precursor per a la formacié de diferents metabolits, entre els quals es troben els
isoprenoides derivats de la ruta del MVA. L'acetil-CoA citosolic es forma a partir de l'activitat ATP-citrat
liasa, la qual sintetitza acetil-CoA i oxalacetat a partir de CoA i citrat provinent del cicle de Krebs al

mitocondri (Oliver i col., 2009) (figura 5).

S
< '5:“

HAP +——» GAP
v

Ruta, del MVA:'
X ’

v »
IPP—>DMAPP

Figura 5. Esquema de les rutes metaboliques en les cel-lules vegetals que es relacionen amb els
precursors de la ruta del MVA (acetil-CoA) i de la ruta del MEP (piruvat i GAP). La importancia de
cada ruta depén de la especie vegetal, del tipus cel-lular i del seu estat metabolic. Les abreviatures
corresponen a: Gle, glucosa; DHAP, dihidroxiacetona 3-fosfat; GAP, gliceraldehid 3-fosfat; PGA,
acid 3-fosfoglicéric; PEP, fosfoenolpiruvat; Ac-CoA, acetil-CoA; DXP, 1-deoxi-D-xilulosa 5-fosfat;
IPP, isopentenil difosfat; DMAPP, dimetilalil difosfat; AG, acids grassos; TAG, triacilglicérids;

Phe, fenilalanina; Tyr, tirosina; Val, valina, Leu, leucina; Ile, isoleucina.
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2.1.2 Isoprenoides finals de la ruta del MVA

Els isoprenoides citosolics i mitocondrials es formen a partir de precursors sintetitzats per la ruta
del MVA (figura 4). A partir de la ciclacio d’FPP es generen el conjunt de sesquiterpens i a partir de la
ciclacié de I'escuale (C;, per dimeritzacié de dues molécules d’FPP), els esterols i els triterpens. Dels
esterols deriven les hormones brassinoesteroides (BRs). D'altra banda, I’FPP i el GGPP s'utilitzen en les
modificacions postraduccionals de prenilacié de proteines. Aixi mateix, a partir de prenil difosfats de
cadena llarga (>Cy) es formen els dolicols (molécules necessaries per a la glicosilacié de proteines) i els
politerpens. Les hormones citoquinines sén majoritariament meroterpens que presenten una cadena lateral
(trans-zeatina o cis-zeatina) derivada del DMAPP. L'origen de les unitats d’isopré per a la sintesi de
citoquinines ¢s un tema controvertit pero recents estudis apunten que la ruta del MVA genera la cis-
zeatina (Kasahara i col., 2004). D'altra banda, I'IPP generat en el citosol és importat als mitocondris, on es

generen prenil difosfats que donaran lloc a la cadena lateral de I'ubiquinona.

2.1.3  Regulacio de la ruta del MVA

2.1.3.1 Control del flux metabolic

El primer nivell de regulacio de la ruta del MVA es troba en el control del flux d’intermediaris a
través de la regulacié de determinades etapes enzimatiques de la via. En aquest sentit, I'enzim HMGR
constitueix l'etapa més important en el control metabolic de la ruta del MVA en plantes, tal com s'ha
demostrat préviament en animals i llevats (Goldstein i Brown 1990; Stermer i col., 1994; Chappell 1995;
Schaller i col., 1995; Benveniste 2002). Segons la concepci6 classica de control metabolic, ’THMGR
correspondria a l'etapa limitant que controlaria el flux en la ruta del MV A (Thomas i Fell 1998). Es tracta
d'un enzim que catalitza una reaccid irreversible que sintetitza el primer intermediari especific de la ruta i
que es troba regulat a multiples nivells transcripcionals i postranscripcionals (Stermer i col. 1994;

Benveniste 2002).

En plantes 1'expressio dels gens que codifiquen per als enzims HMGR (gens HMG) aixi com
l'activitat HMGR es regulen de forma diferencial en diferents teixits i en diferents estadis del
desenvolupament. A més, responen a estimuls externs com la llum, ferida o infeccions, i a estimuls

interns com hormones reguladores del creixement.
2.1.3.2  Regulacio transcripcional

L'expressio dels gens HMG respon negativament a la llum. Per exemple, els nivells dels
transcripts de HMG s6n significativament més grans en plantules d'drabidopsis crescudes en foscor que
en plantules crescudes en llum (Enjuto i col., 1994; Learned i Connolly 1997). Aixi mateix, en diferents
teixits i diferents estadis del desenvolupament hi ha marcades diferéncies d'expressid en els gens que
codifiquen per als enzims HMGR. Per exemple, en plantes adultes d'Arabidopsis els majors nivells
d'expressio es troben en l'arrel (Enjuto i col. 1994). Al llarg del desenvolupament els nivells d'expressio

dels gens HMG son majors en l'etapa de creixement d'un teixit i menors en el teixit madur (Stermer i col.
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1994). Per exemple, en el cas d'drabidopsis I'expressio del gen HMGI en plantes crescudes en foscor és
elevada en les fulles joves i disminueix progressivament a mesura que les fulles es desenvolupen
(Learned i Connolly 1997). Tanmateix l'esmentada expressio €s baixa a totes les fulles de plantes
crescudes en llum continua (Learned i Connolly 1997). Per tant, I'expressio del gen HMGI estaria

regulada simultaniament per factors relacionats amb el desenvolupament i per condicions ambientals.

La importancia de la regulacié de I'expressio dels gens HMG en el control de la sintesi
d'isoprenoides citosolics s’ha posat de manifest en sobreexpressar el gen HMGI, o inicament la part del
gen que codifica per al domini catalitic de ’HMGR, en plantes transgeniques d'Arabidopsis. Comparades
amb plantes silvestres, les esmentades plantes presenten major activitat HMGR, una major resisténcia a
MEYV, inhibidor de ’HMGR, i una major acumulacié d'esterols (Re i col., 1995; Gonzalez 2002;
Manzano i col., 2004; Rodriguez-Concepcion i col., 2004).

2.1.3.3  Regulacio6 postranscripcional

Els mecanismes de regulacid postranscripcional de la HMGR en mamifers inclouen I'estabilitat
de 'mRNA, l'eficiéncia de traduccio, la modificacid de l'activitat de 1'enzim per regulacié al-lostérica i
per fosforilacio, i la degradacié proteolitica (Goldstein i Brown 1990). Entre els mecanismes de regulacié
postranscripcional de ’"HMGR de plantes també s'inclouen la inactivacié per fosforilacio i la degradaciod

proteolitica (Leivar 2003; Manzano 2004).

A més, també semblen existir mecanismes de feed-back en la ruta del MVA, com suggereix
l'augment en la quantitat de proteina i en l'activitat HMGR al tractar cel-lules de tabac BY-2 amb

lI'inhibidor MEV (Hemmerlin i col., 2003).
2.1.34 Coordinacié amb etapes posteriors a la ruta del MVA

L'expressio dels gens HMG i l'activitat enzimatica HMGR també es regulen per mecanismes de
feed-back relacionats amb els canvis en els nivells d’intermediaris de rutes posteriors a la ruta del MVA
(Leivar 2003; Manzano 2004). Per exemple, en plantes transgéniques de tabac que sobreexpressen el
cDNA de l'esterol metil transferasa (SMT1), implicat en la sintesi d'esterols, es redueixen els nivells de
cicloartenol, intermediari de la ruta de sintesi d'esterols, i es produeix un augment en els nivells del

transcrit de ’HMG iuna major activitat HMGR (Wentzinger i col., 2002).
2.1.3.5 Families multigéniques i organitzacié en canals metabolics

Un altre mecanisme de regulacio de la ruta del MVA és l'existéncia de families multigéniques
que codifiquen per a diversos isoenzims en diferents passos de la ruta. D'aquesta forma, la sintesi
d'isoprenoides pot regular-se a través de l'expressio dels diversos isogens aixi com de l'activitat i
localitzacié subcel-lular dels diferents isoenzims (Carretero-Paulet 2003; Leivar 2003; Manzano 2004).

En el cas de "HMGR d'Arabidopsis hi ha 2 gens (HMG1 i HMG?2) i 3 isoenzims (HMGRI1L, HMGRIS i
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HMGR2) (Enjuto i col. 1994; Enjuto 1995; Lumbreras i col., 1995). Mentre els nivells del mRNA que
codifica per a I'isoenzim HMGRIS sén elevats en totes les parts de la planta, els transcrits que codifiquen
per als isoenzims HMGRIL i HMGR2 sén baixos i només es detecten en plantules, arrels i

inflorescéncies (Enjuto i col. 1994; Lumbreras i col. 1995).

L'existéncia d'isoenzims en diferents passos de la ruta del MVA i I'expressié d'un subgrup d’ells
en determinades situacions, va portar a proposar una regulacio de la ruta del MVA basada en una
organitzacid en canals metabolics, o metabolons (Chappell 1995). Segons aquest model, en el RE
existirien agrupacions d'isoenzims, o metabolons, regulats independentment i dedicats a la sintesi d'un
determinat grup d'isoprenoides. En aquest sentit, cal dir que els diferents isoenzims d’HMGR
d'drabidopsis presenten diferéncies en l'extrem N-terminal de la proteina que determinen una diferent
localitzacié subcel-lular en el RE i en estructures associades (Leivar 2003; Leivar i col., 2005). Aixi, la
segregacio dels diferents isoenzims de 'HMGR a la membrana del RE podria ser l'origen d'una
subcompartimentacio en la producci6 del MVA que es destinaria a la sintesi de diferents grups

d'isoprenoides.

2.2 Laruta del MEP en plantes
2.2.1 Origen dels substrats de la ruta del MEP

Els plastids, i en especial els cloroplastes, duen a terme funcions essencials i moltes vies
metaboliques estan exclusivament localitzades en aquests organuls. Per exemple, la fotosintesi té lloc als
cloroplastes. En el sistema endomembrands dels cloroplastes es troba la cadena de transport electronic i
en el lumen el conjunt d'enzims del cicle de Calvin que fixen CO, i produeixen acid 3-fosfoglicéric

(PGA) i GAP, un dels substrats de la ruta del MEP (figura 4).

A més, a partir de GAP i del seu isomer la dihidroxiacetona 3-fosfat (DHAP) es genera glucosa i,
a partir d'aquesta, mido, que és la reserva de carbohidrats als plastids de les plantes. Aquestes molécules
també son exportades al citosol (a través del transportador de trioses fosfat/ fosfat, TPT) (Streatfield i col.,
1999) on per la glicolisis es metabolitzen a acetil-CoA o, per la gluconeogenesis, formen glucosa que
s'exportara a altres cél-lules (figura 4). La glucosa del citosol també pot entrar als plastids (a través del
transportador de glucosa-6-fosfat/ fosfat, GPT) (Streatfield i col. 1999) per a la formacié de midd o per
entrar en la ruta de les pentoses fosfat (figura 4). La ruta de les pentoses fosfat als plastids també es pot
nodrir directament amb pentoses fosfat del citosol ja que recentment s'ha descrit un transportador de

xilulosa 5-fosfat en fulles d'drabidopsis (Eicks i col., 2002).

A partir de PGA format en el cicle de Calvin, per la via de la glicolisis s'obté fosfoenolpiruvat
(PEP). El PEP al cloroplast també pot derivar de la degradacié del midé. ElI PEP és un punt important de
ramificacid de diverses vies metaboliques (Lichtenthaler 1999) (figura 4). Aixi el PEP és el substrat de la
via del shiquimat (que donara lloc als aminoacids aromatics fenilalanina i tirosina, i composts fenolics

relacionats) i en la via de la glicolisis genera primer piruvat (substrat per a la sintesi dels aminoacids
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ramificats, valina, leucina i isoleucina, i substrat de la via del MEP) i a continuaci6 acetil-CoA (substrat

per a la sintesi d'acids grassos que seran transportats al citosol per generar triacilglicerids).

El PEP generat en el citosol per la glicolisis també pot entrar als plasts a través del transportador
de PEP/ fosfat (PPT) (figura 4). Les plantes també presenten el cicle del glioxilat, en el qual a partir de
triacilglicérids es poden obtenir esquelets carbonats del cicle de Krebs, els quals poden convertir-se en
PEP i a través de la gluconeogenesis en glucosa. D’aquesta manera les plantes poden sintetitzar sucres a
partir de lipids (figura 4). Aixo és important just després de la germinacid i abans de l'establiment del
metabolisme fotosintétic, periode en el que la plantula viu de les reserves acumulades en les llavors (les

quals son en un 40% lipids en el cas d'Arabidopsis) (Eastmond i Graham 2001).

En resum, el piruvat i el GAP per a la sintesi d'IPP i DMAPP poden procedir o no de la
fotosintesi en funcié del metabolisme del tipus cel-lular, de les condicions ambientals i de I'estadi de
desenvolupament. Mentre que en els cloroplastes els substrats per a la ruta del MEP deriven de la fixacio
fotosintetica de CO2, en el cas de plastids no fotosintetics han de derivar necessariament d'altres

precursors de C.

L'acoblament entre la fixacio de C en la fotosintesi i la ruta del MEP s'ha estudiat en relacié amb
la formacio6 d'isopre, el qual deriva del DMAPP format en la ruta del MEP i és un hemiterpe produit per
les fulles fotosintetiques d'algunes plantes, en particular arbres (Schnitzler i col., 2004). Donat el seu
rapid marcatge a partir de CO, marcat, s'ha assumit que la produccio d'isopre esta directament acoplada al
procés de fotosintesi (Affek i Yakir 2003) encara que diversos experiments han evidenciat un cert
desacoblament entre els dos processos. Aquests experiments van posar de manifest l'existéncia d'una font
alternativa de C a part del CO, per a la formacié d'IPP i DMAPP, que va representar entre el 10- 30% de
l'isopré format i va ser més important en condicions de fotosintesi limitada (Karl i col., 2002; Affek i
Yakir 2003; Schnitzler i col. 2004). Aquests estudis es van realitzar a Quercus agrifolia 1 Populus
deltoide (Karl i col. 2002), a Myrtus communis, Rhamnus alaternus i Mucura pruriens (Affek 1 Yakir
2003), i a Populus x canescens (Schnitzler i col. 2004). En tots ells es va proposar que la font alternativa
derivés d'equivalents de piruvat derivats del metabolisme citosolic de la glucosa i incorporats com a PEP
als cloroplastes. A més, Affek i Yakir (2003) van descartar que la font de C citosolica provingués

d'IPP/DMAPP sintetitzat per la ruta del MVA.

En relaci6 amb l'entrada de PEP als plastids, aquesta s'ha estudiat en el mutant cuel
d'drabidopsis defectiu pel transportador PPT 1 que presenta problemes en l'establiment del
desenvolupament fotoautotrofic (Streatfield i col. 1999). El primer defecte metabolic en aquest mutant és
la reduccio del flux a través de la ruta del shiquimat, la qual cosa provoca un desequilibri en la proporcid
entre aminoacids no aromatics i aromatics, i una reduccid en els compostos fenolics derivats de la ruta del
shiquimat, com les antocianines. A més es veu afectada la sintesi d'isoprenoides plastidics i, per tant, el

mutant cuel presenta nivells reduits de clorofil-les i carotenoides.
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A part de l'origen divers del piruvat i el GAP per a la sintesi d'isoprenoides per la via del MEP,
hi podria haver més substrats alternatius. Encara que en plantes no hi ha estudis que demostrin aquesta
possibilitat, estudis amb la cianobacteria Synechocystis sp. (soca PCC6803) han posat de manifest que en
aquest bacteri la sintesi d'IPP i DMAPP pot tenir lloc a partir de substrats diferents de piruvat i GAP
(Ershov i col., 2002; Poliquin i col., 2004). Aixi, malgrat que Synechocystis presenta el conjunt de gens
homolegs de la ruta del MEP i que aquesta es reconeix com a essencial (Eisenreich i col. 2001; Poliquin i
col. 2004), en condicions de creixement fotoautotrofic la sintesi d'isoprenoides s'estimula amb substrats
de la ruta de les pentoses fosfat i no amb piruvat, DX5P o MEP (Ershov i col. 2002; Poliquin i col. 2004).
A més, la sintesi d'isoprenoides no s'inhibeix amb FSM, un inhibidor de la DXR, (Ershov i col. 2002).
D’aquesta manera s'ha proposat una ruta paral-lela a la del MEP en aquest organisme que permetria la
sintesi d'algun intermediari d'aquesta ruta posterior al MEP (Ershov i col. 2002; Poliquin i col. 2004).
Fins al moment aquest €s 1"inic organisme en el qual s'ha descrit la possibilitat d'entrades alternatives de

substrats per a la sintesi d’intermediaris de la ruta del MEP.

2.2.2  Isoprenoides finals de la ruta del MEP

Els isoprenoides plastidics es formen a partir de precursors sintetitzats per la ruta del MEP
(figura 5). La ciclaciéo del GPP donara lloc al conjunt de monoterpens i la del GGPP a les hormones
gibberel-lines (GAs). La dimeritzacié de dues molécules de GGPP origina el fitoe, a partir del qual es
sintetitzen tots els carotenoides i derivats d'aquests, com 1'hormona acid abscisic (ABA). D'altra banda, a
partir de GGPP es forma el fitil difosfat que és transferit a substrats de naturalesa no isoprenoide i aixi
passa a formar part de les molecules de clorofil-la, tocoferol (vitamina E) i filoquinona (vitamina K). Aixi
mateix, la plastoquinona presenta una cadena lateral derivada de prenil difosfats. La ruta del MEP també

originaria la trans-zeatina de les citoquinines isoprenoides (Kasahara i col. 2004).

2.2.3 Regulacio de la ruta del MEP

2.2.3.1 Control del flux metabolic

Des del descobriment de la ruta del MEP, s'ha estudiat el paper de diversos enzims de la ruta en
el control del flux d’intermediaris i els estudis duts a terme fins al moment apunten a que diferents enzims
col-laboren en el control del flux metabolic en la ruta del MEP (Botella-Pavia i col., 2004). Aquestes
observacions estan d'acord amb les noves teories del control metabolic que assenyalen que el control del
flux en una ruta es reparteix en diferent grau entre diversos enzims i que a més, la distribucio de

I'esmentat control pot variar en diferents condicions (Thomas i Fell 1998).

Des de la identificacid dels dos primers enzims de la ruta del MEP, ambdues van ser proposades
com a punts potencials de control del flux metabolic a través de la ruta. Aixi la DXS és el primer enzim
de la ruta i catalitza una reacci6 irreversible, mentre que el segon enzim, la DXR, sintetitza en una reaccio
reversible el primer intermediari especific de la ruta del MEP. Tanmateix, els primers treballs en
eubacteries van demostrar que l'activitat DXS pero no la DXR, era limitant per a la sintesi d'isoprenoides

(Harker i Bramley 1999; Kuzuyama i col., 2000; Miller i col., 2000). D'altra banda, una vegada elucidada
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la ruta del MEP, una de les diferéncies més destacables respecte de la ruta del MVA va resultar ser la
sintesi simultania d'IPP i DMAPP en 1'iltima etapa de la ruta, catalitzada per l'enzim HDR. Estudis de
sobreexpressio del gen que codifica per a I'esmentat enzim a E. coli han evidenciat que també €s limitant
per a la sintesi d'isoprenoides (Cunningham i col. 2000). Aquests tres enzims de la ruta del MEP (DXS,
DXR i HDR) també han estat els més estudiats en plantes pel que fa al seu paper en el control del flux

metabolic de la ruta.

Un abordatge per estudiar el control de DXS, DXR i HDR sobre la sintesi d'isoprenoides
plastidics finals, ha consistit en la sobreexpresid dels corresponents cDNAs a Arabidopsis. Per a tots ells,
els majors nivells d'expressio es van correlacionar amb una major acumulacio d'isoprenoides plastidics
finals (Estévez i col., 2001; Carretero-Paulet 2003; Botella-Pavia i col. 2004). Al contrari, tant en linies
transgeéniques antisentit de DXS (Estévez i col. 2001) com en linies transgeéniques de sobreexpressio de
DXR cosuprimides (Carretero-Paulet 2003) es va observar una disminucié en I'acumulacié d'isoprenoides
plastidics finals. Aixi mateix, els fruits de plantes transgeniques de tomaquet que sobreexpressaven la
DXS de E. coli sota un promotor especific de fruit, van acumular majors nivells de carotenoides (Enfissi i
col., 2005). Estudis recents han demostrat que la sobreexpressio de DXS augmenta la produccié de
monoterpens en forma d’olis essencials a plantes d’espigol transgeéniques (Munoz-Bertomeu i col., 2006)
i incrementa els nivells de carotenoids en tubercles de patata transgénica (Morris i col., 2006), mentre que
en plantes transgeniques de menta que sobreexpressaven la DXR es va estimular l'acumulacio de
monoterpens 1 en les que sobreexpressaven la versid antisentit es va suprimir I'esmentada acumulacid
(Mahmoud i Croteau 2001). Pel que fa a la HDR, es va observar que plantes transgéniques d’Arabidopsis
que sobreexpressaven constitutivament aquest enzim presentaven uns majors nivells de carotenoids,

similars als observats amb les plantes transgeniques sobreexpressores de DXS (Botella-Pavia i col. 2004).

D'altra banda, quan plantes transgeniques d'drabidopsis que sobreexpressaven constitutivament
la taxadi¢ sintasa del teix (TXS, primer enzim en la sintesi de taxol que cicla el GGPP per donar taxadie;
Wildung i Croteau 1996) es van creuar amb linies que sobreexpressaven els enzims DXS, DXR o HDR,
les plantules resultants van acumular nivells de taxadi¢ i de carotenoides significativament més grans que
els observats en les plantes creuades amb el parental silvestre (Besumbes 2004; Besumbes i col., 2004;
Botella-Pavia i col. 2004). Mentre l'augment de carotenoides va ser similar, les plantules que
sobreexpressaven HDR+TXS van acumular majors nivells de taxadie que les DXS+TXS i aquestes, al seu
torn, més que les DXR+TXS. Aquestes observacions semblaven indicar l'existéncia de mecanismes
reguladors de la sintesi de carotenoides que impedeix avaluar la contribucié de cada enzim al control del
flux d’intermediaris de la ruta del MEP. Els resultats per al taxadi¢, tanmateix, suggerien un paper

predominant de la HDR en I'esmentat control, almenys en I'estadi de plantula.

2.2.3.2 Regulaci6 transcripcional

Es d'esperar que en aquells teixits o etapes del desenvolupament en que es requereixi un major
aport de precursors per a la sintesi d'isoprenoides plastidics finals sigui necessaria una major activitat de

la ruta del MEP, la qual cosa podria aconseguir-se amb una activacié de l'expressio dels gens codificants

18



INTRODUCCIO

pels enzims de I'esmentada ruta. Pel que es refereix a l'expressié de gens de la ruta del MEP en diferents
teixits, a Arabidopsis els gens DXS i DXR s'expressen en tots els teixits de la planta si bé els majors
nivells d'expressio es troben en els teixits joves aeris (Estévez i col. 2001; Carretero-Paulet i col., 2002).
A més durant el desenvolupament de les plantules d'4Arabidopsis es produeix un augment en 1'expressio de
tots els gens de la ruta del MEP en paral-lel a l'augment en la quantitat de clorofil-les i carotenoides
(Guevara-Garcia i col., 2005). D'altra banda, tant en plantes de tomaquet (Lois i col., 2000) com de
Medicago truncatula (Walter 1 col., 2002) el gen DXS presenta elevats nivells d'expressio en els teixits
aeris, fulles incloses, tiges i inflorescencies, i baixos nivells en les arrels, d'acord amb una funcié

relacionada amb la fotosintesi de molts dels isoprenoides plastidics.

Un abordatge per a I'estudi del paper de DXS, DXR i HDR en el control del flux metabolic ha
consistit en 1'analisi de I'expressio dels corresponents gens en processos de desenvolupament associats a
una inducci6 en la sintesi d'isoprenoides plastidics (taula 1). En diferents sistemes, el pic en els nivells de
transcrits de DXS que precedeix 1'acumulacio d'isoprenoides es produeix en els tipus cel-lulars encarregats
de la sintesi dels esmentats productes. Aquest és el cas de les cel-lules de les glandules secretores de
monoterpens de les fulles de menta (Lange i col. 1998), la capa externa de c¢l-lules del pericarp del fruit
de tomaquet, on es produeix la maxima acumulacié de carotenoides (Lois i col. 2000), i en les parts de la
flor d'Antirrhinum majus responsables de 'emissio d'isoprenoides volatils (Dudareva i col., 2005). D'altra
banda, en l'emissio de monoterpens i sesquiterpens volatils per les flors d'Antirrhinum majus, 1'expressio
de DXS segueix un ritme circadia que es correlaciona amb el patrd d'emissio dels esmentats isoprenoides
(Dudareva i col. 2005). Respecte a 1'expressio dels gens de la ruta del MEP en determinats tipus cel-lulars,
es pot destacar la sintesi d'alcaloides indol monoterpénics en teixits de Catharanthus roseus, en els quals
es va detectar l'expressié dels gens de la ruta del MEP, DXS, DXR i MCS en c¢l-lules parenquimatiques
del floema intern, mentre que els gens que codifiquen per als segiients enzims en la sintesi dels esmentats
alcaloides s'expressaven a l'epidermis, fet que implicava la translocacié d’intermediaris entre diferents

tipus cel-lulars (Burlat i col., 2004).

D'altra banda, s'ha proposat també que I’activacié de I'expressio de DXR estaria relacionada amb
la disminucid en els nivells d'algun intermediari de la ruta del MEP o de rutes posteriors, ja que tant en
plantules d'Arabidopsis crescudes en presencia de FSM (inhibidor de la DXR) com en fruits de tomaquet
tractats amb aquest inhibidor, es va produir un augment en els nivells del mRNA de la DXR (Rodriguez-

Concepciodn i col., 2001; Carretero-Paulet 2003).
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Procés Isoprenoides acumulats DXS | DXR | HDR Referéncia
Desetiolacié (Arabidopsis) Clorofil-les i carotenoides " " . g/l(%rfel i col., 1996; Carretero-Paulet i col., 2002; Botella-Paviai col.,
Maduracié del fruit (pebrot) Carotenoides + ? ? Bouvier i col., 1998.
Maduracié del fruit (tomaquet) Carotenoides . R . I;glls I288|4 2000; Rodriguez-Comcepcion i col., 2001; Botella-Pavia i
Produccié d'olis essencials (menta) Monoterpens volatils + ? ? Lange i col., 1998.
Produccié de volatils (Antirrhinum majus) Monoterper‘;zlngssquiterpens + + ? Dudareva i col., 2005.
':i"i,‘;‘g:)tzacm diarrels (blat, arrog, blat de moro i Apocarotenoides + + 2 | Walteri col., 2000; Walter i col., 2002; Hans i col., 2004.
rpc:;’:l‘l’sc)cif’ dialcaloides (cultius de Catharantus | ajoioides indol monoterpénics | + + 2 | Veaui col., 2000; Chahed i col., 2000.

Taula 1. Acumulacié de transcrits que codifiquen per DXS, DXR i HDR en processos de

desenvolupament associats a una induccid en la sintesi d’isoprenoides plastidics

2.2.3.3 Regulacio postranscripcional

A part del control transcripcional de I'expressio de gens de la ruta del MEP, hi pot haver
mecanismes de control postranscripcional que afectin a la quantitat de proteina o a l'activitat enzimatica i
que determinin el flux d’intermediaris en la ruta. Es d'esperar que en aquells teixits amb un major
requeriment d'activitat de la ruta del MEP, els nivells de les esmentades proteines siguin més elevats. Fins
al moment s'ha estudiat I'acumulacié de DXS, DXR, CMS, HDS i HDR en diferents treballs realitzats en
Arabidopsis 1 que, en el seu conjunt, han mostrat que en la planta adulta les fulles presenten els nivells
més elevats de les esmentades proteines i, al contrari, les arrels acumulen els nivells més baixos (Estevez i
col. 2000; Carretero-Paulet i col. 2002; Gutierrez-Nava i col. 2004; Guevara-Garcia i col. 2005). A més,
els nivells de la proteina DXS en plantules son elevats en comparacié amb els seus nivells en diferents

teixits de la planta adulta (Estévez i col. 2001).

Diverses observacions apunten a un control postranscripcional de la ruta del MEP. D'una banda,
s'ha estudiat el nivell d'expressio dels gens de les rutes del MVA i del MEP en plantules d'drabidopsis
crescudes en presencia dels inhibidors MEV o FSM. La preseéncia dels esmentats inhibidors va comportar
canvis en els nivells dels isoprenoides finals clorofil-les, carotenoides i esterols que tanmateix, no es van
correlacionar amb canvis d'expressid génica. Aquest fet va permetre proposar I’existéncia de mecanismes
de regulacid postranscripcional tindrien un paper important en el control de la sintesi de precursors
isoprenoides (Laule i col., 2003). D'altra banda, en el cas de la DXS, es va produir un augment en
l'acumulacié d'isoprenoides finals en les plantes transgéniques de sobreexpressié d’aquest enzim que no
es correlacionava amb el nivell d’expressio de 1'esmentat gen. Per explicar aquestes diferencies es van
proposar mecanismes de regulacio postranscripcional com la regulacié de la traduccid o la modificaci6 de

la proteina (Estévez i col. 2001).
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A més, en plantules d'Arabidopsis crescudes amb FSM (inhibidor de la DXR) al medi de cultiu,
es va produir un augment de l'expressio del gen DXR i una major acumulacié de proteina DXR.
Tanmateix, I'acumulacié relativa de proteina era major, el que suggeria I’existéncia de mecanismes de
control postranscripcional que afectarien a la quantitat de proteina DXR (Carretero-Paulet i col. 2002).
D'altra banda en blat de moro, i per tal d’explicar una expressié del gen DXR major en fulles que en arrels
micorrizades i en canvi una quantitat de proteina DXR similar, es va proposar un recanvi de la proteina

DXR major en fulles que en arrels (Hans i col., 2004).

Recentment s'ha estudiat 1'acumulacid dels transcrits de tots els gens de la ruta del MEP, aixi
com els nivells de les corresponents proteines en plantules d'Arabidopsis i s'ha vist que en plantules
mutants nul-les per a I'enzim HDR els nivells de la proteina DXS augmenten malgrat que els nivells de
tots els transcrits de la ruta del MEP disminueixen respecte de les plantules silvestres (Guevara-Garcia i
col. 2005). L'esmentat augment en la quantitat del primer enzim de la ruta del MEP, es va repetir en
plantules mutants nules per a DXR, CMS i HDS, perdo no en plantules mutants afectades en el
desenvolupament plastidic no relacionades amb la ruta del MEP, de manera que 1’augment en els nivells
de DXS no es podia considerar com una resposta general a un bloqueig en el desenvolupament dels
plastids. També es van estudiar els nivells de transcrits i proteines de la ruta del MEP al llarg del
desenvolupament de plantules silvestres, i es va trobar una falta de correlacid que va ser especialment
evident en el cas de DXS, ja que als 3 dies es produia la major acumulacio de la corresponent proteina,
mentre els transcrits DXS presentaven el nivell més baix. Tot aixo es va interpretar com I’existéncia de
mecanismes de regulacié postranscripcional que regularien els nivells de la proteina DXS al principi del
desenvolupament en plantules d'Arabidopsis. L'esmentada regulacié postranscripcional també semblava
explicar 1'augment en els nivells de proteina DXS sense un augment en els corresponents transcrits quan
es traspassaven plantules d'Arabidopsis a un medi amb l'inhibidor FSM (Guevara-Garcia i col. 2005).
Tanmateix, en 1'esmentat experiment amb FSM no es va detectar un augment en els nivells de la proteina
DXR, contrariament al reportat anteriorment (Carretero-Paulet i col. 2002). Per explicar el conjunt
d'observacions, Guevara-Garcia i col., (2005) van proposar que la regulacio postranscripcional de la ruta
del MEP, o almenys de la DXS, seria deguda a una disminucio en els nivells d'IPP i/o DMAPP o de

metabolits posteriors de la sintesi d'isoprenoides.

També s’ha posat de manifest ’existéncia d’un control sobre la ruta del MEP per part dels
plastids a través de proteines codificades per gens del plastoma que regularien post-transcripcionalment
I’acumulacié d’enzims d’aquesta ruta. Aixi doncs, mutants afectats en la sintesis de proteines codificades
pel plastoma, mostren una sobreacumulacié d’enzims claus de la ruta del MEP com sén DXS, DXR, HDS
i HDR (Sauret-Gueto i col., 2006). Més concretament, s’ha postulat un important paper del complexe
plastidic Clp, les subunitats del qual estan codificades pel plastoma, sobre el control de la degradacié de
les proteines DXS i DXR. Una menor activitat d’aquest complexe es tradueix en un augment dels nivells
de DXS i DXR (Flores-Perez i col., 2008). D’aquesta manera els plasts tindrien la capacitat de modificar

el fluxe de la ruta del MEP en funcio de les seves necessitats.
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També s'han proposat mecanismes de regulacid de l'activitat enzimatica per a la ruta del MEP.
Aixi, estudis recents sobre la regulacio de la ruta del MEP durant I'emissio d'isopre a Eucalyptus globulus,
van evidenciar que el subministrament de DX exogena desplagava la font de carboni endogena (DXSP)
per a la sintesi d'isopré sense incrementar la taxa d'emissio (Wolfertz i col., 2004). Per explicar aquests
resultats es va proposar l'existéncia d'un mecanisme de feed-back de control de la DXS a partir de DXS5P,
DMAPP o altres intermediaris de la ruta del MEP, que modularien I'activitat DXS per mantenir constant
l'aport de DMAPP per a la sintesi d'isopré. Una regulacio feed-back de la ruta del MEP també s'ha
proposat en estudis de cristal-litzacid de la proteina MDS d'E. coli a partir de I'observacié que aquest
enzim uneix IPP o DMAPP, GPP i FPP en una proporcid 1:4:2, de manera que metabolits sintetitzats en

passos posteriors podrien regular la seva activitat (Kemp i col. 2005).

L'activitat d'alguns enzims de la ruta del MEP com DXR, HDS i HDR, podria estar regulada per
la llum a través del sistema ferredoxina/tiorredoxina (F/T) (Balmer i col., 2003; Lemaire i col., 2004). Els
electrons de la ferredoxina reduida a la cadena de transport electronic, son transferits a la tiorredoxina a
través de I'enzim F/T reductasa. El sistema F/T constitueix un pont entre la llum i I'activacié enzimatica ja
que quan té lloc la fotosintesi, les tiorredoxines es redueixen i regulen l'activitat de proteines diana a
través de la reduccid de determinats ponts disulfur. Entre les proteines activades per aquest sistema es
troben proteines relacionades amb la fotosintesi com les del cicle de Calvin. En estudis realitzats per
trobar possibles noves dianes del sistema F/T es van identificar les proteines DXR i HDS a partir de
proteines de l'estroma de cloroplastes d'espinac (Balmer i col. 2003) i HDR a partir de proteines de cultius
de l'alga Chlamydomonas reinharditi (Lemaire i col. 2004). Les proteina que siguin diana del sistema F/T
presenten una serie de cisteines (Cys) conservades. HDS i HDR presenten Cys conservades tant en
plantes com en bacteris (Cunningham i col. 2000; Hecht i col. 2001; Adam i col. 2002; Querol i col.,
2002; Botella-Pavia i col. 2004; Seemann i col. 2005). DXR també presenta una serie de Cys conservades
en plantes (Rodriguez-Concepcidon i col. 2001; Carretero-Paulet 2003), que tanmateix no estan
conservades en bacteris (Takahashi i col. 1998; Lange 1 Croteau 1999; Schwender i col., 1999; Carretero-
Paulet 2003). Aquest fet es podria explicar per l'observacié que molts enzims cloroplastidics regulats pel
sistema F/T presenten Cys adicionals conservades en comparacid als enzims homolegs d'organismes no
fotosintetics (Lemaire i col. 2004). Aixi, I'activacié de la ruta del MEP per reduccio a través del sistema
F/T seria especifica dels organismes fotosintétics i afegiria un punt més de complexitat a la seva

regulacid, vinculant-la al procés fotosintétic.

2.2.3.4 Coordinacié amb etapes posteriors a la ruta del MEP

La ruta del MEP s'ha de coordinar amb les posteriors rutes de sintesi d'isoprenoides finals per

assegurar el correcte subministrament de precursors quan siguin necessaris en cada ruta.

D'una banda, l'augment del subministrament de precursors sintetitzats per la ruta del MEP ha
evidenciat punts de control posteriors que determinen l'augment en els nivells d'isoprenoides finals. Aixi,
en plantules transgeniques d'Arabidopsis de sobreexpressio d’HDR semblava produir-se, respecte a

plantules silvestres, un augment relatiu en els nivells d'TPP i DMAPP més gran que el de carotenoides,
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indicant l'existéncia de mecanismes reguladors de la sintesi de carotenoides (Botella-Pavia i col. 2004). A
més, la sobreexpressid del gen DXS a Arabidopsis va resultar en un major augment relatiu en la quantitat
d'ABA que en la de carotenoides, indicant una regulacié diferencial en funcié de l'isoprenoide final

(Estévez i col. 2001).

Potser I'exemple més espectacular de 1'efecte que pot ocasionar la desregulacid entre 1’aport de
precursors i la sintesi de productes finals és la generacid de plantes pal-lides i nanes de tomaquet per
sobreexpressio de I'enzim fito¢ sintasa (PSY), el primer enzim especific de la sintesi de carotenoides i el
pas limitant d'aquesta ruta. La desviacié de precursors cap a la sintesi de carotenoides en aquestes plantes
transgéniques va ocasionar un menor aport dels mateixos per a la sintesi de clorofil-les i GAs, fet que va
generar els efectes secundaris comentats (Fray i col., 1995). De fet, estudis en tomaquet han demostrat
que durant I'acumulacié de carotenoides en el procés de maduracid del fruit, l'expressié dels gens DXS i
PSY augmenta coordinadament (Lois i col. 2000; Rodriguez-Concepcion i col. 2001). En aquesta
coordinaci6 entre la ruta del MEP i la ruta de la carotenogenesi podria jugar un paper important el
producte de la DXS, ja que s'ha observat que un augment en els nivells de DX activa el procés de
maduracié (Lois et al., 2000; Rodriguez-Concepci6 et al., 2001). Un altre procés en el qual s'ha observat
una estreta coordinacio entre les rutes de produccid i consum d'TPP i DMAPP és la desetiolacid, procés en
el qual es produeix un gran augment en la sintesi de clorofil-les i carotenoides. De fet, a Arabidopsis els
promotors dels gens DXS (Welsch i col., 2003) i HDR (Botella-Pavia i col. 2004) contenen un motiu
descrit originalment al gen PSY, i que també esta present en altres gens que codifiquen per a proteines
implicades en la fotosintesi, i que s'associa amb una regulacié coordinada dels esmentats gens en el
procés de formacié dels complexos fotosintetics una vegada les plantules s'exposen a la llum (Welsch i

col. 2003).

2.2.3.5 Families multigéniques

Pel que es refereix a la possibilitat de regulacié de la ruta del MEP per l'existéncia de diversos
isoenzims en diferents passos de la ruta, assenyalar que en contrast amb la ruta del MVA els enzims de la
ruta del MEP son codificats per un unic gen, a excepcié de DXS en algunes espécies de plantes. A
Medicago truncatula, blat de moro, tomaquet i tabac hi ha dos isogens DXS amb una expressio diferencial
(Walter i col. 2002). Mentre els isogens de tipus I es relacionarien amb el metabolisme primari i
s'expressarien en cloroplasts de teixits verds i en cromoplasts de fruits, els de tipus II es relacionarien amb
el metabolisme secundari i s'expressarien en cromoplastes o gerontoplastes d'arrels micorrizades i en
leucoplastes de cellules de les glandules dels tricomes de fulles que produeixen monoterpens i
sesquiterpens volatils (Walter i col. 2002). També pertanyen al grup II la DXS de cultius cel-lulars de C.
roseus, que s'indueix en la sintesi d'alcaloides indol monoterpénics (Chahed i col., 2000), la DXS de
Tagetes erecta, que s'expressa en petals que produeixen carotenoides (Moehs i col., 2001) i la DXS de

menta, present en els tricomes glandulars productors de monoterpens (Lange i col. 1998).

A Arabidopsis hi ha 3 gens codificants per a proteines amb homologia de seqiiencia a DXS

(Rodriguez-Concepcién i Boronat 2002): DXSI (Atdgl15560), DXS2 (At3g21500) i DXS3 (At5gl11380).
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El gen DXS!/ (també anomenat CLAI; Mandel i col., 1996) és I'unic pel qual s'ha demostrat la seva
funcionalitat com a DXS (Estevez i col. 2000). Encara que els estudis d'homologia no permeten concloure
que la proteina DXS2 tingui activitat DXS (Walter i col. 2002), aquesta proteina presenta un 73%
d'identitat amb DXSI1 i per aix0 que es va considerar possible que catalitzés la mateixa reaccié que DXSI.
Sorprenentment, soques d'E. coli deficients en l'activitat DXS van poder ser rescatades expressant el gen
DXS1 d'Arabidopsis, pero no el DXS2 (Carretero-Paulet 2003). De la mateixa manera, el fenotip del
mutant d'Arabidopsis chs5 de pérdua de funcié de DXS1 (Araki i col., 2000), es va poder revertir
expressant el transgen 35S5::DXS1 pero no el 355::DXS2 (Carretero-Paulet 2003). Tot i que sembla que
DXS2 no mostri activitat DXS, no s’han realitzat estudis exhaustius per confirmar aquest fet. D'altra
banda, la divergencia en la seqiiencia DXS3 respecte DXS1 també fa improbable que codifiqui per a una

proteina amb activitat DXS (Rodriguez-Concepcién i Boronat 2002; Carretero-Paulet 2003).

2.3 Intercanvi de prenil difosfats entre compartiments subcel-lulars

La ruta del MVA 1 la ruta del MEP coexisteixen a les cel-lules vegetals, si bé en compartiments
separats. Tanmateix, en algunes espécies s'ha posat de manifest un intercanvi limitat de prenil difosfats
comuns entre els dos compartiments. Aquest intercanvi de precursors s'ha estimat per sota de 1'% en
plantes intactes i en condicions fisiologiques (Eisenreich i col. 2001). Els primers experiments relacionats
amb l'intercanvi estan recollits en les revisions de la sintesi d'isoprenoides de Lichtenthaler i col., (1997),
McCaskill i Croteau (1998), Lichtenthaler (1999), Rohmer (1999a) i1 Eisenreich i col., (2001). Els nivells
més elevats d'intercanvi s'han detectat en cultius cel-lulars en preséncia de DX o MVA exogen
(Eisenreich i col. 2001). Tanmateix, concentracions elevades d'aquests precursors, que normalment no
s'acumulen a les cel-lules, podrien alterar les rutes i sobreestimar la seva contribucio real en la produccid
d'un determinat isoprenoide (Rohmer 1999a). En aquest tipus d’estudi és preferible utilitzar precursors
més "neutres" com la glucosa, ja que és un intermediari general que pot direccionar-se a tots els
compartiments metabolics de la cel-lula (Schuhr i col., 2003). Tanmateix, en condicions de creixement

normals, els organismes fotoautotrofs requeririen CO, com a Unica font de carboni (Rohmer 1999a).

L'intercanvi entre les dues rutes s'ha demostrat, per exemple, en cultius de teixits no fotosintetics
de Ginkgo biloba utilitzant MVA o glucosa marcats amb °C. En aquesta espécie, els derivats diterpénics
del metabolisme secundari es van originar majoritariament a partir de la ruta del MEP pero entre 1-2%
van tenir un origen mixt, amb 3 unitats derivades de la ruta del MVA i una de la ruta del MEP (Schwarz
1994). Un altre exemple és el dels sesquiterpens sintetitzats en les flors de camamilla. A partir de *C-
glucosa o *C-DX les dues primeres unitats d’isopré van ser marcades per la ruta del MEP i la tercera per
la ruta del MEP o per la ruta del MVA (Adam i Zapp 1998; Adam i col., 1999). També s'ha descrit
l'existéncia d'intercanvi en cultius no fotosintetics de cel-lules de tabac BY-2 crescudes amb sacarosa
(Hemmerlin i col. 2003). En aquest treball es va demostrar que inhibint la ruta del MVA amb MEV, la
BC-DX s'incorporava en els esterols. De forma reciproca, en inhibir la ruta del MEP amb FSM i afegir
BC-MVA, aquest s'incorporava a la cadena lateral de la plastoquinona. D'altra banda, en cultius cel-lulars
verds de Catharantus roseus crescuts en preséncia de glucosa, la DX marcada amb *C es va incorporar

eficientment al fitol i als carotenoides i també es va observar en menor percentatge marca en l'esterol
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sitoesterol (6% relatiu al marcatge en el fitol i els carotenoides) (Arigoni i col., 1997). Més recentment
sha quantificat l'intercanvi en aquests cultius cel-lulars, afegint glucosa o MVA marcats amb “C i
analitzant el marcatge en el sitoesterol, el carotenoide luteina i el fitol present en la clorofil-la (Schuhr i
col. 2003). El >C-MVA es va incorporar en un 48% a IPP i DMAPP per a la sintesi de sitoesterol i en un
7% per a la sintesi de luteina. En utilitzar *C-glucosa, el 95% dels precursors per a la sintesi de
sitoesterol van derivar de la ruta del MVA i el 5% de la ruta del MEP, mentre el fitol va derivar en un
40% de la ruta del MVA i en un 60% de la ruta del MEP. D’altra banda, s’ha posat de manifest que tant la
ruta del MEP com la del MVA estan implicades en la sintesi de I’IPP utilitzat per produir el dolicol a
C.geoides, on tindria lloc un transport d’IPP de la ruta del MVA cap a dins dels plastids, i alla
conjuntament amb I’IPP de la ruta del MEP formaria oligoprenilfosfats que posteriorment surtirien al
citosol per tal d’acabar de formar la moleécula de dolicol amb IPP provinent de la ruta del MVA

(Skorupinska-Tudek i col., 2008).

Tenint en compte aquests resultats i els resultats de treballs anteriors, els autors van proposar que
la contribucié relativa de la ruta del MVA i del MEP depén dels precursors subministrats i de
l'isoprenoide final analitzat de forma que el nivell d'intercanvi dependria en gran manera de les
condicions experimentals. S’ha suggerit que els parametres del flux metabolic de cada ruta i de la taxa de
transport entre membranes han d'estar subjectes a regulacions complexes que presumiblement es veuen
afectades pel subministrament d’intermediaris exogens. Per aixo es va assenyalar que en una analisi
quantitativa de l'intercanvi entre la ruta del MVA 1 la ruta del MEP, un simple model basat en dos

compartiments és insuficient i han de tenir-se en compte mecanismes de regulacié complexos.

L'intercanvi de precursors també ha estat demostrat a Arabidopsis. Aixi, Kasahara i col., (2002)
van créixer el mutant clal-1 (defectiu en l'activitat DXS; Estévez i col., 2000) en medi liquid suplementat
amb sacarosa i van observar que en afegir "C-DX al medi de cultiu I'ent-kauré (precursor de la sintesi de
GAs) es va marcar en un 85% i el campesterol en un 5%. De manera que es va produir un cert nivell
d'intercanvi en el sentit plastid-citosol. Per estudiar I'intercanvi en el sentit citosol-plastid, es van créixer
plantules silvestres en medi liquid amb sacarosa i MEV, inhibidor de la ruta del MVA. En aquestes
condicions van observar que en afegir *C-MVA el campesterol es va marcar aproximadament en un 80%
i I'ent-kauré en un 5%. En aquests experiments la incorporacié de precursors marcats va ser proporcional

a la concentracio de sacarosa en el medi de creixement.

L'intercanvi tamb¢ s'ha estimat a partir de la capacitat dels precursors d'una ruta de rescatar el
fenotip derivat del bloqueig de l'altra ruta. A Kasahara et al. (2002), el bloqueig del desenvolupament de
les plantules silvestres per la inhibici6 de la ruta del MVA amb MEV es va rescatar parcialment amb DX.
En aquest experiment, també es va observar que altes concentracions de DX afectaven el
desenvolupament normal de les plantules d’Arabidopsis, indicant un possible paper toxic d’aquesta
molecula. Tanmateix, l'intercanvi en el sentit citosol-plastid semblava menys efectiu, ja que mentre la DX
exogena va rescatar la sintesi de clorofil-les i carotenoides en el mutant clal-1, el fenotip albi no es va
poder revertir amb MVA (encara que va acumular una petita quantitat de pigments). Nagata i col., (2002)

van estudiar de forma indirecta l'origen de les unitats isopre a clal-1 per la sintesi dels escassos
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isoprenoides plastidics que es sintetitzaven en afegir MVA en el medi de creixement. Efectivament, van
confirmar que el mutant clal-1 crescut en medi liquid amb sacarosa i MV A es va recuperar parcialment
(mesurat per la recuperacié de la fluorescéncia de la clorofilla i per la formacié de membranes tilacoidals
als cloroplastes, i de cossos prolamel-lars i plastoglobuls en els etioplasts). En canvi, en afegir MEV en el
medi de creixement el fenotip de clal-1 va ser encara més sever. Per aixo es va proposar que productes
derivats del MVA serien els responsables del rescat parcial del fenotip causat pel bloqueig de la ruta del
MEP. Un altre treball relacionat amb l'intercanvi de precursors a Arabidopsis és el de Laule i col. (2003)
en el que s'estudia la interaccid entre les dues vies quan aquestes s'inhibeixen amb MEV o amb FSM, a
nivell metabolic i a nivell transcripcional. A nivell metabolic van quantificar els nivells de clorofil-les,
carotenoides i esterols. Els resultats van mostrar que el tractament amb MEV provoca un descens inicial
en els nivells d'esterols i un augment en els nivells de clorofil-les i carotenoides, amb una recuperacio
posterior dels nivells d'esterols. L'efecte en bloquejar la ruta del MEP amb FSM va ser el contrari, un
descens inicial dels nivells de clorofil-les i carotenoides i un augment dels nivells d'esterols. Tanmateix,
en aquest cas els nivells de clorofil-les i carotenoides no es van recuperar i els nivells de tots els
metabolits van acabar disminuint. Els autors van interpretar que el deficit en una ruta s'intentava
compensar activant el fluxe en l'altra ruta, encara que la capacitat d'intercanviar precursors semblava ser
més eficient en el sentit plastid-citosol. Tanmateix, els canvis metabolics no es traduien en canvis a nivell
transcripcional dels gens corresponents, de manera que es va proposar I’existéncia de mecanismes de
regulacid postranscripcional que tindrien un paper important en el control del fluxe de les rutes de sintesi

d'isoprenoides.

En relacié amb els mecanismes de regulacio de 1'intercanvi, recentment s'ha proposat que la llum
podria regular-lo negativament (Rodriguez-Concepcion i col. 2004). Es van estudiar mutants
d'drabidopsis hiposensibles a la llum per peérdua de funcio dels fitocroms, els fotoreceptors de llum
vermella i vermella llunyana. Aquests mutants presenten un retard en el desenvolupament fotomorfogenic
i aixi, les plantules crescudes en llum presenten un hipocotil allargat com les plantules etiolades
(crescudes en foscor) i un retard en la maduracid dels cloroplastes. Es va observar que aquests mutants
eren resistents a MEV degut a un augment de l'activitat HMGR (regulada negativament per la llum).
Degut a que aquests mutants eren resistents a FSM es va proposar que aquesta resisténcia podria venir
donada per I'import de prenil difosfats derivats de la ruta del MVA als plastids, import que estaria activat
en els esmentats mutants. Aixi, s'ha suggerit que l'intercanvi de precursors en el sentit citosol-plastids
tindria lloc en els etioplastes (plastids de les plantules etiolades no desenvolupats en cloroplastes) i es

regularia negativament per la llum a partir de la transduccié del senyal lluminds percebut pels fitocroms.

D'altra banda assenyalar que en determinades condicions ambientals, etapes del
desenvolupament o en determinats tipus cel-lulars una de les dues rutes podria ser 1"inica responsable de
la sintesi d'IPP i DMAPP. Aixi, en flors d'Antirrhinum majus la produccio d'isoprenoides volatils del
metabolisme secundari, tant monoterpens (sintetitzats als plastids) com sesquiterpens (sintetitzats en el
citosol), depén de l'aport de precursors formats per la ruta del MEP, mentre la ruta del MVA esta

bloquejada al nivell de ’'HMGR (Dudareva i col. 2005). De manera que en les parts de les flors
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responsables de la sintesi d'isoprenoides volatils tindria lloc un intercanvi de precursors isoprenoides en el

sentit plastid-citosol (Dudareva i col. 2005).

En relacié amb el sistema de transport de prenil difosfats entre el citosol i els plastids,
recentment s'ha descrit l'existéncia d'un transportador d’aquests precursors en la membrana dels
cloroplastes d'espinac (Bick i Lange, 2003). Sembla ser que es tractaria d'un transport unidireccional

d'TPP i GPP en el sentit plastid-citosol.

2.4 Bloqueig de la sintesi d'isoprenoides en plantules d'Arabidopsis

Malgrat que existeixen evidéncies directes i indirectes sobre l'intercanvi de precursors
isoprenoides entre la ruta del MVA 1i la ruta del MEP, aquest no sembla ser suficient per rescatar la sintesi
d'isoprenoides després del bloqueig genétic o farmacologic d'una de les dues rutes en plantes

d'drabidopsis.

Aquests bloqueigs posen de manifest el paper essencial dels isoprenoides per al
desenvolupament de les plantes. En el cas dels isoprenoides citosolics 1 mitocondrials, el mutant zmg/ de
perdua de funcié del gen HMGI presenta un fenotip pleiotropic de nanisme, senescencia prematura,
infertilitat, menors nivells d'esterols que les plantes silvestres i una menor resisténcia a MEV (Suzuki i
col., 2004). Els defectes en I'esmentat mutant poden rescatar-se subministrant esquale, el precursor dels
esterols i els triterpens, 1 no semblen ser deguts a una menor sintesi de les hormones CKs o BRs. En
l'estadi de plantula, el fenotip d'aquest mutant €s el mateix que el de plantules silvestres tractades amb
baixes concentracions de l'inhibidor MEV. El fet que aquest mutant no sigui letal en I'estadi de plantula i
es pugui desenvolupar fins a una planta, fa suposar que al llarg del seu desenvolupament existeix una
sintesi d'isoprenoides citosolics derivats de l'expressiéo d’HMG?2 i/o de 'aport d’intermediaris des de la
ruta del MEP (Suzuki i col. 2004). Tanmateix, aquest aport no seria suficient en plantules silvestres
tractades amb elevades concentracions de MEV. Aixi, quan es bloqueja la sintesi d'isoprenoides citosolics
amb MEV, les plantules germinen i expandeixen els cotiledons perod detenen el seu desenvolupament
abans que apareguin el primer parell de fulles vertaderes i moren (Re i col. 1995; Kasahara i col., 2002;
Rodriguez-Concepcidn i col. 2004). Aquest bloqueig se supera afegint MVA en el medi de creixement
(Re 1 col. 1995; Kasahara i col. 2002) o incrementant l'activitat HMGR (Rodriguez-Concepcién i col.
2004).

El paper fonamental de la biosintesi d'isoprenoides plastidics, entre ells els pigments fotosintétics
clorofil-les i carotenoides, es posa de relleu en mutants de pérdua de funcié de gens de la ruta del MEP.
S'han identificat mutants nuls d'Arabidopsis per a DXS (Mandel i col. 1996; Estevez i col. 2000;
Budziszewski i col. 2001; Estévez i col. 2001), DXR (Budziszewski i col. 2001), MCT (Budziszewski i
col. 2001), HDS (Gutierrez-Nava i col. 2004) i HDR (Gutierrez-Nava i col. 2004; Guevara-Garcia i col.
2005). En tots ells les plantules presenten un fenotip albi i un bloqueig en el desenvolupament. Aixi

mateix, en tractar plantules silvestres amb FSM els cotiledons es tornen albins i les plantules detenen el
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seu desenvolupament (Zeidler i col., 1998; Okada i col., 2002; Laule i col. 2003; Rodriguez-Concepcidn i
col. 2004).
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Les plantes sintetitzen la majoria de compostos isoprenoides coneguts i sén dels pocs organismes
en els que coexisteixen les dues rutes de sintesis d’IPP i DMAPP, la ruta del MVA i la ruta del MEP.
Mentre que la ruta del MVA opera en el citosol-RE i genera els precursors dels isoprenoides citosolics i
mitocondrials, la ruta del MEP esta localitzada en els plastids i proporciona els precursors per la sintesi

dels isoprenoides plastidics.

Degut al fet que la ruta del MEP vas ser elucidada fa relativament poc temps (menys de deu
anys) encara existeix un gran desconeixement del mecanismes que controlen el flux metabolic a través
d’aquesta ruta metabolica y del seu paper en la regulacié de la biosintesi d’isoprenoides en les plantes.
Malgrat que s’han identificat els enzims que catalitzen les diferents etapes de la via del MEP en moltes
espécies vegetals, falta demostrar 1’activitat i avaluar la possible especialitzacid funcional de les diferents
isoformes d’alguns dels enzims d’aquesta ruta metabolica. Aquest seria el cas de la DXS, un del
principals enzims reguladors de la via del MEP. D’altra banda, existeixen evidencies que senyalen
I’important paper que podrien desenvolupar alguns intermediaris de la ruta del MEP en la regulacio
d’aquesta via metabdlica. A més, encara queden per coneixer molts dels mecanismes implicats en
I’operacio i regulacié coordinada de les rutes del MEP i del MVA 1, molt especialment, de 1’intercanvi

d’IPP (o altres prenilfosfats) entre els plastids i el citosol.

Per tal d’aprofundir en el coneixement i la comprensio dels diferents aspectes indicats anteriorment, en
aquesta tesi s’han plantejat els segiients objectius utilitzant la planta Arabidopsis thaliana com a sistema

model:

1. Estudi de la proteina DXS2 per determinar si correspon a una segona isoforma de la

DXS i evaluar el seu possible paper en el creixement i desenvolupament de la planta.

2. Estudi del possible paper de la 1-Desoxi-D-xilulosa com a molécula senyal en la

regulacio de la sintesi d’isoprenoides i altres processos cel-lulars.

3. Analisi bioquimic i molecular de mutants resistents al bloqueig de la ruta del MEP amb
fosmidomicina (un inhibidor especific de la DXR), amb I’interés d’identificar nous
mecanismes de regulacid de les rutes del MEP i del MVA i de I'ntercanvi d’IPP (o

altres prenilfosfats) entre ambdues vies metaboliques.
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1 Analisis funcional de la isoforma DXS2 d’Arabidopsis.

L’enzim DXS catalitza la reaccio que produeix DXSP a partir de GAP i piruvat. Un increment en
Iactivitat DXS a Arabidopsis es tradueix en un augment en el contingut d’isoprenoides plastidics, de
manera que aquest enzim constitueix un punt clau de regulacié de la ruta del MEP. Arabidopsis poseeix
tres gens codificants per proteines amb similitud de seqiiencia a DXS, DXS/, DXS2 i DXS3 (Rodriguez-
Concepcion i Boronat 2002; Carretero-Paulet 2003). L’existéncia de diferents isoformes d’un enzim
constitueix un grau de complexitat important quan es pretén estudiar la regulacié de les rutes

metaboliques en les quals estan implicades.

En el nostre laboratori es va demostrar que el gen DXS/ codifica per una proteina amb activitat
DXS. La proteina codificada pel gen DXS2 presenta un 73% d’identitat amb DXSI, i és per aquest motiu
que es va pensar que probablement també presentaria activitat DXS. Sorprenentment, resultats obtinguts
en el nostre grup semblaven apuntar al contrari. Aixi doncs, soques d’E. coli deficients en I’activitat DXS,
i que poden ser rescatades expressant 1’enzim DXS1 d’Arabidopsis, no van poder ser rescatades
expressant DXS2. Aquest fet indicava que DXS2 no presenta activitat DXS a E. coli (Carretero-Paulet
2003).

Pel que fa a Arabidopsis, el mutant de clal-1 defectiu en DXS1 presenta un fenotip albi letal que
es pot rescatar afegint desoxixilulosa (DX) al medi de cultiu. Passa el mateix amb el mutant termosensible
chs), defectiu en DXS1 quan creix a 14°C. En els dos casos, I’activitat endogena de 1’enzim DXS2 no pot
rescatar la pérdua de funcié de 1’enzim DXS1. Es per aixo que es va estudiar I’expressié de DXS2 en els
diferents teixits d’Arabidopsis. Els resultats obtinguts tant per RT-PCR com per 1’analisi de I’expressio
del gen reporter GUS sota el control del promotor del gen DXS2, van indicar que DXS2 s’expressa en tota
la planta a uns nivells baixos, siguent més elevats en inflorescéncies i siligiies. Aquests baixos nivells
d’expressié de DXS2 podrien no ser suficients per rescatar els mutants clal-1 i chs5. Per tant, es van
generar plantes transgeniques que expresséssin DXS?2 sota el control del promotor CaMV35S en el mutant
chs5. En aquest cas tampoc es va poder rescatar la deficiéncia de I’activitat DXS. Tot semblava indicar

que DXS2 tampoc tenia activitat DXS a Arabidopsis (Carretero-Paulet 2003).

Finalment, es va analitzar la localitzacié subcel-luar de la proteina DXS2. Els resultats obtinguts
al bombardejar fulles d’Arabidopsis amb un plasmid que expressava la proteina quimerica que incloia el
peptid de transit de DXS2 fusionat a la proteina fluorescent verda GFP, van mostrar que la proteina DXS2
es dirigeix a uns organuls pigmentats pero més petits que els cloroplastes i que podrien correspondre a

plastids pregranals (Carretero-Paulet 2003).

Davant la possibilitat que DXS2 tingués activitat DXS a Arabidopsis, perd no pogués
complementar la pérdua d’activitat de I’enzim DXS1 pel fet que DXS1 i DXS2 es trobessin localitzades

en organuls diferents, es va continuar amb ’estudi de I’activitat de la proteina DXS2.
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1.1 Complementaciéo del mutant chs5 amb DXS2

1.1.1 Sobreexpressio i direccionament als cloroplastes de la proteina DXS2 en el
mutant chs5

La proteina DXS2 localitza possiblement en els plastids pregranals. Per tal de comprovar si la
proteina DXS2 tenia activitat DXS a Arabidopsis, es va utilitzar el mutant termosensible chs5, defectiu
per la DXS1 a 14°C. La sobreexpressié de DXS2 en aquest mutant, no complementa la pérdua de funcio6

de DXSI ja que les dues proteines podrien localitzar en organuls diferents.

Aixi doncs, es va expressar el transgen 35S::DXS2 en el mutant chsS, pero dirigint la proteina al
cloroplast a través de 1’us del péptid de transit de la propia DXSI. Es per aixd que en el cDNA de la
DXS2 es va cambiar la seqiiencia codificant pel péptid de transit pel de la DXSI1, i es va clonar en el
vector pPCAMBIA-1303 sota el control del promotor CaMV35S. Amb aquesta construccio, denominada
pCTPDXS1DXS2 (Figura 1A; Materials i Métodes, 5.1.1), es va transformar el mutant chs5. D’aquesta
manera es van obtenir plantes transgéniques que sobreespressaven i dirigien DXS2 als cloroplasts de la

linia mutant.

1.1.2 La sobreexpressio de DXS2 als cloroplasts no reverteix el fenotip del
mutant chs5

El mutant chs5 es desenvolupa de forma normal a 22-24°C. Es a 14°C, quan ’enzim DXSI perd
I’activitat DXS, que la plantula desenvolupa uns cotiledons albins i mor sense poder formar fulles
verdaderes. La transformacié del mutant amb la construccidé pCTPDXS1DXS2 mitjangant el métode
d’infiltracid floral dip (Materials i Métodes, 4.1.2) va permetre obtenir dues linies transgeniques que es
van anomenar chs5:TPDXSIDXS2-A i -B. Com es pot veure a la figura 1B, les plantules es
desenvolupen normalment a 24°C, i és a 14°C quan el mutant mostra un fenotip albi letal. Si bé les linees
transgeniques que sobreexpressen DXS1 d’Arabidopsis poden revertir el fenotip del mutant, no €s aixi en
el cas de les linees transgéniques que sobreexpressen el gen DXS2 d’Arabidopsis, ja sigui la versio de la
proteina silvestre, dirigida possiblement als plastids pregranals o la direccionada als cloroplastes. Es pot
concloure, doncs, que el gen DXS2 d’Arabidopsis codifica una proteina que no presenta activitat DXS a

Arabidopsis.
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A
pCDXSA
pCDXS52
pCTPDXS1DXS2
B

Figura 1. Assajos de complementacio del mutant chs5 d’Arabidopsis. (4) Representacio esquematica
dels trangens utilitzats. (B) Plantes de les linees Col3, chs5, chs5:DXS1, chs5:DXS2 i
chs5:TPDXSIDXS2 van ser crescudes a 24°C i 14°C en medi de germinacio durant 10 i 15 dies

respectivament.

1.2 Estudi de P’activitat de la proteina DXS2 in vitro.

Per tal d’identificar la possible activitat de la proteina DXS2 es va plantejar 1’obtencié de
proteina DXS2 recombinant purificada i realitzar proves d’activitat in vitro. A més, tal com indiquen els
resultats anteriors, si s’acabava concloent que la DXS2 no té activitat DXS es podrien realitzar proves

addicionals que permetessin identificar la possible activitat d’aquesta proteina.

1.2.1 Expressio de les proteines DXS2 i DXS1 d’Arabidopsis a E. coli

Aixi doncs es va abordar I’expressio de la proteina DXS2 a E. coli. Com a control positiu
d’activitat DXS, es va expressar i purificar I’enzim DXS1. La regio6 codificant dels cDNAs de DXS1 i
DXS2 es va clonar en el vector d’expressié pET23(+) sota el control del promotor T7. Aquest vector
afegeix una cua C-terminal d’histidines (6xHis) que permet la purificacio de les proteines expressades
mitjant¢cant cromatografia d’afinitat. Per cada un dels enzims, es van preparar dues versions, una amb la

regi6 codificant del cDNA sencera, i I’altra que codificava per una versi6 truncada per 1’extrem N-
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terminal que no contenia el peptid de transit als plastids. Esta descrit que la preséncia del peptid de transit
pot disminuir la solubilitat de proteines plastidiques a E. coli. A més, la versié madura d’aquestes
proteines no conté el peptid de transit. Les construccions obtingudes es van denominar pET23-DXS1,
pET23-DXS1ATP (versid truncada) (Materials i Métodes, 5.1.1), pET23-DXS2 i pET23-DXS2ATP
(versi6 truncada) (Pérez-Gil 2004) (Figura 2).

st PET23-DXS1

PET23.DXS1ATP

[ e o> > pET23-DXS2

pET23-DXS2ATP

Figura 2. Representacio esquematica de les construccions utlitzades per a [’expressio de les

proteines DXS1 i DXS2 d’Arabidopsis a E. coli.

Aquestes construccions es van introduir a la soca d’E. coli BL-21(DE3)pLysS que conté integrat
en el seu genoma el gen que codifica per la polimerassa del fag T7 i en la que s’han eliminat moltes
proteases endogenes. A més, incorpora el plasmid pLysS que codifica per la lisozima de T7 la qual és
inhibidora de I’accio de la T7 ARN polimerassa. Després d’induir amb 0,2 mM d’IPTG es va observar
que després de 16h a 22° només la forma truncada de la proteina DXS2 s’acumulava a nivells detectables
(resultats no mostrats). Per tal de millorar els nivells d’expressio, les soques d’interés es van
cotransformar amb el plasmid pUBS520, que codifica per tRNAs inusuals a E. coli, ajudant a I’expressio
de proteines heterologues amb codons inusuals. Aquesta modificaci6 va resultar en un augment notable
en els nivells d’expressié de les versions truncades perd no de les proteines senceres. L’expressio
d’aquestes proteines es va realitzar també en preséncia de 2,5 mM de tiamina, per afavorir la seva
solubilitzaci6. Malgrat tot, només es va aconseguir una acumulacié significativa de la versio truncada de

la proteina DXS1 en forma soluble (figura 3 ).
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Figura 3. Assajos d’expressio de les proteines DXSI i DXS2 d’Arabidopsis en la soca d’E. coli
BL21 (DE3)pLys pUBS520. (A) Expressio de la versio sense el peptid de transit de la proteina DXSI.

(B) Expressio de la versio sense el peptid de transit de la proteina DXS2. Es mostren els gels d’SDS-
PAGE, amb els segiients carrils: (1) Marcador de pes molecular; (2) mostra no induida; (3) mostra
induida; (4) mostra induida en preséncia de tiamina; (5) fraccié soluble de [’extraccio proteica
després de la induccio; (6) fraccio insoluble de [’extraccio proteica després de la induccio; (7)
fraccio soluble de [’extraccio proteica després de la induccio en preséncia de tiamina; (8) fraccio
insoluble de [’extraccio proteica després de la induccio en preséncia de tiamina. La fletxa indica la

proteina d’interes.

Per tal d’intentar millorar I’expressio de DXS1 i DXS2 es van realitzar proves d’expressio a
diferents temperatures i a diferents concentracions d’IPTG. D’aquesta forma es va establir que les
condicions idonies per expressar les versions truncades de DXS1 i DXS2 eren la induccié amb IPTG a
0,01 mM durant 16h a 22°C. En la figura 4 es pot apreciar que en aquestes condicions s’obtenia una major

solubilitat de les proteines recombinants.
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DXS1 ATP

Figura 4. Optimitzacio de les condicions d’expressio de les versions truncades de les proteines
DXS1 i DXS2. Gels d’'SDS-PAGE on es van carregar mostres proteiques no induides, induides amb
0,01 mM d’IPTG durant 16h a 22°C, la fraccio soluble i la fraccio insoluble. Experiments realitzats
amb les soques BL21pLys pUBS520 pET23-DXSIATP (DXSIATP) i BL2IpLys pUBS520 pET23-
DXS2ATP (DXS2ATP). Els requadres mostren les proteines d’interés solubles.

Amb la fraccié soluble d’aquests extractes es va procedir a realitzar proves d’activitat DXS in
vitro normalitzant les diferents fraccions en relacido a la quantitat de proteina recombinant soluble.
Després de 3 hores de reaccio a 24° i a 37° el resultat obtingut indica que la fraccid que contenia la
proteina DXS1 recombinant era capa¢ de sintetitzar desoxixilulosa (DX) a partir de piruvat i D-
gliceraldehid, mentre que la fraccié que contenia DXS2 recombinant no. Tot i que en aquest ultim cas, es
pot apreciar que apareix una minima quantitat de DX, aquesta és molt semblant a la que s’aprecia en el
cas de I’extracte obtingut de la soca BL-21(DE3)pLysS pUBS520 utilitzada com a control negatiu, i es
podria tractar de I’activitat de la DXS endogena d’aquesta soca (Figura 6).
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Figura 5. Activitat DXS de les fraccions proteiques enriquides amb proteina DXSIATP i DXS2ATP.
En la TLC, s’indica la posicio de la DX (fletxa) corresponent a l’activitat DXS. (A, E) BL21pLys com
a control negatiu;, (B, F) BL2IpLys pET23-DXScoli com a control positiu; (C, G) BL2IpLys
pUBS520 pET23-DXS1ATP; (D, H) BL2IpLys pUBS520 pET23-DXS2ATP; (1) Tampé d’assaig de
lactivitat DXS; (J), DX estandard.

1.2.2 Purificacio de les proteines DXS2 i DXS1 d’Arabidopsis.

En les condicions d’expressiéo esmentades anteriorment es va procedir a purificar les dues
proteines mitjantcant cromatografia d’afinitat. Malauradament, només es va aconseguir amb exit la
purificacio de la proteina DXS1 truncada, mentre que la proteina DXS2 no es va poder purificar i, per

tant, no s’han pogut realitzar les proves d’activitat amb la proteina DXS2 recombinant purificada..

1.3 Analisi del mutant de peérdua de funciéo de DXS2

Els resultats mostrats anteriorment indiquen que el gen DXS?2 codifica per una proteina que no té
activitat DXS tot i presentar un 73% d’identitat amb la proteina DXS1. D’altra banda posseeix un patr6
d’expressiod ben definit, la qual cosa sembla indicar que podria desenvolupar alguna nova activitat. Per tal
d’identificar la possible funcid de la proteina DXS2, es va caracteritzar un mutant de pérdua de funcio del
gen que codifica per aquesta proteina. Primerament es va identificar un mutant insercional del gen DXS2
(SALK 112762) a la col-leccié del Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (http://signal.salk.edu;

Alonso et al.,, 2003) que es va obtenir a través del Nottingham Arabidopsis Stock Centre

(http://Arabidopsis.info/). Aquest mutant es va anomenar dxs2-1, i presenta una inserciéo del T-DNA a

I’ex6 4 del gen DXS2 (Figura 6A).

41



RESULTATS

Es van cultivar plantes corresponents a la linia segregant del mutant dxs2-/. Aquestes plantes
van ser genotipades per PCR, de manera que es van identificar individus que no presentaven la insercid
en el gen DXS2 (azigots), individus que presentaven la insercié en heterozigosi i individus homozigots
per la insercio. Es va comprovar per RT-PCR que els individus homozigots no expressaven I’ARNm

corresponent del gen DXS2 (Figura 6B-C) i van ser seleccionats per tal d’estudiar-ne el fenotip.

DX32.52 DXS2.55 DXS2.56 DX52.3510
—> —r.— -
RB.'_. ’ _\LB
) —»
LEb1
B genomic C mRNA
DXS2 DXS2
primers WT Knockout primers WT  Knockout
DXS2.S5/DXS2.S10 u 684pb DXS2.S2/DXS2.56 493pb
LBb1/DXS2.510 m 833pb  DXS1.S1/DXS1.510 = 1124pb

Figura 6. (A) Es mostra el gen DXS?2 i el lloc d’insercio del T-DNA en el mutant dxs2-1. També s 'ha

indicat la posicio dels primers usats per I’analisi genomic (B) i d’expressio (C).

1.3.1  El mutant dxs2-1 no presenta diferéncies fenotipiques aparents

Es van cultivar plantes homozigotes per la mutacio dxs2-/ en condicions normals i no es van
apreciar diferéncies amb els individus azigots (Figura 7). L’analisi fenotipic de les inflorescencies i
siliqiies es va realitzar de forma especialment minuciosa perque son els organs on DXS2 s’expressa a uns
nivells més elevats i on la seva abseéncia es podria fer més evident. Els resultats obtinguts van indicar que
les inflorescencies i siliqiies es desenvolupen normalment en el mutant dxs2-/. Aquests resultats indiquen

que la funcié de DXS2 no és essencial en condicions normals de creixement.
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Figura 7. Fenotip del mutant dxs2-1comparat amb el fenotip silvestre (Col0). A, B, E i H

corresponen al mutant dxs2-1. C, D, F i I corresponen a Col0. Es mostren els fenotips de les
plantules als 7 dies (A i C), als 14 dies (B i D), als 30 dies (E i F), de la planta totalment
desenvolupada (G) i el fenotip de les influorescencies (H i I)

43



RESULTATS

2 Estudi del possible paper de la 1-D-desoxi-D-xilulosa (DX) en la
regulacio de sintesi d’isoprenoides i altres processos cel-lulars

Els isoprenoides plastidics son sintetitzats a través de la ruta del MEP. El primer enzim de la ruta
del MEP és la DXS, que sintetitza DX5P a partir de piruvat i gliceraldehid 3-fosfat (GAP). Quan aquest
enzim ¢és inhibit, els isoprenoides plastidics poden ser sintetizats a partir de DX subministrada
exogenament, la qual és fosforilada in vivo. D’aquesta manera, afegint DX al medi de creixement s’ha
rescatat el fenotip albi letal que presenten els mutants d’Arabidospsis clal-1 (defectiu per DXS) i chsS

(defectiu per DXS quan es cultiva a 14°C).

Quan la DX afegida exdgenament es marca isotopicament, es pot comprovar com aquesta marca
apareix en els diferents isoprenoides cloroplastidics sintetitzats a partir de I’IPP produit per la ruta del
MEP (Broers 1994b; Schwender i col., 1997; Zeidler i col. 1998; Lichtenthaler 1999; Rohmer 1999a;
Rodriguez-Concepcion i Boronat 2002; Skorupinska-Tudek i col. 2008). També s’ha vist que
I’administracié de DX en el fruit del tomaquet és capag¢ d’accelerar la maduracié incrementant la
carotenogenesi (Lois i col. 2000). Sorprenentment, experiments d’incorporacié de DX marcada amb
deuteri, no van mostrar incorporacié als carotenoides (resultats no publicats), suggerint un possible paper

de la DX com a molécula senyal amb capacitat d’induir la carotenogenesis en el fruit de tomaquet.

La DX també ha estat utilitzada en estudis que han demostrat I’intercanvi d’intermediaris entre
les rutes del MEP i del MV A (Arigoni i col. 1997; Adam i col. 1999; Eisenreich i col. 2001; Hemmerlin i
col. 2003). Aixi, de la mateixa manera que al marcar isotopicament el MVA que es subministra
exogenament a la planta apareix marca als isoprenoides citosolics i una mica també als cloroplastidics,
quan es fa el mateix amb DX marcada apareix marca intensa en els isoprenoides cloroplastidics i molt
menor en els citosolics. Aixo demostra que aquest intecanvi d’intermediaris entre les dues rutes és
bidireccional. Malgrat aixo, cap de les dues rutes és capag, mitjant¢ant aquest intercanvi d’intermedaris,
de fer que la planta superi el bloqueig de I’altra ruta. S’ha observat no obstant que afegint DX
exogenament, aquest intercanvi es forga fins al punt que la planta pot superar el bloqueig de la ruta del
MVA produit per la mevinolina, inhibidor de la HMGR (Kasahara i col. 2002). Aixi doncs, afegint DX a
concentracions creixents en un medi amb mevinolina, les plantules d’Arabidospsis es van recuperant, tot i
que a partir d’una determinada concentracié de DX el desenvolupament de les plantes sembla ser més lent
(Kasahara i col. 2002), suggerint que la DX podria interferir negativament en el creixement. El treball

descrit a continuacid s’ha centrat en 1’estudi d’aquest possible paper regulador de la DX.

2.1 La DX és toxica a Arabidopsis

Per realitzar aquests estudis en primer lloc es va posar a punt un métode de sintesi de DX

(Concia i col., 2009) amb el qual es van obtenir més de 500 mg de DX pura.
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Es van preparar plaques amb medi MS i concentracions creixents de DX on es van fer germinar i
créixer durant 10 dies plantes d’Arabidopsis de la varietat Col3 en condicions de dia llarg. Com es mostra
en la figura 8 les plantules es van desenvolupar normalment fins concentracions de 1mM o superiors de
DX, on un nombre important de les plantules presentaven un fenotip albi en 1’estadi de cotiledons, les
fulles verdaderes no s’acaben de desenvolupar, les arrels eren molt curtes i la plantula acabava morint. A
una concentracié de 4 mM ja van ser totes les plantules les que van mostrar aquest fenotip. Es pot

concloure, per tant, que la DX és toxica per Arabidopsis a concentracions iguals o superiors a ImM.

Figura 8. Estudi de la toxicitat de la DX a Arabidopsis. (4) Plantules d’Arabidopsis cultivades
durant 10 dies en fotoperiode de dia Illarg i amb concentracions creixents de DX. (B) Detall de
plantules afectades en diferents graus després de ser cultivades en preséncia de DX . (C) Fenotip

dels cotiledons de plantula crescuda en presencia de 2 mM DX.

2.1.1 Efecte de sucres analegs a la DX

El nostre interés per estudiar 1’efecte toxic de la DX va recaure principalment en la possibilitat
que es tractés d’un fenomen regulador de la ruta del MEP. En aquest cas, es va pensar que aquest efecte

hauria de ser especific i que altres sucres analegs a la DX no el produirien.

Aixi doncs es va estudiar si la xilosa i la xilulosa produien toxicitat a Arabidopsis. Amb les
mateixes condicions descrites anteriorment per la DX les plantules d’Arabidopsis es van desenvolupar
normalment en presencia de D-xilosa i D-xilulosa (Figura 9), fins i tot utilitzant concentracions 10
vegades superiors a la qual la DX ja resulta toxica. Es pot concloure per tant, que la toxicitat de la DX és

especifica.
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D-Xilosa

D-Xilulosa

Figura 9. .Estudi de I’efecte de la D-xilosa i la D-xilulosa en el creixement d’Arabidopsis. Plantules

d’Arabidopsis Col3 cultivades durant 10 dies (fotoperiode de dia llarg) amb xilosa i xilulosa.

2.1.2 La DX necessita ser fosforilada per resultar toxica a Arabidopsis.

La DX afegida exogenament ha de ser fosforilada de forma prévia a la seva incorporaci6 a la ruta
del MEP. Per tant, la planta podria estar responent tant a altes concentracions de DX com també a altes

concentracions de DX5P o algun producte derivat.

La fosforilacié de la DX la duu a terme 1’enzim xilulosa quinasa (XK) (Wungsintaweekul i col.,
2001). Per saber si la DX necessitava o no fosforilar-se per ser toxica, es va treballar amb un mutant
d’Arabidopsis deficient per 1’activitat xilulosa quinasa. Arabidopsis posseeix un Unic enzim amb activitat

XK que té una localitzacié citosolica (Hemmerlin i col., 2006).

2.1.2.1 Mutant Arxck-2.

Es va identificar un mutant insercional del gen XK (At5g49650) a la col-leccié de mutants del
Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (http://signal.salk.edu; Alonso et al., 2003) i es va obtenir a
través del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (http://Arabidopsis.info/). Aquest mutant
(SALK 079018), que ja havia estat descrit i anomenat Azxk-2, presenta una insercio a 1’exd 2 del gen XK
(Figura 12A) i no presenta activitat XK (Hemmerlin i col. 2006).

2.1.2.2 Toxicitat de la DX en el mutant 4rxk-2.

El mutant A#xk-2 es va germinar en preséncia de DX. Després de 10 dies en condicions de dia
llarg no es va observar cap efecte de la DX en el mutant mentre que la soca parental silvestre Col0

presentava clarament el fenotip causat per la DX (Figura 10B).
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Aixi, la pérdua d’activitat XK confereix resisténcia a la toxicitat produida per la DX i demostra

que la DX necessita ser fosforilada per a ser toxica.

A. = —
OmMDX 0,5mMDX 1 rnMDX 2 mM DX EmMDX 4mMDK 5 mM DX
ColD
Atxk-2

Figura 10. Resisténcia del mutant Atxk-2 a la DX. (A) Es mostra el gen XK i el lloc d’insercio del T-
DNA en el mutant Atxk-2. (B) Plantules de la linea mutant Atxp-2 i del seu parental silvestre Col0),

crescudes durant 10 dies amb fotoperiode de dia llarg, i en presencia de diferents concentracions de

DX

2.1.3 L’efecte toxic de la DX5P té lloc al citosol de la cél-lula

La DX administrada de forma exogena es fosforila al citosol formant-se DX5P. Si I’efecte toxic
tingués lloc al cloroplast, que €s on es localitza la ruta del MEP, la DX5P hauria d’entrar-hi per exercir el
seu efecte. Esta descrit que la DXS5P entra al cloroplast preferencialment a través del transportador de
xilulosa 5-fosfat (XPT) (Fligge i Gao 2005). Per tant, plantes d’Arabidopsis defectives en aquest
transportador haurien de veure reduida I’entrada de DXSP al cloroplast i alhora, incrementar, els seus
nivells al citosol. En conseqiiencia aquestes plantes podrien presentar un comportament diferencial en
resposta a la DX administrada exogenament, i podrien indicar si la DXS5P esta actuant a nivell citosolic o

plastidic.

2.1.3.1 Mutant Atxpr-1

Es va identificar un mutant insercional del gen XPT (At5g17630) a la col-lecci6 de mutants
insercionals de I'INRA (Versalles). Aquest mutant (FLAG_593105) presenta la insercio d’un T-DNA en
la zona codificant del gen XPT (Figura 11A). Es van seleccionar els individus homozigots per la insercio

genotipant-los per PCR, i el mutant es va anomenar A#xpt-1. L’expressio del transcrit del gen XPT es va
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analitzar utilitzant la técnica de RT-PCR, i el resultats obtinguts van indicar que el transcrit continuava

expressant-se (Figura 11B).

2.1.3.2 Mutant Atxpt-2

Linies homozigotes del mutant A#xpt-2, obtingut de la col-leccid6 de mutants Syngenta
Arabidopsis Insertion Library (SAIL), van ser cedides pel Dr. Michael Phillips. Aquest mutant
(SAIL 378-CO01.v1) presenta també una insercio en la regié codificant del gen XPT (Figura 12) i no

expressa el transcrit corresponent (Michael Phillips, comunicacid personal).

2.1.3.3 Toxicitat de la DX en els mutants Atxpr-1 i Atxpt-2

Els mutants Atxpt-1 i Atxpt-2 i les correponents linies parentals silvestres (WS i1 Col3
respectivament) van ser germinats i crescuts en preseéncia de concentracions creixents de DX durant 10
dies. El mutant Atxpt-1 no presenta diferéncies de creixement respecte de la linea parental WS (Figura
11C), comportament esperable després de comprovar que continua expressant el gen XPT. Per contra, el
mutant Atxpt-2, es comporta de forma diferent que el parental Col3, mostrant una sensibilitat a la DX
lleugerament incrementada (Figura 12C). Aquests resultats estarien d’acord en que I’efecte toxic de la

DXS5P té lloc al citosol.
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Figura 11. Toxicitat de la DX en el mutant Atxpt-1. (A) Es mostra el gen XPT i el lloc d’insercié del
T-DNA en el mutant Atxpt-1, i també s han indicat els primers usats per [’analisi genomic (B) i
d’expressio (C). (D) Plantules corresponents al mutant Atxpt-1 i al parental WS crescudes durant 10

dies en condicions de dia llarg i en preséncia de concentracions creixents de DX.
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Figura 12. Toxicitat de la DX en el mutant Atxpt-2. (A) Es mostra el gen XPT i el lloc d’insercio del
T-DNA en el mutant Atxpt-2. (B) Plantules corresponents al mutant Atxpt-2 i al parental Col3
crescudes durant 10 dies en condicions de dia llarg i en preséncia de concentracions creixents de

DX

2.2 Toxicitat de la DX a E. coli

Les bactéries utilitzen la ruta del MEP per a la sintesis d’IPP que donara lloc als diferents
isoprenoides bacterians. Si la DX5P té un paper regulador sobre la ruta del MEP a Arabidopsis, és
possible que el tingui també en bacteries. Es per aixd que es va estudiar I’efecte de la DX en el
creixement d’E. coli. D’altra banda, es volia descartar que la toxicitat de la DX fos causada per un excés

d’algun isoprenoide plastidic, tenint en compte que aquests no es sintetitzen a E. coli.

2.2.1 La DX no afecta el creixement normal d’E. coli en medi ric

Es va utilitzar la soca IM109 d’E. coli per analitzar si la DX afectava el seu creixement. Aixi, es
van preparar plaques amb medi LB i concentracions creixents de DX fins a 100 mM. El creixement d’ E.

coli a 37° durant 24 hores no es va veure afectat per la preséncia de DX (Figura 13).
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Figura 13. Creixement d’E. coli en medi ric en preséncia de DX. La soca d’E. coli JM109 es va

cultivar en medi LB en presencia de DX, durant 24 hores a 37°C.

2.2.2 La DX afecta el creixement d’E. coli en medi minim

Tenint en compte que la DX és un sucre, és possible que quan E. coli creix en medi ric, la
toxicitat de la DX quedi enmascarada per la capacitat que tenen els bacteris de seleccionar preferentment
I’entrada d’uns sucres envers d’uns altres. Aixi doncs, es va voler evitar aquest fenomen fent créixer E.
coli en medi minim. Es va seleccionar el medi M9 utilitzant glicerol com a font de carboni, i es van
preparar plaques amb concentracions creixents de DX. El creixement després de 48 hores va indicar que a

partir d’una concentracié de 10 mM la DX té un efecte tdxic inhibint el creixement (Figura 14).

OmMDX 1mMDX 5mMDX 75mMDX 10mMDX 20 mMDX
L 1 -

3 ' ' .

Figura 14. Creixement d’E. coli en medi minim en preséncia de DX. La soca d’E. coli JM109 es va
cultivar en medi minim M9 suplementat amb glicerol i concentracions creixents de DX durant 48

hores a 37°C.

2.3 DXSP i metabolisme glucidic.

La DXS5P és toxica a Arabidopsis 1 a E. coli i, a més, la toxicitat a Arabidopsis té lloc fora del
cloroplast. Aixi doncs, quedava descartada la hipotesis que la DX5P afectés de forma directa la ruta del
MEP, pero ho podria estar fent de forma indirecta actuant en algun procés cellular citosolic. Una

possibilitat era que I’efecte de la DX al citosol pogués afectar I’aport de substrats per a la ruta del MEP.

Si la DXS5P estigués limitant I’aport de piruvat i GAP a la ruta del MEP desde fora del cloroplast,

era 1ogic pensar que la seva diana es podria trobar en algun punt relacionat amb el metabolisme glucidic.
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Per tant, es va estudiar I’efecte de la DX en el creixement d’Arabidopsis en presencia de sacarosa. En la
figura 15 es mostra com la sacarosa rescata parcialment les plantules d’Arabidopsis de la toxicitat de la

DX, malgrat que si bé la part a¢ria presentava un fenotip normal, I’arrel era incapag¢ de desenvolupar-se.

A
B

AmM XD 2% SAC 3mM XD

2% SAC

Figura 15. Toxicitat de la DX a Arabidopsis en preséncia de sacarosa. (A) Plantules d’Arabidopsis
Col3 van ser cultivades durant 10 dies en condicions de dia llarg en preséncia de DX i sacarosa. La
sacarosa va ser capag de rescatar el fenotip albi de la part aeria, pero no [’efecte sobre el

creixement de les arrels (B).

Si E. coli es cultivava en preséncia de sacarosa la DX tampoc no resultava toxica. Aquest fet es
podria deure simplement al fet que el bacteri no estaria consumint DX del medi. Per tal d’avaluar si la DX
estava limitant I’aport de substrats a la ruta del MEP a E. coli, es va fer créixer la soca IM109 amb DX i
el medi es va suplementar amb piruvat i D-gliceraldehid. Si bé no es va aconseguir creixement en el cas
del D-gliceraldehid, pel fet que esta descrit que per si mateix resulta toxic, si que es va aconseguir amb

piruvat (Figura 16).
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OmMDX 10mMDX 20mMDX

Piruvat 1 mM

D-gliceraldehid 1 mM

Figura 16. Toxicitat de la DX a E. coli en presencia de piruvat i D-gliceraldehid. La soca d’E. coli
JMI109 es va cultivar durant 48 hores a 37°C en medi minim M9 suplementat amb glicerol, en

presencia de DX i de piruvat (1 mM) i de D-gliceraldehid (ImM).

En conjunt aquests resultats demostren que la DX5P resulta toxica pel creixement d’Arabidopis i

E. coli, i actuaria possiblement afectant el metabolisme glucidic.
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3 Identificacio i caracteritzacio de mutants resistents a la ruta del
MEP.

En les plantes alguns isoprenoides tenen funcions essencials en el creixement, desenvolupament i
també en la interaccid planta-ambient (McCaskill i Croteau 1998; Rohmer 1999a; Rodriguez-Concepcion
i Boronat 2002). Aquest important paper dels isoprenoides requereix un elevat nivell de regulacid de la
sintesis d’aquests compostos, el qual ha de proporcionar en alguns casos 1’estabilitat de sintesi adequada, i
en altres un alt potencial d’adaptacid. Tots els isoprenoides deriven del mateix precursor, I’IPP i el seu
isomer al-lilic DMAPP, i per tant es compren que les vies especifiques de sintesis posteriors a cadascun
d’aquests isoprenoides estiguin sotmeses a una regulacié especifica. De totes maneres és clau el control
de les rutes de sintesis d’IPP per a la posterior sintesis d’aquests isoprenoides. Aixi doncs, I’estudi de la
regulacid de la ruta del MVA i de la ruta del MEP, aixi com els mecanismes que les coordinen i els que

permeten I’intercanvi d’intermediaris, presenta un gran interes.

Ultimament s’estan dedicant molts esforgos per trobar nous factors reguladors de les rutes de
sintesis d’IPP en plantes, i les col-leccions de mutants d’activation tagging s’han establert com una eina
molt efica¢ 1 prometedora al respecte (Rodriguez-Concepcion i col. 2004; Sauret-Gueto 2005; Sauret-

Gueto i col. 2006; Kobayashi i col., 2007; Flores-Perez i col. 2008).

3.1 Activation tagging a Arabidopsis.

Els mutants d’activation tagging sén creats per la insercid a I’atzar d’un T-DNA en el genoma de
la planta. Depenent de la col-leccid, aquest T-DNA pot variar, perd com a element comu i diferenciador
posseeix quatre enhancers 35S disposats en tandem que tenen la capacitat d’activar promotors propers al
lloc d’insercid induint la transcripcié dels gens que controlen. La majoria dels gens activats s’han trobat
inmediatament adjacents als enhancers del T-DNA, a una distancia d’entre 380 pb i 3,6 kb (Weigel i col.,

2000).

Teoricament es poden obtenir dos tipus de mutants depenent del lloc d’insercié d’aquest T-DNA.
Per una part, mutants de pérdua de funcié quan el T-DNA s’inserta en la regio transcrita d’un gen, i per
una altra, mutants de guany de funcid per I’activacio de 1’expressié de gens contigus al lloc d’insercio

d’aquest T-DNA (figura 17).
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Figura 17. (A) Representacio esquematica del T-DNA de la col-leccio de mutants d’activation
tagging Scheible-Sommerville. Aquest T-DNA es pot integrar en el genoma aprop d’un gen activant
la seva expressio i aixi obtenint un mutant de guany de funcio (B), o es pot integrar en la zona d’un

gen obtenint-se un mutant de pérdua de funcio (C).

En aquest treball s’ha utilitzat la col-leccié de Scheible-Sommerville, adquirida en el Nottingham

Stock Center (NASC), i que conté unes 63.000 linies de mutants.

3.2 Seleccio dels mutants.

L’objectiu principal d’aquest treball ha estat la identificacio de mutants d’activation tagging que
estiguéssin afectats en algun punt regulador de la ruta del MEP o que ens indiquéssin mecanismes pels
quals té lloc o es modula I’intercanvi d’intermediaris entre les rutes del MEP i del MVA. El punt clau
doncs, va ser el metode de seleccid d’aquests mutants. Per fer-ho, es van utilitzar diferents inhibidors de
les rutes de sintesis d’IPP. Aquests inhibidors han estat la clomazona (CLM), inhibidor especific de la
DXS de plantes, la fosmidomicina (FSM), inhibidor especific de la DXR, i la mevinolina (MEV),
inhibidor especific de "HMGR.

Altres treballs han utilitzat com a métode de seleccio el bloqueig de la ruta del MVA amb MEV
(Rodriguez-Concepcion i col. 2004; Kobayashi i col. 2007). En principi, el bloqueig de la ruta del MVA
no semblava adequat pel nostre objectiu, ja que tedricament ens proporcionaria més informacioé de la ruta
del MVA que de la ruta del MEP. D’altra banda, el bloqueig de la ruta del MEP inhibint I’enzim DXS
amb CLM semblava una opcid valida. Primer de tot perque els mutants capacos de superar el bloqueig de
la ruta del MEP podrien proporcionar molta informacid sobre la regulacié d’aquesta, i també perque s’ha
demostrat que la DXS és un enzim regulador de la ruta i, el coneixement dels processos que controlen
I’activitat d’aquest enzim son d’un gran interes. No obstant, el problema d’inhibir la DXS és que també es

bloquejaria la sintesi de les vitamines B1 (tiamina) i B6 (piridoxol), amb la qual cosa altres processos
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podrien resultar tamb¢ afectats, i en conseqiiéncia representaria un inconvenient potencial en la seleccio

d’aquests mutants.

La seleccid del mutant resistent al bloqueig de la ruta del MEP amb FSM, inhibidor de la DXR,
semblava doncs una opci6 apropiada, ja que existien indicis sobre el possible paper regulador que podria
tenir aquest enzim en la ruta del MEP. Malgrat tot es va decidir confirmar primariament la relevancia de

I’enzim DXR en el control del flux de la ruta del MEP en Arabidopsis.

3.2.1 Paper de I’enzim DXR en el control del flux de la ruta del MEP en
Arabidopsis

L’enzim DXR sintetitza el primer intermediari especific de la ruta, el MEP, a partir de DX5P.
Com ja s’ha indicat en la introduccié (apartat 2.2.3.1), en eubactéries s’ha demostrat que aquest enzim no
és limitant en la ruta, pero en canvi a Arabidopsis s’ha descrit que plantes transgéniques sobreexpressores

d’aquest enzim presenten un major acumul de productes finals (Carretero-Paulet 2003).

3.2.1.1 L’actimul de proteina DXR és proporcional als nivells de pigments acumulats

Amb anterioritat en el laboratori s’havien generat plantes transgéniques dissenyades per
sobreexpressar DXR que es van anomenar R-1, R-2 i R-3. La linea R-1 presentava uns nivells de proteina
similars al parental silvestre i acumulava uns nivells de clorofil-les i carotenoides molt semblants a aquest.
La linea R-2 era la unica que sobreacumulava proteina DXR, i en aquest cas, els nivells de pigments eren
aproximadament un 35% més elevats. Per tltim, la linea R-3 mostrava un fenotip variegat, amb zones
blanquinoses, i presentava uns nivells de pigments inferiors al parental silvestre. Es tractava d’un

fenomen de co-supressio, amb uns nivells de proteina DXR inferiors al normal (Carretero-Paulet 2003).

Aixi doncs semblava clara la relacio entre els nivells de proteina DXR i ’acimul de pigments.
De tota manera I’escas niimero de linies transgéniques obtingut (només una d’elles sobreexpressava
realment DXR) representava una limitacié per demostrar aquesta relacid. Es per aquest motiu que es va

decidir generar noves linies transgéniques sobreexpressores de DXR.

3.2.1.2 Generaci6 de linies transgéniques d’Arabidopsis sobreexpresores de DXR

Es van transformar plantes Col0 amb el transgen 35S::DXR utilitzant el vector pLBIDXR10
(Carretero-Paulet 2003) mitjancant infiltracié amb Agrobacterium (Materials 1 Métodes, 4.1.2). Es van
obtenir 12 linies transgeniques (R-4, R-5, R-7, R-8, R-9, R-10, R-11, R-12, R-16, R-17, R-18 i R-19) que

contenien el transgen i es va procedir al seu analisi molecular.

Per tal de mesurar els nivells d’activitat DXR en aquestes plantes d’una manera senzilla i rapida
es va analitzar la seva capacitat de resistir la inhibicié per FSM. La resisténcia d’Arabidopsis a la FSM, i
també a altres inhibidors d’enzims de les rutes de sintesis d’IPP, com la CLM i la MEV, és poblacional.
Es a dir, dintre d’una poblacié d’individus genéticament iguals, el comportament d’aquests és diferent

Aixi, mentre que una proporciéo dels individus no superen la inhibicio, la resta son capagos de
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desenvolupar-se i formar fulles. A aquesta capacitat de formar fulles verdaderes se 1’anomena seedling
stablishment (SE) (Rodriguez-Concepcion i col. 2004), i s’utilitza el valor del percentatge corresponent

per mesurar la resisténcia a I’inhibidor en qiiestio.

Es van cultivar les linies transgéniques generades amb FSM a 50 uM, mostrant resisténcia 9
d’aquestes linies (R-4, R-5, R-7, R-9, R-11, R-12, R-17, R-18 i R-19). Els resultats obtinguts es mostren a
la figura 18, on s’han afegit les linees R-1, R-2 i R-3, aixi com les linees S-5 i S-6, sobreexpresores de

DXS (Carretero-Paulet 2003).
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Figura 18. Quantificacio de la resisténcia a la FSM de les linees transgeniques sobrexpressores de

DXR i DXS. La resisténcia a la FSM es va estimar amb poblacions de més de 50 individus utilitzant
el percentatge de seedling stablishment (SE) després de 15 dies de creixement en condicions de dia

llarg.

Com es pot apreciar, el percentatge de SE va ser variable, i correspondria als nivells de proteina
DXR de cada una de les linees transgeniques. Per tal de comprovar si aquesta major activitat DXR es
traduia en un augment del flux de la ruta i, per tant, en un major acumul de pigments, aquests es van
mesurar en les linees transgéniques que tenien els nivells més elevats de DXR. Aixi dons, a la figura 19 es
mostren els nivells de clorofil-les i carotenoides de les linies R-9, R-11 i R-18, juntament amb les linees
R-1, R-2 i R-3. També s’hi van incloure les linies S-5 i S-6 sobreexpressores de I’enzim DXS. Els
resultats indiquen que totes les linees sobreexpressores de DXR acumulaven nivells més elevats de
clorofil-les i carotenoides, amb excepcio de la linea cosuprimida R-3 i de la linia R-1, molt similar al WT
(Figura 19). Es pot concloure per tant que una major activitat de I’enzim DXR es tradueix en un augment
del flux de la ruta del MEP, acumulant-se més isoprenoides finals i que, per tant, I’enzim DXR controla
en part el flux de la ruta del MEP. També es pot observar com un augment de 1’enzim DXS provoca un
acamul de pigments superior al que provoca 1’augment de I’enzim DXR, i conseqiientment, es podria

concloure també que I’enzim DXS posseeix un major control del flux de la ruta.
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Figura 19. Nivells de clorofil-les i carotenoides de les linies transgeniques sobreexpressores de DXR.
Els pigments es van mesurar en plantules crescudes durant 15 dies en condicions de dia llarg. La
mitja i la desviacio estandar corresponen a dos experiments independents amb dues repliques

cadasciuin.

Davant aquests resultats, es va escollir la FSM com a I’inhibidor amb el qual es bloquejaria la
ruta del MEP per tal de seleccionar els mutants resistents per aquest estudi. Aquests mutants

s’anomenarien mutants resistents a la inhibici6 per fosmidomicina, o mutants rif.

33  Seleccio dels mutants rif

La colleccio6 de mutants Scheible-Sommerville es subministra en forma de llavors
respresentatives de totes les linees de mutants distribuides en tubs, cadascun dels quals conté les llavors
de 300 d’aquestes linees. Per tal de seleccionar els mutants resistents a la FSM es va seguir 1’estratégia

que es descriu seguidament i que s’esquematitza a la figura 20.

El conjunt de llavors de la col-leccié es van fer germinar en plaques amb medi MS suplementat
amb FSM (50 uM). Després de 10 dies en condicions de dia llarg, les plantules resistents ja es podien
distingir de la resta que mostraven un fenotip albi i no desenvolupaven fulles. Les 69 plantes resistents

obtingudes (F0) es van transplantar a terra, i es van cultivar fins que s’en van obtenir les llavors.

Seguidament, les llavors de les plantes seleccionades es van fer germinar en plaques amb medi
MS suplementat amb FSM (50 puM). Al cap de 10 dies, es van seleccionar aquelles linies que seguien
mostrant resisténcia (F1) i es van descartar 36 linies que van resultar ser falgos resistents. De cadascuna
de les 33 linies resistents (F1), es van seleccionar entre 4-8 individus, es van transplantar a terra i s’en van
acabar recollint les llavors. Finalment, les llavors obtingudes es van germinar per tercera vegada en

preséncia de FSM, confirmant la resisténcia de 21 mutants rif.
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3.3.1 Obtencio de mutants rif homozigots

Per tal d’obtenir els homozigots dels diferents mutants rif seleccionats, es va utilitzar la
resistencia al herbicida BASTA que confereix el gen BAR inclos en el T-DNA. Les llavors dels diferents
individus obtinguts de cada mutant rif de la generacid F1, es van fer germinar en plaques amb medi MS
suplementat amb BASTA, obtenint-se poblacions segregants, amb una resisténcia del 75%, i poblacions
homozigotes, amb una resisténcia del 100%. També es van donar 2 casos en que si bé les plantules eren
resistents a la FSM, no mostraven resistencia a BASTA. Aquests mutants es van descartar ja que aquest
resultat indicava que la resisténcia a la FSM no estava lligada al T-DNA, sind que venia causada

possiblement per alguna mutacié puntual.

Individus corresponents a linies heterozigotiques (F2) es van cultivar fins acabar obtenint-ne les
llavors. Es va analitzar la resistencia a BASTA de la segiient generacio (F3) identificant els homozigots
d’aquells mutants que no s’havien aconseguit en la F1. Alhora, es van confirmar els homozigots obtinguts

anteriorment. Finalment, es van obtenir les llavors de la generacio F3.

Va ser amb aquestes llavors que es van realitzar els experiments corresponents a 1’estudi

bioquimic i molecular dels 19 mutants rif seleccionats.

Y T -

89 planfules 33 mutants 21 mutants fif 19 mutants i 19 mutants rif
seleccianades seleccianats. 36 seleccionats. 12 van ser homezigets
per sef resistents mutants van sef mutands van ser resistenis a
aFsM descartats per descartats per BASTA. 2
ser falgos gef falgos mutants iif van
resistents a FSK resistents a FSM ser descariats

Figura 20. Esquema del procés de seleccio dels mutants rif.
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Els estudis realitzats posteriorment han acabat reduint el nimero de mutants rif'a 16, després de
detectar que 3 d’aquests mutants posseien el T-DNA inserit en el mateix lloc que altres mutants rif'i, per

tant, es tractava de la mateixa linia mutant. Els mutants finalment seleccionats han estat designats com

rif21, rif23, rif24, rif26, rif27, rif28, rif30, rif31, rif32, rif33, rif34, rif35, rif36, rif39, rif44 i rif45.

3.4 Resisténcia dels mutants rif a la FSM

Tots els mutants rif son resistents a la FSM. No obstant, tal com ja s’ha indicat anteriorment, es
tracta d’una resistencia poblacional. Entre els diferents mutants 7if hi ha una gran varietat en quan al grau
de resistéencia a FSM (Figura 21), pero no per ser menys resistents els mutants rif perden interés. Un
exemple son les linies transgéniques sobreexpresores de DXS d’Arabidopsis S-5 1 S-6, que son resistents
també a FSM tot i que en un grau baix (Figura 18), de manera que si un dels mutants rif estigués afectat
en Dactivitat DXS tindria també una grau baix de resisténcia a la FSM i alhora també un gran interées. Els
mutants rif26 i rif39, amb una resisténcia d’entre 20 i 25% (SE), en son un exemple. Aixi mateix, el
mutant 7if24 mostra una resisténcia a la FSM del 100%, la qual cosa el converteix en un mutant molt
interessant. Altres mutants també presenten una alta resisténcia a la FSM, com son rif21, rif23, rif27,
rif28, rif30 1 rif32, amb un SE superior al 80%. La resta de mutants presenten un grau de resisténcia

d’entre el 40 1 el 80%.
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Figura 21. Quantificacio de la resisténcia a la dels mutants 1if seleccionats. La resisténcia a la FSM
es va estimar amb poblacions de més de 50 individus utilitzant el percentatge de seedling

establishment (SE) després de 10 dies en condicions de dia llarg.

3.5 Resisténcia dels mutants rifa la CLM

La resisténcia a la FSM pot venir donada per diferents causes. La més evident seria un increment
en ’activitat DXR. Alternativament, també podria tractar-se d’una induccio generalitzada de la ruta del
MEP i, en aquest cas, I'interés del mutant seria obviament molt gran. Teodricament una activacio
generalitzada de la ruta provocaria que el mutant rif fos també resistent a 1’inhibicio de la DXS per part de
la CLM. Es per aquest motiu que es va estudiar si algun dels mutants rif seleccionats presentava de forma
addicional resisténcia a la CLM. Al germinar els mutants rif en preséncia de CLM es va comprovar que

rif32, rif34, rif35 1 rif39 presenten també resisténcia a la CLM (Figura 22).
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Figura 22. Quantificacio de la resistencia a la CLM dels mutants tif. La resisténcia a la CLM es va
estimar amb poblacions de més de 50 individus utilitzant el percentatge de seedling establishment

(SE) després de 10 dies en condicions de dia llarg.

3.6 Resisténcia dels mutants rifa la MEV

Un altre factor que podria explicar la resisténcia dels mutants 7if a la FSM, seria un increment en
la capacitat d’intercanviar intermediaris entre la ruta del MEP i la ruta del MV A. En condicions normals, i
tot 1 existir aquest intercanvi, les plantes d’Arabidopsis no poden suplir el bloqueig d’una de les rutes amb
precursors derivats de 1’altra ruta. En realitat, les plantes transgéniques sobreexpressores de DXR tampoc
poden superar un bloqueig de la ruta del MVA amb MEV tot i tenir incrementat el flux de la ruta. De la
mateixa manera, un bloqueig de la ruta del MEP amb FSM no pot ser superat per les plantes
transgéniques sobreexpressores d’HMGR i que tenen altament incrementat el flux de la ruta del MVA
(Carretero-Paulet 2003). El factor limitant en aquests casos, semblaria ser la capacitat d’intercanviar els

intermediaris a través d’un mecanisme que actualment encara no es coneix.

Per saber si els mutants rif seleccionats podien ser resistents a la FSM degut a I’activacio de
I’intercanvi d’intermediaris entre les dues rutes, i fossin els prenilfosfats procedents de la ruta del MVA
els responsables de que els mutants poguéssin superar el bloqueig de la ruta del MEP es van cultivar
aquests mutants en preseéncia de MEV.. Els mutants rif23, rif26, rif28, rif31, rif33 i rif44 sén capagos de
superar aquesta inhibicio (figura 23).
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Figura 23. Quantificacio de la resisténcia a la MEV dels mutants 1if seleccionats. La resisténcia a la
MEYV es va estimar amb poblacions de més de 50 individus utilitzant el percentatge de seedling

establishment (SE) després de 10 dies en condicions de dia llarg

3.7 Nivells de proteina DXS i DXR dels mutants rif

Es coneix que Arabidopsis té la capacitat de respondre al bloqueig provocat per la FSM
augmentant els seus nivells de proteina DXR (Carretero-Paulet 2003). Aquest augment, perd, no és
suficient per superar el bloqueig de la ruta del MEP. El fet que els mutants rif puguin superar la inhibicié
de la DXR per FSM plantejava la qiiestio de si tenien uns nivells basals de DXR superiors al parental
silvestre, o bé si el que tenien afectat era la seva capacitat d’augmentar els nivells de DXR en resposta al
bloqueig per la FSM. Es per aixd que els nivells de proteina es van mesurar en dues condicions diferents.
Es van cultivar plantules dels diferents mutants a sobre d’un paper de filtre en medi MS durant 5 dies en
condicions de dia llarg, moment en el qual el filtre es va traspassar a una altra placa que en un cas
contenia medi MS, i en un altre medi MS suplementat amb FSM (100uM). Després de 48 hores es van
recollir les mostres. Aquest métode permet estudiar els nivells de proteina DXS i DXR en resposta al
tractament amb FSM de forma més fiable que si I’inhibidor s’hagués afegit des d’un principi, ja que en
aquest cas les plantules del parental silvestre, que son sensibles a la FSM, estarien massa afectades al final

del tractament.

Els resultats obtinguts van revelar que la majoria dels mutants rif presentaven uns nivells basals

de proteina DXR més elevats que el parental Col2, sent destacables els nivells mostrats per rif27 1 rif33.
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Els nivells de DXR sén també més elevats després de sotmetre les plantes a la inhibicié per FSM, indicant
una capacitat de resposta en front aquest inhibidor més elevada en relacio a Col2. Alguns mutants
presentaven uns nivells basals de proteina DXR semblants al WT pero davant del bloqueig de la ruta
mostraven una elevada capacitat d’induir els nivells de DXR. Cal indicar també que alguns mutants rif no
van mostrar diferéncies significatives respecte de Col2, indicant que la resisténcia a la FSM vindria

donada per altres factors (Figura 24).
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Figura 24. Quantificacio dels nivells de proteina DXR dels mutants rif seleccionats. Es van cultivar
plantules corresponents als diferents mutants tif i al parental Col2 en condicions de dia llarg durant
5 dies, moment en el que es van transferir a plaques amb presencia o abséncia de FSM (100uM). Al
cap de dos dies es van recollir les mostres i es va realitzar [’extraccio de proteina per realitzar les
analisi de Western-Blot utilitzant [’anticos aDXR (Materials i Métodes, 5.3). Es mostra la mitja i la

desviacio estandard corresponent a 3 experiments independents.

Per mesurar els nivells de proteina DXS es va seguir el mateix métode experimental que per la
DXR. Els resultats obtinguts van revelar que els nivells de proteina DXS es trobaven també alterats en la
majoria dels mutants rif. Alguns mostraven uns nivells basals de proteina DXS més elevats que en el
parental Col2. En el cas de rif39 aquests nivells disminuien en resposta a la inhibicid per FSM,
contrariament al que succeia a Col2, on els nivells augmentaven fins a 2 vegades. Altres mutants tenien
incrementada aquesta inducci6, mentre que en els mutants rif27, rif23 i rif33 els nivells basals de DXS
eren inferiors al parental Col2, i de forma més accentuada a rif33 que no incrementava els nivells de DXS

en resposta al tractament amb FSM (Figura 25).
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Figura 25. Quantificacio dels nivells de proteina DXS dels mutants rif seleccionats. Es van cultivar
plantules corresponents als diferents mutants rtif i al parental Col2 en condicions de dia llarg durant
5 dies, moment en el que es van transferir a plaques amb presencia o abséncia de FSM (100uM). Al
cap de dos dies es van recollir les mostres i es va realitzar I’extraccio de proteina per realitzar les
analisi de Western-Blot utilitzant [’anticos oaDXS (Materials i Métodes, 5.3). Es mostra la mitja i la

desviacio estandard corresponent a 3 experiments independents.

3.8 Analisi de ’expressio dels gens DXS i DXR en els mutants rif

Per tal d’aprofundir en els mecanismes implicats en la resisténcia a la FSM, es van analitzar els
nivells dels transcrits dels gens DXS i DXR. En aquest cas també es van mesurar els nivells de transcrits
de plantules tractades o no amb FSM. Com es pot apreciar a la figura 26, els nivells dels transcrits de
DXR no presenten gaires variacions en relacié amb el parental Col2, a excepcid de rif34, pel qual es
podria pensar que I’increment observat en els nivells de proteina DXR es correspondria amb 1’increment
del transcrit corresponent. En el cas de 7if26 1 rif39 també¢ s’observa un increment dels nivells basals de
transcrit de DXR. Pels altres mutants, els resultats obtinguts estarien d’acord amb I’implicacié de

mecanismes que actuarien a nivell postranscripcional.
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Figura 26. Quantificacio dels nivells de transcrit DXR dels muatnts rif seleccionats. Es van cultivar
plantules corresponents als diferents mutants rif i al parental Col2 en condicions de dia llarg durant
5 dies, moment en el que es van transferir a plaques amb presencia o abséncia de FSM (100uM). Al
cap de dos dies es van recollir les mostres i es va realitzar I’extraccio d’'RNA per realitzar les analisi
de Northern-Blot wutilitzant la sonda DXR i normalitzant els resultats utilitzant la sonda 25S
(Materials i Métodes, 5.2) Es mostra la mitja i la desviacio estandard corresponent a 3 experiments

independents.

Els nivells de transcrit DXS observats en la majoria dels mutants tampoc es corresponen amb els
nivells de la proteina DXS. Els mutants rif34, rif35, rif36 1 rif39 serien el Unics en els que semblari
produir-se una lleugera activacié de I’expressié del gen DXS. Per contra, mutants que presentaven nivells

incrementats de proteina DXS mostraven un disminucio de la transcripcié del gen corresponent, com ¢s el

cas de rif24 i rif32 (Figura 27).
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Figura 27. Quantificacio dels nivells de transcrit DXS dels muatnts rif seleccionats. Es van cultivar

plantules corresponents als diferents mutants rif i al parental Col2 en condicions de dia llarg durant
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5 dies, moment en el que es van transferir a plaques amb preséncia o abséncia de FSM (100uM). Al
cap de dos dies es van recollir les mostres i es va realitzar ['extraccio d’'RNA per realitzar les analisi
de Northern-Blot utilitzant la sonda DXS i normalitzant els resultats utilitzant la sonda 25S
(Materials i Métodes, 5.2) Es mostra la mitja i la desviacio estandard corresponent a 3 experiments

independents..

3.9 Nivells de clorofil'les i carotenoides en els mutants rif

L’enzim DXR controla el flux de la ruta del MEP de forma compartida amb DXS i HDR. Una
major activitat DXR es tradueix en un augment dels productes finals de la via. Per tal de saber si els
mutants rif sintetitzaven més isoprenoides plastidics, es van mesurar els nivells de clorofil-les i
carotenoides. Uns nivells elevats de proteina DXR, com succeeix en molts dels mutants rif seleccionats,
feia esperar un increment en 1’acumul de pigments, i més si es té en compte que alguns mutants també
presenten nivells elevats de la proteina DXS. Els resultats obtinguts, pero, van indicar que els mutants rif
no sobreacumulen pigments d’una forma significativa. De fet, alguns d’ells presenten nivells menors de

clorofil-les i carotenoides que el parental silvestre (Figura 28).
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Figura 28. Nivells de clorofil-les i carotenoides dels mutants tif seleccionats. Els pigments es van
mesurar en plantules crescudes durant 10 dies en condicions de dia llarg. La mitja i la desviacio

estandard corresponen a dos experiments independents amb dues repliques cadascun.

3.10 Identificacio del lloc d’insercio del T-DNA en els mutants rif

El cribatge de la col-leccidé de mutants d’activation tagging va permetre seleccionar 18 mutants
rif que presentaven resisténcia a la FSM. Aquests mutants eren també resistents a I’herbicida BASTA,

confirmant la preséncia del T-DNA. La busqueda del lloc d’insercié del T-DNA va permetre identificar
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per cada mutant quin gen (o gens) podria estar alterat, i en conseqiliencia poder establir quin gen seria el
responsable de conferir resisténcia a la FSM. L’estratégia seguida confirmar quin d’aquest gens era el
responsable de la resisténcia a la FSM, ha consistit en 1’analisi de mutants de pérdua de funcid en els
casos en que el T-DNA estava inserit en un gen. i I’obtencié de linies transgéniques sobreexpressores dels

gens candidats que estaven dins del radi d’acci6 dels enhancers 35S del T-DNA.

Per tal de trobar quin era el lloc d’insercié del T-DNA en els diferents mutants es van utlitzar les
tecniques de PCR inversa i walking PCR (Materials i M¢todes, 5.6). Aquestes técniques van ser
modificades en alguns casos dificultosos degut a la manera en que s’havia inserit el T-DNA. En alguns
mutants rif es van trobar més d’un T-DNA, la qual cosa va dificultar la posterior identificacid del gen
responsable de conferir resisténcia a la FSM. Per altra banda, es van trobar tres casos en els que el lloc
d’inserci6 del T-DNA era exactament el mateix, indicant que estaivem davant del mateix mutant. Es per
aixo, que finalment s’ha acabat treballant amb 16 mutants #if. A la figura 29 es mostra un llistat amb els
mutants seleccionats i I’estrategia utilitzada per identificar el lloc d’insercid i el gen responsable de la

resisténcia a la FSM.

Estratégia utilitzada Identificacio del gen responsable de la resisténcia a FSM apartat
rif21 walking PCR RB Analisi del mutant knockout del gen candidat 3.10.5
rif23 walking PCR LB Sobreexpressié del gen candidat 3.10.1.2
rif24 PCR inversa LB-EcoRl Sobreexpressi6 del gen candidat 3.10.6.1
rif25 walking PCR LB Equival a rif23
rif26 PCR inversa LB-BamHI Sobreexpressio del gen candidat 3.10.2.2
rif27 PCR inversa LB-EcoRI Sobreexpressié del gen candidat 3.10.1.1
rif28 walking PCR LB Analisi del mutant Knockout del gen candidat 3.10.6.1
rif29 walking PCR LB Equival a rif23
rif30 walking PCR LB Sobreexpressié del gen candidat / Analisi del mutant Knockout del gen candidat 3.10.3
rif31 walking PCR LB Analisi del mutant Knockout del gen candidat 3.10.1.2
rif32 walking PCR RB Sobreexpressié del gen candidat 3.10.3
rif33 PCR inversa RB-Hindlll Sobreexpressié del gen candidat 3.10.1.2
rif34 walking PCR LB Sobreexpressié del gen candidat 3.10.4.1
rif35 PCR inversa LB-EcoRI Sobreexpressi6 del gen candidat 3.10.6.1
rif36 walking PCR LB Sobreexpressi6 del gen candidat 3.10.6.1
rif39 PCR inversa RB-Hindlll Sobreexpressié del gen candidat 3.104.2
rif41 PCR inversa LB-EcoRI Equival a rif35
rif44 PCR inversa LB-BamHI Sobreexpressi6 del gen candidat 3.10.6.1
rif45 PCR inversa LB-BamHI Sobreexpressi6 del gen candidat 3.10.3

Figura 29. Taula resum dels experiments d’identificacio del lloc d’insercio del T-DNA en els

mutants rif seleccionats.

68




RESULTATS

Els resultats detallats de 1’analisi bioquimic rif de cada mutant, juntament amb el fenotip i la
identificacio dels gens implicats es detallen amb més profunditat en els apartats segiients. Per a la seva
descripcid s’ha intentat agrupar-los en funcio de les seves caracteristiques bioquimiques en alguns casos i,

en d’altres en funcio dels possibles mecanismes relacionats amb la resisténcia a la FSM.

3.10.1 Mutants rif amb nivells basals elevats de proteina DXR: rif27 i rif33.

L’estratégia de seleccio dels mutants rif estava orientada en bona mesura a la identificacié de
processos reguladors de la biosintesis d’isoprenoides, i més concretament de la ruta del MEP. Entre

aquests processos, resultaven interessants aquells capagos d’incrementar els nivells de la proteina DXR.

Els mutants rif27 i rif33 van mostrar uns nivells basals de proteina DXR més elevats que el
parental Col2 (figures 30 i 33). El fet que els nivells de transcrit no mostréssin un increment paral-lel
indicava que es tractaria d’un procés postranscripcional. Es interessant remarcar que aquests mutants
mostren uns nivells d’induccié molt elevats en preséncia de FSM, tot i que aquest increment mostra una

notable proporcionalitat amb els valors basals (figures 30 i 33).

3.10.1.1 rif27.

El mutant 7if27 no només presenta uns alts nivells de proteina DXR, sind que també té
incrementats els nivells de proteina DXS. En cap dels dos casos s’ha observat un increment del transcrit
corresponent, de manera que es tractaria d’un mecanisme postranscripcional que resultaria en un augment

simultani dels nivells de proteina DXS i DXR (figura 30).
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Figura 30. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant 1if27. Es van
cultivar plantules del mutant 1if27 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Metodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

Tal com s’aprecia a la figura 31 aquest mutant mostra un fenotip alterat respecte a Col2, amb una
roseta formada per fulles més amples i brillants. La planta adulta mostra unes tijes lleugerament més

curtes i les inflorescéncies son més poblades. En els estadis inicials del desenvolupament, no s’observen

diferéncies fenotipiques.
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Figura 31. Fenotip del mutant rif27 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu

desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a rif2]. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

Els resultats obtinguts en la busqueda del lloc d’insercié del T-DNA van mostrar que rif27
poseeix el T-DNA inserit en una regio intergenica del cromosoma 3 (Figura 32). Degut a que no esta
interrompent I’expressio de cap gen, es tractaria d’un mutant de guany de funcié d’algun dels gens que es
troben sota el radi d’accid dels enhancers situats en la regio del right border (RB) del T-DNA. Tenint en
compte que el T-DNA té un tamany de 6543 pb, el radi d’accié quedaria molt probablement limitat als

gens contigus al RB.

At3g12880

At3g12900

At3g12870 k At3g12890

Figura 32. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant rif27. (A) Es mostra el T-

DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa
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Es per tot aixd que es va considerar que el principal gen candidat a ser activat seria el gen
At3g12890. Aquest gen codifica per una proteina que pertany a una classe de proteines amb domini CCT
(CONSTANS, CONSTANS-like, TOC1). Es un activador de la transcripcié anomenat ASML?2 i regula
I’expressio d’un grup de gens induibles per sucres (Masaki i col., 2005). Per tal de confirmar si
At3g12890 és el gen implicat s’ha iniciat la obtencid de linies transgéniques sobreexpressores del cDNA
corresponent a aquest gen. En aquest sentit s’ha generat la construccid pC-RIF27, on el cDNA de
At3g12890 s’ha clonat sota el control del promotor CaMV35S (Materials i Métodes 5.1.1). No s’ha pogut

obtenir, pero, cap linia transgenica després de dues infiltracions amb Agrobacterium.

3.10.1.2 rif 33.

El mutant rif33 és el mutant que presenta uns nivells basals més elevats de proteina DXR,
incrementats amb més de 4 vegades. Aquests alts nivells de proteina no es corresponen amb un increment
del transcrit corresponent, i per tant es tractaria d’un procés postranscripcional. D’altra banda, els nivells
de proteina i de transcrit DXS son inferiors als del parental Col2, i per tant, en aquest mutant no tindria
lloc una activacio general de la ruta del MEP (Figura 33). Rif33 és capac de superar també el bloqueig de
la ruta del MV A provocat per la MEV (figura 23).
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Figura 33. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif33. Es van
cultivar plantules del mutant 1if33 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

El fenotip de rif33 presenta clares diferéncies amb el de Col2. En estadi de roseta, s’observen
unes fulles més petites i lleugerament curvades, mentre que en la planta adulta, s’observa enanisme. No

s’observen diferéncies significatives en el temps de floracio (figura 34).

rif33

Figura 34. Fenotip del mutant 1if33 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu
desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a 1if33. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

El T-DNA en aquest mutant es troba inserit en una regid intergénica del cromosoma 5, i per la
posicid dels enhancers 35S, els gens més probables de ser activats eren At5g37670 1 At5g37680 (Figura
35A). Es per aixd que es van generar linies transgéniques de sobreexpressié dels cDNAs corresponents a
aquests gens, obtenint-se primer les construccions pC-RIF33A i pCRIF33B on els cDNAs de At5g37670
1 At5g37680 es troben sota el control del promotor CaMV35S (Materials i Métodes 5.1.1).

Es van aconseguir 9 linies de sobreexpressié d’At5g37670, de les quals, 4 van presentar

resisténcia a la FSM. Aixi, les linies 33A.1 1 33A.9, sén clarament resistents, mentre que s’observa una
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lleugera resisténcia en les linies 33A.2 i 33A.3 (Figura 35B). D’altra banda, cap de les 4 linies obtingudes
de sobreexpressio d’At5g37680 (33B.1-33B.4) presenta resistencia a la FSM (Figura 35C). Aixi doncs, es

pot concloure que és un guany de funcio del gen At5g37670 el responsable de la resisténcia a FSM de

rif33.

At5g37680
A At5g37670
At5g37665 \ At537690 ) At537710 |
1Kb,
—

- EH> pC-RIF33A
| 4. s R e T N A ™

Figura 35. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant 1if33. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. També s’inclouen les representacions
esquematiques dels T-DNAs amb els quals s’han generat les plantes transgéniques per
sobreexpressar At5g37670 (B) i At5237680 (C), i es mostra el creixement de les diferents linies

obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM.

El gen At5g37670 codifica una small heat shock protein (HSP15.7-Cl) localitzada en els
peroxisomes. Aquesta proteina s’indueix en resposta a estrés per calor, i s’ha descrit que té funcié de

xaperona ATP-independent, donant estabilitat a altres proteines (Ma i col., 2006).

Es va realitzar un experiment de heat shock per comprovar si les plantules silvestres
d’Arabidopsis adquirien resisténcia a la FSM. Com s’observa en la figura 36, després de realitzar un
tractament a 42° durant 45 minuts un cop cada dia, després de 7 dies les plantules mostraven resisténcia a
la FSM. De fet, només calia un tractament térmic el primer dia després de la germinacié per tal que les
plantules adquirissin resisténcia. Cal indicar pero, que si aquest tractament es feia per primera vegada el

segon dia o més endavant, les plantules ja no podien superar la inhibicio per la FSM (Figura 36B).
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Figura 36. Resisténcia de les plantules d’Arabidopsis després del tractament de heat shock (42°C,
45 min). Les plantes van ser crescudes durant 7 dies en condicions de dia llarg, amb preséncia i
absencia de FSM a 50 uM. El tractament de heat shock es va realitzar col-locant les plantules en una
cambra de germinacio a 42°C, durant 45 min els 5 dies posteriors a la germinacio de les llavors (A),
i també fent el mateix tractament pero només un dia (B). En aquest ultim cas, unes plantules van ser
sotmeses al tractament el primer dia després de la germinacio, altres al segon dia, i aixi fins al

cinque dia.

3.10.2 Mutants rif amb una elevada capacitat d’induccié dels nivells de DXR en
resposta al tractament amb FSM: rif23, rif26 i rif31

Les plantes d’Arabidopsis tenen la capacitat d’incrementar els nivells de proteina DXR quan es
bloqueja la ruta del MEP. Aixi doncs, quan es cultiven en presencia de FSM, els nivells de DXR
augmenten, tot i que no de forma suficient com per superar el bloqueig de la via del MEP. Aquesta
resposta esta altament incrementada en els mutants rif23, rif26 i rif31 i és un procés postranscripcional ja

que no va acompanyada d’un increment en els nivells del transcrit de DXR .

75



RESULTATS

3.10.2.1 rif23irif3l.

Degut a que els mutants 7if23 1 rif31 séon molt similars en la seva resposta a la FSM, la seva
descripcio es fa de forma conjunta. Els dos mutants mostren una elevada capacitat d’induir els nivells de
proteina DXR en resposta al tractament amb FSM, arribant a valors d’unes 6 vegades més elevats que els
valors basals que presenta la soca parental en condicions normals, en la que només incrementen
aproximadament 1,5 vegades (Figures 37 i 38). Els nivells del transcrit DXR no es veuen modificats,
indicant que es tracta d’un procés postranscripcional. D’altra banda, els nivells de proteina i transcrit DXS

son semblants o fins i tot inferiors als de Col2 (figura 37 i 38)
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Figura 37. Quantificacioé dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant 1if23. Es van
cultivar plantules del mutant 1if23 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.
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Figura 38. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif31. Es van
cultivar plantules del mutant 1if31 i del parental Col2 en condicions de dia Illarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

En les figures 39 i 40 es mostra el fenotip que presenten els mutants rif23 i rif31 al llarg del

desenvolupament. No s’observen diferéncies respecte el parental Col2.
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Figura 39. Fenotip del mutant rif23 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu
desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a rif23. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

Figura 40. Fenotip del mutant 1if31 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu

desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a 1if31. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

En el mutant rif23 el T-DNA esta inserit en una regio intergenica del cromosoma 3 i, per tant, es

tractaria d’un mutant de guany de funcié d’un dels gens flanquejants (Figura 41A). Fins a quatre gens
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podrien estar activats per 1’accid dels enhancers del T-DNA: At3g23330, At3g23340 i At3g23350, situats
a regid contigua al RB, 1 At3g23325, situat a la regid contigua al LB. Per tal de comprovar si la
sobreexpressio del gen At3g23325 conferia resisténcia a la FSM, es va generar la construccié pC-RIF23
on el cDNA d’aquest gen es troba clonat sota el control del promotor CaMV35S (Materials i Métodes,
5.1.1) i es van generar plantes transgeniques, obtenint-se 8 linies, de les quals 6 d’clles mostraven

resistencia a FSM (Figura 41B).

Pel que fa a rif31, la insercio es troba localitzada interrompent la pauta de lectura del gen
Atlg62850 (Figura 41C). Es va identificar un mutant de pérdua de funcioé d’aquest gen en la col-leccié
Syngenta Arabidopsis Insertion Library (SAIL) que es va obtenir del Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (http://Arabidopsis.info/). Aquest mutant (SAIL 622 DO06) es va anomenar rif3/-1, i presenta una

insercié del T-DNA a I’ex6é 4 (Figura 41C). Es van seleccionar linies homozigotiques d’aquest mutant

mitjangant PCR (Figura 41D), les quals van mostar una clara resisténcia a la FSM (Figura 41D).

El gen At3g23325, que confereix resistencia al mutant 7if23 codifica per un factor d’splicing
(Lorkovic i col., 2005), mentre que Atlg62850 codifica per una proteina que probablement actuaria com

a factor alliberador de la traduccio. Cap d’aquestes dues proteines ha estat caracteritzada a Arabidopsis.
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Figura 41. Regio genomica en la que estan inserits els T-DNAs en els mutant rif23, rif31 i rif31-1.
(A) Es mostra el T-DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa en el mutant rif23. (B)
S’inclou la representacio esquematica del T-DNA amb el qual s’han generat les plantes
transgeniques per sobreexpressar At3g23325 i es mostra el creixement de les diferents linies
obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM. (C) Es
mostren els T-DNAs (no dibuixats a escala) i la seva orientacio relativa en els mutants rif31 i rif31-
1.També s’ha indicat la posicio dels primers usats per [’analisi genomic en el mutant rif31-1 (D) i es
mostra el creixement de la linia homozigotica d’aquest mutant després de cultivar-la durant 10 dies

en medi MS suplementat amb FSM (E).
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3.10.2.2 rif26.

El mutant rif26 es caracteritza tamb¢ per tenir un nivell de proteina DXR molt elevat en resposta
al tractament amb FSM, i que esta acompanyat d’un increment també elevat de la proteina DXS. En
ambdos casos, aquest increment no es correlaciona amb 1’increment dels transcrits corresponents (Figura

42). Aquest mutant també mostra resisténcia a la MEV (Figura 23).
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Figura 42. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif26. Es van
cultivar plantules del mutant 1if26 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacioé corresponent (Materials i Metodes 5.2i5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

L’estudi fenotipic del mutant 7if26 revela un aspecte groguenc durant els primers estadis de
desenvolupament (5 dies), indicant una possible alteracié en la diferenciacid6 o funcionalitat dels

cloroplastes. En estadi de roseta, pero, no presenta diferéncies respecte al parental Col2 (Figura 43).
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Figura 43. Fenotip del mutant 1if26 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu

desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a rif26. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

En aquest mutant el T-DNA es troba inserit en una regid intergénica del cromosoma 1, indicant
que es tractaria d’un mutant de guany de funcié d’un dels dos gens flanquejants (Figura 44A). Per tal
d’identificar el gen responsable es van generar plantes transgeniques sobreexpressores d’aquests dos gens
utilitzant les construccions pC-RIF26A i pC-RIF26B, en les que es van clonar els cDNAs dels gens
At1g32780 1 Atlg32770, respectivament, sota el control del promotor CaMV35S (Material i Métodes,
5.1.1). Es van obtenir 14 linies transgéniques en el cas del gen At1g32780 (26A.1-14) i 4 linies en el cas
d’At1g32770 (26B.1, 26B.4, 26B.5 1 26B.6). Amb diferents graus, s’ha observat resisténcia a la FSM en 8
linies sobreexpressores del gen Atlg32780 (Figura 44B), mentre que cap de les 4 linies de sobreexpressio

del gen At1g32770 mostra resisténcia (Figura 44C).
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Figura 44. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant 1if26. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. També s’inclouen les representacions
esquematiques dels T-DNAs amb els quals s’han generat les plantes transgéniques per
sobreexpressar Atl1g32780 (B) i Atlg32770 (C), i es mostra el creixement de les diferents linies
obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM.

Aixi doncs, es pot concloure que 1’activacio del gen Atlg32780 és la responsable de la
resistencia a la FSM en el mutant rif26. Aquest gen codifica una proteina amb possible activitat alcohol

deshidrogenasa.
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3.10.3 Mutants rif afectats en la senyalitzacié per fosfatidilinositols: rif30, rif32 i
rif45.

Degut a que, com es mostra més endavant, els mutants 7if30, rif32 i rif45 mostren resisténcia a la
FSM per una activacid transcripcional de gens que codifiquen per proteines relacionades en la

senyalitzacio per fosfatidilinositols, aquests mutants es descriuen de forma conjunta.

L’analisi bioquimic d’aquests mutants, tot i confirmar un comportament semblant, va mostrar
certes diferéncies en quant als nivells de proteina DXR i DXS. Aixi, rif32 presentava uns nivells de
proteina DXR similars al parental Col2 pero, per altra banda, mostrava nivells de proteina DXS més
elevats (Figura 46), la qual cosa correlacionaria amb la lleugera resisténcia a CLM detectada en aquest
mutant (Figura 22). Els mutants rif30 i rif45 presentaven uns nivells basals de proteina DXR més elevats,
perd mentre que #if45 incrementava molt aquests nivells en resposta a la FSM, rif30 no presentava aquest
comportament (Figures 45 i1 47). L’expressié dels gens DXR i DXS en aquests mutants es trobava

lleugerament disminuida respecte al parental Col2 (Figures 45, 46 1 47).
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Figura 45. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif30. Es van
cultivar plantules del mutant 1if30 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per

realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
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proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.
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Figura 46. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant 1if32. Es van
cultivar plantules del mutant 1if32 i del parental Col2 en condicions de dia Illarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

85



RESULTATS

A Proteina RNA

Col2 rif45 Col2 rif45
M - + - +

-+ -+
DXR - -« N S
DXS L 2 B B
NOrmalitzacio  ww wee — . SR HR BB

DXR DXS

|

Ll

L

W pis neatius DS

.

Heh relatud OXR
8 = M oM & B o

Col2 Col2 F5M s rils F5M Col2 Col2 FEM ks 146 FEMm

Figura 47. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rifd5. Es van
cultivar plantules del mutant 1if45 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o absencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

Fenotipicament, aquests mutants presenten certes diferéncies respecte al parental Col2. El mutant
rif45 mostra floracié avangada, i desenvolupa la tija quan la roseta és molt petita, generant una planta
adulta poc vigorosa (Figura 48). La roseta del mutant rif30 esta formada per fulles més fines que les
observades en el parental Col2, i també presenta una floracié avangada (Figura 49). Finalment, en el
mutant 7if32, les fulles de la roseta no mostren les tipiques ondulacions marginals que presenta Col2, sind
que son completament llises. Més endavant, d’aquesta roseta surgeixen un nombre molt elevat de tijes

(Figura 50).
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Figura 48. Fenotip del mutant rif45
i del parental Col2 durant diferents
etapes del seu desenvolupament. A,
B, C i D corresponen a Col2. E, F,
G i H corresponen a rifd5. Es
mostra el fenotip de plantules als 5
(A i E)ials 10 dies (B i F) de
creixement en condicions de dia
llarg. C, D, G i H corresponen a
plantes crescudes durant 40 dies en
condicions de dia curt. A I es
mostren plantes adultes després de 2

mesos de creixement.

Figura 49. Fenotip del mutant rif30 i

del parental Col2 durant diferents
etapes del seu desenvolupament. A, B,
C i D corresponen a Col2. E, F, Gi H
corresponen a r1if30. Es mostra el
fenotip de plantules als 5 (A i E) i als
10 dies (B i F) de creixement en
condicions de dia llarg. C, D, G i H
corresponen a plantes  crescudes
durant 40 dies en condicions de dia
curt. A I es mostren plantes adultes

després de 2 mesos de creixement.
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Figura 50. Fenotip del mutant rif32 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu
desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a rif32. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

En el mutant 1if30 s’han identificat dos T-DNAs inserits en el seu genoma. El primer d’ells esta
inserit interrompent la pauta de lectura del gen At5g60790 (Figura 51A). Es va identificar un mutant
de perdua de funcio d’aquest gen a la col-leccio del Salk Institute Genomic Analysis Laboratory
(http://signal.salk.edu; Alonso et al., 2003) que es va obtenir del Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (http.//Arabidopsis.info/). Aquest mutant (SALK 129048) es va anomenar r1if30.1-1, i

presenta una insercio del T-DNA a [’exé 4 (Figura 51A). Es van seleccionar linies homozigotiques
d’aquest mutant per PCR (Figura 51B) les quals van ser cultivades en presencia de FSM, sense

mostrar resisténcia a aquest inhibidor (Figura 51C).
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Figura 51. Regio genomica en la que estan inserits un dels T-DNAs trobats en el mutant 1if30 i el T-

298pb

DNA en el mutant rif30-1. (A) Es mostren els T-DNAs (no dibuixats a escala) i la seva orientacio
relativa en els mutants 1if30 i rif30-1.També s ha indicat la posicio dels primers usats per [’analisi
genomic en el mutant 1if30-1 (B) i es mostra el creixement de la linia homozigotica d’aquest mutant

despreés de cultivar-la durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM (C).

El segon T-DNA del mutant 7if30 esta inserit en una regi6 intergénica del cromosoma 4 (Figura
52A). Per tal d’identificar el gen responsable de la resistéencia a la FSM es van generar plantes
transgéniques sobreexpressores del gen At4g36640, contigu a la regid del RB del T-DNA, utilitzant la
construccid pC-RIF30.2 en la que es va clonar el cDNA d’aquest gen sota el control del promotor
CaMV35S (Materials i Métodes, 5.1.1). Es van obtenir sis linies transgeniques i es va observar resisténcia
a la FSM en les linies 30.2.3 1 30.2.4 (Figura 52B). Aquest gen codifica una una proteina anomenada

factor citosolic SEC14, també anomenada proteina transportadora de fosfatidilinositols (PITP).
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Figura 52. Regio genomica en la que esta inserit un dels dos T-DNAs trobats en el mutant rif30. (4)
Es mostra el T-DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. També s’inclou la
representacio esquematica del T-DNA amb el qual s’han generat les plantes transgeniques per
sobreexpressar At4g36640 (B) i es mostra el creixement de les diferents linies obtingudes després de

cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM.

El T-DNA de rif32 esta inserit en una regio intergénica del cromosoma 5 (Figura 53A), indicant
que es tractaria d’un mutant de guany de funci6. En aquest sentit, 1’activacié d’un dels gens més propers a
la regi6 del RB del T-DNA, At5g65010 i At5g65020, podria ser la causa de la resisténcia a la FSM. Es
van generar plantes transgeéniques utilitzant les construccions pC-RIF32A i pC-RIF32B, en les que es van
clonar els cDNAs dels gens At5g65010 1 At5g65020, respectivament (Materials i Meétodes, 5.1.1). Es van
obtenir 9 linies transgéniques sobreexpressores del cDNA del gen At5g65010, i cap d’elles mostrava
resisténcia a la FSM a excepcio de 32A.11, que presentava una lleugerissima resisténcia (Figura 53B). En
canvi, de les 13 linies obtingudes pel gen At5g65020, 5 eren clarament resistents a la FSM (32B.2, 32B.3,
32B.8, 32B.14 i1 32B.15) (Figura 53C).

Es pot concloure que el gen que confereix resistencia en el mutant rif32 és At5g65020, que

codifica la proteina anexina 2, localitzada als tilacoides. Esta descrit que certes anexines mostren la

capacitat de formar canals alliberadors de Calci del RE cap al citosol, i alhora poden d’anclar-se a la
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membrana cel-lular a través de calci i unint-se a PI4,5P,, formant zones enriquides d’aquesta molecula

(Clark i col., 2001; Gokhale i col., 2005).

A At5g65010 At5g65020

B >+ pC-RIF32A

RB
4 NPTII (KamR) m 355-CaMV At5g65010
L

Figura 53. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant 1if32. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. També s’inclouen les representacions
esquematiques dels T-DNAs amb els quals s’han generat les plantes transgéniques per
sobreexpressar At5g65010 (B) i At5265020 (C), i es mostra el creixement de les diferents linies

obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM.

En el mutant rif45 el T-DNA es troba inserit en una regio6 intergénica del cromosoma 1 (Figura
54A). Degut a que D’expressid del gen Atlg21920 esta probablement activada es van generar plantes
transgeéniques sobreexpressores d’aquest gen. Utilitzant la construccio pC-RIF45, on es va clonar el
cDNA del gen At1g21920 sota el control del promotor CaMV35S (Materials i Métodes, 5.1.1), es van
generar 8 linies transgéniques, de les quals 6 (45.1, 45.2, 45.4, 45.6, 45.9 1 45.10) presentaven resisténcia
ala FSM (Figura 54B).
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Per tant rif45 és resistent a la FSM degut a I’activacid del gen At1g21920, que codifica per una
fosfatidilinositol 4-fosfat 5-kinasa (PI4P5K), que catalitza la fosforilaciéo de fosfatidilinositol 4-fosfat,
rendint fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (P14,5P,) (Mueller-Roeber i Pical 2002).

A At1g21920 At1921930

Figura 54. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant r1if45. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. (B) S’inclou la representacio esquematica
del T-DNA amb el qual s han generat les plantes transgéniques per sobreexpressar Atlg21920, i es
mostra el creixement de les diferents linies obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en

medi MS suplementat amb FSM.

3.10.4 Mutants amb nivells elevats de transcrits DXS i DXR

Els nivells de proteina DXR es troben incrementats en la majoria dels mutants rif seleccionats
com a conseqiiencia de processos postranscripcionals. Els mutants rif34 i rif39 van mostrar uns nivells de
proteina DXR i DXS més elevats que el parental Col2 que es podien correlacionar amb una activacio de

I’expressid dels gens corresponents.

3.10.4.1 rif34

Com s’observa a la figura 55 el mutant 7if34 presenta nivells lleugerament elevats de I’expressio

dels gens DXS i DXR, que es correlacionen amb els corresponents augments dels nivells de proteina.
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Aquest resultat estaria d’acord amb la resisténcia mostrada també per aquest mutant a la CLM (Figura
22).
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Figura 55. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant 1if34. Es van
cultivar plantules del mutant 1if34 i del parental Col2 en condicions de dia Illarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb presencia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

L’analisi fenotipic d’aquest mutant va mostrar un desenvolupament peculiar de la planta en
estadi de roseta (Figura 56). Les fulles eren més grans, i conferien a la roseta un aspecte més tupit. D’altra

banda, també es va observar una floracio tardana.
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Figura 56. Fenotip del mutant 1if34 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu
desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a 1if34. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

En aquest mutant, el T-DNA es troba inserit en una regié intergénica del cromosoma 4 (Figura
57A). Per estudiar si I’activacié de 1’unic gen que es trobava sota el radi d’accid dels enhancers del T-
DNA, At4g21750 estava implicada en la resisténcia a la FSM es van generar plantes transgeéniques per tal
de sobreexpressar-lo. Aixi, es va clonar el cDNA d’aquest gen sota el control del promotor CaMV35S,
obtenint la constuccido pC-RIF34 (Materials i Métodes, 5.1.1). Es van obtenir tres linies transgeéniques

(34.1, 34.2 1 34.3) dues de les quals van ser clarament resistents a la FSM (figura 57B).
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Figura 57. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant rif34. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. (B) S’inclou la representacio esquematica
del T-DNA amb el qual s’ han generat les plantes transgeniques per sobreexpressar At4dg21750, i es
mostra el creixement de les diferents linies obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en

medi MS suplementat amb FSM.

Es pot concloure, per tant, que I’activacié del gen At4g21750 provoca resistencia a la FSM en el
mutant 7if34. Aquest gen codifica pel factor de transcripcid6 ATML2, que s’expressa preferentment durant

el desenvolupament embrionari i de la tija (Lu i col., 1996; Abe i col., 2003).

3.10.4.2 rif39.

Aquest mutant presentava uns nivells basals de proteina DXR més elevats que el parental Col2 i
una alta capacitat d’incrementar-los després del tractament amb FSM. Els estudis d’expressio van posar
de manifest que els nivells basals de proteina DXR podrien ser conseqiiencia d’un augment en 1’expressio
del gen, mentre que la posterior induccid de la proteina DXR després del tractament amb FSM implicaria
un mecanisme postranscripcional. D’altra banda, els valors basals de proteina DXS també eren superiors
als de Col2, i es correspondrien també amb la implicacié d’un mecanisme transcripcional ja que
I’augment dels nivells de proteina es poden correlacionar amb els de transcrit (figura 58). Aquests nivells

incremenats de DXS van acompanyats de la resistencia a CLM (figura 23).
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Figura 58. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif39. Es van
cultivar plantules del mutant 1if39 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

En la figura 59 es pot apreciar que el mutant rif39 no presenta diferéncies fenotipiques respecte
del parental Col2 durant les primeres etapes de desenvolupament i la formacié de la roseta basal. Malgrat

que presenta floraci6 tardana, la planta és capag de completar el seu creixement de forma normal.
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Figura 59. Fenotip del mutant 1if39 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu
desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a 1if39. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

El T-DNA de r1if39 esta inserit en una regio intergenica del cromsoma 5 en [’entorn de 3 gens,
At5g51820, At5g51830 i At5g51840, que podrien veure’s afectats transcripcionalment per [’accio
dels enhancers presents en el T-DNA (Figura 60A). Es va clonar el cDNA del gen At5g51820 en el
vector pCAMBIAI303 generant la construccio pC-RIF39 (Materials i Meétodes, 5.1.1), i es van
generar plantes transgeniques. De les 7 linies obtingudes (39.1-7), 3 mostren resistencia a la FSM
(39.1, 39.3 i 39.7) (Figura 60B). El gen At5g51820 codifica una fosfoglucomutasa localitzada a
I’estroma del cloroplast implicada en el control del flux del carboni fotosintétic (Periappuram i col.,

2000).

97



RESULTATS

A At551820 At5g51830 At5g51840

RB

LB
B :rgi NPTH (KamR) m 355-CaMV| At5g51820 m } pC-RI F39
»

Figura 60. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant rif39. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. (B) S’inclou la representacio esquematica
del T-DNA amb el qual s’ han generat les plantes transgeniques per sobreexpressar At5g51820, i es
mostra el creixement de les diferents linies obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en

medi MS suplementat amb FSM.

3.10.5 Mutant rif21

Rif21 és un mutant que no presenta diferéncies importants respecte al parental Col2 tant pel que
fa als nivells basals de proteina DXR com del transcrit corresponent (Figura 61). En relacié amb la DXS,
s’observa una lleugera disminucié dels nivells basals de proteina i de transcrit. Malgrat aixo, després del
tractament amb FSM, els nivells de DXR i DXS mostren un clar increment respecte de Col2. A nivell

fenotipic no es va observar cap diferéncia significativa respecte de Col2 (figura 62).
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Figura 61. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif21. Es van
cultivar plantules del mutant 1if21 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Metodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.
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Figura 62. Fenotip del mutant 1if21 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu
desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a 1if21. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

En aquest mutant el T-DNA s ha localitzat en el cromosoma 5 trencant la pauta de lectura del gen
At5g64940 (Figura 63A). Es va identificar un mutant d’insercio d’aquest gen en la col-leccio del
Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (http://signal.salk.edu; Alonso et al., 2003) i es va
obtenir del Nottingham Arabidopsis Stock Centre (http://Arabidopsis.info/). Aquest mutant
(SALK 045739) es va anomenar 1if21-1, i presenta la insercio del T-DNA a I’exé 4 (Figura 63A4). Es

van obtenir linies homozigotiques d’aquest mutant per PCR (Figura 63B) i es van cultivar en
presencia de FSM, confirmant la resisténcia de les plantules d’Arabidopsis a la FSM quan aquest

gen es troba inactivat (figura 63C).
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Figura 63. Regio genomica en la que estan inserits els T-DNAs en els mutant rif21 i rif21-1. (4) Es
mostren els T-DNAs (no dibuixats a escala) i la seva orientacio relativa en els mutants rif21 i rif21-
1.També s’ha indicat la posicio dels primers usats per [’analisi genomic en el mutant rif21-1 (B) i es
mostra el creixement de la linia homozigotica d’aquest mutant després de cultivar-la durant 10 dies

en en medi MS suplementat amb FSM (C).

El gen At5g64940 codifica per una proteina inicialment anotada com un transportador ABC
cloroplastidic (Sanchez-Fernandez i col., 2001). El fet que el mutant rif2/ estigués afectat en un possible
translocador plastidic potencialment implicat en el transport d’algun compost (intermediari) de les rutes

del MEP o del MVA va estimular la comprovacio cloroplastidica d’aquesta proteina.

Aixi, es va generar la construccié pGFP-TPRIF21 (Materials i Métodes, 5.1.1) que va permetre
expressar transitoriament una versié de la proteina GFP fusionada pel seu extrem N-terminal amb el
peptid de transit de la proteina codificada pel gen At5g64940. Tal i com s’observa en la figura 64, es va

confirmar la localitzacio cloroplastidica d’aquesta proteina.
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eH>r pGFP-TPRIF21

Clorofil-la GFP superposicioé

Figura 64. Localitzacio subcel-lular de la proteina codificada pel gen At5g64940. La construccio
pC-TPRIF21 va ser bombardejada sobre fulles de roseta d’Arabidopsis de 30 dies. Es mostra
I"autoflorescéencia de la clorofil-la (A), la florescéncia de la GFP (B), i la superposicié d’ambdues

(©).

Malgrat I’interés inicial despertat per aquest mutant, era dificil d’explicar com aquest possible
transportador podria participar en I’intercanvi d’IPP o prenilfosfats entre el citosol i els plastids, ja que es

tractava d’un mutant de pérdua de funcio.

Per tal de tenir informacié addicional sobre aquesta proteina, es va decidir generar linies
transgeniques sobreexpressores d’aquest gen. utilitzant la construccié pC-RIF21, en la qual s’havia clonat
el cDNA corresponent al gen At5g64940 sota el control del promotor CaMV35S (Materials i Métodes,
5.1.1). Es van obtenir nou linies transgeéniques de les quals vuit van mostrar resisténcia a la FSM (Figura

65).
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Figura 65. Representacio esquematica del T-DNA amb el qual s’han s’han generat les plantes
transgeniques per sobreexpressar At5g64940. També es mostra el creixement de les diferents linies

obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM.

Aquest resultat va ser sorprenent i realment resultava dificil d’entendre quin era I’efecte de la
proteina codificada per aquest gen. Posteriorment a I’obtencio d’aquests resultats van ser publicats nous
treballs sobre aquesta proteina, que si bé confirmaven la seva localitzacio cloroplastidica, i més
concretament, en la membrana del cloroplast, descartaven la seva funcionalitat com a transportador i
apuntaven més aviat a un paper com a proteina quinasa implicada en el balang de I’estrés oxidatiu

(Jasinski i col., 2008).

3.10.6 Mutants afectats en altres processos cel-lulars: rif24, rif28, rif35, rif36 i
rif44.

La major part dels mutants rif descrits en aquest apartat es caracteritzen per tenir nivells basals i
induibles de proteina DXR i DXS semblants als del parental silvestre Col2. Com es mostra a les figures
66, 67, 68, 69 1 70, cls nivells de proteina DXR i DXS d’aquests mutants son en general lleugerament més
alts que els de Col2, i potser insuficients com per explicar la resisténcia a la FSM. Tanmateix, els nivells
de transcrits DXR i DXS tampoc mostren diferéncies significatives respecte del parental Col2. Potser
I’inic mutant destacable d’aquest grup seria 7if35, que mostra nivells basals més elevats de proteina DXR

1 DXS, tot i que inferiors als descrits en els apartats anteriors (Figura 68).

Ela mutants rif28 1 rif44 mostren resisténcia a la MEV, mentre que rif35 és resistent a la CLM

(Figures 22 i 23).
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Figura 66. Quantificacioé dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant 1if24. Es van
cultivar plantules del mutant 1if24 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o abséncia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Metodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.
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Figura 67. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif28. Es van
cultivar plantules del mutant 1if28 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o absencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.
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Figura 68. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif35. Es van
cultivar plantules del mutant 1if35 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o absencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2'i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.
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Figura 69. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rif36. Es van
cultivar plantules del mutant 1if36 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o absencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.
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Figura 70. Quantificacio dels nivells de proteina i transcrit DXR i DXS en el mutant rifd4. Es van
cultivar plantules del mutant 1if44 i del parental Col2 en condicions de dia llarg durant 5 dies,
moment en el que es van transferir a medi MS amb preséncia o absencia de FSM (100 uM). Les
mostres es van recollir al cap de dos dies i es van realitzar les extraccions de proteina i RNA per
realitzar les analisi de Western-blot i Northern-blot. (A) Les imatges mostren la deteccio de les
proteines i transcrits DXR i DXS i la normalitzacio corresponent (Materials i Métodes 5.2 i 5.3). (B)

Es mostra la mitja i la desviacio estandar corresponent a 3 experiments independents.

En les figures 71 a 75 es mostren els fenotips d’aquests mutants 7if durant el desenvolupament de
la planta. Pel que fa a rif24 es pot observar que les fulles de la roseta son més arrodonides que les de
Col2, i també s’observa una floracié avangada (Figura 71). En el mutant rif28, s’observa una coloracid
groguenca de les fulles de la roseta i també floracié avangada (Figura 72). Rif35 és el mutant que mostra
un fenotip més sever, amb un aspecte groguenc durant tot el seu desenvolupament i una roseta més petita
(Figura 73). El fenotip de rif36 és molt semblant al de Col2, i només es pot apreciar una lleugera palidesa
a les fulles joves de la roseta (Figura 74). El mutant rif44 mostra una floracié avangada molt acusada,

amb una roseta poc formada i 1’aparicié de multitud de tijes d’aspecte molt feble (Figura 75).
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Figura 71. Fenotip del mutant 1if24 i del
parental Col2 durant diferents etapes del
seu desenvolupament. A, B, C i D
corresponen a Col2. E, F, G i H
corresponen a tif24. Es mostra el fenotip
de plantules als 5 (A i E) i als 10 dies (B i
F) de creixement en condicions de dia
llarg. C, D, G i H corresponen a plantes
crescudes durant 40 dies en condicions de
dia curt. A I es mostren plantes adultes

després de 2 mesos de creixement.
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Figura 72. Fenotip del mutant 1if28 i del
parental Col2 durant diferents etapes del
seu desenvolupament. A, B, C i D
corresponen a Col2. E, F, G i H
corresponen a 1if28. Es mostra el fenotip
de plantules als 5 (A i E) i als 10 dies (B i
F) de creixement en condicions de dia
llarg. C, D, G i H corresponen a plantes
crescudes durant 40 dies en condicions de
dia curt. A I es mostren plantes adultes

després de 2 mesos de creixement.
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Figura 73. Fenotip del mutant 1if35 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu
desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a rif35. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.

Figura 74. Fenotip del mutant 1if36 i del parental Col2 durant diferents etapes del seu

desenvolupament. A, B i C corresponen a Col2. D, E i F corresponen a rif36. Es mostra el fenotip de
plantules als 5 (A i D) i als 10 dies (B i E) de creixement en condicions de dia llarg. C i F
corresponen a plantes crescudes durant 40 dies en condicions de dia curt. A G es mostren plantes

adultes després de 2 mesos de creixement.
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Figura 75. Fenotip del mutant rif44 i del parental
Col2  durant  diferents  etapes del seu
desenvolupament. A, B, C i D corresponen a
Col2. E, F, G i H corresponen a rif44. Es mostra
el fenotip de plantules als 5 (A i E) i als 10 dies
(B i F) de creixement en condicions de dia llarg.
C, D, G i H corresponen a plantes crescudes
durant 40 dies en condicions de dia curt. A I es
mostren plantes adultes després de 2 mesos de

creixement.

3.10.6.1 Identificacié dels gens afectats en els mutants rif24, rif28, rif35, rif36 i rif44

En el mutant rif24 el T-DNA esta inserit en una regio intergénica del cromosoma 5 (Figura 76A)
molt aprop de I’inici de transcripcio del gen At5g41240, de manera que tant podria estar afectant
negativament la transcripcié d’aquest gen com activant-la. Els enhancers del T-DNA queden molt aprop
també del gen At5g41250, I’expressio del qual es podria veure activada. Es va procedir a generar plantes
transgeniques utilitzant les construccions pC-RIF24A i pC-RIF24B, on es van clonar els cDNAs dels
gens At5g41240 1 At5g41250 respectivament, sota el control del promotor CaMV35S (Materials i
Meétodes, 5.1.1). Les linies transgeniques obtingudes es van cultivar en preseéncia de FSM (Figura 76B-C),

i només es va observar resisténcia en 1’unica linia sobreexpressora del gen At5g41250 obtinguda.

Una unica linia transgenica pot ser insuficient per demostrar que 1’activacié del gen At5g41250
és el responsable de la resisténcia a FSM, pero tot apunta a que pugui ser aixi tenint en compte que

aquesta linia és clarament resistent, i que la disposicid dels enhancers del T-DNA el converteix en el
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principal candidat. Aquest gen codifica una proteina de la familia de les exostosines localitzada en la

membrana cel-lular.

A Atsgar240 At5g41250 At5g41260 At5g41270 ) At5g41280

1Kb
—

At5g41240 > pC-Rl F24A

C <HEHwrrocmn S At5g41250 >7 pC-RIF24B

Figura 76. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant rif24. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. També s’inclouen les representacions
esquematiques dels T-DNAs amb els quals s’han generat les plantes transgéniques per
sobreexpressar At5g41240 (B) i At5g41250 (C), i es mostra el creixement de les diferents linies
obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM.

El T-DNA en el mutant 7if28 es troba inserit en 1’ex6 5 del gen At2g07180 (Figura 77A). Es va
identificar un mutant de pérdua de funcié d’aquest gen a la col-leccio del Salk Institute Genomic Analysis
Laboratory (http://signal.salk.edu; Alonso et al., 2003) i es va obtenir del Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (http://Arabidopsis.info/). Aquest mutant (SALK 135661) es va anomenar rif28-1, 1 presenta una

insercié a I’ex6 2 del gen At2g07180 (Figura 77A). Plantules homozigotiques d’aquest mutant van ser
seleccionades per PCR (Figura 77B) i es van cultivar en preséncia de FSM. En la Figura 77C es pot
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observar com aquest mutant €s clarament resistent a la FSM. Es pot concloure, per tant, que la perdua de
funci6 del gen At2g07180 provoca resisténcia al bloqueig de la ruta del MEP en el mutant #if28. Aquest

gen codifica una proteina anotada com a proteina quinasa, amb un domini N-terminal de miristoilacio.

LBb1
A —
LB  SALK_ 135661 —RB
At3g07170 | . At3gOT180
Rif28.salk R}

.. . Rif28.salk.F

B genomic
primers WT 28-1

Rif28.salk.F/rif28.salk.R

LBb1/rif28.salk.R

Figura 77. Regio genomica en la que estan inserits els T-DNAs en els mutants rif28 i 1if28-1. (4) Es
mostren els T-DNAs (no dibuixats a escala) i la seva orientacio relativa en els mutants rif28 i rif28-
1.També s ha indicat la posicio dels primers usats per [’analisi genomic en el mutant rif28-1 (B) i es
mostra el creixement de la linia homozigotica d’aquest mutant després de cultivar-la durant 10 dies

en en medi MS suplementat amb FSM (C).

En el mutant 7if35 s’han trobat dues insercions de T-DNA. Un dels T-DNAs es troba inserit en
una regi6 intergénica del cromosoma 1 (Figura 78A) fent possible que el gen Atlg73470 estigués activat.
Per comprovar la possible implicacié d’aquest gen es va procedir a la generacié de la construccié pC-
RIF35.1 (Materials i Métodes, 5.1.1) i a I’obtenci6 de linies transgeniques de sobreexpressio. De les tres
linies obtingudes, dues van mostrar resisténcia a la FSM (Figura 78B). L’altre T-DNA es va localitzar en
una regid intergénica del cromosoma 1 (Figura 78C), de forma que la disposicié dels enhancers podria
estar activant el gen Atlg08010. Es van generar 4 linies transgéniques de sobreexpressio d’aquest gen
utilitzant la construccio pC-RIF35.2 (Materials i Métodes, 5.1.1), pero cap d’elles mostra resisteéncia a la

FSM (Figura 78D). Per tant, es pot concloure que en el mutant 7if35 és una activacioé del gen Atlg73470

113



RESULTATS

la que confereix resistéencia a la FSM. Aquest gen codifica per una proteina amb funcid desconeguda

localitzada en els cloroplastes.

A At1g73470

At1g73480 | At1g73460

1Kb

B RB R LB
< NPTIl (KamR) rasscamv At1g73470 oS 1> pC-R|F351

C

At1908010

D

Figura 78. Regio genomica en la que estan inserits els dos T-DNAs trobats en el mutant rif35. (A i
C) Es mostren els T-DNAs (no dibuixats a escala) i la seva orientacio relativa. També s’inclouen les
representacions esquematiques dels T-DNAs amb els quals s han generat les plantes transgeniques
per sobreexpressar At1g73470 (B) i Atlg08010 (D), i es mostra el creixement de les diferents linies
obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb FSM.
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En el mutant 7if36, el T-DNA esta inserit en una regi6 intergenica del cromosoma 5 (Figura 79A)
de forma que hi haurien tres gens que podrien estar sota la influéncia dels enhancers del T-DNA,
At5g18810, AtSgl18820 i At5gl18830. Es van clonar els cDNAs d’aquests gens sota el control del
promotor CaMV 35S, obtenint-se les construccions pC.RIF36A, pC-RIF36B i pC-RIF36C (Materials i
Me¢todes, 5.1.1) amb les quals es van generar plantes transgeniques de sobreexpressi6. Es van obtenir 17
linies pel gen At5g18810, 9 linies pel gen At5g18820 i 12 linies pel gen At5gl18830. La resisténcia
d’aquestes linies a la FSM es mostra en la figura 79. Aqui es va obtenir un resultat inesperat al observar
certa resisténcia en linies sobreexpressores de cadascun dels tres gens. Clarament, pero, el grau més alt de
resisténcia, es va trobar en el cas de les linies sobreexpressores del gen At5g18820 (Figura 79C). Aquest
gen codifica per una proteina anotada com a proteina d’uni6 a ATP i a altres proteines, amb funcidé de

xaperona, que localitza als cloroplastes.
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Figura 79. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant rif36. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. També s’inclouen les representacions
esquematiques dels T-DNAs amb els quals s’han generat les plantes transgéniques per
sobreexpressar At5g18810 (B), At5g18820 (C) i At5g18830 (D)i es mostra el creixement de les
diferents linies obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en medi MS suplementat amb

FSM.

El T-DNA a rif44 es troba inserit en una regid intergenica del cromosoma 2 (Figura 80A). Es
van generar plantes transgeéniques sobreexpressores del gen més proper als enhancers, At2gl18080,

utilitzant la construccié pC-RIF44 on el cDNA d’aquest gen es va clonar sota el control del promotor
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CaMV35S (Materials i Meétodes, 5.1.1). Es van obtenir sis linies, de les quals cinc van mostrar resisténcia
a la FSM (Figura 80B). Tot indica, per tant, que 1’activacid del gen At2g18080 confereix resisténcia a la
FSM en el mutant rif44. Aquest gen codifica per la proteina EDA2, associada amb una activitat peptidasa

del tipus serina (Pagnussat i col., 2005).

At2g18090 At2g18080 At2g18070 At2g18060

Figura 80. Regio genomica en la que esta inserit el T-DNA en el mutant rif44. (A) Es mostra el T-
DNA (no dibuixat a escala) i la seva orientacio relativa. (B) S’inclou la representacio esquematica
del T-DNA amb el qual s han generat les plantes transgéniques per sobreexpressar At2g18080, i es
mostra el creixement de les diferents linies obtingudes després de cultivar-les durant 10 dies en en

medi MS suplementat amb FSM.
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1 Analisi funcional de la isoforma DXS2 d’Arabidopsis

En les plantes, la preséncia de diferents isoformes d’una proteina proporciona una major
capacitat per regular els multiples processos necessaris pel seu creixement, desenvolupament i interaccid
amb I’entorn. Per exemple, diferents isogens poden presentar una expressio diferencial durant el
desenvolupament, en diferents teixits i tipus cel.lulars o en resposta a diferents estimuls externs.
Tamateix, les diferents isoformes proteiques poden presentar la mateixa activitat i, alhora, estar regulades

diferencialment.

En relacio amb la DXS, el primer enzim de la via del MEP i considerat un important enzim
regulador del flux d’aquesta ruta metabolica, es coneix que esta codificat per diferents isogens en totes les
plantes en que s’ha estudiat. Diferents estudis han mostrat que les DXS de les plantes es poden agrupar en
dues subfamilies filogenéticament ben definides que representarien dos grups enzimatics funcionalment
especialitzats (Walter i1 col. 2002). Mentre la subfamilia I estaria constituida per DXSs relacionades amb
processos de creixement i desenvolupament de la planta, les DXS de la subfamilia II estarien relacionades
amb la biosintesi d’un ampli ventall de metabolits secundaris de naturalesa isoprenoide involucrats en les

interaccions de la planta amb el seu entorn (Walter i col. 2002).

Tal com s’ha indicat en la Introducci6 (apartat 2.2.3.5), a Arabidopsis thaliana s’han identificat 3
gens que codifiquen proteines amb elevada similitud a les DXS de microorgansimes i plantes, DXSI,
DXS2 i DXS3. Fins al moment, perd, només s’ha demostrat activitat DXS per la DXS1 (codificada pel
gen DXS1, Atdg15560), mentre que per DXS2 i DXS3 (codificadades pels gens At3g21500 1 At5g11380
respectivament) no hi havia treballs que ho confirmessin. Filogenéticament, DXS1 pertany a la
subfamilia I. DXS2 presenta un alt grau de similitud amb DXS1, i també es pot incloure dins de la
subfamilia I (Carretero-Paulet i Boronat, resultats no publicats). D’altra banda, DXS3 no s’encuadra en
cap de les subfamilies i I’analisi de la seva seqliencia mostra importants diferéncies amb les altres DXS,
entre elles la manca de certs residus aminoacidics i dominis funcionals necessaris per la seva activitat. En
conseqiiencia, s’ha descartat que DXS3 tingi activitat DXS (Carretero-Paulet i Boronat, resultats no

publicats).

A T’inici d’aquest treball, en el nostre laboratori s’havia estudiat la proteina DXS2 d’Arabidopsis
i els resultats obtinguts no havien pogut demostrar activitat DXS per aquesta proteina (Carretero-Paulet
2003). Aixi, per una part s’havia comprovat que ’expressid6 de DXS2 a E.coli no era capag¢ de
complementar un mutant defectiu en activitat DXS. Per altra part, en Arabidopsis, I’expressiéo de DXS2

tampoc havia rescatat la deficiencia de la DXS1 en el mutant termosensible chs5 (Carretero-Paulet 2003).

D’altra banda, I’existéncia d’ESTs en les bases de dades mostraven que el gen DXS2
s’expressava en diferents teixits de la planta, tot i que a nivells inferiors als de DXS!/. Estudis d’expressid
en plantes transgéniques d’Arabidospsis van demostrar que DXS2 té un patré d’expressio ben definit i

diferent al de DXSI. Mentre que DXS! s’expressa de forma generalitzada, mostrant alts nivells
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d’expressid en teixits fotosintetics i una activacié en resposta a la Ilum, 1’expressi6 de DXS2 es va

detectar majoritariament en flors i fruits, i no era activada per la llum (Carretero-Paulet 2003).

La localitzacio intracel-lular de DXS2 és peculiar en comparacié amb la de DXS1. Mentre que
estudis prévis havien mostrat que la proteina DXS1 es localitza en els cloroplastes, la DXS2 es va
localitzar en petits plastids amb clorofil-la (possiblement proplastids). Aquest fet va suggerir un cert tipus
d’especialitzacio funcional per la proteina DXS2 (Carretero-Paulet 2003). De fet, el peptid de transit
predit per la DXS2 és més curt que el de la DXS1 degut a dues delecions que afecten I’exd 1 del gen
DXS2 (Carretero-Paulet 2003).

Va ser justament aquesta possible localitzacio subcel-lular diferencial, la que va fer pensar en la
possibilitat que la proteina DXS2 tingués activitat DXS a Arabidopsis, perd no pogués complementar la
deficiencia en la DXSI1 al estar direccionada a un subcompartiment diferent. Per tal de clarificar aquest
aspecte, en aquest treball s’han generat plantes transgéniques d’Arabidopsis que expressen una versio
modificada de la proteina DXS2 en la que el seu peptid de transit s’ha reemplagat pel peptid de transit de
la DXS1, assegurant d’aquesta manera la correcta direccionalitzacio de la DXS2 als cloroplastes. En
aquest cas tampoc s’ha pogut complementar la pérdua d’activitat de la proteina DXSI en el mutant
termosensible chs5 (Resultats, 1.1.2). Aquest resultat recolzaria les observacions prévies que indicaven

que la proteina DXS2 no t¢ activitat DXS.

En un intent conéixer la possible funcié de DXS2, aquesta proteina s’ha expressat a E. coli en
forma d’una versid que contenia una cua d’histidines a I’extrem C-terminal per tal d’abordar la seva
posterior purificacid mitjangant cromatografia de bescambi ionic. Tot i obtenir un bon nivell d’expressio i
solubilitat, la proteina DXS2 no ha pugut ser purificada i, per tant, no s’han pogut realitzar els assajos per
estudiar la seva possible activitat. El que si s’han realitzat son estudis d’activitat DXS en extractes
proteics totals enriquits amb aquest enzim, no havent-se detectat activitat DXS aparent (Resultats, 1.2)).
Aquest resultats estarien d’acord amb les observacions prévies que indicaven que DXS2 no té activitat

DXS.

Per tal de tenir alguna indicacio que permetés coneixer el possible paper funcional de la DXS2
s’ha estudiat un mutant de pérdua de funcid del gen DXS2. Després de comprobar que el mutant no
expressava el transcrit corresponent al gen DXS2, els resultats obtinguts no han permés constatar cap
diferéncia fenotipica entre el mutant i la varietat silvestre (Resultats, 1.3 Fig 7). Aquest resultat indica que
independentment de la possible funcié que pugui tenir DXS2, aquesta no és essencial pel creixement i el

desenvolupament de la planta.

Analisis evolutius realitzats recentment en el nostre grup (Carretero-Paulet i col., manuscrit en
preparacio) han mostrat que DXS/ i DXS2 provenen d’una duplicacié que s’estima relativament recent en
la historia evolutiva d’Arabidopsis. Si es té en compte el desti evolutiu dels gens duplicats, esta apliament
acceptat que un dels gens acostuma a mantenir la funcid ancestral mentre que I’altre pot evolucionar

neutralment, lliure de pressié selectiva o funcional. El nou gen duplicat acumulara mutacions deleteries,
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més probablement que mutacions avantatjoses, i rapidament es convertira en un pseudogen que sera
inactivat o inclas eliminat del genoma (Lynch i Conery 2000; Conant i Wolfe 2008). En alguns casos,
ambdds gens es mantenen en el genoma després d’una duplicacié (Blanc i Wolfe 2004; Moore i
Purugganan 2005). Aixo passa quan la conservacié de la funcié ancestral per part dels gens duplicats
resulta avantatjosa. Un exemple d’aquest cas és quan la dosi dels RNAs o proteines produides és
beneficids (Conant i Wolfe 2008). De forma alternativa, els dos gens duplicats es poden mantenir en el
genoma i s’especialitzen funcionalment, ja sigui perque els dos gens s’especialitzen en un conjunt de
funcions del gen ancestral, o bé per que adquireixen noves funcions (Lynch i Conery 2000; Moore i
Purugganan 2005; Conant i Wolfe 2008). En el cas de la DXS2, si bé les altes taxes evolutives observades
serien compatibles amb el fet que estigués evolucionant com un pseudogen no processat, les analisi
evolutives refusen clarament una evolucio neutra per la DXS2, i sén concluents al indicar que es tracta
d’una seqiiencia codificant evolucionant sota pressions de seleccio funcional (Carretero-Paulet i col.,

manuscrit en preparacio).

En resum, es podria considerar que DXS2 ha evolucionat (o esta evolucionant) cap a una nova
funcié biologica. En absencia d’informacio sobre la seva possible activitat enzimatica i basant-nos en
I’abseéncia d’un fenotip visible en les plantes d’Arabidopsis defectives en el gen DXS2, el paper biologic
de DXS2 sembla no ser essencial pel funcionament normal de la planta i podria, per tant, estar relacionat
amb alguna nova ruta del metabolisme secundari de la planta. El fet que DXS2 no presenti activitat DXS

indicaria també que Arabidopsis conté un Gnic gen (DXS1) codificant per DXS.

2 Estudi de la toxicitat i del possible paper de la 1-desoxi-D-xilulosa
en la regulacio de la sintesi d’isoprenoides i altres processos

cel-lulars

El flux de la ruta del MEP no nomé ve definit pel nivell del enzims que la componen, sind també
per I’aport dels corresponents substrats i cofactors, i del paper regulador que puguéssin desenvolupar certs
efectors metabolics, entre ells els propis intermediaris de la via. En aquest sentit, la DX5P s’ha revelat

com una molécula potencialment reguladora de la ruta del MEP.

Cal tenir en compte que per tal de subministrar 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfat (DX5P) a les
plantes s’utilitza la seva forma no fosforilada, la 1-desoxi-D-xilulosa (DX), que és posteriorment
fosforilada a I’interior de la cé¢l.lula per I’accié d’una quinasa (veure més endavant). Son justament alguns
d’aquests estudis d’incorporacié de DX, que han permés per una part avangar en el coneixement de la ruta
del MEPI, els que han posat de manifest el possible paper regulador de la DX o de la DX5P. Aixi, per
exemple, esta descrit que I’administracié de DX al fruit de tomaquet resulta en un augment de la
carotenogenesi (Lois i col. 2000). No osbtant aix0, estudis posteriors han demostrat que la DX no

necessita ser incorporada a la ruta del MEP per tal d’induir la sintesi de carotenoides (Rohmer M.,
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comunicacio personal), suggerint un possible paper de la DX o d’algun metabolit relacionat (per exemple
DX5P) com a molécula senyal. Per altra part, plantes d’Arabidopsis crescudes en un medi que contenia
DX per tal de rescatar la inibicio de la via del MV van mostar un retard en el creixement a
concentracions de DX superiors a 1,5 mM (Kasahara i col. 2002). Els resultats obtinguts en aquesta tesi
han mostrat que concentracions de DX superiors a I1mM son toxiques per les plantules d’Arabidopsis, que

mostren un fenotip albi letal i no desenvolupen les arrels (Resultats, 2.1 Fig 8).

En un primer moment, i tenint en compte els experiments previs realitzats en tomaquet en els que
I’administracié de DX induia la carotenogenesi en el fruit, es va pensar en la possibilitat que la DX
incorporada per les plantules d’Arabidopsis pogués estar activant la ruta del MEP i/o les posteriors rutes
de sintesis d’isoprenoides plastidics i que, en coseqiiencia, les plantules no es poguéssin desenvolupar
degut de I’acimul d’algun intermediari o producte final. Per exemple, una produccid incrementada d’acid
abscisic(ABA) podria ser el causant d’aquest efecte sobre el creixement, tal com s’observa al cultivar

plantes d’Arabidopsis en presencia d’aquesta hormona (Lopez-Molina i col., 2002).

En el present treball s’ha comprovat que la DX exerceix també un efecte toxic a E. coli, un
bacteri que utilitza la via del MEP per la sintesi d’isoprenoides. Aquests estudis en bacteris s’han realitzat
per ser aparentment més senzills i considerant també la possibilitat que el mecanisme pel qual la DX és
toxica a Arabidopsis pogués ser el mateix en bacteris. Si aquesta hipotesi fos certa, es descartaria el fet
que la toxicitat de la DX fos deguda a ’acumulacié d’algun isoprenoide plastidic en Arabidopsis, ja que

els productes finals de la via del MEP en plantes i microorganismes soén molt diferents.

Els primers estudis de toxicitat a la DX obtinguts en E. coli utilitzant medi ric no van mostrar cap
efecte sobre el creixement, fins i tots a una concentracié de 100 mM, suggerint que aquest bacteri no es
veuria afectat per aquest compost. No obstant aixo, i tenint en compte la capacitat que tenen els bacteris
per seleccionar les fonts de carboni del medi, es va considerar la possibilitat que la DX present en el medi
ric no estigués sent assimilada pel bacteri. Es per aixd que es van realitzar nous experiments utilitzant
medi minim. En aquest cas es va observar que la DX era toxica per E. coli a partir d’una concentracid 10

mM, lleugerament superior a la observada per Arabidopsis (Resultats, 2.2.2 Fig 14).

Tam com s’ha indicat anteriorment, la DX necessita ser fosforilada a DXSP per poder-se
incorporar a la via del MEP. Tant en bacteris com en plantes s’ha identificat ’existéncia d’enzims amb
activitat quinasa capacos de fosforilar la DX. En el cas d’Arabidopsis esta ben documentada ’existencia

d’un Gnic enzim amb activitat xilulosa quinasa (XK) de localitzaci6 citosolica (Hemmerlin i col. 2006).

Estudis realitzats en el mutant d’Arabidopsis Atxk-2, defectiu per I’activitat xilulosa quinasa, han
evidenciat que la DX necessita ser fosforilada per tal d’exercir el seu efecte toxic (Resultats, 2.1.2). Per
tant, resulta evident que la toxicitat a la DX es causada per la DX5P o per algun producte derivat de la
metabolitzacié de la DX5P. Malgrat que la fosforilacié de la DX tindria lloc al citosol (on esta localitzada
la xilulosa quinasa) els resultats obtinguts no permetien identificar si la toxicitat de la DXSP (o del

possible metabolit derivat) s’exercia al citosol y/o als plastids. Per tal d’elucidar aquest aspecte es van
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realitzar estudis de toxicitat a la DX en un mutant d’Arabidosis defectiu en el translocador de les pentoses
fosfat (XPT). El translocador XPT s’ha descrit com el principal punt d’entrada de la DXS5P als
cloroplastes (Fliigge i Gao 2005). Els experiments realitzats en el mutant Azxpt-2, defectiu en el
translocador XPT, indiquen que el grau de toxitat a la DX observat és superior al de la varietat silvestre
(Resultats, 2.1.3), suggerint que la DX5P (o el possible metabolit derivat) actuaria en el citosol, fet que

descartaria un possible efecte sobre els enzims de la ruta MEP.

Es podrien considerar dos mecanismes principals per explicar la toxicitat de la DX i que haurien
de ser equivalents (o si més no semblants) en Arabidopsis i en E. coli. Un d’ells, seria que la propia
DX5P, o algun sucre fosfat derivat, s’acumulés en quantitats suficients per a resultar toxica. En aquest
sentit esta ben documentat que 1’acumulacié de sucres fosfat es toxica en E. coli (Fraenkel 1968). L’altre
mecanisme podria consistir en la metabolitzacio de la DXSP a través d’una ruta metabolica no
relacionada per donar un producte amb capacitat inhibitoria d’algun procés metabolic essencial. El fet que
la sacarosa rescati el desenvolupament d’Arabidopsis 1 que E. coli pugui créixer quan s’afegeix piruvat al
medi de cultiu estarien d’acord amb I’operacié d’aquest tipus de mecanisme i apuntaria, a més, al
bloqueix d’alguna etapa del metabolisme glucidic. En aquest sentit, una de les hipotesi més atractives
seria ’existencia d’una interaccidé entre la DX5P i la ruta de les pentoses fosfat. En aquesta ruta
metabolica, I’enzim transcetolasa converteix inicialment la D-ribosa 5-fosfat i la D-xilulosa 5-fosfat en
sedoheptulosa 7-fosfat i GAP, que son posteriorment tranformats en D-fructosa 6-fosfat y D-eritrosa 4-
fosfat per accio de ’enzim transaldolasa. L’alta similitud estructural que presenta la D-xilulosa 5-fosfat i
la DXSP podria possibilitar la seva metabolitzacid en la reaccio de la transcetolasa, amb la corresponent
formacié de desoxisedoheptulosa 7-fosfat i GAP. La posterior metabolitzacié de la desoxisedoheptulosa
7-fosfat per la transaldolasa, acabaria formant 1-desoxifructosa 6-fosfat i D-eritrosa 4-fosfat. En aquest
context ¢s important indicar que la 1-desoxifructosa 6-fosfat és un potent inhibidor de la
fosfoglucoisomerasa i la fosfofructoquinasa, dos importants enzims reguladors de la glucolisi i la
gulconeogenesi (Bar-Tana i Cleland 1974; W L Dills 1976). En I’actualitat es deconeix si la transcetolasa
i la transaldolasa poden catalitzar les reaccions indicades. Malgrat tot, si es confirmés aquesta hipotesi i
tenint en compte que la via del MEP i la de les penstoses fosfat coexisteixen tant en els plastids com en
els bacteries, es podria estar davant d’un nou mecanisme de regulacié coordinada d’aquestes dues vies

metaboliques modulada pels nivells de DX5P.

3 Analisi bioquimic i molecular de mutants resistents al bloqueig de

la ruta del MEP amb fosmidomicina.

L’estudi de la regulacio de les rutes del MEP i del MVA i dels mecanismes implicats en
I’intercanvi d’intermediaris entre elles ha esdevingut un aspecte de gran interés en els ultims anys. Les
dades disponibles actualment indiquen que aquests processos séon molt complexes i que poden estar

relacionats amb una gran varietat de fenomens cel-lulars.
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En aquest treball s’ha confirmat que I’enzim DXR desenvolupa un paper rellevant en el control
del flux de la ruta MEP a Arabidopsis. Aixi, s’ha demostrat que nivells elevats de ’enzim DXR es
correlacionen amb un augment del contingut de clorofil-les i carotenoides de la planta (Resultats, 3.2.1).
Aquest resultat, conjuntament amb resultats prévis que demostraven que el flux de la via del MEP també
esta controlat pels enzims DXS i HDS (Estévez i col. 2001; Carretero-Paulet 2003; Besumbes i col. 2004;
Botella-Pavia i col. 2004) dona suport a la idea que el control del flux d’aquesta via metabdlica és
compartit per diferents enzims. Si bé aquesta observacid té I’interés de poder abordar la modificacio del
flux de la ruta a nivell de diferents etapes enzimatiques, t¢ d’inconvenient de que la manipulaci6 de

només una d’aquestes activitats pugui tenir un efecte limitat, tal com s’ha observat en ’actualitat.

Per tal d’aprofundir e identificar nous mecanismes pels quals Arabidopsis pot regular els nivells
de DXR i/o altres enzims de la ruta MEP i els mecanismes potencialment implicats en 1’intercanvi d’IPP
o prenildifosfats entre el citosol i el cloroplast, en aquest treball s’ha procedit a la identificacio i
caracteritzacié de mutants d’Arabidospsis resistents a la FSM, anomenats mutants rif, a partir d’una
colleccié de mutants d’activation tagging. Entre els diferents mecanismes que podrien conferir
resistencia la FSM en aquests mutants, cal esmentar aquells que al nostre entendre podrien ser els més
interessants. Per una part, la resisténcia a la FSM podria venir donada per un augment de 1’activitat DXR
(la diana de I’inhibidor) com a conseqiiencia tant de I’increment en els nivells de transcripcié del gen
DXR (individualment o conjuntament amb altres gens de la via del MEP) o de I’activavié d’algun
mecanisme que actués a nivel postranscricional o postraduccional i que resultés en un increment en els
nivells de proteina o activitat de la DXR. Per altra part, la resisténcia a la FSM podria també venir

donada per un increment en la taxa d’import d’IPP (o altres prenildifosfats) derivat de la via del MVA.

Dels 16 mutants rif identificats, la majoria semblen presentar resistencia a la FSM com a
conseqiiencia de presentar nivells elevats de I’enzim DXR, ja siguin els basals o bé els induibles en
resposta al bloqueig de la via del MEP (Resultats, 3.7). En la majoria de casos, aquest increment en els
nivells de DXR és degut a mecanismes que actuarien a nivell postranscripcional. Es de destacar que
alguns d’aquests mutants mostren nivells de proteina DXR més elevats que els obtingut en les plantes
transgéniques dissenyades per sobreexpressar la DXR sota el control del promotor constitutiu CaMV35S
(Carretero-Paulet i col.,, 2006). En aquest sentit es vol destacar que les linies transgéniques
sobreexpressores de DXR, presenten uns nivells molt elevats de transcrit DXR que no es corresponen
amb els nivells de proteina detectats (Carretero-Paulet 2003), evidenciant d’aquesta manera la

importancia dels mecanismes postranscripcionals en el control dels nivells de 1’enzim.

Esta descrit pero que en determinades etapes del desenvolupament, les plantes incrementen
I’expressio del gen de la DXR per tal d’augmentar el flux de la ruta MEP (Carretero-Paulet i col. 2002;
Guevara-Garcia i col. 2005). Aixi doncs, els nivells de transcrit de la DXR sén més elevats en els teixits
joves aeris, durant el procés de desetiolacid i en aquells processos en que la planta ha d’augmentar els
nivells de clorofil-les i carotenoides. Es per aixo que no s’ha de descartar la relevancia que puguin tenir
els mecanismes de control transcripcional en la regulacié del nivells de DXR en particular i de la via del

MEP en general.
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Per tal de facilitar la presentacid i la discussio del resultats derivats de la caracteritzacié dels
diferents mutans rif identificats, aquests s’han agrupat en funcid del tipus de resposta obervada i/o del

tipus de procés biologic que poden tenir alterats.

Mutants rif que presenten nivells basals elevats de proteina DXR i una elevada

capacitat d’induccio en resposta al bloqueix de la ruta del MEP amb FSM

L’enzim DXR mostra nivells relativament elevats en els mutants #if27 i rif33, on s’assoleixen
uns nivells de més de 3 i més de 4 vegades més elevats que el parental silvestre, respectivament. En
aquests mutants, els nivells del transcrit de la DXR no estan incrementat i, per tant, tot sembla indicar que
I’augment de proteina DXR és conseqiiencia de ’activacié d’algun mecanisme regulador que actuaria a
nivell postranscripcional. A més, quan es bloqueja la ruta del MEP amb FSM, aquests mutants mostren la
capacitat d’incrementar encara més els nivells de proteina DXR en relacio amb el nivells basals de la soca
silvestre, amb valors de 8 vegades per a rif27 i de 12 vegades per a rif33 (Resultats, 3.10.1 Fig 30 i 33).
Sembla clar, doncs, que aquests mutants no només presenten nivells basals més elevats de proteina DXR
sind també una capacitat molt incrementada d’inducci6 de la DXR en respota al bloqueig de la ruta del

MEP amb FSM.

Aquests resultats obren també una nova qiiestid, que introdueix un grau més de complexitat,
derivada del fet que malgrat tenir nivells basals elevats de proteina DXR aquests mutants no presenten
nivells incrementats de clorofil-les i carotenoides (Resultats, 3.9). Les plantes transgéniques que
sobreexpressen DXR mostren una major acumulacié de pigments malgrat tenir increments menors de
proteina DXR. Sembla, doncs, que els elevats nivells de proteina DXR observats en els mutants rif27 i
rif33 no es traduirien en un augment d’activitat DXR. Altrament, queda oberta la possibilitat que

existeixin altres factors que estiguin limitant el flux de la ruta en els mutants rif 27 i rif 37.

No s’ha pogut identificar encara el gen responsable de la resisténcia a FSM en el mutant 7if27.
No obstant aixo, la opcié més probable és que sigui el resultat de ’activacid del gen ASML2, (Activator
of Spo™::LUC2) que codifica per un factor de transcripcié que regula 1’expressié d’un grup de gens
induibles per sucres (Masaki i col. 2005) (Resultats, 3.10.1.1 Fig 32). Esta descrit que quan hi ha una
elevada disponibilitat de sucres a la planta s’activa la transcripcié de gens relacionats amb activitats
d’assimilacid, com gens que codifiquen per proteines d’acumulacid i enzims involucrats en la sintesi de
midé (Rolland i col., 2002), alhora que s’inhibeix I’expressi6 de gens fotosintétics. Els sucres han estat
relacionats amb la fotosintesi i amb el control hidric de la planta, més concretament amb 1’obertura
d’estomes i I’ABA (Rook i col., 2006). L’ ABA reprimeix aquesta obertura per tal que la planta no perdi
aigua, la qual cosa és convenient quan hi ha un alt contingut de sucres i no és necessaria 1’entrada de
dioxid de carboni. Aixi doncs, sembla existir una integracid entre els senyals derivats de la llum, els
nivells de sucres i I’ABA. S’ha proposat un model segons el qual uns elevats nivells de sucres regularien

negativament per una banda la fotosintesi (menys necessaria en aquestes condicions), i per ’altra
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induirien la resposta de I’ABA per tal de disminuir I’entrada de CO, a la planta a través del tancament

dels estomes (Arenas-Huertero i col., 2000).

Es possible que pugui existir una relacié entre aquests fenomens i la funcionalitat de la ruta del
MEP. En el mutant rif27, els elevats nivells de proteina DXR podrien ser la conseqiiencia indirecta de
I’activacid del factor de transcripcié ASML2. Es podria proposar un model en el qual, davant la preséncia
d’alts nivells de sucres la planta, a través d’ASML?2 i de forma més o menys directa, acabés incrementant
els nivells de proteina DXR en resposta a la demanda d’una major produccié d’ABA relacionada amb el

tancament estomatic de la planta.

Pel que fa a rif33 és I’expressio de la small heat shock protein HSP15.7-CI la que s’ha relacionat
amb la resisténcia a la FSM (Resultats, 3.10.1.2 Fig 35). Aquesta proteina s’ha localitzat en els
peroxisomes, on s’ha suggerit que desenvolupa una activitat chaperona ATP-independent relacionada
amb la proteccid enfront a ’estrés oxidatiu (Ma i col. 2006). En el present treball hem comprovat que
Arabidopsis adquireix resistencia a la FSM en resposta a un tractament de xoc térmic (Resultats, 3.10.1.2
Fig 36), fet que permet relacionar I’increment postrancripcional del nivells de la DXR amb processos de
resposta a estrés. A més, el fet que el mutant 7if33 també mostri resisténcia a la MEV suggereix que tant

la via del MEP com la del MV A podrien respondre a estimuls derivats de diferents tipus d’estres.

De fet, davant d’un estrés per calor, les plantes s’han de protegir dissipant I’excés d’energia i fer
front a un estrés oxidatiu (Pefiuelas i Munné-Bosch 2005). Es ben conegut que alguns isoprenoides
mostren propietats protectores relacionades amb la seva estructura molecular. En particular, els doble
enllagos presents en molts compostos isoprenoides poden participar en la desactivacio de les espécies
reactives d’oxigen (ROS). Per exemple, I’estructura de doble enllag dels conjugats d’isopré poden
segrestar els radicals 1liures d’oxigen facilitant la transferéncia d’energia i la disipacid calorica (Velikova
i col., 2004). Els carotenoides també son bons agents antioxidants per la preseéncia de dobles enllagos
conjugats en la seva molécula (Havaux 1998). A més, la preséncia de grups hidroxils en alguns
isoprenoides com els tocoferols, la zeaxantina i 1’acid carnosic (un diterpe) permet la desactivacid de
ROS (Havaux 1998; Munné-Bosch i Alegre 2002; Munne-Bosch i Alegre 2003). A més, alguns
isoprenoides sén petites molécules lipofiliques que poden proporcionar interaccions hidrofobiques

implicades en I’estabilitzacid de les membranes (Pefiuelas i Munné-Bosch 2005).

Dr’altra banda, esta descrit que 1’expressio del gen HSP15.7-CI s’indueix fortament en resposa a
una combinacié d’estrés térmic i sequera (Rizhsky i col., 2004). En aquestes condicions, esta descrit que
disminueix 1’activitat fotosintética de la planta, i alhora augmenten els nivells de certs sucres com la
sacarosa, la maltosa o la gulosa, probablement derivats de la degradacié del mido (Rizhsky i col. 2004).
D’aquesta manera, la resposta observada en els mutants 7if27 i rif33 podria estar més relacionada del que

es podria pensar en un principi.
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Mutants rif amb un elevada induccio dels nivells de proteina DXR en resposta al

bloqueig de la ruta del MEP amb FSM

S’han aillat tres mutants rif (rif 23, rif26 i rif31) que, si bé presenten uns nivells de proteina DXR
semblants o lleugeraments més elevats que els de la varietat parental, mostren una elevada capacitat
d’induccio dels nivells de proteina DXR després de bloquejar la ruta del MEP amb FSM. Degut a que els
nivells de transcrit DXR no estan incrementats, es pot concloure que, en aquest cas també, els
mecanismes implicats en la resposta al bloqueix amb FSM estarien actuant a nivell postranscripcional

(Resultats, 3.10.2 Fig 37, 38 1 42).

En el mutant rif23 la resisténcia a la FSM es relaciona amb una forta induccié dels nivells de
proteina DXR (unes 6 vegades) derivada de I’activacio del gen At3g23325, que codifica per una proteina
amb similitud a la Subunitat 5 del Factor d’Splicing 3B (Sf3B5) (Resultats, 3.10.2.1), tot i que aquesta
funcio se li ha atribuit tinicament per similitud de seqtiencia (Lorkovic i col. 2005). Aquesta proteina
podria formar part del complex de snRNP U2 (small nuclear ribonucleoprotein particles U2) que
configura I’spliceosoma (Will i col., 1999), complex que participa en 1’eliminacié dels introns dels pre-

mRNAs per generar els mRNAs funcionals i exportables.

El mutant rif31 presenta una resposta a la FSM semblant a la de rif23. Aixi, els nivells de
proteina augmenten també fins a unes 6 vegades després del bloqueig de la ruta del MEP amb FSM. En
aquest mutant la induccié de la DXR esta relacionada amb la pérdua de funcid del gen At1g62850, que
codifica per una proteina amb similitud a un factor alliberador de la traduccid (Resultats, 3.10.2.1 Fig 41).
En aquest cas també la possible funcié de la proteina implicada ha estat assignada per similitud de
seqiiencia, i no hi ha dades experimentas que confirmin la seva participacio en el procés de traduccio de

les proteines.

Tot 1 que tant rif23 com rif31 podrien estar afectats en I’expressié de proteines amb funcions
relacionades amb processos posttranscripcionals (maduracio i traduccio dels mRNAs, respectivament) no
resulta evident establir la possible relacio existent entre els gens afectats i el fenotip observat, a menys

que aquest afectés a la DXR d’una forma especifica i ara com ara desconeguda.

En el mutant rif26 la resistencia a la FSM s’ha relacionat amb 1’activacié del gen Atlg32780,
que codifica per un proteina que mostra similitud de seqiiencia amb alcohol deshidrogenases (Resultats,
3.10.2.2 Fig 44). Cal indicar perd que en I’actualitat no es tenen dades que confirmin si aquesta proteina
té realment activitat alcohol deshidrogenasa. Les alcohol deshidrogenases catalitzen de forma reversible
la reaccié que transforma un alcohol en un aldehid o una cetona, utilitzant NAD"/NADH com a cofactor.
Degut a que no es coneix el(s) substrat(s) d’aquesta hipotética alcohol deshidrogenasa és dificil establir la
possible relacio entre 1’activacio d’aquesta proteina i la resistencia a la FSM observada en el mutant rif26.
El fet pero que el gen Atlg32780 s’expressi essencialment en els pétals (https://www.genevestigator.com)

podria fer pensar en alguna relacié amb la sintesis d’isoprenoides volatils. Si aquest fos el cas, es podria
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considerar que els baixos nivells de pigments detectats en I’estadi de plantula (veure més endavant) fossin

conseqiiencia del redireccionament d’algun precursor cap a la sintesi de terpens volatils.

Mutants rif afectats en la senyalitzacié per fosfatidilinositols

Després d’analitzar els gens implicats en la resistencia a la FSM en els mutants rif30, rif32 i
rif45 es va posar de manifest que la senyalitzacio per fosfatidilinositols podria tenir un paper rellevant en
la regulacié de la ruta del MEP. Aixi, els gens activats en aquests mutants codifiquen per proteines que
podrien contribuir directa o indirectament a modificar nivells de fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (P14,5P,),

una molecula amb reconeguda activitat senyalitzadora en diferents organismes.

El mutant rif45 mostra I’activacié del gen Atlg21920 que codifica una proteina amb activitat
fosfatidilinositol 4-fosfat 5-quinasa (PI4P5K) (Resultats, 3.10.3 Fig 54). Aquesta proteina, que esta
involucrada en el metabolisme dels fosfoinositols, fosforila fosfatidilinositol 4-fosfat per formar P14,5P,
(Mueller-Roeber i Pical 2002). Mitjangant 1’accié d’una fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositols
(PL.PLC) el PI14,5P, es pot convertir en inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) i diacilglicerol (DAG), fet que resulta
en una activacié de la proteina quinasa C i I’alliberament de Ca®" desde reserves intracel-lulars (Berridge
1993). Alhora, el PI4,5P; esta involucrat també en la regulacio d’altres processos cel-lulars, com és la
dinamica del citoesquelet d’actina o el trafic de vesicules (Takenawa i Itoh 2001). Estudis de localitzacio
del PI14,5P, han indicat que en les plantes aquesta molecula es troba localitzada principalment en el citosol
i que en determinades condicions, com per exemple en resposta a estrés sali, es concentra a la membrana
cel-lular (van Leeuwen i col., 2007). D’altra banda, s’ha descrit que els nivells de PI4P5K incrementen en
resposta a determinats tipus d’estrés nutricional, com son el de sacarosa (Contento i col., 2004) i el de
fosfat (Wu i col., 2003). També s’ha demostrat que el gen que codifica per una altra isoforma de la
PI4P5K també s’indueix en resposta a estrés hidric i a ABA (Mikami i col., 1998). Malgrat que no s’han
mesurat els nivells de P14,5P, en el mutant rif45 és raonable pensar que aquests podrien ser més elevats.
Aixi, és possible que la ruta del MEP estigui activada per I’activitat senyalitzadora del P14,5P, (o bé de
I’IP3 0 DAG), a través o no de I’alliberament de Ca®*, provocant I’augment de proteina DXR observat en

aquest mutant.

En el cas del mutant if30 s’ha demostrat que la resistencia a la FSM és deguda a ’activacié del
gen At4g36640 (Resultats, 3.10.3 Fig 52). Aquest gen codifica pel factor citosolic SEC14, també conegut
com proteina transportadora de fosfatidilinositols (PITP). Les PITPs son proteines d’uns 35kD que
faciliten la transferéncia de fosfatidilinositol (i també de fosfatidilcolina) entre membranes en un procés
independent d’energia (Phillips i col., 2006). A més, aquestes proteines tenen la capacitat d’estimular la
sintesi de fosfatidilinositols. Desafortunadament, en les plantes practicament no hi ha estudis funcionals
sobre aquestes proteines. Els coneixements que existeixen actualment sobre les PITPs d’Arabidopsis
deriven d’extrapolacions de resultats obtinguts en altres organismes, com el llevat, o bé de I’estudi de la

PITP AtSthlp, la funcidé de la qual és essencial pel correcte desenvolupament dels pels de les arrels a
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Arabidopsis (Vincent i col., 2005). La proteina AtSthlp mostra activitat transferidora de fosfatidilinositol
i fosfatidilcolina i és capa¢ d’estimular la sintesi de fosfatidilinositols, particularment la de PI4P i la de
PI4,5P,. Aquesta proteina es localitza en els compartiments intracel-lulars de les ultimes etapes de les vies
secretores i en la membrana plasmatica. La seva expressio és arrel-especifica i es correlaciona amb
I’enriquiment de PI4,5P, en dominis de la membrana cel-lular dels péls radiculars i en compartiments de
secrecid. Es creu que AtSthlp regula les zones d’alta concentracié de fosfatidilinositols intracel-lulars i de
la superficie cel-lular que dirigeixen el trafic de membranes, la senyalitzacid per calci i el citoesquelet
(Vincent i col. 2005). El mutant rif30 presenta uns nivells basals de DXR un 60% més elevats que el
parental Col2 i podrien ser deguts a uns nivells intracel-lulars augmentats de PI4,5P,, o d’una

redistribucié d’aquesta molécula en determinades zones de la membrana.

El mutant rif32 és resistent a la FSM degut a I’activacié del gen At5g65020 que codifica per
annexina 2 (Resultats, 3.10.3 Fig 53), una proteina localitzada en el lumen dels tilacoides i que té
capacitat d’unir calci (Peltier i col., 2002). Les annexines han estat ampliament estudiades en c¢l-lules
animals 1 s’han revelat com unes proteines multifuncionals capages de participar en processos cel-lulars
essencials tals com el trafic de membranes, el transport de ions, la senyalitzacié mitdtica, I’organitzacio
del citoesquelet i la replicacié del DNA (Gerke i Moss 1997). També s’ha descrit que poden interaccionar
amb PI4,5P,, de manera que zones enriquides en aquesta molécula tenen la capacitat de reclutar
annexines (Rescher i col., 2004). A més, hi ha evidéncies que indiquen que aquestes proteines tenen a la
vegada la capacitat de generar zones enriquides de PI14,5P, (Gokhale i col. 2005). Les annexines de les
plantes son estructuralment molt semblants a les dels animals i tenen en comu la capacitat d’unir-se a la
membrana depenent de calci (Clark i Roux 1995; Delmer i Potikha 1997; Clark GB 2001). En les cél-lules
vegetals, les annexines han estat localitzades majoritariament en la periféria de cel-lules altament
secretores i s’ha proposat que jugarien un paper important en processos de secreci6 relacionats amb la
sintesi de la membrana plasmatica i en la formacié de la paret cel-lular (Clark i col. 2001). S’han descrit
pero altres funcions de les annexines en les cellules vegetals. Aixi, s’ha demostrat activitats
fosfodiesterasa nucleotidica en annexines de blat de moro, tomaquet, pebrot i cotdé (McClung i col., 1994;
Calvert i col., 1996; Lim i col., 1998; Shin i Brown 1999; Hofmann i col., 2000). Altres activitats
atribuided a les annexines vegetals son la activitat peroxidasa i la seva participacio en la biogénesi
vacuolar (Gidrol i col., 1996). Les annexines tamb¢é s’han identificat en el nucli, on podrien participar en
la replicacio del DNA (Clark i col., 1998; Kovacs i col., 1998). Aixi mateix, tamb¢ s’ha descrit que poden
actuar com a canals de calci (Clark i col. 2001). Es interessant destacar que ’expressio de les annexines
incrementa en resposta a I’estrés i I’ABA en civada i1 Arabidopsis (Kovacs i col. 1998; Lee i col., 2004) i

en la maduraci6 dels fruits de maduixa i pebrot (Wilkinson i col., 1995; Proust i col., 1996).

Els resultats obtinguts de la caracteritzacié dels mutants 7if30 i rif45 relacionen la senyalitzacid
per fosfatidilinositols i/o calci amb ’activacio de la ruta del MEP. Si bé s’han associat multiples funcions
a les annexines, és raonable pensar que aquestes puguin estar tamb¢ relacionades amb el PI4,5P, 1 amb el
calci, 1 participin d’aquesta manera en la senyalitzacié que activi els mecanismes que confereixen
resisténcia a la FSM en el mutant 7if32. En aquest cas, la annexina 2, localitzada en els tilacoides, es troba

sobreexpressada de manera que podria estar creant zones enriquides en PI4,5P, en els cloroplastes, la qual
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cosa podria activar la ruta del MEP de forma més o menys directa. Alhora, també es podria pensar que la
seva activitat com a canal de calci permetés incrementar els nivells d’aquest compost, i que fos la
senyalitzaci6 ulterior la que activés la ruta del MEP. Es dificil explicar pero la rad per la qual en aquest

mutant no incrementen els nivells de la DXR sind els de la DXS.

Mutants rif amb nivells elevats dels transcrits DXR i DXS

Un dels tipus de mutants especialment interessants eren aquells que puguessin desenvolupar
resistencia a la FSM com a conseqiiéncia de I’activacié transcripcional del gen de la DXR o del conjunt
de gens de la via del MEP. Aquests mutants podrien estar relacionats tant amb al guany de funcié d’un
activador transcripcional com amb I’inactivacié d’un repressor transcripcional. L’identificacié d’elements
reguladors de la transcripcié amb capacitat d’induir I’expressié dels gens de la ruta del MEP suposaria un
aveng realment important en aquest camp, doncs es tractaria del primers que es descriuen com a tals. En
aquesta tesi s’han identificat i caracteritzat dos mutants, 7if34 i rif39, amb nivells significativament

elevats del transcrits DXS i DXR (Resultats, 3.10.3 Fig 46).

En el mutant rif34 la resisténcia a la FSM esta associada a ’activacié del gen At4g21750, que
codifica per una proteina homeobox anomenada ATMLI1 (4rabidopsis thaliana meristem L1 layer) (Lu i
col. 1996) (Resultats, 3.10.4.1 Fig 57). Els gens homeobox son gens reguladors que especifiquen el pla
morfogeénic i controlen el desenvolupament de molts organismes eucariotes. En les plantes és durant
I’embriogenesi que s’estableix el pla apical-basal i es generen els tres sistemes tissulars primaris. Aquesta
propietat embriogenica, també es troba posteriorment en el meristem apical (Lu i col. 1996). Els gens
homeobox controlen les decisions que guiaran 1’especificacid cel-lular i el patré de formaciod, i posseeixen
una seqiiencia comuna de 180 pb, ’homeobox, que conté una regié d’unié al DNA. ATMLI s’expressa
especificament a la capa L1 del meristem des d’etapes molt primerenques i durant el desenvolupament de
la tija. S’ha suggerit que ATMLI esta implicat en la regulacié de la formacié del patré apical-basal i del

radial (Lu i col. 1996).

ATMLI pertany concretament a la familia de gens class IV homeodomain-Leucine zipper, on s’hi
inclouen 16 gens. Entre ells es troben GLABRA2, ANTHOCYANINLESS2, FWA, ATMLI, PDF2 iels 12
HDG (de HDGI a HDGI12) (Nakamura i col., 2006). S’ha demostrat que la funci6 d’ATMLI1 és
redundant amb la proteina PDF2 (Protodermal Factor2). Aixi, mentre que els mutants atmll 1 pdf2,
deficients per cada una d’aquestes proteines, es desenvolupen normalment, el doble mutant mostra
defectes severs en la diferenciacio de les cel-lules epidermiques apicals (Abe i col. 2003). A més, les
plantes sobreexpressores de PDF2 mostren un fenotip de floracié tardana, tal com s’ha observat també en
el mutant rif34. Tanmateix, els dobles mutants atmli-hdg3 1 pdf2-hdg3, soéon defectius en el
desenvolupament dels cotiledons, indicant també una redundancia funcional en diversos aspectes de la

diferenciacio cel-lular entre altres membres de la familia (Nakamura i col. 2006).
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Tal com s’ha descrit en la caracteritzacié bioquimica de rif34 (Resultats, 3.10.4.1 Fig 55),
I’activacid de I’expressio d’ATMLI resulta un un increment d’unes 3 vegades en els nivells de proteina
DXR en relacio amb la varietat parental Col2 i que pot arribar a ser de fins a 7 vegades després del
bloqueig amb FSM. Aquestes dades es podrien correlacionar amb els nivells basals de transcrit, que estan
lleugerament augmentats (x1.4 vegades) i que després del tractament amb FSM augmenten fins a 1,6
vegades. Pel que fa a DXS, rif34 mostra uns nivells de proteina augmentats (1,9 vegades respecte de
Col2), i que després del tractament amb FSM poden arribar a incrementar casi 4 vegades. En aquest
mutant, els nivells basals de transcrit DXS son també més elevats (1,4 vegades respecte de Col2) i
sorprenentment, no es modifiquen després del tractament amb FSM. L’increment en els nivells de
proteina DXS es poden correlacionar amb la resisténcia a la CLM observada en aquest mutant. Tot
sembla indicar per tant que 1’activacio del factor de transcripcio6 ATML1 promou I’expressid del gens
DXR i DXS. Malgrat tot, sn necessaris més estudis per tal de definir si ATML1 activa de forma general
la ruta del MEP o si només actua sobre 1’expressio de la DXR i la DXS.

L’analisi bioquimic del mutant rif39 (Resultats, 3.10.4.2 Fig 58) ha mostrat uns nivells més
elevats de proteina DXR que Col2 (1,6 vegades) que es correlacionen amb un augment de 1,4 vegades en
els nivells del transcrit corresponent. Els nivells de proteina DXR incrementen fins a 5 vegades en
resposta al tractament amb FSM, tot i que en aquest cas no es produeix un augment paral.lel en els nivells
de transcrit. També s’observa un increment en els nivells basals de proteina i de transcrit DXS que es
poden correlacionar amb la resisténcia a la CLM observada en aquest mutant. Sorprenentment, els nivells
de proteina DXS cauen fins aproximadament la meitat dels valors basals després del tractament amb
FSM.

En aquest cas, la resistencia a la FSM es deguda a ’activacid del gen At5g51820, que codifica
per una fosfoglucomutasa (PGM) plastidica (Periappuram i col. 2000) (Resultats, 3.10.4.2 Fig 60). La
PGM ¢és un enzim que catalitza la interconversio entre la glucosa 6-fosfat i la glucosa 1-fosfat. En les
plantes, existeixen dues PGMs, una citosolica i ’altra plastidica (Miihlbach i Schnarrenberger 1978).
Ambdues necessiten glucosa 1,6-bisfosfat (Glc-1,6-bisP) com a cofactor i s’ha descrit que son
fosfoproteines in vivo (Salvucci i col., 1990). La isoforma citosolica esta involucrada en el catabolisme de
la sacarosa per tal de subministrar intermediaris de la glucolisi 1 substrats per a la sintesi de constituents
cel'lulars (Manjunath i1 col., 1998). La PGM plastidica és essencial per a la sintesi de midd i aixi
emmagatzemar productes fotosintetics en les fulles durant el dia. La PGM plastidica també juga un paper
essencial en la degradacié del mido assimilat (Hattenbach i Heineke 1999). A més, la PGM plastidica té
un impacte significatiu en el diposit de productes d’emmagatzematge (mido6 i acids grassos) en les llavors
(Periappuram i col. 2000). Estudis en cloroplastes d’espinac han mostrat que I’activitat PGM podria estar
regulada per llum, el pH de I’estroma i la concentracié de Glc-1,6-bisP (Sicher 1989). Si bé la naturalesa
reversible de la reaccid catalitzada per la PGM podria indicar que no esta involucrada en el control
metabolic, s’ha demostrat que ’equilibri de la reaccid pot ser modificat en determinades circumstancies,
de forma que es considera que la PGM és crucial en la distribucié del carboni entre la sintesi del midé i la
oxidacio dels carbohidrats en els teixits heterotrofics (Tetlow i col., 1997). La PGM plastidica esta

involucrada en casi bé totes les fases del creixement i desenvolupament de la planta, incloent
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I’acoblament del cicle de Calvin en teixits biosintétics, la canalitzacié de carbohidrats en els teixits
d’emmagatzematge, i contribueix també en la sedimentacid plastidica en les respostes gravitropiques a les
arrels (Vitha i col., 1998). El mutant d’Arabidospsis pgml, defectiu en la PGM plastidica, presenta
nivells baixos de mid6 i acids grassos en les llavors (Periappuram i col. 2000) i altes concrentracions de

glucosa, sacarosa, rafinosa i glucosa 6-fosfat en les fulles (Antonio i col., 2008).

En I’actualitat no s’ha descrit cap treball que descrigui el comportament de plantes d’Arabidopsis
amb una activitat PGM incrementada, tal com succeeix en el mutant 7if39. Pel que fa a la ruta del MEP,
s’observa un comportament molt diferenciat entre DXR i DXS si les plantes son cultivades en condicions
normals o be en preséncia de FSM. Aixi, en condicions normals de creixement s’observa una activacid
transcripcional de DXR i DXS que podria venir donada per una possible activitat senyalitzadora de la
PGM per si mateixa, o bé per la senyalitzaciéo promoguda pel metabolisme glucidic que aquest enzim
controla i ja comentada anteriorment. Per altra banda, aquest mutant posseeix una capacitat de reaccid
molt elevada davant del bloqueig de la ruta del MEP i per tant requereix d’una major disponibilitat de
substrats. En aquest sentit, una major activitat PGM podria repercutir en una major acumulacié de midé
en les llavors, que al germinar en presencia de FSM, reaccionarien senyalitzant una deficiéncia
d’isoprenoides plastidics a la qual la planta reaccionaria incrementant els nivells de proteina DXR.
Aquesta resposta podria ser més intensa en el cas d’estar acompanyada d’un major aport de piruvat i GAP
derivat d’una elevada disponibilitat de mido i de activacié de la PGM que ara desplagaria I’equilibri de la
reaccio cap a la produccié de Gle-6-P, un precursor de piruvat i GAP. Es possible que I’augment en els
nivells de transcrit DXR estigui potenciat per una major disponibilitat dels precursors biosintétics. Aixi
mateix, i tal com s’ha hipotetitzat pel mutant 7if27, un augment en els nivells de sucres disponibles podria

també desencadenar una resposta d’activacié de la ruta del MEP.

Mutants rif afectats en altres processos cel-lulars

En aquest grup s’inclouen els mutants rif21, rif24, rif28, rif35, rif36 1 rif44. Si bé en el cas de
rif35 1 rif36 els nivells basals i/o induibles de DXR i DXS podrien explicar la resistencia a la FSM, els
altres mutants es caracteritzen per tenir aquests nivells semblants als de la soca parental Col2 o amb
increments poc significatius. Tot indicaria per tant que la resistencia a la FSM hauria de venir donada per
mecanismes que no afectarien els nivell de la proteina diana. En aquests casos es podria pensar en
mecanismes relacionats amb la modulacié de 1’activitat de la DXS o la DXR, amb un augment de
I’intercanvi d’intermediaris entre la via del MV A i la del MEP o amb una menor capacitat de captacid de

la FSM o en la seva inactivacio.

En el mutant rif21 la resistencia a FSM és deguda a la pérdua de funcié del gen At5g64940 que
codifica per una proteina cloroplastidica que en un principi s’havia inclos com a membre de la familia
dels tranportadors ABC (Sanchez-Fernandez i col. 2001) (Resultats, 3.10.5 Fig 63). Aquest mutant va

despertar un gran interés pels nostres objectius ja que a priori podia correspondre a un hipotétic
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transportador cloroplastidic involucrat amb 1’intercanvi de prenilfosfats entre el citosol i el cloroplast.
Malgrat tot, resultava dificil d’explicar com la peérdua de funcié d’un transportador podria induir la

resisténcia a la FSM, ja que el més raonable era pensar en una mutacié de guany de funcio.

Per tal d’aprofundir més en l’estudi d’aquest hipotétic transportador es van generar plantes
transgeniques dissenyades per a sobbreexpressar aquesta proteina. Els resultats obtinguts van mostrar que
les plantes de les linies transgéniques obtingudes eren també resistents a la FSM (Resultats, 3.10.5 Fig
65). Si bé aquest resultat donava suport a la teoria que aquest hipotetic transportador estigués involucrat
en I’intercanvi d’IPP i/o prenildifosfats, afegia la dificultat d’explicar com tant la pérdua de funcidé com

I’augment dels seus nivells podien conferir resisténcia a la FSM.

Amb l’objectiu de confirmar que aquest hipotetic translocador estava localitzat en els
cloroplastes es van realitzar estudis de localitzaci®é mitjangant microscopia confocal. Els resultats
obtinguts van mostrar sense cap tipus de dubte la localitzacid plastidica d’aquesta proteina (Resultats,
3.10.5 Fig 64). A més, treballs d’altres laboratoris, algun publicat recentment, no només han validat
aquests resultats sino que apunten a més a una localitzacié de la proteina en la membrana interna dels

cloroplastes (Koo i Ohlrogge 2002; Jasinski i col. 2008).

Es important ressaltar que estudis recents han demostrat que aquesta proteina no és en realitat un
transportador ABC sin6 una proteina que ha estat anomenada AtOSA1 (4. thaliana oxidative stress-
related Abcl-like protein) 1 que esta relacionada amb la resposta a 1’estrés oxidatiu i per cadmi (Jasinski i
col. 2008). S’ha demostrat que la transcripcié d’AtOSAT1 respon a la preséncia de cadmi, pero d’una
forma complexa, sent regulada negativament a baixes concentracions de candmi (0,2 uM) i positivament
a concentracions més elevades (1 uM). Mutants d’inserciéo de T-DNA en el gen AtOSA1, anomenats
atosal-1 1 atosal-2, també van mostrar comportaments inesperats. Aixi, al ser tractats amb cadmi
desenvolupen arrels més llargues i acumulen menys cadmi, suggerint una menor captacidé d’aquest
compost. Per altra part, en les plantes tractades les fulles mostren un fenotip clorotic que no apareix en les
plantes control. Aquests mutants també mostren una menor tolerancia a H,O, i a la llum. Els nivells de
clorofil-les i carotenoides son més elevats que en la varietat parental silvestre, malgrat que en condicions
d’alta irradiancia mostren un fenotip palid que es correlaciona amb una baixada en els nivells d’aquests
pigments. Cal indicar que malgrat que no s ha establert ’activitat d’aquesta proteina s’especula que pugui

tenir activitat proteina quinasa (Jasinski i col. 2008).

La resistencia a la FSM que confereix tant 1’activacio com el deficit d’AtOSA1 podria
correlacionar-se amb el complex comportament que mostra aquesta proteina en resposta a 1’estres per
cadmi. A més, també s’ha posat de manifest la relacio entre AtOSAL1 i la sintesi de pigments. Malgrat que
es desconeix a través de quin mecanisme AtOSA1 acabaria afectant la ruta del MEP en el mutant rif21, es
considera rellevant la relacié que, una vegada més, es pot establir entre I’activacié de la ruta del MEP i la

resposta als processos d’estrés.
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En el mutant rif24 el T-DNA promou I’activacié del gen At5g41250 que codifica per una
proteina anotada com exostosina i localitzada en la membrana plasmatica (Resultats, 3.10.6.1 Fig 76). Cal
ressaltar que aquesta anotacid reflecteix tinicament la seva similitud respecte a exostosines animals. De
fet, no s’ha caracteritzat cap proteina d’aquest tipus en les plantes. En els animals, les exostosines son
unes glicosiltransferases que catalitzen la sintesi d’heparan sulfat, un glucosaminoglica amb numerosos
rols en la diferenciacidé i el desenvolupament cel-lular (Madson i col.,, 2003). En base a aquests
coneixements, no es pot proposar cap mecanisme raonable per explicar el mecanisme subjacent a la

resisténcia a la FSM en el mutant rif24.

El T-DNA identificat en el mutant rif28 es troba inserit en el gen At2g07180 (Resultats, 3.10.6.1
Fig 77). Aquest gen codifica per una proteina amb possible activitat quinasa ja que mostra alta similitud
amb la proteina APK1 (4rabidopsis Protein Kinase 1) que presenta activitat serina-treonina quinasa i
tirosina quinasa (Pierre i col., 2007). La proteina quinasa defectiva en el mutant 7if28 mostra un motiu de
miristoilacié en la regié N-terminal, fet pel qual podria correspondre a una proteina localitzada en la
membrana plasmatica (Pierre i col. 2007). L’expressio del gen At2g07180 sembla estar restringida al

pol-len (https://www.genevestigator.com).

El mutant rif35 presenta uns nivells de proteina DXR 1,7 vegades superiors als de Col2 i que
augmenten fins a 3 vegades després del tractament amb FSM. L’enzim DXS mostra un comportament
semblant que podria explicar la resisténcia d’aquest mutant a la CLM. La resisténcia a la FSM en el
mutant rif35 és conseqiiéncia de I’activacid del gen Atlg73470, que codifica per una proteina plastidica
de funcié desconeguda (Resultats, 3.10.6.1 Fig 73). El muntant rif35 mostra un baix contingut de

clorofil-les i carotenoides.

El mutant rif36 presenta uns nivells de proteina DXR que doblen als del parental Col2, i aquests
nivells es mantenen estables després del tractament amb FSM (Resultats, 3.10.6 Fig 69). La resisténcia a
la FSM la confereix 1’activacié del gen EMB3007 (Embryo Defective 3007) (At5g18820) (Resultats,
3.10.6.1 Fig 79), la mutacid del qual provoca un desenvolupament defectiu de I’embrio. El gen EMB3007
codifica per una proteina que es localitza en els cloroplastes, amb dominis d’uni6 a ATP i amb activitat
xaperonina. Alhora, aquest gen s’expressa en resposta a I’estrés per calor i per sequera, perd sobretot per
la combinaciéo d’ambdés tipus estrés (Rizhsky i col. 2004), tal i com ja s’ha descrit per la proteina
HSP15.7-CI en el mutant rif33. L expressio del gen EMB3007 també s’activa en resposta al tractament
amb citoquinines, hormones relacionades amb diversos processos cel-lulars com la divisié cel-lular, la
proliferacié cel-lular, la diferenciacio de 1’arrel i de les fulles, la biogenesi dels cloroplasts i la inhibicio
de la senescencia foliar (Lee 1 col., 2007). Seria interessant per tant estudiar si aquesta xaperonina

cloroplastidica tindria la capacitat de regular la proteina DXR, evitant-ne per exemple la seva degradacio.

En el mutant rif44, els nivells de proteina DXR es troben lleugerament elevats respecte del
parental Col2, tant en condicions normals de creixement com en resposta al tractament amb FSM. Pel que
respecta a la DXS, els nivells de proteina i transcrit son semblants als de Col2 (Resultats, 3.10.6. Fig 70).

En aquest cas la resistencia a la FSM ¢és deguda a I’activacié del gen At2g18080, anomenat EDA2
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(Embryo Sac Development Arrest 2) (Resultats, 3.10.6.1 Fig 80). Els mutants defectius en aquest gen
mostren un bloqueig en el desenvolupament del gametofit (Pagnussat i col. 2005). Aquest gen s’expressa
principalment en pol-len (Becker i col., 2003) i codificaria per una proteina amb activitat serin proteasa.
Les serin proteases son enzims proteolitics involucrats en un gran nombre de processos reguladors.
Catalitzen la hidrolisi d’enllagos peptidics especifics en els seus substrats i aquesta activitat depén d’un
conjunt d’aminoacids en el centre actiu de I’enzim, un dels quals sempre és una serina. En les plantes, les
serin proteases s’han relacionat amb diversos processos implicats en la regulacio del desenvolupament i
de respostes de defensa (Tripathi i Sowdhamini 2006). Es podria pensar, doncs, que EDA2 podria estar
involucrada en la degradacio d’algun factor inhibidor de I’enzim DXR. Aixi mateix, la resisténcia a la

MEYV que mostra rif44 podria indicar un efecte semblant pel que fa a I’enzim HMGR.

Alteracions fenotipiques dels mutants rif

Del 16 mutants rif seleccionats, 13 mostren alteracions en el seu creixement i desenvolupament.
En alguns casos, els fenotips observats permeten relacionar-los amb possibles anomalies bioquimiques o
cel.lulars. Aixi, rif26, rif28, rif35 1 rif36 mostren fenotips palids en diferents etapes del seu
desenvolupament (Figures 43, 72, 73 i 74, respectivament ). Mentre que rif35 mostra un aspecte groguenc
durant totes les etapes del desenvolupament, 7if26 ho és principalment en I’estadi de cotiledons, rif36
presenta tan sols les fulles joves de la roseta més palides, i 7if28 mostra una coloracidé més clara en la zona
internerval de les fulles de la roseta. En aquests casos, els fenotips observats podrien estar relacionats amb
alteracions cloroplastidiques, com succeeix en el mutant 7if/, mutant afectat en la proteasa plastidica Clp
(Flores-Perez i col. 2008). Seria convenient per tant utilitzar técniques de microsocpia electronica per tal

de confirmar si els mutants esmentats estan efectats en el desenvolupament dels cloroplastes.

Cal remarcar pero que ’alteracio en el correcte desenvolupament dels plastids no repercuteix en
un augment de les proteines de la ruta del MEP tal com s’ha descrit en estudis previs. Aixi, si bé els
mutants afectats en la ruta del MEP poden presentar alteracions plastidiques com a conseqiiencia d’un
bloqueig de la ruta que comporta un increment de les proteines d’aquesta, altres mutants que estarien
afectats també en el desenvolupament plastidic per ’alteracié d’altres processos, no mostren aquest

increment (Guevara-Garcia i col. 2005).

Altres mutants rif mostren alteracions en el procés de floracid. Aixi, rif34 i rif39, els dos mutants
que presenten un increment en els nivells dels mRNAs dels gens DXR i DXS, mostren un retard en la
floracid, suggerint I’afectacié d’algun procés comu (Figures 56 i 59, respectivament). Tenint en compte
els gens afectats en aquests mutants es podria hipotetitzar un procés d’activacio transcripcional a través
d’un mateix mecanisme que inclouria la fosfoglucomutasa plastidica (activada a rif39) i el factor de
transcripci6  ATML2 (activat a rif34). Aixi doncs, es podria considerar que I’activacid de la
fosfoglucomutasa podria desencadenar un senyal, possiblement mediat per sucres, que resultés en un

augment dels nivells de transcrit DXR i DXS a través de I’activacié de ’expressio d’ATML2. Es
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interessant remarcar que el gen FWA, un gen homeobox de la mateixa familia que ATML?2, s’ha relacionat
amb la floraci6 tardana en Arabidopsis (Abe i col. 2003). En constrast amb rif34 i rif39, els mutants rif24,
rif28, rif30, rif44 i rif45 mostren floracié avangada (Figures 71, 72, 49, 75 1 48, respectivament). Aquest
fenotip esta altament accentuat a rif44 1 rif45, on I’aparicié de les tiges es produeix abans del
desenvolupament complet de la roseta. En relacio amb productes finals derivats de la ruta del MEP es
podria hipotetitzar que aquests mutants tinguéssin nivells elevats de gibberel-lines, hormones que

indueixen un avangament del temps de floracié (Razem i col., 2006).

Els mutants que mostren altres alteracions fenotipiques son rif24, rif27, rif32, rif33 i rif34
(Figures 71, 31, 50, 34 i 56, respectivament). Tots ells estan afectats en el desenvolpumament de la roseta
i/o en la morfologia de les fulles. Malgrat tot, aquests fenotips no permeten establir cap relacié amb els
processos implicats amb la resisténcia a la FSM en cadasctiin d’aquests mutants ni amb altres processos

metabolics o cel.lulars.

Possible intercanvi d’intermediaris entre la ruta del MEP i la ruta del MV A en els

mutants rif

S’ha obervat que 6 dels mutants rif seleccionats (rif23, rif31, rif26, rif28, rif33 i rif44) mostren
també resistencia al bloqueig de la ruta del MVA amb MEV (Resultats, 3.6). Es podria pensar que en
aquests mutants la ruta del MV A podria estar activada (almenys a nivel de ’THMGR, la diana de la MEV)
o bé tenir incrementat ’intercanvi d’IPP ( o altres prenilfosfats) entre els plastids i el citosol. En aquest

ultim cas resultaria de gran interés la identificacié del mecanisme pel qual es produeix aquest intercanvi.

El mutant rif33 mostra alts nivells de proteina DXR. Per tant, es considera que la resisténcia a la
FSM es deguda a aquest fet i no a una activacié del mecanisme que promou I’intercanvi d’intermediaris
entre la ruta del MEP i del MVA. A més, s’ha demostrat que les plantes transgeniques sobreexpresores de
DXR no poden complementar el bloqueig de la ruta del MV A induit per la MEV (Carretero-Paulet 2003)
i, per tant, I’increment de DXR observat a rif33 dificilment explicaria la resisténcia a la MEV d’aquest
mutant. No es pot descartar pero la possibilitat que el mecanisme alterat a rif33 conduis per una banda a
I’increment dels nivells de DXR i, per una altra, afavoris I’intercanvi de precursors des dels plastids al
citosol. L’analisi dels nivells de proteina i activitat HMGR ajudarien a dilucidar el mecanisme pel qual el

mutant 7if33 és resistent a la MEV.

Pel que fa al mutants rif23, rif26 i rif31, s’observa en tots ells un alt increment dels nivells de
proteina DXR en resposta al tractament amb FSM. No s’ha estudiat si aquests mutants tamb¢ incrementen
la proteina DXR quan es bloqueja la ruta del MVA amb MEV, la qual cosa, si es confirmés, podria
explicar la resisténcia a la MEV que presenten. Tal com s’ha descrit anteriorment pel mutant 7if33, seria
important analitzar els nivells de proteina HMGR en aquests mutants, aixi com també en els mutants 7if28

1 rif44, que presenten uns nivells de proteina DXR lleugerament incrementats.
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La biosintesi d’isoprenoides a Arabidopsis esta modulada per multiples processos

cel-lulars

Finalment, i a forma de conclusio general, es vol indicar que els resultats derivats de 1’analisi
bioquimic, genétic i fenotipic dels mutants rif identificats en aquest treball ha permés posar de manifest
nous processos metabolics i cel.lulars que afecten la funcionalitat de les rutes de sintesis d’IPP i DMAPP,
malgrat que la majoria d’ells no mostren una connexié evident amb la biosintesis disoprenoides (Figura
1). Aixi doncs, els resultats obtinguts en aquesta tesi mostren 1’existéncia d’una gran varietat de processos
no relacionats amb les rutes del MEP i del MVA que afecten la homeostasis de la biosintesi

d’isoprenoides en les plantes.
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Figura 1. Representacié esquematica dels mecanismes pels quals els mutants rif identificats en aquest
treball presenten resisténcia a la FSM. Les proteines associades amb guany de funcid estan indicades

amb lletra normal, i les de pérdua de funcioé en cursiva.
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Estudis de complementacié del mutant chs5 d’Arabidopsis (defectiu en 1’activitat de I’enzim
DXS1) han confirmat que la proteina DXS2 d’Arabidopsis no mostra activitat DXS in vivo.
Tampoc s’ha pogut detectar activitat DXS in vitro de la proteina DXS2 expressada a E. coli.
El conjunt de dades de que es disposa en I’actualitat indiquen que la proteina DXS2 no té
activitat DXS. A més, I’analisi d’un mutant d’Arabidopsis defectiu en la proteina DXS2 ha

mostrat que aquesta no ¢s essencial pel creixement i desenvolupament de la planta.

La DX és toxica a Arabidopsis quan ¢s administrada exogenament en el medi de creixement
a concentracions superiors a 1 mM. Per exercir I’efecte toxic la DX ha de ser fosforilada a
DXS5P en el citosol per accié de I’enzim xiluloquinasa. La toxicitat de la DX5P té lloc al
citosol i no sembla efectar la biosintesi i/0 acumulacié d’isoprenoides plastidics. La presencia

de sacarosa en el medi de creixement rescata a la planta de I’efecte toxic de la DX.

La DX inhibeix també el creixement del bacteri E. coli en medi minim a partir d’una
concentracio de 10 mM. L’efecte toxic de la DX (degut possiblement també a la seva

conversio en DX5P) pot ser rescatat per la presencia de piruvat en el medi de cultiu.

Tant en Arabidopsis com en E. coli, la toxicitat a la DX sembla ser deguda a la inhibici6 per
part de la DX5P (o d’algun metabolit derivat) d’una ruta essencial relacionada amb el

metabolisme dels carbohidrats.

La sobreexpressio de I’enzim DXR en plantes transgeéniques d’Arabidopsis resulta en un
augment del contingut de clorofil-les i carotenoides, indicant que aquest enzim te un paper

regulador en la ruta del MEP.

S’han seleccionat 16 nous mutants rif (resistents a la inhibicié per fosmidomicina) a partir de
la col‘leccid Scheible-Sommerville d’activation tagging que mostren una gran varietat en el

seu grau de resisténcia a la FSM.

Dels 16 mutants rif seleccionats, 4 son també resistents a la inhibicié6 de la DXS per
clomazona (mutants rif32, rif34, rif35 i rif39) 1 6 a la inhibicié de I’enzim HMGR per
mevinolina (mutants rif23, rif26, rif28, rif33 i rif44). Cap del mutants identificats ha mostrat

resisténcia als tres inhibidors.

En la majoria dels mutants rif seleccionats els nivells de clorofil-les i carotenoides son
similars als de la varietat silvestre (Col2). En els mutants 7if26 i rif35, on els nivells d’aquests
pigments son significativament més baixos, s’observa un fenotip palid en diferents etapes del

seu desenvolupament.
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En alguns dels mutants rif selecccionats s’han observat diverses alteracions en el
desenvolupament que afecten principalment a la morfologia de les fulles (mutants rif27,
rif28, rif30, rif32, rif33, rif34 i rif45) i al temps de floracié (mutants rif24, rif28, rif30, rif32,
rif34, rif39, rif44 1 rif45).

En les plantules de la varietat silvestre d’Arabidopsis Col2, el bloqueig de la ruta del MEP
amb FSM indueix un increment significatiu del nivell de les proteines DXS 1 DXR a través

d’un mecanisme regulat principalment a nivell postranscripcional.

Els mutants rif27 1 rif33 presenten nivells basals elevats de la proteina DXR (més de tres
vegades que la varietat silvestre Col2) derivats de I’activacié de mecanismes que operarien a
nivell postranscripcional. Malgrat que el gen implicat en la resisténia a la FSM en el mutant
rif27 no ha estat identificat amb certesa, ¢s molt possible que el fenotip observat sigui
conseqiiencia de I’activacid del gen At3gl12890, que codifica pel factor de transcripcid
ASML2. En el cas del mutant rif33 la resistenia a la FSM és deguda a I’activacio del gen
At5g37670, que codifica la Small Heat Shock Protein HSP15.7Cl de localitzacid
peroxisomal. Es interessant ressaltar que les plantules de la varietat silvestre Col3

desenvolupen resitencia a la FSM després de ser sotmeses a estrés térmic.

Els mutants rif23, rif26, i rif31 mostren una alta capacitat d’induccié de la proteina DXR en
resposta al tractament amb FSM, que incrementa entre 6-7 vegades respecte dels nivells
basals observats en la varietat silvestre Col2. Aquest fort augment dels nivells de la proteina
DXR es degut a mecanismes postranscripcionals derivats de la sobreexpressid dels gens
At3g23325, que codifica per un factor d’splicing en el mutant rif23, i Atlg32780, que
codifica per una alcohol deshidrogenasa en el mutant 7i/26. En el mutant 7if3/ la induccié de
la DXR esta relacionada amb la pérdua de funcio del gen Atlg62859 que codifica per un

factor alliberador de la traduccio.

Els mutants rif30, rif32 i rif45 son resistents a la FSM com a conseqiiencia de 1’activacio de
gens relacionats amb la senyalitzacid per fosfatidilinositols. Els gens identificats son:
At4g36640 que codifica per una proteina transportadora de fosfogliceérids en el mutant rif30,
At5g65020, que codifica per una annexina 2 en el mutant 7if32, i At1g21920, que codifica

per una fosfatidilinositol 4-fosfat 5-quinasa en el mutant »if45.

Els mutant 7if34 i rif39 presenten nivells basals elevats de les proteines DXR i DXS que es
correlacionen amb un increment dels transcrits corresponents. Mentre que el mutant rif34
presenta una activacid del gen At4g21750 que codifica pel factor de transcripcidé ATMLI, el
mutant 7if39 mostra una activacio del gen At5g51820 que codifica per una fosfoglucomutasa

cloroplastidica.
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El fet que els nivells de DXR detectats en els mutants rif21, rif24, rif28 i rif44 siguin
semblants als de la varietat parental Col2 suggereixen que la resisténcia a la FSM vindria
donada per mecanismes que no afectarien als nivells de la proteina diana. La resisténcia a la
FSM en aquests mutants ve conferida per 1’activacio del gen At5g64940, que codifica per la
proteina AtOSA1 (una possible proteina quinasa cloroplastidica) a rif21, At5g42250, que
codifica per per una possible exostosina a rif24, i At2g18080, que codifica per la peptidasa de
tipus serina EDA2 a rif44. La peérdua de funcio del gen At2g07180, que codifica per una
proteina quinasa amb domini N-terminal de miristoilacié, promou la resisténcia a FSM en el

mutant 7if28.

Els mutants rif35 1 rif36 presenten nivells basals i/o induibles de proteina DXR lleugerament
elevats respecte del parental Col2. La resisténcia a la FSM en aquests mutants esta associada
a D’activacion del gen Atlg73470, que codifica per una proteina cloroplastidica de funcio
desconeguda a rif35, 1 del gen At5gl18820, que codifica per la xaperona cloroplastidica
EMB3007 a rif36.

En el seu conjunt, els resultats obtinguts indicarien que la homeostasi de la biosintesi
d’isoprenoides a Arabidopsis, i possiblement també en altres plantes, estaria regulada per una
gran diversitat de processos cel.lulars no directament relacionats amb les vies del MEP i del

MVA.
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1 Material biologic

1.1 Material vegetal

Arabidopsis thaliana ecotip Columbia-3 (Col3). Es tracta de la varietat utilitzada en el projecte de

seqtienciacid del genoma d’Arabidopsis.

Arabidopsis thaliana (Heyn) ecotip Columbia-2 (Col2).

Arabidopsis thaliana (Heyn) ecotip Columbia-0 (Col0).

Arabidopsis thaliana (Heyn) ecotip Wassilevskija (WS).

Mutant chs5 d’Arabidopsis thaliana (Araki i col. 2000) (Arabidopsis Biological Resource Center,
Ohio State University. Numero de stock: CS 8004).

Linies transgeniques:

o 355::DXS (en fons genetic Col3) (Carretero-Paulet 2003).
o 358::DXR (en fons genetic Col-3) (Carretero-Paulet 2003).

Colleccio de mutants Scheible i Somerville d’activation tagging. Mutants d’Arabidopsis Col2 que
posseeixen un T-DNA inserit a 1’atzar en el seu genoma. El T-DNA prové del vector pSKIO15 amb el
gen BAR de resisténcia a BASTA. Ha estat generada en els laboratoris dels Drs. Chris Somerville
(Department of Plant Biology, The Carnegie Institution of Washington) i Wolf Scheible (System
Regulation Group, Department 2: Metabolic Networks, Max-Planck-Institut fiir Molekulare
Pflanzenphysiologie). Distribuida pel NASC.

Mutants d’Arabidopsis de la colleccid del Salk Institute Genomic Analysis Laboratory
(http://signal.salk.edu; Alonso i col., 2003). Mutants d’inserci6 d’un T-DNA generats en plantes

d’Arabidopsis varietat ColO en el laboratori del Dr. Joseph R. Ecker (Plant Biology Laboratory, The
Salk Institute for Biological Studies). El T-DNA prové del vector pPROK?2. Els stocks corresponen a la
generacio T3 segregant d’una linia mutant amb la regié flanquejant al T-DNA seqiienciada. Distribuits
pel NASC.

o Salk 112762 (At3g21500) mutant dxs2-1

o Salk 079018 (At5g49650) mutant A#xk-2 (Hemmerlin i col. 2006)

o Salk 129048 (At5g60790) mutant »if30.1-1

o Salk 045739 (At5g64940) mutant rif21-1

o Salk 135661 (At2g07180) mutant rif28-1
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e Mutants d’Arabidopsis de la col-leccié de 'INRA (Versalles). Son mutants d’insercié de T-DNA de
plantes d’Arabidopsis varietat Wassilevskija (WS-4) generades al laboratori de Génétique et
amélioration des plantes a I’INRA-Versalles. El T-DNA prové del vector pGKBS, i la regié genomica
flanquejant el T-DNA ha estat seqiienciada. Distribuits per 'INRA-Versalles i pel NASC.

o FLAG 593105 (At5g17630) mutant Atxpt-1

e Mutants d’Arabidopsis de la col-leccio de mutants Syngenta Arabidopsis Insertion Library (SAIL).
Son mutants d’insercié de T-DNA de plantes d’Arabidopsis varietat Columbia en els laboratoris del
Dr. Alberto Martinez (Jealott’s Hill International Research International Research Centre, Syngenta),
del Dr. Joseph R. Ecker (Plant Biology Laboratory, The Salk Institute for Biological Studies) i del Dr.
Allen Sessions (Torrey Mesa Research Institute, Syngenta). El T-DNA prové dels vectors pCSA110 i
pDAP101, i la regié genomica flanquejant el T-DNA ha estat seqiienciada. Distribuits pel NASC.

o SAIL 378-COl.v1 (At5g17630) mutant Atxpt-2

o SAIL 622 D06 (Atl1g62850) mutant rif37-1

1.2 Soques bacterianes

o FEscherichia coli DH5a. (supE44, Alac, U169, (D80, lacZAM15), hsd R17, recAl, gyrA96, thi-1,
relAl) (Invitrogen)

e Escherichia coli BL-21 (DE3) [F" ompT hsdSB (rg mg) gal decm] (Invitrogen)

e Agrobacterium tumefaciens C58C1 (Rif-pGV2260) (Valvekens i col., 1988)

1.3 Vectors plasmidics

e pBLUESCRIPT-SK+ (Stratagene)

e pCAMBIA1303

o pGFPuv (Clontech)

e pGFP-PAU (Rodriguez-Concepcion i col., 2000)
e pET-23 (Novagen)

e pLysS (Invitrogen)

e pUBS520

La majoria de les construccions es van generar originalment en els vectors pPBLUESCRIPT-

SK+/- 1 pGFPuv. El vector pCAMBIA1303 es va utilitzar per la generacié de plantes transgeniques
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mitjantcant transformacié d’Arabidopsis. Aquests plasmids van ser propagats en la soca DH-5a d’E. coli,
i també en la soca BL21 en els experiments d’expressido de proteines heterologues, on també es va
utilitzar el plasmid pUBS520. A més, les construccions generades a partir del vector pPCAMBIA1303 van
ser amplificades en la soca C58C1 (RifR-pGV2260) d’4. tumefaciens.

2 Medis de cultiu

2.1 Medis de cultiu de plantes

El medi de germinacio s’esterilitza a I’autoclau durant 20 minuts a 120 °C abans de ser plaquejat
en plaques de cultiu / germinacié (plaques de Petri una mica més altes adequades pel desenvolupament in
vitro de plantules d’Arabidopsis). Aquest medi va ser 'utilitzat per créixer les plantes en condicions
esterils. Antibiotics, inhibidors, intermediaris metabolics y altres productes es van afegir una vegada

esterilitzat el medi en I’autoclau i després d’haver-se atemperat fins aproximadament 50°C.

MEDI de GERMINACIO: MICRONUTRIENTS:

Murashige & Skoog*(MS)......ccevvvvenurennnns 44¢ H3BO;3 i 70 mM

MES ... e 0,5¢g MNCly.eiiiieiee e 14 mM

Aigua miliQ quS.Peeveerierieieeieie e 11 CUSO it 0,5 mM

AGAT it 8g ZNSO g 1 mM

Ajustar el pH a 5.7 amb KOH 1 N. NAMOO 4 eeeeeiiiieiieeieieeeeee e 0,2 mM
NACL. it 10 mM

MEDI MINERAL: COCLgu ittt 10,01 mM

KINO3 it 5mM

KH,SO4 (PH=5,5)cveeeieeeeeee 2,5 mM

MESO i 2 mM

Ca(NO3) 2 ceveerieeiie et 2 mM

EDTA-Fe..ccciiiiieeeeeeeee 50 mM

MICTONULTIENTS. ..o 0,1 %

*El medi MS utilitzat no contenia ni sacarosa, ni agar, ni kinetina, ni acid indolacétic (/CN Biomedicals).
2.1.1 Suplements al medi de cultiu

Diferents intermediaris i inhibidors es van afegir al medi de germinacié en cultius estérils.
S’enumeren els diferents productes que van ser utilitzats, els proveidors, la preparacié de les solucions

mare o, en el seu cas, els procediments de sintesis:

- Fosmidomicina (acid 3-(N-formil-N-hidroxiamino)propilfosfonic (/nvitrogen): Es prepara una
solucio mare a 100 mM en Tris-HCI 10 mM a pH=8,5, que posteriorment s’esterilitza mitjancant filtres

de 0,2 um de diametre de porus.
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- Clomazona: (2-[(2-chlorophenyl)methyl]-4,4-dimethyl-3-isoxazolidinone) (Zeneca
Agrochemicals). La solucido mare es prepara a 100 mM en aigua destil-lada, i s’esterilitza mitjangant

filtres de 0,2 um de diametre de porus.

- Mevinolina (Sigma): Aquest compost, es prepara en una solucié al 6,5 mM. Aixi doncs, es
dissolen 25 mg en 0,760 ml d’etanol absolut calentant a 50-55°C. Se li afegeix a continuaci6 0,25 ml de
NaOH 0,6 N y es completa con 7,6 ml de H,O. Després de mitja hora d’incubaci6 a T*A, s’ajusta el pH de
la soluci6 resultant a 7,8 amb HCI1 2 N. Finalment es porta fins a 9,509 ml amb H,O i es fan alicuotes d’1

ml, que es conserven a —20°C.

- 1-Desoxi-D-xilulosa: Aquest substrat es va preparar mitjant¢ant la técnica enzimatica que es

detalla a Concia i col., 2009 i cedida pel Dr. Pere Clapés (CID-CSIC, Barcelona)

2.2 Medis de cultiu de bacteris

Els medis de cultiu bacterians es van preparar amb aigua destil-lada i es van autoclavar durant 20
minuts a 120°C. Els antibiotics o suplements requerits en cada ocasio6 es van afegir després d’atemperar el
medi a 50°C. Es van utilitzar els mateixos medis per cultiu liquid que per cultiu solid en placa de Petri,

afegint per aquest ultim cas agar al 1,5 %.

Generalment es va utilitzar medi LB pel creixement d’E. coli. El medi 2xTY, més ric, permetia

un creixement més rapid, mentre que el medi YEB es va utilitzar pel creixement d’Agrobacterium

tumefaciens.

MEDI LB (1 litre): MEDI 2xTY (1 litre):

NACL.ooeieiiceeeeee e 0,5 % Extrace de llevat..........cooovvvvvvviiiiiieiciieenne.. 1%
Bactotriptona.........cccoeeeererenieieeeeee 1% NACL e 1%
Extracte de llevat.........c..oooovveeeevieceiecinn. 0,5 % KNO3..ooceeeeeeee e 5 mM

MEDI YEB (1 litre):

Extracte de llevat........c..oooovveevviiicnneinene. 0,1 %
Extracte de boU.........ccveeevviicviecniciiicieeie, 0,5 %
Peptona......cccoeeieniiiiiiiieeee 0,5 %
SaCAT0SA......viieeiieeeiiieeeee e 0,5 %
MgSO4-TH20....c.ccieeeieeeieeeeee e 0,05 %

Equilibrar a pH=7 amb NaOH

Per regla general, i per tal d’assolir la fase de creixement estacionari, es van seguir les

condicions de cultiu indicades en la Taula 1:
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Taula 1: Condicions generals de cultiu de les diferents especies bacterianes utilitzades en aquest

treball.
MEDI SOLID MEDI LIQUID
Escherichia coli 37°C o/n 37°C o/n amb agitacié 200 rpm
Agrobacterium tumefaciens 28°C 2-3 dies 28°C 2-3 dies amb agitaci6 suau
120-160 rpm

3 Condicions de cultiu de plantes d’Arabidopsis

Les plantes d’Arabidopsis es van créixer en cameres de cultiu a una temperatura de 22-24°C
seguint essencialment dos programes de desenvolupament. En un cas es van mantenir sota un fotoperiode
de 8h de llum i 16h de foscor (condicions de dia curt) en el que la planta es manté en fase vegetativa més
temps 1 retarda la seva floracio, augmentant la biomassa vegetal corresponent a les fulles de la roseta
basal. En altres ocasions es van cultivar amb un fotoperiode de 16h de llum i 8 h de foscor (condicions de
dia llarg). En aquestes condicions s’accelera I’entrada de les plantes a la fase reproductiva. Una
combinacio d’aquestes dues fases permet el desenvolupament optim de les plantes. En alguns

experiments es van fer créixer les plantules d’Arabidopsis a 15-16°C.

El material vegetal utilitzat va ser cultivat en condicions estérils o en testos amb una barreja de

terra tal 1 com es detalla a continuacio.

3.1 Cultiu esteéril d’Arabidopsis
3.1.1 Cultiu en medi solid

Les llavors d’Arabidopsis es van fer germinar i cultivar en condicions esterils en medi solid de
germinacid. Per cultivar les plantes en condicions estérils, s’han d’extremar les precaucions al manipular
les llavors, treballant sempre dins d’una cabina de flux laminar. L’omissié de sacarosa en el medi de
germinacid redueix considerablement 1’aparicié de contaminants. Convé també segellar les plaques, una

vegada s’han sembrat les llavors, mitjangant un esparadrap transpirable (leukopor).
Per esterilitzar les llavors d’Arabidopsis es va seguir el segiient meétode:

1.-Submergir les llavors (50-100 mg en un tub de microcentrifuga) en solucio d’esterilitzacié durant 8

minuts en agitacio.
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2.-Rentar durant dos passos de 1-2 min amb etanol absolut i en agitacio.

3.- Deixar assecar, dins del tub obert, en la cabina de flux laminar entre 4 hores i una nit, depenent de la

quantitat d’etanol que quedi en el tub.

Les llavors esterils es sembren directament sobre el medi solid. En la majoria d’experiments, per
tal de sincronitzar la germinacio de les llavors, s’ha seguit un procés anomenat estratificacio, guardant les

plaques 48 hores a 4°C i en foscor abans de posar-les a germinar.

SOLUCIO d’ESTERILITZACIO:
Bayrol Gmbh (desinfectant universal d’us comu)............. 15¢g

Aigua MiliQ Q.8.Pueeeeeeeeieieiiieiieeieee e 40 ml
Diluir al 10 % en etanol absolut

3.2 Cultiu en terra.

Les plantes destinades a completar el seu cicle biologic i produir llavors es van fer créixer en
condicions no esterils. El cultiu en testos es va dur a terme en un substrat solid consistent en una barreja
de perlita:vermiculita:torba en proporcions 1:1:1. Per tal d’amortir la naturalesa acida de la torba, es van
afegir 2 g d’una barreja de carbonat potassic:carbonat calcic:carbonat magnésic (en una relacié 7:4,5:2)
per cada litre de substrat. Els testos es van regar periodicament (dos cops per setmana) intercalant aigua

destil-lada amb el medi mineral indicat a 1’apartat 2.1.

Les llavors no esterils es van sembrar directament sobre el substrat previament irrigat amb aigua
abundant. En la majoria de casos, pero, les llavors es van germinar en condicions esterils i després, si
interessava, es traspassaven a terra al cap de 15 dies, quan les arrels ja s’havien desenvolupat

suficientment.

Per traspassar plantes d’Arabidopsis d’un medi esteril a terra, s’han d’extremar les precaucions
en la manipulacié. La terra ha d’estar abundantment irrigada, i els testos es recobreixen amb una pel-licula
de plastic (Saran Wrap o similar). L objectiu és que les plantes s’habituin gradualment a les noves
condicions, fonamentalment d’humitat de ’aire en el pas de I’atmoésfera tancada de la placa a 1’atmosfera
de I’hivernacle. D’aquesta manera, i per afavorir paulatinament 1’intercanvi d’aire, es practiquen uns

orificis en el plastic, retirant-lo quan els individus han arrelat convenientment (al cap d’uns 4 dies).
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4 Biologia molecular i bioquimica d’Arabidopsis: técniques

especifiques

4.1 Generacio de plantes transgeniques d’Arabidopsis

La generacio de plantes transgeniques d’Arabidopsis es va realitzar mitjancant infecciéo amb la
soca C58C1 d’Agrobacterium tumefaciens, utilitzant la tecnica d’infiltracié anomenada floral dip (Clough

i Bent 1998).

4.1.1 Descripcio del vector utilitzat per generar les plantes transgéniques.

Per generar plantes transgéniques es va utilitzar un unic vector, anoment pPCAMBIA1303. En la
Figura 1 es mostren els elements que componen la regio del T-DNA. S’hi troba el marcador de seleccid
hpt, que confereix resiténcia a I’antibiotic higromicina, sota control de la regié promotora CaMV35S. Un
altre promotor CaMV35S controla I’expressidé de dos gens delators: els codificants per la GFP i GUS,
aquest Ultim truncat per un intrd que evita I’expressio en sistemes bacterians. Per la seva banda, el

promotor CaM V35S permet I’expressio forta i constitutiva de qualsevol cDNA clonat en el vector.

A més, el plasmid pCAMBIA1303 conté origens de replicacié per E. coli y A. tumefaciens,
permetent la propagacio de les construccions d’interés en la soca DH5a d’E. coli previament a la seva

introduccio a 4. tumefaciens.

]
Ncﬁag Spel

Figura 1.Representacio esquematica del T-DNA del vector pPCAMBIA1303.

4.1.2 Transformacié d’Arabidopsis

Per la generacio de plantes transgeniques d’Arabidopsis es va seguir el metode de floral dip
(Clough i1 Bent 1998). Aquesta técnica es basa en la immersié de les plantes en una suspensid d’4.
tumefaciens portadora de la construccié d’interés, amb la intencié d’infectar les cél-lules germinals a

partir de les quals es generen posteriorment llavors portadores del transgén. L’addicio d’un agent
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tensoactiu a la solucio bacteriana facilita el contacte entre aquesta solucid i els teixits vegetals. L’estadi de
desenvolupament de les plantes resulta fonamental pel rendiment del procés de transformacid. Es
necessari que les plantes s’hagin desenvolupat suficientment com per resistir les lesions provocades pel
procés d’infiltracid. A més, s’ha d’escollir un moment de desenvolupament de la planta en el que abundin

els botons florals, i d’aquesta manera augmentar el rendiment de la transformacio.

Materials

Llavors d’Arabidopsis Col 0 i Col 3.

A. tumefaciens C58C1 (Rif*-pGV2260) portador del plasmid pCAMBIA1303 contenint el trasngén

d’interés.
e Medi de cultiu YEB.
e Centrifuga Beckman J2-21 i rotor JA-10 (o equivalent).

e Rifampicina 50 mg/ml (solubilitzada amb DMSO), kanamicina 100 mg/ml, ampicilina 100mg/ml i
higromicina (50mg/ml).

e Medi MS.
e Sacarosa.
e Tensoactiu Silwet L-77 (Osi Specialities).

e (Camara de germinacio y creixement.

Métode

1.- Sembrar llavors d’Arabidopsis en terra, i posar a germinar en condicions de dia curt. Es

necessiten de 2-3 testos amb unes 10 plantes per test per cada construccié que es vulguin infiltrar.

2.- Mantenir les plantes en dia curt durant unes 5 setmanes, per tal que les plantes desenvolupin

suficient roseta basal abans de la floracio.

3.- Traspassar les plantes a condicions de dia llarg. A mesura que van apareixent les primeres
tijes, es van podant desde la base, repetint la operacié unes dues vegades amb un doble objectiu: Per una
banda, estimular la formaci6 de multiples tijes laterals augmentant el nimero d’inflorescéncies
susceptibles de ser posteriorment infectades per Agrobacterium; per una altra banda sincronitzar

I’aparicio de les tijes entre els diferents individus.
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4.- En el moment en que les plantes han desenvolupat un numero suficient d’inflorescéncies,
unes 2-3 setmanes desde que van ser traslladades a dia llarg, estan en el moment Optim per a ser

infiltrades. En aquest punt es poden eliminar les siliqiies que ja estiguin formades.

Creixement de I’Agrobacterium

1.- Sembrar una estria en una placa de medi YEB/agar (kanamicina 30 pg/ml-rifampicina 100
pg/ml-ampicilina 50 pg/ml) a partir d’un cultiu glicerinat congelat a -80°C de la soca d’A. tumefaciens
que porta el plasmid Ti d’interés. Incubar la placa a 28°C protegida de la llum (la rifampicina és

fotosensible) fins obtenir colonies individuals.

2.- Inocular a partir d’una colonia un cultiu de 5 ml de medi YEB (kanamicina 30 pg/ml,
rifampicina 100 pg/ml i ampicilina 50 pg/ml). Créixer el cultiu en foscor durant 24 h a 28°C i amb

agitacid suau (150 rpm).

3.- Inocular 1 ml del cultiu anterior en un matrau Erlenmeyer de 2 1 amb 500 ml de medi YEB
(kanamicina 30 pg/ml, rifampicina 100 pg/ml i ampicilina 50 pg/ml). Créixer el durant 16-24 h amb
agitacio suau (150 rpm) a 28°C.

4.- Quan els cultius arriben a una DOggpny, de ~1, sedimentar les cél-lules a 4000 rpm durant 15

min a 4°C en el rotor JA-10 refredat.

5.- Resuspendre amb cura el sedimentat de cellules obtingut en 150 ml d’una solucié de

sacarosa al 5%.

6.- Submergir les plantes seleccionades per transformar durant 1min en la suspensio bacteriana, a
la que se li haura afegit 45 pl de I’agent surfactant Silwett L-77, enrotllant suaument la part aerea i

invertint-les.

7.- Col'locar les plantes tombades sobre paper de filtre en una safata i deixar en condicions de
dia llarg (si pot ser amb intensitat de llum reduida) fins que al cap de 2-3 dies es comencin a recuperar. Es
tornen a col-locar els testos drets, deixant que les plantes completin el seu desenvolupament fins a formar

llavors.
Seleccio de les plantes transformandes:
Del total de llavors obtingutdes a la generacié T;, només unes poques hauran incorporat el

transgen. Per seleccionar-les, es va utilitzar el marcador de selecci6 al transgen present en la regio del T-

DNA.

1.-Esterilitzar les llavors de la generacid T, tal com es descriu a I’apartat 3.1.1.
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2.-Sembrar en plaques que continguin medi de germinacidé suplementat amb higromicina 30

ug/ml.

3.-Al cap de 15-20 dies observar la preséncia de plantes resistents que seran capaces de

desenvolupar fulles vertaderes.

4.- Transferir els individus resistents a terra per tal que completin el seu cicle biologic,
autofecundant-se i produint llavors. Aixi s’obté la generacid T, sobre la que es pot analitzar el nimero de
copies del T-DNA que s’han incorporat al genoma. Per fer-ho, s’estudia el caracter resisténcia en plaques
suplementades amb higromicina. Les segregants que segueixin una proporcio mendeliana 1:3
(sensibles:resistents) presentaran al marcador de resisténcia ocupant un tnic locus en el genoma de la

planta.

5.- Entre 5-10 individus amb les caracteristiques descrites anteriorment es van traslladar de nou a
terra completant el cicle biologic. Per tal de seleccionar les linees genéticament uniformes en quant al
caracter de resisténcia a higromicina, s’ha de confirmar que totes les llavors descendents, generacid Tj,
siguin resistents a I’antibidtic. Algunes d’aquestes linees es van portar a homozigosi. L objectiu era poder

prescindir de I’antibiotic en estudis ulteriors.

4.2 Técniques especifiques d’Agrobacterium tumefaciens
421 Transformacio d’A. tumefaciens

La transformacid d’A. tumefaciens es va fer seguint el métode descrit per An (1987). Es tracta
d’una modificacid del protocol classic de transformacio de cél-lules competents d’E. coli per xoc térmic.

Es crucial mantenir les cél-lules a 4°C durant tot el temps que duri el procés.
Materials:

e Centrifuga Beckman J2-21 i rotor JA-10 (o equivalent).

o A tumefaciens C58C1 (Rif*-pGV2260).

e ADN de la construccid contenint el T-DNA d’interes.

e Medi YEB.

e Rifampicina 34 mg/ml en DMSO, Kanamicina 100 mg/ml i Ampicilina 100 mg/ml en solucié aquosa.

e NaCl0,15MiCaCl, 20 mM.

L N2 ll'qu1d

158



Preparacio de cél-lules competents d’A. tumefaciens

Métode:

1.- Inocular un precultiu de 10 ml de medi YEB-rifampicina 150 pug/ml a partir d’una colonia

aillada d’A. tumefaciens 1 incubar en agitacié a 150 rpm a 28°C durant aproximadament 24 h.

2.- Inocular 50 ml de YEB-rifampicina 150 pg/ml amb una dilucié 1/1000 del precultiu anterior.
Incubar en agitacid a 150 rpm i 28°C fins a obtenir una DOy de 0,5. Normalment, i si el precultiu no esta

excesivament saturat, el cultiu tarda unes 18-20 h en assolir la DO desitjada.

3.- Centrifugar les céllules durant 5 min a 5000 rpm i 4 °C en un rotor JA-10 refredat. A partir
d’aquest moment les cél-lules es mantenen en gel, extremant la cura al manipular-les per evitar lisar-les

mecanicament.

4.- Resuspendre suaument el sediment en 10 ml de solucié de NaCl 0,15 M previament

atemperada a 4°C.

5.- Centrifugar com en el pas 3 y resuspendre el sediment resultant en 1 ml de solucié de CaCl,

20 mM previament refredada en gel.

6.- Distribuir les céllules en aliquotes de 200 pl en tubs d microcentrifuga d’1,5 ml, congelar-les

en nitrogen liquid i guardar-les a -80°C.

Transformacio de cel-lules competents d’A. tumefaciens

Meétode

1.- Descongelar en gel una aliquota de cel-lules competents
2.- Afegir de 1-3 pg d’ADN, mesclar i incubar en gel durant 30 min.

3.- Congelar en nitrogen liquid durant 1 min i a continuacié col-locar en un bany a 37°C fins que

la mostra estigui completament descongelada.
4.- Afegir 1 ml de medi YEB i incubar durant 2-4 h a 28°C amb agitacid suau (120 rpm).

5.- Extendre 200 pl del cultiu amb 1’ajuda d’una nansa de sembra en una placa de Petri amb medi

YEB solid suplementat amb rifampicina (150 pg/ml), ampicilina (50 pg/ml) i kanamicina (30 pg/ml).

6.- Incubar a 28°C durant 2-3 dies protegida de la llum.
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7.- Comprovar la preséncia del vector en les colonies resultants mitjangant PCR, i inocular una
d’aquestes colonies en medi YEB. Una vegada crescut el cultiu, guardar una aliquota a —80°C, en

presencia de 50 % (v/v) de glicerol.
4.3 Obtencio d’acids nucleics a partir de teixits d’Arabidopsis

4.3.1 Obtenciéo d’ADN genomic

L’ADN genomic de plantules d’Arabidopsis s’ha obtingut utilitzant el kit de Qiagen DNAeasy
plant mini kit seguint les instruccions del proveidor i ha estat utlitzat en els experiments de PCR inversa i

walking PCR (apartat 5.6)

4.3.2 Minipreparacio d’ADN genomic

Alternativament s’ha utilitzat una senzilla y rapida tecnica per obtenir ADN genomic a partir de
petites quantitats de teixit d’ Arabidopsis (de 1’ordre de 10-100mg). L ADN obtingut permet, per

exemple, confirmar per PCR la presencia d’un transgen:

1.-Congelar el teixit d’Arabidopsis en un tub de microcentrifuga i moldre fins obtenir una pols
fina, treballant sempre en preséncia de N, liquid. Alternativament, el teixit d’Arabidopsis s’ha molt

utlitzant ’aparell Tissuelyser (Qiagen).

2.-Resuspendre en 10 pul de NaOH 0,5N/mg de teixit triturat i seguir molent fins homogeneitzar a

temperatura ambient (TA). Agitar amb I’ajuda del vortex 10-15 min.
3.-Transferir 20 ul de I’homogeneitzat anterior en 980 ul de Tris-HC1 0,1 M a pH=8.

4.-Utilitzar 5 pl de la solucié anterior per les reaccions de PCR.

4.3.3 Obtencio d’ARN

S’ha obtingut ARN procedent de teixits de plantules crescudes en condicions esterils i sotmeses
a diferents tractaments utilitzant el kit de Qiagen RNAeasy plant mini kit seguint les instruccions del

subministrador.

El treball amb ARN requereix extremar les precaucions per evitar les contaminacions amb
ARNases, enzims particularment abundants, estables i actius que podrien degradar I’ARN. Per evitar-ho,
tot el material plastic fungible es va autoclavar 2 vegades, i es va tractar tota la resta del material amb una

solucio de DEPC (dietilpirocabonat), reactiu que modifica les His i Tyr de les proteines, inactivant-les.
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4.4 Obtencio de proteines a partir de teixits d’Arabidopsis

Materials:

e Tampod d’homogeneitzacio.

e N, liquid.

e Reactiu de Bradford (Biorad Protein Assay).

e Lector de plaques (model Merck ELISA System Mios).

Meétode:

l.- Triturar 25-100 mg de teixit d’Arabidopsis congelat en N, liquid en un tub de

microcentrifuga. Alternativament, el teixit s’ha molt utlitzant ’aparell Tissuelyser (Qiagen).

2.- Afegir 20 pl de tampd d’homogeneitzacio per cada 10 mg de teixit inicial.

3.- Centrifugar a 4°C durant 5 min a 200xg i sense fre.

4.- Recuperar el sobrenadant en un tub nou.

5.- Centrifugar el sobrenedant 2-3 vegades més a 4°C durant 5 min a 200xg i sense fre, fins

assegurar-se que esta suficientment net, ja que el precipitat obtingut és molt poc compacte.

6.- Per la quantificacié de proteines, s’ha seguit el metode espectrofotométric de Bradford

(Bradford 1976), utlitzant el reactiu Biorad Protein Assay. S’han realitzat répliques de les mostres a

mesurar, i s’han referit a una recta patrd elaborada utlitzant albtimina de serum bovi (BSA). Les mesures

es van realitzar en un lector de plaques a una longitud d’ona de 595 nm.

7.- Congelar les mostres en N, liquid i conservar a —20°C.

TAMPO d’HOMOGENEITZACIO:

MECLy e 1 mM
KCLeeeeeeeee e 10. mM
SaCAT0SA. .. et 10 %(p/v)
Tricina pH=7,5..c.ccoeoieieeieieceee e 0,1 M

Conservar a 4°C.

Aquesta solucid va ser completada amb els
segiients components, els quals s’han d’afegir
en el moment d’utilitzar-la:

Tritd X 100....cuiiieieeeeeeeeeee e 0,2%
DTT .o 1 mM
PMSF...oiee e 100 pg/ml
EO4 .o 3 pg/ml

Cocktail inhibidors proteases SIGMA...20 pl/ml
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4.5 Microbombardeig de teixits d’Arabidopsis

S'han utilitzat fulles de roseta de plantes de 2 a 3 setmanes. El protocol seguit ha estat
basicament el descrit pel proveidor del sistema de biolistica, amb adaptacions especifiques destinades al

bombardeig de teixits vegetals.

4.5.1 Descripcio de les construccions utilitzades pels experiments de
microbombardeig

Les construccions utilitzades pels experiments de microbombardeig van ser generades a partir
del vector pGFP-PAU. Aquest vector incorpora una regié de policlonatge que permet fusionar
traduccionalment un ADNc concret a una variant de la GFP (sGFP:S65T) millorada per a multiplicar el
senyal fluorescent en cel'lules vegetals. Les construccions resultants codifiquen per a les diferents
proteines quimeériques sota el control del promotor 35S-CaMV. Per a aquest treball, es van dissenyar
construccions en les quals diferents versions de la seqiiéncia codificant del gen rif2/ es van fusionar

traduccionalment amb la proteina verda fluorescent GFP.

4.5.2 Protocol de microbombardeig

Material

e Sistema Biorad PDS100/He-Particle Delivery System.

e C(Cabina de fluxe laminar.

e Vortex.

e Microparticules de tungste¢ M17, diametre mitja 1,1 um.

e Membranes de ruptura, membranes portadores i reixetes de parada.
e Etanol absolut i al 70 %.

e Glicerol 50 %.

e ADN purificat.

e Espermidina 0,1 M.

e C(CaCl, 2,5M.
Preparacioé dels microprojectils

1.- Pesar 30 mg de microparticules de tungsté en un tub de microcentrifuga d’1,5 ml.
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2.- Afegir 1 ml d’etanol al 70 %. Agitar vigorosament amb un voértex durant 3-5 minuts.
3.- Incubar 15 min a temperatura ambient.

4.- Precipitar les microparticules amb un pols d’uns 5 seg en la microcentrifuga. Eliminar el

sobrenadant.

S5.- Afegir 1 ml d’H,O estéril i agitar amb un vortex durant 1 min. Deixar 1 min fins que les
microparticules sedimentin. Finalment, repetir el pols en la centrifuga i eliminar el sobrenadant amb

I’ajuda d’una micropipeta.
6.- Repetir el pas anterior 2 vegades més.

7.- Afegir 0,5 ml de glicerol 50 % esteril (concentracid final de microparticules=60 mg/ml) i

conservar a —20 °C per tal de prevenir la oxidacio.
Precipitacio de ’ADN sobre els microprojectils

1.- Mantenir les microparticulas (preparades segons s’ha descrit anteriorment) en una plataforma
vortex. Es convenient deixar-les el temps suficient (minim 20 min) per poder resuspendre i trencar els

aglomerats de microparticules.
2.- Passar 10 pl de microparticules (600 pg) a un tub de microcentrifuga de 1,5 ml.
3.- Mantenint en agitacio el tub anterior i afegir:
- 1-2 ug d’ADN plasmidic.
- 14 pl de solucio de precipitacio (10 pl de CaCl, 2,5 M: 4 ul espermidina 0,1 M).
4.- Mantenir agitant en el vortex durant uns 5 min més.
5.- Deixar sedimentar les microparticules durant 1 min.

6.- Aplicar un pols de centrifuga de 5 seg i eliminar el sobrenadant cuidadosament amb 1’ajut

d’una micropipeta.
7.- Rentar el precipitat (sense aixecar-1o) amb etanol 70 % i retirar el sobrenadant.
8.- Rentar el precipitat (sense aixecar-lo) amb etanol 100 % i retirar el sobrenadant.

9.- Resuspendre en 8 pl d’etanol absolut utilitzant una micropipeta.
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Microbombardeig

Els parametres del procediment de transfeccid van ser optimitzats, i de la manera que s'il-lustra

en la Figura 2, es refereixen a:

-Disc de ruptura (presio d’heli a soportar, expressada en psi).
-Distancia disc de ruptura-membrana portadora (A)=4,5 cm.
-Distancia membrana portadora-reixeta de parada (B)=6 mm
-Distancia membrana portadora-mostra a bombardejar (C)=12 cm.

-Presi6 d’heli en la bombona de subministre.

He

Tub d’acceleracié d’Heli l

Disc de ruptura = =
Membrana portadora—g§TTTee

Microprojectils-ADN ¢ =====

Cél-lules diana

Figura 2: Representacio esquematica del sistema de microbombardeig, abans iy després d’aplicar la

presio d’heli.

Aixi mateix, cal considerar els parametres biologics relacionats amb la mostra a bombardejar,

elecciod de cel-lules diana, etcétera.

Per a evitar contaminacions amb les construccions entre un episodi i altre de bombardeig, convé
esterilitzar la zona de treball (cabina i camera de bombardeig) amb etanol i rentar amb aigua. El mateix es
va fer amb el material fungible utilitzat en cada bombardeig, mantenint les membranes de ruptura,
membranes portadores i reixetes de parada en etanol absolut, i manipulant-les sempre amb pinces. També
es van esterilitzar i rentar curosament les peces metal-liques i de plastic que serveixen de suport a aquells

elements. Una vegada assecat aquest material sobre paper de filtre, es procedeix com segueix:
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1.- Dipositar els 8 pl de microparticules recobertes de la mostra d’ADN sobre una membrana

portadora ja seca.

2.- Mentre s'espera que 1’etanol s'evapori, ajustar el regulador de la bombona d'heli a una pressid

de 1300 psi, unes 200 psi per sobre de la suportada pel disc de ruptura.

3.- Ajustar la membrana portadora correctament orientada sobre el suport metal-lic amb l'ajuda

de la peca vermella dissenyada a aquest efecte.

4.- Col'locar una reixeta de parada en la plataforma. A continuacio, col-locar el suport metal-lic

amb la membrana portadora de manera que les microparticules estiguin orientades cap a la reixeta.
5.- Tancar fermament el muntatge enroscant el tancament del suport metal-lic.

6.- En aquest moment, esterilitzar un disc de ruptura submergint-lo breument en etanol absolut.
Disposar rapidament sobre el suport corresponent i s'enrosca en el tub d'acceleracié del gas en I'extrem

superior de la camera de bombardeig.
7.- Tot seguit col-locar la plataforma amb la membrana en el nivell 5.

8.- Finalment, disposar la plataforma amb la mostra vegetal dipositada en una placa d’agar 0,8 %
en el nivell 2. Aquest suport absorbira l'impacte resultant del bombardeig i mantindra condicions

d'humitat per al teixit durant la incubacid posterior.
9.- En aquest moment tancar la camera de bombardeig i posar en marxa la bomba de buit.

10.- Connectar la camera de bombardeig i accionar l'interruptor en la posicié de buit (posicid

superior).

11.- La pressio de buit anira pujant. En el moment que arribi a 27-29 mm de Hg (0,06 atm),

passar l'interruptor a la posicid inferior, en la qual es mantindra la pressio de buit.

12.- Prémer rapidament l'interruptor de tir. La pressié d'Heli indicada en el manometre del
sistema s'anira incrementant sobre el disc de ruptura fins a arribar al maxim suportat, moment que
esclatara, desprenent un soroll sord i baixant bruscament la pressié d'Heli des del valor maxim assolit

(1100 psi) fins a 0.

13.- Posar immediatament l'interruptor en la posicid intermitja per a permetre l'alliberament del
buit. Es convenient realitzar els passos 11 a 13 el més rapidament possible a fi de reduir els danys que el

buit pugui causar en el teixit vegetal.
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14.- Finalment, recuperar la mostra bombardejada, que ha de mostrar unes taques negres degudes
al tungsté impactat. Deixar incubar 24 hores sota llum continua a una temperatura de 22-24 °C perque

tingui lloc 1'expressié de la construccié bombardejada.
15.- Descartar el disc de ruptura, que ha d'estar destrossat, la membrana portadora i la reixeta.
16.- Abans de procedir a un nou bombardeig, esterilitzar i netejar de nou la zona.
17.- Es convenient, una vegada acabat I'experiment:
-Tancar la clau de pas de I'heli.

-Aplicar el buit el temps suficient per a permetre que s'encengui el botd disparador, i
disparar quantes vegades sigui necessari per a alliberar el gas retingut en el sistema. Confirmar que,

efectivament, I’indicador del manometre cau a 0 .

-Alliberar finalment el buit.

4.5.3 Observacio de les mostres microbombardejades

Les mostres obtingudes després del procés de transformacio transitoria mitjangant el sistema de
biolistica van ser examinades en ¢l Servei de Microscopia Confocal dels Serveis Cientifico-Técnics de la
Universitat de Barcelona. Les observacions es van realitzar directament utilitzant un microscopi laser
d'escaner confocal model Leica TCS 4D, o bé Olympus 1X70. La fluorescencia verda corresponent a les
proteines de fusio amb la GFP va ser detectada a través d'un filtre BP515-525 després d'excitacié amb
llum blava a 488 nm, mentre que la autofluorescencia vermella corresponent a la clorofil-la es va detectar
usant un filtre LP590, després d'excitar mitjancant I'emissié amb llum verda a 568 nm. Ocasionalment, es
va efectuar una observacid preliminar amb 1'ajuda d’una lupa binocular de fluorescencia Leica DC250,

per tal de detectar les regions que estiguéssin expressant la GFP.

L'analisi de la superposicio dels dos tipus d'imatges obtingudes, aixi com el tractament de les
mateixes, va ser efectuat mitjangant l'aplicacio Corel Photo-Paint, integrada en el paquet informatic

Corel-Draw 9.

4.6 Quantificacio de pigments fotosintetics a Arabidopsis

Per I’analisi quantitatiu de pigments fotosintétics de naturalesa prenilica, ¢és a dir, clorofil-les i
carotenoides (Fraser i col., 2000), s’ha seguit el metode d’extraccid basat en el descrit per Lichtenthaler
(Lichtenthaler 1987). Es va treballar a escala de tub de microcentrifuga de 1,5 ml, partint de 10-40 mg de

teixit fresc i congelat en N liquid.
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Materials

o Liofilitzador-Evaporador-trampa de buit (B. Braun Christ-Loc I).

e N, liquid.

e Agitador multiple.

e Cloroform, metanol, acetona i etilacetat.

e Soluci6é d’homogeneitzacio.

Espectrofotometre (model Shimadzu UV-160A4).

Métode:

1.- Congelar el teixit d’Arabidopsis en un tub de microcentrifuga i moldre fins obtenir una pols
fina, treballant sempre en presencia de N, liquid. Alternativament, el teixit s’ha molt utlitzant 1’aparell
Tissuelyser (Qiagen). A partir d’aquest moment, €s convenient reduir la incidéncia de llum directa sobre
la mostra per tal d’evitar la fotooxidacio dels pigments. També s’ha de procurar mantenir en tot moment

les mostres per sota de 4°C.

2.- Afegir 400 pl de metanol i resuspendre el teixit triturat i agitar cada mostra en un vortex
durant 5 segons. Agitar el conjunt de les mostres en un agitador multitubs protegit de la llum durant 10

min.

3.- Afegir a la suspensié 400 pl de la solucié d’homogeneitzacio, les sals de la qual eviten la
produccid artefactual de feofitina durant el procés, que podria alterar las mesures. Mantenir en agitacié

uns altres 10 min.

4.- Afegir 400 ul de cloroform i repetir el pas d’extraccio.

S5.- Agitar el conjunt de les mostres en un agitador multitubs protegides de la llum durant 2-3

min.

6.- Incubar les mostres en gel protegides de la llum durant 5 min.

7.- Centrifugar durant 5 min a 14.000 rpm i a 4°C per a la separacio de la fase aquosa de la

organica (inferior). Recuperar aquesta ultima cuidadosament i passar a un altre tub.

8.- Concentrar la mostra amb 1’ajuda d’un evaporador-concentrador. Resuspendre el residu sec
obtingut en 100-150 pl d’etilacetat. Evitar mantenir el tub obert a partir d’aquest moment ja que el

dissolvent és extremadament volatil.

167



MATERIALS I METODES

9.- Finalment, transferir 10 pl de I’extracte obtingut en 500 pl d’acetona, i determinar

I’absorvancia amb I’ajut d’un espectrofotometre a les segiients longituds d’ona (Lichtenthaler 1987):

e Clorofil'la A (C,): 661,6 nm.
e  Clorofil-la B (Cyp): 644,8 nm.

e (Carotenoides y xantofil-les (Cy+): 470 nm.

Aquests valors representen les A , coeficients d’absorcidé maxims especifics en presencia
d’acetona. Una vegada obtinguts els valors d’absorbancia a aquestes longituds d’ona, s’apliquen les
seglients formules per tal de determinar les concentracions de cada un dels pigments analitzats, referint-

los finalment en pg/mg d’extracte vegetal (Lichtenthaler 1987).

Cazl 1 ,24XA661’6-2,04XA644’3

Cp=20,13xA6445-4,19xAs61.6

Can=7,05xAg61,61718,09x Agasg

Cy+c=(1000xA 470-1,90xC,-63,14xC,,)/214

SOLUCIO ’HOMOGENEITZACIO:

No autoclavar.

Conservar a temperatura ambient.

5 Técniques de biologia molecular

5.1 Tecnologia de ’ADN recombinant

Sota aquest epigraf s'engloben les técniques utilitzades pel clonatge de seqiiéncies d’ADN. La
diversitat d'estrategies metodologiques utilitzades per a generar la multitud de construccions obtingudes al
llarg d'aquest treball fan dificil descriure cadascuna d'elles independentment, de manera que s'ha optat per

enunciar-les breument.

En primer lloc, i pel que es refereix a la minipreparaciéo d’ADN plasmidic s'ha utilitzat el sistema
QIAPREP spin miniprep kit de Qiagen. Les restriccions de ’ADN es van portar a terme amb 2,5-5 unitats
de cada enzim de restriccid sota les condicions de salinitat, pH i temperatures recomanades pel fabricant
en cada cas, i perllongant la incubacid fins a 16 hores quan es tractava d'una digestié preparativa o un

enzim de baixa activitat especifica. Els productes de digestio (o si escau els resultants de la reaccid de
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PCR, apartat 5.5) es van resoldre en gels d’agarosa de percentatge adequat a la grandaria del fragment o
fragments a analitzar, preparats en tampo TAE 1x i contenint 0,5 pg/ml de Br-Et. Les bandes d'interes es
van recuperar curosament evitant perllongar la irradiacié amb la llum d'UV, i es van purificar mitjangant
el sistema GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). Una nova separacio
electroforética en preséncia de marcadors de grandaria i concentracié coneguda van permetre comprovar i
quantificar els fragments recuperats. Es van ajustar les quantitats de vector i insert en la reaccid de
lligacié per a cada tipus de clonatge. Els productes de lligacidé aixi obtinguts van ser emprats per
transformar cel-lules bacterianes competents mitjancant xoc térmic (Subcloning Efficiency DH5o
Chemically Competent E. coli de Life Technologies). L'analisi de les colonies resultants es va portar a
terme en primer lloc mitjangant escrutini per PCR (apartat 5.5.1.), seguit d'amplificacié de la colonia
candidata mitjancant cultiu en 3 ml de medi de creixement bacteria suplementat amb els antibiotics de
seleccid i altres suplements en funcid de cada cas .L'estudi del patré de restriccio de I’ ADN recuperat i la
seva posterior seqiienciacié van permetre confirmar la integritat/identitat del clon generat. Finalment, el
sediment de 1,5 ml de cultiu del clon en qiiestidé va ser resuspes en 500 pl de medi suplementat amb

glicerol al 15 % préviament autoclavat per a preparar els glicerinats a -80°C.

5.1.1 Construccions utilitzades en aquest treball

En aquest treball s’han realitzat un elevat nombre de construccions, i a continuacié es descriu
Iestrateégia seguida per tal d’obtenir-les. Aquestes construccions s’han utilitzat per diferents proposits,
com han estat la generacié de plantes transgeéniques, 1’expressio de proteines a E. coli o per

microbombardejar fulles d’Arabidopsis.

Normalment s’ha seguit la mateixa estratégia en totes elles, de manera que primer s’ha obtingut
el fragment de DNA que finalment es volia clonar. En determinats casos disposavem d’aquest DNA
clonat en un vector, i en d’altres, s’ha hagut de recorrer a la técnica de RT-PCR (apartat 5.5.2) per
obtenir-lo a partir d’RNA d’Arabidopsis. Seguidament fragment d’interes s’ha clonat el en un vector de
tipus pPBLUESCRIPT-SK+ o pGFPuv) i posteriorment s’ha alliberat utilitzant enzims de restriccid que
reconeixien dianes propies del vector o del fragment. En la majoria dels casos, aquestes dianes es
trobaven als extrems del fragment clonat, on havien estat introduides alhora d’amplificar-lo per PCR. En
alguns casos, els fragments portadors de les dianes d’interés van ser digerits amb els enzims adequats
sense passar per un vector de clonatge intermediari, de manera que el fragment ja digerit es clonava

directament en el vector de clonatge final.

En la segiient taula s’exposa el procediment utilitzat per cada una de les construccions:
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Taula 2. Estratégia de clonatge utilitzada per les diferents construccions realitzades en aquest treball.

Enzims de
Construccié Fragment de Origen del Oligonucledtids Vector de :;i;ttl:cz(; Vector de
DNA clonat DNA clonat g clonatge primari digelgr clonatge final
Pinsert
cDNA DXS2
amb el peptid . . . BamHI pCAMBIA 1303
pC-DXS1DXS2 de transit de (estrategia de clonatge descrita en el text, pag. 172) Pmll (BglIL,PmlT)
DXS1
pBI121-DXS1
DXS1.Nhel Nhel pET23
pET23-DXS1 cDNA DXS1 Pﬁ‘getj‘;g;) DXS1.HindIII pGEPuv (Smal) HindIIT (NhelHindIII)
cDNA DXS1 pBI121-DXSI1
L DXS1.Nhel.noTP Nhel pET23
pET23-DXSIATP senset:rgrellsoittld de Pgi?;:e;e()rg;) DXS 1 HindIII pGFPuv (Smal) HindITI (Nhel, HindIT)
cDNA de
C-RIF21 cDNA plantules rif21.1.F pBLUESCRIPT SK+ Bglll pCAMBIA 1303
p- At5g64940 d’ Arabidopsis fif21.2.R (Smal) Hpal (BglIL,Pmll)
(RT-PCR)
cDNA de
C-RIF23 cDNA plantules rif23A.1.BamHILF pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pt- At3g23325 d’Arabidopsis rif23A.2R (Smal) EcoRV (BglILPmlI)
(RT-PCR)
cDNA de
C-RIF24A cDNA plantules rif24A.BamHI.1F pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pt- At5g41240 d’Arabidopsis rif24A.EcoRV.2R (Smal) EcoRV (BglIL,PmlI)
(RT-PCR)
cDNA de
C-RIF24B cDNA plantules rif24B.BglII.1F pBLUESCRIPT SK+ Bglll pCAMBIA 1303
Pt At5g41250 d’ Arabidopsis 1if24B.PmIL.2R (Smal) Pmll (BgllL,Pmll)
(RT-PCR)
cDNA de
C-RIF26A cDNA plantules rif26A.F pBLUESCRIPT SK+ Bglll pCAMBIA 1303
pe- At1g32780 d’ Arabidopsis 1if26A.PmlLR (Smal) Pmll (BgllL,Pmll)
(RT-PCR)
C-RIF6B cDNA g%hisbfjouﬁj rif26B.3.BamHLF  pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pt- At1g32770 (RT-P Cﬁ) rif26B.4 PmIL.R (Smal) Pmll (BglILPmlI)
C_RIF27 cDNA g{)/lljjb?;ot”fiz 1if27B.BamHLIF  pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
p At3g12890 (RT_PC{{‘) ‘ 1if27B.EcoRV.2R (Smal) EcoRV (BglIL,PmlI)
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Enzims de

. restricco
Construccié Fragment de Origen del Oligonucledtids Vector de usats per Vector de
DNA clonat DNA clonat clonatge primari digerir clonatge final
Pinsert
cDNA de
cDNA plantules rif30.2.1.BamHIL.F pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pC-RIF30.2
) At4g36640 d’Arabidopsis rif30.2.2R (Smal) EcoRV (BglII,PmlI)
(RT-PCR)
cDNA de
cDNA plantules rif32A.1.BamHLF pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pC-RIF32A
t5g rabidopsis ri . ma co glII,Pm
At5g65010 d’Arabid if32A.2R (Smal) EcoRV (BglILPmlI)
(RT-PCR)
cDNA de
cDNA plantules rif32B.1.BamHLF pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pC-RIF32B
t5g65 Arabidopsis rif32B.2R mal EcoRV BglIL,PmlI
At5g65020 d’Arabid if32B.2 Smal) 1 1I)
(RT-PCR)
cDNA de
C-RIF33A cDNA plantules rif33A.BamHI. 1F pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
B At5g37670 *Arabidopsis rif33A.EcoRV.2R mal EcoRV Bgll,PmiI
P 3 &’ Arabid 33 S 11L,Pml
(RT-PCR)
cDNA de
cDNA plantules rif33B.BamHI.1F pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pC-RIF33B
At5g37680 d’Arabidopsis rif33B.Pmll.2R (Smal) Pmll (BglIL,PmlI)
(RT-PCR)
cDNA cDNAdeflors i) | B 1BgIILE  pBLUESCRIPT SK+ Bglll pCAMBIA 1303
pC-RIF34 d’Arabidopsis
At4g21750 (RT-PCR) rif34.1.B.2.PmlIL.R (Smal) Pmll (BglILPmlI)
cDNA de
C-RIF35.1 cDNA plantules A21.BamHI.1F pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pt- : Atlg73470 d’Arabidopsis A21.EcoRV.2R (Smal) EcoRV (BglII,PmlII)
(RT-PCR)
cDNA de
C-RIF35.2 cDNA plantules A17.BamHI.1F BamHI pCAMBIA 1303
P ) At1g08010 d’Arabidopsis A17.Pmll.2R Pmll (BglII,PmlI)
(RT-PCR)
cDNA de
cDNA plantules rif36A.1.BamHLF pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pC-RIF36A
At5g18810 d’Arabidopsis rif36A.2.PmlL.R (Smal) Pmll (BglIL,PmlI)
(RT-PCR)
cDNA de
cDNA plantules rit36B.1.BamHILF pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pC-RIF36B
At5g18820 d’Arabidopsis rif36B.2.PmIL.R (Smal) PmlI (BglILPmlI)
(RT-PCR)
cDNA de
C-RIF36C cDNA plantules rif36C.1.Spel.F pBLUESCRIPT SK+ Spel pCAMBIA 1303
P At5g18830 d’Arabidopsis rif36C.2.PmIL.R Smal) Pmll (Spel,PmlI
g P P
(RT-PCR)
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Enzims de
Construccié Fragment de Origen del Olizonucledtids Vector de lrlzzttl:cz(; Vector de
DNA clonat DNA clonat g clonatge primari digelgr clonatge final
Pinsert
cDNA de
C-RIF39 cDNA plantules rif39A.Spel. 1F pBLUESCRIPT SK+ Spel pCAMBIA 1303
pt- At5g51820 d’Arabidopsis rif39A.Pmll.2R (Smal) Pmll (SpeL,PmlI)
(RT-PCR)
C_RIF44 cDNA ‘;’i'? AI\iAb‘_iZ )ﬂ??? rif44A FBamHI ~ pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pe- At3g18080 (R%I’,ég; " rif44A.R.Pmil (Smal) Pmil (BglIL,PmlI)
cDNA de
C-RIF45 cDNA plantules rif45.BamHLF pBLUESCRIPT SK+ BamHI pCAMBIA 1303
pL- Atl1g21920 d’ Arabidopsis rif45 PmlLR (Smal) Pmll (BgllL,Pmll)
(RT-PCR)
cDNA
At5g64940 rif21.Ncol.F Ncol pGFP PAU
PGFP-TPRIF21 corresponent al pC-RIF21 rif21.TP.Sall Sall (Ncol,Sall)
peptid de transit
cDNA rif21.Ncol.F Ncol pGFP PAU
pGFP-RIF21 At5264940 pC-RIF21 rif21.nostop.Sall Sall (Ncol,Sall)

Per tal d’obtenir la construccié pC-DXS1DXS2, que conté la regidé codificant del péptid de
transit de la DXS1 fusionat a la forma madura de la DXS2, es va seguir una estratégia més complexa. El
fragment corresponent a la regid codificant del cDNA de la DXS2 sense el peptid de transit es va
amplificar per PCR utilitzant els oligonucleotids DXS2noTP i DXS2.S3. A continuacid es va realitzar una
segona reaccid6 de PCR utilitzant aquest fragment conjuntament amb el DNA de la construccid
pBI121DXS1 que conté el cDNA de la DXSI1. El fragment codificant pel péptid de transit de DXS1 es va
amplificar usant com encebadors el fragment de DXS2 i I’oligonucleotid DXS1BamHI, de manera que es
va obtenir el fragment desitjat que va acabar sent amplificat amb els oligonucleotids DXS1BamHI i

DXS2.S3.

5.1.2 Preparacio de cellules competents

El segiient protocol permet obtenir rapidament cel-lules competents de xoc térmic amb una
eficiencia de transformacié optima per a ADN plasmidic. S’ha utilitzat per tal d’obtenir cél-lules

competents de les soques DHS5a i BL21 d’E. coli.
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Preparacio rapida de ceél-lules competents d’E. coli

Materials:

e Centrifuga Beckman J2-21 i rotor JA-10 (o equivalent).

e Placa de cultiu amb colonies aillades de la soca d’interes d’E. coli.

e ADN de la construcci6 d’interes (apartat 5.1.1).

e Medi 2xTY.

e Cloramfenicol 34 mg/ml, kanamicina 100 mg/ml i ampicilina 100 mg/ml en solucid aquosa.
e Solucio TfB 1.

e Solucio TfB II.

e Nitrogen liquid.

Métode:

l.-Inocular un precultiu de 3 ml de medi 2xTY amb [’antibiotic(s) adequat(s) a partir d’una

colonia aillada de la soca desitjada d’E. coli i incubar en agitacié a 220-240 rpm i 37°C o/n.

2.-Inocular 300 ml de 2xTY contenint I’antibiotic(s) adequat(s) amb 3 ml del precultiu anterior.
Incubar en agitacié a 220-240 rpm y 37°C fins a obtenir una DOgyy de 0,4-0,5. Normalment, i si el

precultiu original no estava excesivament saturat, el cultiu tarda unes 2 h en assolir la DO desitjada.

3.-Centrifugar les cél-lules durant 15 min a 4.000 rpm i 4 °C en un rotor JA-10 preatemperat a
4°C. A partir d’aquest pas les cellules es van mantenir en gel, extremant les precaucions al manipular-les

per tal d’evitar lisar-les mecanicament.

4.-Resuspendre suaument el sediment en 7,5 ml de solucié TfBI previament atemperada a 4°C.

Transferir a un tub Beckman de 30 ml.
5.-Centrifugar durant 5 min a 5.000 rpm i 4° C en el rotor JA-17 preatemperat a 4°C.
6.-Resuspendre suaument el sediment en 2 ml de solucio TfBII.

7.-Distribuir les cél-lules en alicuotes de 50 pl. Congelar-les en nitrogen liquid i guardar-les a —

80°C.
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SOLUCIO TfB I: SOLUCIO TfB II:

Acetat POStASSIC.....ovvveeeeeereeeeceeeeieeeeeans 40 % MOPS .. e, 10 mM
MOC Ly 50mM ROCL e 100 mM
RDOCL...oooooeeeveeeeeeeeeeeeee e 100mM CaClyiiiieiieiie e 75 mM
CACLy e 10mM GLCETOL...veieeee e 15%
GLCETOL e 15% Ajustar el pH a 6,5 amb NaOH.

Ajustar el pH a 5,8 amb Acid acétic (2N). Esteriltzar a ’autoclau.

Esteriltzar a I’autoclau.

La transformacio per xoc térmic de les cél-lules competents obtingudes per aquest métode es

porta a terme igual que per les cel-lules competents convencionals.

5.2 Técniques d’hibridacio d’acids nucleics
5.2.1 Sondes utilitzades en els experiments de northern-blot

Pels experiments de northern-blot es van utilitzar sondes marcades amb dCTP->*P, utilitzant el
kit Ready-To-Go DNA labelling beads (-dCTP) (Amersham-Pharmacia Biotech). El treball amb isotops
radioactius d'aquest tipus requereix extremar les precaucions, en el sentit d'evitar tot el que sigui possible
I’exposicio directa a les particules  emeses, altament penetrants. Amb aquesta finalitat, treballar sempre
vestint dos parells de guants i bata, protegint-se de la font de radioactividad mitjancant mampares de
metacrilat. Aixi mateix, s’ha de controlar sistematicament la zona amb un comptador Geiger, aixi com

respectar les normes pel tractament de residus marcats radioactivament amb isotops del P.
Per tal d’obtenir les sondes d’interés, es van utilitzar els segiients motlles:

-DXSI1: Es va utilitzar el fragment de restriccio amb EcoRV del clon H2A12, resultant en un

fragment de 829 pb corresponent a la regié 5° del gen DXSI.

-DXR: A partir de la construccio pDXRAt.3 (Carretero-Paulet 2003) i després de digerir amb
I’enzim de restriccidé EcoRV es va recuperar un fragment de 1378 pb procedent de la zona 5° del gen

DXR.

-25S. Es va alliberar el fragment que codifica per I’rRNA2SS, clonat en el vector
pBLUESCRIPT, digerint amb I’enzim de restriccid EcoRI. Es va utilitzar aquest motlle per tal d’obtenir
la sonda 258, la qual va permetre la normalitzacié dels experiments de northern-blot realitzats.

Materials

e [0-*P]dCTP a 3000Ci/mmol (Amersham Pharmacia Biotech).

o Kit Ready-To-Go DNA labelling beads (-dCTP) (Amersham-Pharmacia Biotech).
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e Bloc térmic.

e Comptador Geiger.

e Sonda d’ADN desnaturalizada.

e EDTA 0,5 M.

e Columnes cromatografiques Poly-prep (0,8x4cm) de BioRadl.

e Resina Sephadex G-50 SF (Amersham-Pharmacia Biotech).

e Tampd TE

e Comptador d’escintil-lacidé 1209 Rackbeta de Wallac.

Meétode

El kit de marcatge conté una barreja de reaccio liofilitzada i estable a temperatura ambient que
conté el tampd de reaccio, barreja de desoxiribonucleotids (excepte dCTP), la subunitat Klenow de
I’ADN polimerassa aixi com una combinacié aleatoria d’oligodesoxinucleotids de 9 bases. El sistema
permet marcar radioactivament fragments de restriccid previament purificats i desnaturalitzads mitjangant

una reaccid de polimeritzacié que utilitza els oligodesoxinucleotids com a encebadors.

1.- Desnaturalitzar uns 50-100 ng de motlle bullint durant 5 min a 95-100°C i pasant a

continuacid a gel almenys 2 min més.

2.- Preparar la segiient barreja de reaccid sobre el preparat del kit:

BARREJA de REACCIO:

ADN motlle desnaturalitzat....................... ~100 ng
[0=22PIACTP. .. 50 pCi
HyO Qe8P 50 ul

3.- Incubar de 30 min a 1 hora en bloc térmic a 37 °C .

4.- Parar la reaccio de la polimerassa afegint 2 pl d’EDTA 0,5 M, i passar a un bany amb gel.

5.- Preparar una columna de cromatografia amb 1 ml de resina Sephadex-G50. Rentar amb

tampo TE evitant en tot moment que arribi a assecar-se.

6.- Una vegada eluida la columna completar la barreja de reaccié amb TE fins a 200 pl, i passar
per la columna, recuperant el volum eluit en un tub de microcentrifuga. Repetir el procés 4 vegades més,

afegint en cada cas 200 pl de TE i recuperant I’eluit en un tub nou.
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7.- Recuperar aliquotes d’1 pl de cada fraccio eluida en un tub de centelleig.

8.- Determinar la radioactivitat de cada fraccidé en un comptador d’escintil-lacié. En funcio dels
resultats obtinguts, aplicar la segiient formula per a determinar la quantitat total de marca radioactiva a

utilitzar:

Vol. Sonda (en ul)

[1-2x10° c.p.m./ml] x [vol (en ml) de sol de hibridacié/activ sonda (en
c.p.m./pl) 7.

9.- Afegir el volume resultant a la soluci6 d’hibridacio, desnaturalizant previament la sonda com

s’ha indicat en 1.

5.2.2 Northern-blot

El northern-blot constitueix la técnica de referéncia per a la identificacid i l'analisi de transcrits

d’ARN. A I'hora de treballar amb ARN, han de seguir-se les precaucions referides en 'apartat 4.3.3.

Materials

e Material de vidre fornejat.

e DEPC.

e Tampo de desnaturalitzacio.

e Marcador de pesos moleculars d’ARN: 0.24-9.5 Kb RNA ladder de Life Technologies o RNA
Molecular Weight Marker I (0,3-6,9 kb) (Roche).

e Solucio de tincid.

e Solucid d'hibridacio.

e MOPS 10x.

e SSC20x.

e Solucio de rentat.

e Soluci6 d’stripping.

e Tampd de carrega.

e Membranes de nailon Hybond N+.
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e Paper de filtre Whatmann 3MM" i paper de filtre normal.

e Solucio6 de Br-Et 1 mg/ml.

e Sistema d'electroforesi.

e Sistema de transferencia de gels d’agarosa.

e SSC20x

e SDS 10 %.

e Camera d'ultravioleta (Spectrolinker XL-1000 UV crosslinker de Spectronics Co.) 1 estufa a 80°C .

e Agitador térmic.
Meétode

1.- Preparar una solucié d’agarosa al 1,2 % en aigua. Una vegada atemperat a 50 °C, completar
amb MOPS 10x fins a 1x i amb formaldehid fins a un 2,2 %. El formaldehid ¢s un alérgen fort i convé
evitar la inhalacio de vapors fortament irritants, per la qual cosa €s aconsellable preparar el gel dintre
d'una campana d'extraccio de gasos. El formaldehid confereix propietats desnaturalitzants al gel, encara
que té com a contrapartida el fet de fer-lo més trencadis. Es recomanable a més preparar el gel el més

prim possible, doncs facilitara el procés posterior de transferéncia.

2.- Concentrar les mostres d’ARN tal com es descriu a 1’apartat 4.3.3. Es va treballar amb

quantitats d'entre 10-20 pg d’ARN total.

3.- Desnaturalizar les mostres portant fins a 20 ul amb tampd de desnaturalitzaci6 i incubar 10

min a 65°C. Refredar i mantenir en gel fins que siguin carregades en el gel.
4.- Afegir 3,22 pul de tamp6 de carrega.

5.- Omplir la cubeta amb MOPS 1x fins a cobrir lleugerament el gel. Amb I'objecte de netejar els

pouets del gel pot aplicar-se un voltatge reduit (2-3 V/cm) abans de carregar.

6.- Carregar les mostres en el gel. Reservar un dels pouets pel marcador. Aplicar un voltatge de 3
V/em de gel durant 15 min i, una vegada que les mostres hagin entrat en el gel, deixar migrarde2a3 ha
5-7 V/em, fins que el front de migracio hagi arribat als 2/3 de la longitud del gel. Es convenient barrejar

la solucié de migracio d'ambdods costats de la cubeta cada 30-60 min, per tal d’assegurar la conductancia.

7.- Verificar, amb ajuda del transiluminador, la integritat de les mostres de ARN en el gel.

Fotografiar el gel acompanyat d'una regla que permeti precisar posteriorment sobre la pel-licula
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d’autoradiografia la mobilitat de la banda resultant. La imatge servira, a més, per a normalitzar els carrils

en quant a la quantitat d’ARN carregada.
8.- Rentar el gel 2 vegades amb H,O durant 20 min per eliminar l'excés de formaldehid i Br-Et.

9.- Muntar el sistema de transferencia dintre de la cubeta de electroforesis (un cop rentada amb

aigua, sabd i etanol absolut) tal i com s’indica en I’esquema de la Figura V.3.

Per tal d’evitar possibles interferéncies en la transferéncia, la zona de pouets del gel va ser

retallada amb 1’ajuda d’un bisturi. A continuacid es van realitzar els segiients rentats:
-2 de 20 min amb H,O estéril.
-1 de 1 min amb SSC 20x (soluci6 de transferéncia).

Col‘locar el gel sobre el portagels a sobre del pont sali de transferéncia obtingut retallant una tira
de paper Whatmann 3MM® de les dimensions adequades (30x7,5 cm) i que préviament s’ha remullat en
solucié de transferéncia. Sobre aquest pont, i manipulant en tot moment amb unes pinces milipore, situar
cuidadosament la membrana de nailon que s’haura retallat segons les dimensions del gel, previa incubacio
uns minuts en SSC 2x. Després d’afergir unes gotes d’SSC 2x, passar una pipeta sobre el conjunt per
evitar la formacié de bombolles d’aire i eliminar les que ja hagin aparegut. Afegir 2-3 papers Whatmann
3MM®, també prerentats en SSC 2x, i una pila de papers de filtre de 3-4 cm. Per acabar, es col-loca un
pes a sobre, vigilant de que tot el sistema estigui perfectament horitzontal. Una vegada muntat tot el
conjunt, afegir SSC 20X a la cubeta fins el nivell indicat en la Figura 3, 1 cubrir tota la superficie del

muntatge amb plastic Saram-Wrap per tal d’evitar I’evaporacio del tamp6 de transferéncia.

Cubeta Paper de filtre
d'electroforési
e
v Paper Whatman 3MM
Eem—————————
Membrana -, Gel
SSC 20x —| I | Pont de transferéncia

Figura 3: Representacio esquematica del muntatge de la transferéncia del northern-blot.

10.-Deixar transferint tota la nit. Després de 12-18h recuperar la membrana, rentar uns 3 min en
SSC 2x i secar-la breument sobre un paper Whatmann 3MM. Convé fer un tall en una de les cantonades
de la membrana amb un bisturi per facilitar posteriorment la orientacio.

11.- Per valorar I’eficiéncia de la transferéncia, la membrana i el gel poden fotografiar-se amb el

transiluminador de UV. Per fixar I’ARN, s’aplica una radiaciéo de 254 nm durant uns segons amb una
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camera ultravioleta (Spectrolinker XL-1000 UV crosslinker de Spectronics Co), una vegada que la
membrana esta totalment seca. Aixi s’aconsegueix que la unié de ’ARN a la membrana sigui de

naturalesa covalent, i per tant més estable.

Hibridacio

Per tal de realitzar la hibridacié de la sonda, es van seguir els segiients passos, sempre utilitzant

un forn d’hibridacié giratori:
1.- Rentar la membrana durant 10 min en SSC 2x a temperatura ambient.

2.- Prehibridacié: Mantenir la membrana almenys 1 hora a 65 °C en el tub d'hibridacié que conté

la solucid d’hibridacio. Utilitzar al voltant d’1-2 ml/10 cm2 de membrana.

3.- Cambiar la solucié d’hibridacio i afegir-ne de nova suplementada amb la sonda marcada amb
dCTP-"P (apartat 5.2.3.), préviament desnaturalitzada. Deixar incubar la membrana a 65 °C tota la nit en

el forn giratori.

Rentats de membrana

Es van obtenir resultats optims rentant sota les segiients condicions:
1.-3 rentats de 15 min a 60°C en solucio de rentat.

2.- Retirar la membrana del tub i eliminar ['dltima solucio de rentat. Segellar la membrana dins
una bossa de plastic i exposar sobre una pantalla phosphorimager. En funcié del grau de decaiment de la
marca i de I'abundancia relativa del transcrit a estudi van ser necessaris entre 12 hores i 14 dies de
contacte per a obtenir resultats satisfactoris. El marcatge es visualitza utilitzant el densitometre Molecular
Imager FX (Biorad), i les intensitats de banda es quantifiquen utilitzant el software Quantity One
(BioRad).

Tincio de la membrana

Aquest metode permet tenyir especificament I’ARN sobre una membrana de nailon amb 1'ajuda
del blau de metil¢. D'aquesta manera, es poden comparar les quantitats d’ARN que han estat realment

transferides a la membrana:

1.-Incubar 30 min en SDS 1 % a temperatura ambient per eliminar les restes de colorants del

tampo6 de carrega.

2.-Rentar 3 vegades en aigua a temperatura ambient per eliminar I'excés d’SDS.
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3.-Tenyir amb soluci6 de tincié durant 5-10 min.

4.-Rentar 2-3 vegades amb aiguaper periodes de diversos minuts fins que es resolguin

correctament les bandes d’ ARNTr.

Deshibridacio de la membrana (stripping)

S'aconsegueixen resultats satisfactoris utilitzant la mateixa membrana per a diverses

rehibridacions, sempre que aquesta no arribi a assecar-se completament.

1.-Rentar la membrana amb H,O.

2.-Dur a ebullicio la solucio d’stripping sobre un agitador termic.

3.-Submergir la membrana i mantenir uns 15 min. Repetir aquest pas renovant la solucid.

4.-Procedir a la rehibridacié amb la nova sonda des del pas de prehibridacio.

MOPS 10x:

MOPS.....oooieeeeeeeeee e 02M
Acetat SOIC.....cuveeveerieiiieiieeie e 80 mM
EDTA 0,4 M..ooooiiiieeeeeceeeee e 10 mM
H,O mili Q-DEPC ..o, q.s.p

Ajustar a pH=7 amb NaOH.
Autoclavar 20 min a 120 °C.
Conservar a 4 °C i protegit de la [lum.

SSC 20x
NACL oo 3M
Citrato SOICO......uvvvveeieieiieeee e 0,3M

Ajustar a pH=7 con HCI.
Autoclavar 20 min a 120 °C.
Conservar a temperatura ambient

TAMPO de CARREGA:

EDTA pH=S8....coiiiiiriiiinecceeee 1 mM
GlCETOL. ..o 50 % (v/v)
Blau de bromofenol......................... 0,25 % (v/v)
Xile-cianol.........cceevevienieienieeiennnne 0,25 % (v/v)
H,O mili Q-DEPC.......ccoooiiiiiiieeee q.s.p.

Conservar a T?A.

SOLUCIO de TINCIO:

Blau de metilé.........ccoevvveieieniannnne. 0,04 %(p/v)
Acetat sodic pH=5,2-5,6.....ccccccveverrueenee. 500 mM
H,0 mili Q-DEPC.......ccovvieiieieiieieeneen q.s.p.
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TAMPO de DESNATURALITZACIO (30
mostres):

H,0 mili Q-DEPC......ccocevireiiiine, 206 pl
MAE 20Xt 60 ul
Br-Et Img/ml........ccccovviiiiiiiiieiiieie e 8 ul
Formaldehid..........cccoovvviiiiiiiiciccices 30 ul
Formamida...........cccoovevieniiniiieieieee, 300 ul

Preparar en la campana abans de fer servir.

SOLUCIO d’HIBRIDACIO:

Tampd fosfat pH=7,4.....cccooviviiiiiine. 03M
SDS.. e 7%(p/v)
EDTA 0,5M....coooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 1 mM
H,0O mili Q-DEPC.......ccooovvieiiieieee q.s.p.
SOLUCIO de RENTAT:

SSC 20K, 1x
SDS.c e 0,1%(p/v)
H,O mili Q-DEPC.......coooviieiiieiee q.s.p.
SOLUCIO d’STRIPPING:

SSC 20K .o 0,1x
SDS. et 0,1%(p/v)
H,O mili Q-DEPC.......coooviieiiieiee q.s.p.



5.3 Analisi de proteines mitjancant Western-blot
5.3.1 Anticossos utilitzats

S’han utilitzat els segiients anticossos:

-Anti-DXS: Aquest anticos va ser produit inmunitzant conills en el Servei de Produccid
d’Anticossos de I'IBMB-CSIC, amb la proteina fusi6 ADXSI-6His (Resultats, 1.2.1) purificada
mitjantcant cromatografia d’afinitat (apartat 5.4.5).

-Anti-DXR: anti-6x-His-ZmDXR (Hans i col. 2004). Aquest anticos reconeix tamb¢ una banda
inespecifica, els nivells de la qual s’han utilitzat per normalitzar els nivells de proteina DXR detectada
(Flores-Perez i col. 2008). La rehibridacié amb aquest anticos de membranes hibridades préviament amb

I’anticos anti-DXS, ha permés normalitzar també els nivells de proteina DXS detectada.

5.3.2 SDS-PAGE

L’electroforesi en gels de poliacrilamida en preséncia d’SDS (SDS-PAGE), permet la separacid
efectiva i senzilla de les proteines d’una mostra. La porositat del gel, les propietats del tampd de migracio

i els parametres de 1’electroforésis permet afinar les condicions per tal de millorar la resolucio.
Materials

Font d’electroforesi.

e Equip d’electroforesis “Mini-Protean” Il (BioRad).

e Tampd de migracio.

e Tampo de desnaturalitzacio.

e [sopropanol.

e Marcador de pesos moleculars per proteines: Prestained SDS-PAGE Standards-Low Range , BioRad.

e Acrilamida/N,N'-metilen-bis-acrilamida 30 %.

e Tris-HC10,5M pH=6,8 i Tris-HC1 1,5 M pH=8,8

e Persulfat amonic.

e TEMED.

e Metanol.
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e Membranes de PVDF (Hybond-P, Amersham-Pharmacia Biotech).

e Paper Whatmann 3MM.

e Sistema de transferéncia proteica sobre membranes de PVDF (Mini Trans-Blot, BioRad).
e Solucio de Zeller.

e Tampd de transferéncia.

e Soluci6 de tincid i destincid.

e Agitador orbital.

e Anticossos anti-IgG de conill units a peroxidassa de rave (HRP) (GE Healthcare).

e Sistema de deteccié quimiluminiscent per antigens conjugatos a la HRP i immovilitzats sobre

membranes de PVDF (ECL+Plus Western blotting detection system, GE Healthcare).

Meétode

SDS-PAGE

1.- Muntar el sistema de preparacié de gels. Afegir H,O uns minuts abans d'abocar el gel
separador per a confirmar que l'acoplament dels vidres deixa un compartiment completament estanc.
Retirar 'aigua i1 assecar amb paper de filtre abans d'abocar el gel separardor fins a una alcada de 5 cm.
Afegir unes gotes d’isopropanol de manera que cobreixi la superficie exposada a 1'oxigen atmosferic, que
inhibiria la polimeritzacid. Deixar polimeritzar el gel uns 20-30 min. No perllongar aquest pas més d'una

hora doncs I'alcohol provocaria la deshidratacio del gel.

2.- Eliminar I’isopropanol i netejar la superficie del gel amb H,O. Afegir el gel apilador fins a
l'extrem superior dels vidres, i encaixar immediatament la pinta corresponent amb el nombre de pouets
adequat al nombre i volum de les mostres que es vulguin carregar. Tot i que transcorreguts uns 20-30 min
s'ha completat la polimeritzacid, no ¢s fins a unes 2 hores més tard quan esta assegurada I'homogeneitat
del porus del gel. Marcar amb un retolador la base dels pouets per a poder visualitzar-los en el moment de
carregar les mostres. S'han utilitzat generalment vidres de 0,75 mm d'espessor i de 8§ cm d'alt x 10 cm

d'ample. 7 ml de gel separador i 4 de gel apilador son suficients per preparar 2 gels d'aquestes dimensions.

3.- Situar el gel en el suport corresponent i aquest al seu torn en la cubeta d'electroforesi. Afegir

tampo d'electroforesi 1x fins a sobrepassar els pouets.
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4.- Preparar les mostres preparades i quantificades segons es descriu en l'apartat 4.4. Agregar el
volum adequat de tampd de mostra. Desnaturalizar bullint 5 min a 100°C, practicant un forat en el tap del

tub, fer un pols de centrifuga i passar a gel.

5.- A continuacid, carregar les mostres amb ajuda d'una micropipeta o una pipeta Hamilton,
deixant els carrils necessaris per a carregar el volum oporti de marcador. Es van analitzar quantitats

d'entre 5-20 pg de proteina.

6.- Aplicar el voltatge apropiat per a la separacié de les proteines contingudes en la mostra. Es
van fixar amperatges de 20-40 mA, segons el nombre de gels que s’estiguéssin utilitzant simultaniament
en el sistema (1 0 2). Una vegada el front de migracid, marcat pel colorant del tampo de mostra, ha arribat

a I'extrem inferior del gel, interrompre 1'electroforesi.

TAMPO d’ELECTROFORESIS 10X: GEL SEPARADOR:

Trizma Base.......ccooveeveeeeeeieeeeeeeeeeeeee. 0,25M Tris 1,5 MpH 8,8..ceoiiieiieeeee 1,75 ml

Tris-HCI pH 6,8.....vovviiieieieieeee 100 mM Acrilamida/Bisacrilamida 40 %............... 1,75 ml

GLICINA. ...t 1,92 M SDS 10 % (P/V)eveeveeieeieieeiere e 70 ul

SDS e 1% PSA 10 % (P/V)ervereiniiienenieieieeeeeecns 42 ul

H,0 destilada.........cocoevieiiiiiiieicee q.s.p- TEMED......ooiiiiiiiieieeeeee e 5ul
HyO miliQ q.8.Peveeeeevieiieieeeieeeee e 7 ml

TRIS-HC1 0,5 M pH 6.8:

Trizma Base........ccccovveeviivieneiieeeieien, 60,5¢g GEL APILADOR:

H,0 miliQ quS.Peveeeeeiieiieiieieieeieeeee e 11 Tris 0,5 M pH 6,8...c.eeevviiieiiciieiecieies 0,5 ml

Ajustar el pH a 6,8 amb HCL Acrilamida/Bisacrilamida 40 %............... 0,39.ml
SDS 10 % (P/V).evereeieieieeieeeeeee e 40 pl

TRIS 1,5 M pH 8.8: PSA 10 % (P/V)evereieeeeeeeeeeeeae 52,5 ul

Trizma Base.......cccccoeveieviinieeeiee e, 181,5¢ TEMED......cooiiiieieeeeeet e 3ul

H,0 miliQ q.8.Pevveevieieciiecieeieieeeeeere e 11 H,0 miliQ q.8.Puvvevievieieeieiieieereeieee e 4 ml

Ajustar el pH a 8,8 amb HCL L’acrilamida es neurotdxica, i és per aixd que
s’ha d’utilitzar siempre amb guants.

TAMPO de MOSTRA 4x: El persulfat d’amoni (PSA) es prepara al

Tris-HCl pH 6,8 ..o 250 mM g(‘)‘;f;‘eegae_nzoff,f’ 0 b es fan alicuotes i es

GHCETOL e 40 %

SDS e 8 %

B-mercaptoetanol...........cccoveevreneineineenes 4%

Azul de bromofenol..............cc.oooeeennn. 0,02 %

H,0 miliQ q.S.Peveevevieieeieiecieieee e 10 ml

Transferéncia i immunodetecciéo quimioluminiscent

La técnica de western-blot permet detectar la proteina a estudi en els diferents extractes de
proteina resolts mitjancant SDS-PAGE, utilitzant anticossos especificament dirigits contra ella. Per fer-ho,
es transfereix la proteina del gel a membranes de PVDF. La membrana es deixa llavors reaccionar amb
l'anticos primari (apartat 5.3.1.). La posterior incubacié de la membrana amb anticossos secundaris anti-

IgG acoblats a la peroxidasa de rave permet la deteccid quimiluminiscent de la proteina a estudi.
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7.- Recuperar el gel i rentar en solucio de transferéncia uns 10 min. Descartar el gel apilador amb

ajuda d'un bisturi.

8.- Submergir en metanol absolut durant 10 seg un fragment de membrana de PVDF de
grandaria igual al gel separador. Eliminar el metanol sobrant rentant amb aigua durant 5 min i finalment
mantenir-la en solucio de transferéncia fins que 1'equip estigui ensamblat. Aquests passos es fan en una

placa de Petri, mantenint agitacio constant.

9.- Realitzar la transferéncia utilitzant el sistema de BioRad Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell. El sistema consta d'un casset on es manté la membrana intimament en contacte amb el gel
recobrint el conjunt per ambdds costats amb 3 fulles de paper Whatmann 3MM i una esponja. Una
armadura dissenyada a aquest efecte manté fins a dos d'aquets cassets entre eléctrodes paral-lels, que
seran els que promouran la transferéncia. Aquesta armadura s'encaixa en una cubeta, on s'afegira una pega
de gel que evitara 'excessiva pujada de temperatura que té lloc durant el procés de transferéncia com a
conseqiiencia dels voltatges aplicats. A 1'hora de posar en contacte el gel i la membrana s'ha d'evitar, en
tant que sigui, possible la formacié de bombolles d'aire que interfereixin en el procés de transferéncia de

les proteines, o eliminar les que s'haguessin generat valent-se per a aixo d'una pipeta.

10. -El procés de transferéncia es perllonga durant almenys 1 hora (en el cas de gels de 1,5 mm
d'espessor mitja hora més) aplicant un voltatge constant de 100 V. Per a mantenir la temperatura del
sistema homogeénia es mant¢ la solucié de transferéncia en constant agitacio tot el procés, a més de portar-

seaterme a4 °C.

11.- Transcorregut aquest temps es recupera la membrana. Un tall en una cantonada serveix
d'ajuda per a orientar posteriorment la cara de la membrana que ha estat en contacte amb el gel durant la

transferencia i poder identificar aixi les bandes detectades.

12.- Realitzar un rentat de 5-10 minuts amb PBS 1x pH=7,6 amb l'objecte d'eliminar restes

d’acrilamida que puguin haver quedat adherits a la membrana.

13.- Rentar la membrana amb solucié de Zeller dues vegades durant 5 min. En aquest pas es
persegueix el bloqueig dels possibles llocs d'unid inespecifics de l'anticos primari a la membrana. Encara
que el protocol convencional refereix la utilitzacio de llet en pols desnatada al 5 % i Tween 20 al 0,1 %

(v/v) en PBS 1x, els resultats obtinguts amb la solucio de Zeller van ser més satisfactoris.

14.- Incubar la membrana durant tota una nit a 4°C amb la dilucié adequada d'anticos primari en

solucié de Zeller. Es van utilitzar les segiients dilucions:
-Anti-DXS: 1/1000.

-Anti-DXR: 1/5000.
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15.- Rentar de nou la membrana amb solucié de Zeller durant dos periodes de 5 minuts a

temperatura ambient.

16.- Incubar la membrana amb solucid de Zeller contenint la dilucié adequada d'anticos
secundari. Es van utilitzar anticossos anti-IgG de conill units a la peroxidasa de rave a una dilucié de

1/5000.

17.- Realitzar un ultim rentat de la membrana amb solucid de Zeller durant 5 min.

18.- Realitzar tres rentats amb PBS pH 7,6 de 5 min cadascun.

19.- Dur a terme un Gltim rentat en aigua uns altres 5 min.

20.- Pel procés de deteccio incubar la membrana durant 5 min protegida de la llum en un volum
suficient dels reactius del sistema de deteccié (ECL+Plus), preparats segons les proporcions descrites pel

proveidor. Transcorregut aquest temps, eliminar 1'excés de reactiu amb I'ajuda de paper assecant.

21.- A continuacio, visualitzar la quimiluminiscéncia amb [’aparell “LAS-3000 luminescent
image analyser” (Fujifilm) a diferents temps (normalment entre uns pocs segons i 30 minuts com a
maxim), fins a obtenir una resoluci6é i contrast optims de la imatge. Cal considerar que el substrat

quimiluminiscent de la peroxidasa present en la solucié de deteccio té una estabilitat de al voltant d’una

hora.

SOLUCIO de TRANSFERENCIA: SOLUCIO de ZELLER:

Trizma Base.......ccccevvieieiinieieeieieeeeeeene 3g Tris-HCIpH 7,3 ..o 100 mM

GlICINA. ..t l4¢g MECI2..eiieieeeeee e 100 mM

Metanol (opcional).........ccoecveveervrienirnnnnne 200 ml TWEen-20.......cccceiierieeieiieiee e 0,5 %

H,0 destilada q.8.p.c.ceeveevieeieiicieeceecieeieee 11 Tritd X-100....cciiiieeeeeeee e 1%
BSA (Albumina Sérica Bovina)................... 1%

PBS 10x pH 7,6 FCS (Serum Fetal Bovi).......ccccooveiiiiieiiennene 5%

NayHPO4. ... 0,8 M Alicuotar i conservar a —20°C.

NaHPO4 ..., 0,2 M

NACL e 0,1 M

Tincio de proteines

La tincid del gel i de la membrana resulta de gran ajuda a I'hora de visualitzar 1'eficiéncia de la
transfereéncia, la integritat de la proteina, aixi com la normalitzacid en la carrega entre els diferents carrils.
Dues sén les solucions de tincié més comunment usades. La primera, basada en el blau de Coomassie,
resulta en una tincié més intensa, pero té l'inconvenient de resultar irreversible. La segona, amb vermell

Ponceau S, és més feble, pero facilment eliminable amb aigua.

185



MATERIALS I METODES

1.-Col-locar la membrana en solucié de tincid (solucié de Coomassie o solucid de Ponceau S)

durant 5-10 min a temperatura ambient i amb agitacio.

2.-Destenyir la membrana en aigua durant uns min (per a solucié de vermell Ponceau S) o en
solucio de destincid (solucié de blau de Coomassie), reemplagant el liquid de rentat corresponent quantes
vegades sigui necessari fins que la relacio entre la intensitat de les bandes i el soroll de fons resulti

optima.

3.-Perllongant el rentat amb aigua de les membranes tenyides amb vermell de Ponceau S
s'aconsegueix eliminar el colorant lligat a la proteina, el que haura de considerar-se si es desitja

fotografiar la membrana.

SOLUCIO de PONCEAU S: SOLUCIO de DESTINCIO:

Vermell Ponceau S.........ccoooovvveviiiiniieieinns 0,5¢g Acid acétic glacial..........coooovveveeeeeennn. 10 %
Acid acétic glacial..........coccooovvverveereennn. 1 ml Metanol........coevvevieieieieieieieee e 40 %
H,0 destilada q.8.p..cevveeeveieiieieiieieies 100 ml

SOLUCIO de COOMASSIE:

Blau brillant de Coomassie............c........... 0,6 %

Metanol.......ccceeeeveeeiieiiecieee e 100 ml

Acid acétic glacial...........ccoccovovveveeirinnnn 25 ml

H,0 destilada q.8.p...ccveeveeiiiieiicieieis 250 ml

Regeneracio de la membrana

Després de la deteccid, la membrana pot sotmetre's a un procés de rentat del sérum unit a fi de
repetir la inmunodeteccié en diferents condicions o utilitzant altres anticossos. El segiient procediment

permet portar a terme, de manera senzilla, aquest proposit:

l.-Incubar la membrana en un tub d'hibridacié amb solucié S durant 30 min a 50°C. Es pot

utilitzar un forn d'hibridacié giratori.
2.- Recuperar la membrana i rentar durant 2 etapes d'uns 10 min en abundant PBS 1x a pH=7,6.

3- Finalment continuar amb el procés d’immunodeteccid descrit pel pas 13 .

SOLUCIO S

Tris-HCI pH=6,7....ccvveoieeieiieeieeeeeiens 62,5 mM
B-mercaptoetanol............ccoeeverieriiiienieennnne 100 mM
SDS e 2%

Preparar en el moment de fer-la servir.
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5.4 Sobreexpressio i purificacié de proteines recombinants
5.4.1 Soques utilitzades

Per tal de sobreexpressar proteines recombinants a £E. coli, s’ha utlitzat la soca
BL21(DE3)pLysS. Aquesta soca s’associa a vectors d’expressié controlats pel promotor T7, que és un
promotor fort que en condicions d’induccié dona elevats nivells d’expressid, tot i que només ho fa en
resposta a ’accié de I’ARN polimerassa de T7 i no de I’ARN polimerassa d’E. coli. Es per aquest motiu
que la soca BL21 integra en el seu genoma el gen que codifica per la polimerassa del fag T7 sota el
control de I'operd lac i és induible per IPTG. Alhora, incorpora el plasmid pLysS que li confereix
resisténcia a cloramfeniacol i que codifica per la proteina lisozim de T7 la qual és inhibidora de 1’acci6 de
la T7 ARN polimerassa. Amb aquest sistema, s’aconsegueix reduir al minim I’efecte de 1’expressio basal
de la polimerassa, i resulta 1ltil per tal d’expressar proteines recombinants toxiques per la cél-lula hoste.
Un segon element que fa molt adequada aquesta soca, i que és també els resultat d’una manipulacid
genctica del seu genoma, ¢€s el fet que moltes de les proteasses endogenes del microorganisme han estat
deshabilitades de manera que es redueix significativament la degradacié de la proteina recombinant

durant el procés de purificacio.

5.4.2 Vectors d’expressio de proteines recombinants

Els cDNAs de les proteines que s’han sobreexpressat en aquest treball han estat clonats en el
vector pET-23a (Invitrogen). Aquest és un plasmid d’alt nimero de copies (amb origen de replicaid
pBR322) que confereix resistencia a ’ampicilina, i que és controlat en la cel-lula hoste pel promotor T7
que és reconegut per ’ARN polimerassa del fag T7. Les caracteristique del plasmid permeten modificar
la proteina recombinant introduint una cua de 6 histidines en la regié C-terminal que, posteriorment,

facilitara el procés de purificacio.

5.4.3 Expressio de proteines recombinants

Per a obtenir quantitats grans de proteina recombinant, s’ha utilitzat basicament un sistema
d’expressid heteroleg basat en la combinacid de la soca BL21(DE3)pLysS i el vector pET-23a. Per tal de
solucinar problemes d’expressid, s’ha incorporat en el bacteri hoste un altre plasmid adicional, el
pUBSS520, que codifica per RNAt inusuals a E. coli, ajudant a 1’expressio de proteines heterologues amb

codons inusuals.
Materials

e MediLB.
e Cloramfenicol 34 mg/ml, kanamicina 100 mg/ml i ampicilina 100 mg/ml en solucid aquosa.

e Estufaa37°C.
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e Camera d'incubaci6 amb agitacid a temperatura variable.

e IPTG.

Métode

1.- Transformar per, xoc térmic, cel-lules de la soca d’expressid escollida amb la construccid
d’interés, sembrant en placa suplementada amb els antibiotics adequats per un correcta seleccid de les
cel-lules transformants. Cal fer-ho amb una dilucié adient per tenir colonies clarament aillades (10-40

colonies per placa). Després, incubar a 37°C durant 14 h.

2.- Per tal d’assegurar un fons genetic unic, es pica una colonia aillada i s’inocula un precultiu de
medi LB suplementat amb els antibiotics de seleccio. S’incuben les cél-lules a 37°C i agitacio de 200

r.p.m. durant un periode de 12-16 h.

3.- S’utlitza aquest precultiu per inocular una dilucié 1:100 del cultiu de LB suplementat amb els

antibiotics de seleccio.

4.- Es fa créixer el cultiu a 37°C amb agitacid constant (150-200 r.p.m.) seguint el creixement per
determinacid de la densitat optica a 600 nm (DO600) fins que arribi a 0,4 aproximadament. En aquest
punt es pot agafar mostra (1 ml) que posteriorment servira com a control a temps 0 (T=0). El cultiu
s’atempera uns 20 minuts a la temperatura d’inducci6 i s’afegeix I’'IPTG a una concentracié final d’entre
0,2-1 mM. Aquesta concentracié d’IPTG, la temperatura i el temps d’expressié depén de cada cas, i
requereix una posta a punt. En el nostre cas, es van obtenir bons resultats a una temperatura de 22°C

durant 16 h.

5.- Finalment es recull 1 ml de mostra de la suspensid i es comprova que la sobreexpressio ha
funcionat correctament, comparant-la amb la mostra T=0 recollida anteriorment mitjancant SDS-PAGE

(apartat 5.3.2).

5.4.4 Obtencio dels extractes cel-lulars

Després d’expressar les proteines recombinants d’interés, es va procedir a realitzar 1’extracte
cel-lular proteic, ja fos per obtenir una fraccid proteica soluble sobre la que realitzar els assajos enzimatics

pertinents, o per posteriorment purificar les proteines recombinants corresponents.

Materials

e Centrifuga Beckman J2-21 i rotor adequat.
e Tampd A.

e EDTA.
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e Lisozim.

Sonicador.

Sulfat de protamina.

Cocktail d’inhibidors de proteases Complete.mini EDTA free (Roche).

Meétode

1.-Es centrifuguen els cultius a 5.000 r.p.m. durant 10 min a 4°C per recol-lectar les cél-lules en
forma de sediment i poder-ne eliminar el medi de cultiu. En aquest pas el sediment que es forma és
bastant consistent, de manera que el fre de la centrifuga es pot posar al maxim per parar-lo més

rapidament sense perill que les cel-lules es resuspenguin.

2.-Mantenint el sediment en gel en tot moment, aquest es resuspeén en tampo6 de lisi. El tampo de
lisi es prepara a partir de tampd A, lisozim a 1mg/ml, i una pastilla d’inhibidors de proteasses Complete-
mini EDTA free (Roche) per cada 10 ml de tampo utilitzat. Tots aquests elements s’afegeixen per tal
d’inhibir les proteasses cel-lulars que s’alliberaran al trencar les cél-lules i que podrien degradar la
proteina recombinant. La inhibicid pot ser directe com és el cas de les pastilles comercials que inactiven
les serin i cistein-proteasses, o de forma indirecta com ’EDTA que és un agent quelant de cations
divalents com el calci, el qual resulta imprescindible per I’activitat de moltes proteasses. El paper del
lisozim ¢s totalment diferent ja que és capag de trencar enllagos del peptidoglica, i per tant s’encarrega de

debilitar la paret cel-lular i facilitar el posterior trencament dels bacteris.

3.-La suspensid de cel-lules s’incuba en gel durant 20 min. Aquesta incubacié només es realitza
si s’ha afegit lisozim al tampd, i també es pot obviar quan es treballa amb una soca especialment sensible

o si la proteina recombinant es degrada amb facilitat.

4.-A continuacio, es sonica la suspensid per trencar les cél-lules i alliberar el seu contingut al
medi. Mantenint en tot moment la suspensié en gel, s’apliquen 5 polsos de 30 s a una poténcia de 30W,

deixant intervals d’un minut traient la sonda del tampo, per evitar que la mostra s’escalfi en excés.

5.-Centrifugar la suspensié a 12.500 r.p.m. durant 30 min. a 4°C per separar la fraccié soluble de
les restes cel-lulars. L’objectiu és obtenir un sobrenadant clar i translicid, pero si esta terbol, ens esta
indicant que hi ha un excés de DNA que s’ha d’eliminar. Per fer-ho, s’afegeix una solucié de sulfat de
protamina al 1% (p/v) en una proporcio de 7:1 d’extracte-sulfat de protamina. S’ incuba uns 20 min a 4°C,
temps en el qual el sulfat s’unira a ’ADN i el fara precipitar. Finalment, es centrifuga a 15.000 r.p.m.

durant 30 min a 4°C, i amb una parada suau i es recupera el sobrenadant.

189



MATERIALS I METODES

5.4.5 Purificacio

El métode de purificacid seguit va ser la Cromatografia d’Afinitat amb Cations Metal-lics
Immobilitzats (IMAC). Es basa en la interaccié forta que es dona (a través d’enllagos de coordinacid)
entre determinats aminoacids de les proteines (principalment la histidina), i els ions metal-lics que

previament s’han immobilitzat en una matriu absorvent.

Aprofitant aquesta propietat, en el clonatge es va utilitzar un vector que afegeix a la seqiiencia de
la proteina recombinant un fragment extra d’ADN que codifica per 6 histidines en I’extrem C-terminal.
Aquesta seqiiencia addicional ens permet, gracies a la seva gran afinitat pel niquel, purificar la proteina

eficientment en un Unic pas.

A nivell esquematic, la purificacid consisteix en fer passar ’extracte cel-lular per una columna
préviament carregada amb Ni*’, de manera que la proteina d’interés amb la cua d’histidines quedara
retinguda per afinitat amb el metall mentre que la resta eluira a través de la columna. La proteina
recombinant es recupera utlitzant un gradient de concentracié d’imidazol, de manera que s’estableix una
competéncia entre les histidines i ’imidazol per ocupar les posicions de coordinacid del niquel. A partir
d’una determinada concentracio d’imidazol, aquest provoca 1’elucid de la proteina d’interés. La quantitat

d’imidazol necessaria varia segons la proteina, pero en general és de I’ordre de 100-150 mM.
Materials

e Filtre esteril de tamany de porus ®=22 um.

e Columna Hi-Trap Chelating HP (Amersham Biosciences).

e Sulfat de Niquel.

e Biologic Controller, Biologic Workstation i 2110 Fraction Collector (Bio-Rad)
e Glicerol.

e EDTA.

e Etanol.
Metode
El sobrenadant obtingut, es fa passar per un filtre de tamany de porus ®=22 pm. Aquest procés

es duu a terme per tal d'allargar el temps de vida 1til de les columnes comercials que es fan servir, ja que

cal evitar la preséncia de cossos estranys que la puguin obturar.
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Paral-lelament es prepara la columna Hi-Trap Chelating HP, (Amersham Biosciencies) carregant
la matriu amb 3 ml de solucid de sulfat de niquel 0,1 M (la columna agafa un to blavds) amb l'ajut d'una
xeringa. Es neteja ’excés de niquel fent passar 5-10 volums d'aigua i s'equilibra passant-hi 5-10 volums

de tampo A.

En aquest moment la columna esta preparada per iniciar la cromatografia que es realitza amb
l'ajut d'un cromatograf format per dos components: “Biologic Controller” i “Biologic Workstation”, (BIO-

RAD).

1.-Es fa passar tampo A per la columna fins estabilitzar les lectures d'absorbancia i conductivitat.

2.-Es fixa el zero d'absorbancia a 280 nm (longitud d'ona de seguiment de proteines). En aquest
punt s'atura el protocol, es treu la columna del sistema i amb una xeringa es fa passar 1’extracte a través de

la columna procurant no fer una pressioé excessiva que la podria malmetre.

3.-Es torna a acoblar la columna i s'hi fa passar un volum gran (15 ml aproximadament) de
tampd A que arrossegui tota la proteina no retinguda. En aquest punt en el cromatograma apareix un pic
gran d'absorbancia reflex de les proteines de E. coli, que poc a poc va decreixent fins a recuperar-se el

Zero.

4.- S’inicia un gradent lineal d'imidazol desde 10 mM fins a 500 mM que s'aconsegueix variant
la proporcié de tampd A i B que es fa passar per la columna. En aquest instant es redirigeix la sortida de
la columna cap a un col-lector de fraccions (“2110 fraction collector”, BIO-RAD) on es recull en volums
d’l ml. En el cromatograma es mostra el gradent i l'increment de conductivitat associat. Quan la
concentraci6 d'imidazol és suficient, té lloc I’elucié de la proteina que es revela per 1'aparicié d'un pic

d'absorbancia a 280 nm.

Per preservar l'activitat de I'enzim recombinant, s'afegeix glicerol a una concentracié final de
50% a les fraccions per impedir la congelacié quan el guardem a -20°C. La columna es renta fent passar

uns 5 ml d’aigua, se li elimina el niquel utilitzant 2-5 ml d'EDTA 0,5M, es fa passar etanol al 20% (uns

10 ml), i es guarda a 4°C.

TAMPO A TAMPO B

Tris-HCloooiieieececee e 40 mM Tris-HClL.oooooiiieieee e 40 mM
NACL oo 100 mM NACL .ot 100 mM
NANG. et 0,04%(p/v) NANG e 0,04%(p/v)
2-Mercaptoetanol..........c.occveeveeienrieeennennn, 4 mM 2-Mercaptoetanol..........c.cccveveeeernieeennenen. 4 mM
Imidazol........cooevieiiiieeceeee e 10 mM Imidazol.......cccoevieeieiiieeeee 500 mM
pH 8.0 pH 8.0

El tampons es passen per un filtre de tamany de porus ®=22 um, i es desgasifiquen per evitar la formacio

de bombolles a l'interior de la columna.
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5.5 Técniques basades en la utilitzacio d’ADN polimerases termoestables
5.5.1 Reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)

Per tal d’amplificar fragments de DNA s’ha utilitzat la técnica de la reaccid en cadena de la
polimerasa (polymerase chain reaction o PCR) (Saiki i col., 1988), fent servir oligonucleotids especifics i

cDNA, DNA genomic o DNA plasmidic com a motlle.

La seva base teorica es troba descrita en tots els manuals de biologia molecular (Sambrook 1

Russell 2001).

Per amplificar els fragments de DNA d’interes, es van utlitzar enzims DNA polimerasa
termoestables comercials. Aixi doncs, per tal de confirmar la preséncia d’un fragment de DNA determinat
es va utlitzar ’enzim Go Taq Polymerase (Promega). Tot i que aquesta DNA polimerasa presenta una
baixa taxa d’error (HF, High Fidelity), quan es va pretendre minimitzar 1’apariciéo de mutacions en els
fragments de DNA amplificats es va utilitzar la DNA polimerasa Pfu DNA Polymerase (Promega) que es

caracteritza per una major HF.
Materials:

e Termociclador (model "Mastercycler personal", Eppendorf).

e GoTaq®Green Master Mix, 2x (Promega) (o altres Taq ADN polimerases) o Pfu ADN polimerasa

(ADN polimerases termoestables) i els seus tampons de reaccid corresponents.
e Barrejade dNTPsa 2,5y 10 mM.
e Tubs de paret fina de 0,2 0 0,5 ml.

e Oligonucleotids a 5-10 uM.
Metode

La técnica de PCR ha estat utilitzada per a multitut d’aplicacions al llarg d’aquest treball. Cada
una d’elles contempla variacions especifiques. Aquestes, comprenen desde [’eleccio de I’ADN
polimerassa adequada, fins a la utilitzacio del programa de PCR que es dura a terme en el termociclador.

En aquest ultim cas, hi ha diverses condicions que s’ajusten en cada cas.

Aixi doncs, en I’anellament, pas on els oligonucleotid s’uneixen de forma especifica a la seva
cadena complementaria, la temperatura s’ha ajustat en cada cas depenent dels oligonucleotids utilitzats.
S’ha utilitzat una temperatura d’uns 5° C inferior a la Tm dels oligonucleotids, que és la temperatura en la
qual el 50% d’aquests estaran units a la seva cadena complementaria. Per tal de calcular la Tm dels

oligonucleotids utlitzats, s’ha considerat 1’aproximacié donada per la férmula segiient:
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Tm=[4 x (C + G)]+[2 x (A + T)]

El temps d’extensido també es va ajustar depenent del tamany del fragment d’ADN que es
pretenia amplificar, i de la velocitat de la polimerassa utilitzada. La Taq polimerasa amplifica a una

velocitat de 1Kb/min i la Pfu polimerasa a 0,5 Kb/min.

Clonatge d’ADNc:

Una de les aplicacions més interessants de la técnica de PCR és la d’amplificar fragments
d’ADN a partir de motlles diversos. Es descriu com a exemple ’estratégia experimental abordada amb

I’objecte de clonar ADNCc i que ha estat molt utilitzada al llarg d’aquest treball.

REACCIO: PROGRAMA PCR:

Motlle™. ..o ADNc “Hot start”**

ANTP..oooieeeeeee e 0,2 mM Desnaturalitzacio..........c.cccveeveervennenne 30 seg/94°C
Tampd d’activitat........ccoocveeirieneriere e 1x Anellament........ 30 seg/Temperatura anellament
Oligonucleotid sentit............c.ccevreerennns 0,5 mM Extensio......ccccoeevevennennen. temps d’extensio/72°C
Oligonucleotid antisentit..................c..... 0,5 mM Repetir 24xcicles.

Pfu ADN polimerassa...........cccceevvevenuennee. 1,25u Extensi6 final (només Taq)................ 6 min/72°C
H,0 miliQ autoclavada q.s.p............. fins a 20 pl

*Com a motlle es va utilitzar 1’1-2 pgrs d’ADNc d’Arabidopsis, obtingut de 1’0organ i estadi del
desenvolupament adequat a I’expressid del gen d’interes, i utilitzant la técnica de R7-PCR (apartat 5.5.2).

**La técnica de “Hot start” consisteix en afegir I'enzim ADN polimerassa en el moment que el
termociclador ha arribat a 95°C, reduint la generacié de productes inespecifics resultants de la hibridacid
dels cebadors a motlles no homolegs que pot tenir lloc a baixes temperatures.

Una segona etapa de PCR, a partir de 0,5 pl del producte anterior sota les mateixes condicions
durant 15 cicles i en un volum final de 50 pl, va permetre en aquells casos més problematics, rescatar el
producte desitjat, que va ser posteriorment purificat del gel d’agarosa i finalment clonat en el vector

d’interes.

Escrutini de colonies

La tecnica de PCR s’ha utilitzat també per a determinar la preséncia d'un insert directament a
partir de la colonia bacteriana resultant d'una transformacio. Per a aixo, ¢s suficient utilitzar com a motlle
de la reaccio de PCR segiient una punta de pipeta posada en contacte amb la colonia que es desitgi

analitzar.
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REACCIO: PROGRAMA PCR:
Motlle ...ooveiieiiieeeeee, colonia bacteriana Desnaturalitzacio...........ccceeveevenennen. 3 min/95°C
Oligonucleotid sentit............cccceeeeuenee. 0,5-1 uM Desnaturalitzacio.................... 30 seg-1 min/94°C
Oligonucleotid antisentit....................... 0,5-1 uM Anellament......... 30 seg-1min/Temp. anellament
Green Taq Master Mix (Promega)................. 1X EXtensio......ccoveevevieieniiiiennnne 30 seg-1min/72°C
H,0 miliQ autoclavada c.s.p............. finsa 10 pul Repetir 35xcicles desde el pas 2

Extensio final............ 6 min/72°C

Analisi de linees transgéniques

Partint d’ADN preparat segons es descriu en 1’apartat 4.3.1. (minipreparacié d’ADN genomic) i
seguint el segiient protocol de PCR es va verificar de forma senzilla la preséncia del transgen en les

plantes estudiades.

REACCIO: PROGRAMA PCR:
Motlle ...ooeiieieee e 50 ngr ADN Desnaturalitzacio...........oceeveevenennen. 5 min/95°C
Oligonucleotid sentit...........covveeeneennee 0,5-1 uM Desnaturalitzacion..............c.cccceeeeee 1 min/94°C
Oligonucleotid antisentit....................... 0,5-1 uM Anellament.................... 1 min/Temp. anellament
Green Taq Master Mix (Promega)................. 1X EXtensio........coovvvvvveeeeceieceieeeeenn, 1-2 min/72°C
H,O miliQ autoclavada q.s.p............. fins a 10 pl Repetir 29xcicles des del pas 2

Extensio final.........cccooevvevveeieieenennn. 6 min/72°C

Alhora de verificar la preséncia del transgeén en les diferents plantes transgéniques generades, es
va utilitzar 1’oligonucleotid p35S, complementari a la regid promotora CaMV35S, mentre que

I’oligonucleotid antisentit es va dissenyar per cadasctin dels transgeéns estudiats.

5.5.2 RT-PCR

Aquesta técnica combina la capacitat de I'enzim Transcriptasa Reversa (RT), per a sintetitzar una
cadena d’ADNc a partir d'un motlle d’ARN, amb la facultat d'amplificar seqiiencies nucleotidiques
especifiques que proporciona la técnica de PCR. Les seves aplicacions son multiples com, per exemple, la
de generar productes amb la seqiiencia d’ADNc desitjada per al seu clonatge. Es va utilitzar el Kit

"RETROscript" (Ambion) seguint les indicacions del proveidor:

1.- Desnaturalitzacié del motlle:

REACCIO:

ARN total....oovieieiieieccieccee e 1-2 pug
Barreja de decanucleotids 50 uM.................. 2wl
H,0 miliQ q.8.Pevveveeiecieieiieieeienee, fins a 20 pl

Incubar durant 3 min a 80°C i transferir a un bany amb gel.
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2.- Reaccié de RT:

REACCIO (afegir):

Tampd de RT 10X..c.ccoevieieiieieeieieeiee 2 ul
Barreja de ANTPs 2,5 mM.......ccccoeiiiiveiennne 4 ul
"RNASsE Inh"...cooooiiiiiiiciciicccccceeesce 1
Transcriptasa reversa (MMLV-RT)*........... 1wl
H,0 miliQ q.8.Puveevvevieiieieiieieeieee, fins a 20 ul

* Transcriptassa Reversa del virus de la leucemia murina de Moloney

Incubar durant 1 hora a 44°C, i seguidament inactivar I’enzim a una temperatura de 92°C durant

10 min.

En aquest punt, es disposa de I’ADNc del conjunt de gens expressats en el teixit del qual s’ha
extret ’ARN. A partir d’aquest ADNc i utilitzant la técnica de la PCR tal com s’ha descrit anteriorment,

s’han amplificat els diferents ADNc d’interes per ser clonats posteriorment en els vectors adequats.

5.5.3 Seqiienciacio

S’ha utilitzat el sistema BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).
El sistema conté una barreja de terminadors etiquetats amb marcadors fluorescents, deoxinucleosids-
trifosfat, tampo de reaccio, MgCl,, i una versio millorada de la Taq ADN polimerasa. D’aquesta manera,
només cal afegir a la barreja de reaccid el motlle d’ADN sobre el que es vol realitzar 1’entrada de

seqiiencia i I’oligonucledtid corresponent.

REACCIO: PROGRAMA PCR:

Barreja de 1eacCio........evvveerieeiiieieieieienn 4 ul Desnaturalitzacio..........c.ccceveevrueennnn. 10 seg/96°C
ADN Lo 50-200 ng Anellament..........cccoceceveincincnnnne. 10 seg/50°C
OLIGO 10 uM.....ovvrerrrrrrernne. 0,3 pl (1,6 pmol) EXtensio......ccocovvivviciiiniiiiiie 4 min/60°C
H20 miliQ autoclavada q.s.p.....cccceevvenenee. 10 pl Repetir 24xcicles.

Finalment, les mostres es van portar a la Unitat de Genomica dels Serveis Cientifico-Técnics de
la Universitat de Barcelona on es va netejar la barreja de reaccio, resoldre el gel de seqiiencia i remetre el

cromatograma amb els resultats corresponents.

5.6 Identificacio del lloc d’insercié del T-DNA dels mutants rif

Per tal d’identificar la regié del genoma adjacent al lloc d’inserci6é del T-DNA en els mutants rif
es van utilitzar dues téniques: la PCR inversa i la Walking PCR. Ambdues técniques permeten
I’amplificacié mitjangant PCR de fragments de DNA de seqiiéncia no coneguda contigus a fragments de

DNA de seqiiencia coneguda, i son ampliament utlitzades per identificar el lloc d’insercié dels T-DNAs.

Aquestes dues técniques van ser modificades depenent del lloc d’insercid i de la manera en que

el T-DNA estava inserit. Per exemple, les técniques utiltzades per identificar la regié adjacent al LB no
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eren adequades quan el T-DNA es trobava insertat en tandem i amb els LB enfrontats. En aquest cas, es
van passar estratégies alternatives que van permetre identificar la regid contigua al RB. També es van
utilitzar diferents enzims de restriccié quan algun mutant presentava problemes, pensant que depenent de
la regido genomica a identificar, algunes dianes podrien ser més adequades que d’altres. Cadascuna

d’aquestes variacions requeria al mateix temps el disseny d’oligonucleotids adequats.

Seguidament es descriuen les técniques de la PCR inversa i la Walking PCR, aixi com les

diferents variants que s han utilitzat de cadascuna d’elles.

5.6.1 PCRinversa

La técnica de la PCR inversa es basa en realitzar una reaccidé de PCR amb oligonucleotids
dissenyats sobre una seqiiencia coneguda perd amb direccions oposades, de manera que en principi no
podrien amplificar cap fragment. Si el fragment de DNA d’interés s’aconsegueix circularitzar, llavors els
oligonucleotids queden enfrontats i poden amplificar el fragment de DNA que els separa. El procediment

esta esquematitzat en la figura 4.

PCR INVERSA
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Figura 4. Representacio esquematica de la PCR inversa. (A) Es mostra el T-DNA d’activation
tagging inserit en una regid del genoma, i s’ indiquen els punts de tall dins del T-DNA dels enzims de
restriccid utilitzats. (B) Es representa el procediment seguit, i es mostren les tres variants seguides,
depenent de 1’enzim de restriccio utilitzat i de si es volia amplificar la regié contigua al LB o al RB.
En cada cas, es representa I’hipotétic fragment d’interés obtingut després de digerir el DNA, la seva
circularitzacié una vegada lligat, i els oligonucleotids que han permes amplificar de forma especifica
els fragments genomics desitjats. En tots els casos es van realitzar tres PCRs amb els oligonucleotids

que s’especifiquen en la part inferior de la figura: PCRI (1+A), PCRII (2+B) i PCRIII (3+C).
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Materials

Termociclador.

o GoTaq®Green Master Mix, 2x (Promega).

e Tubs de paret fina de 0,2 0 0,5 ml.

e T4 DNA Lligassa (Promega) amb els seu tampd.

e Bany térmic.

e Estufaa37°C.

e Enzims de restriccié adequats amb els seus tampons corresponents.
o “QIAPREP spin miniprep kit’ (Qiagen).

e Espectrofotometre (model “Nanodrop-1000”, Thermo Scientific).

o “GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit’ (GE Healthcare).

® Oligonucleotids a 5-10 uM.
Meétode
Digestio

El primer pas va consistir en la digestio de I’ADN genomic corresponent, amb enzims de
restriccid adequats. Aquests han de tallar en una zona d’interés del T-DNA, i preferentment han de
generar extrems protuberants per tal d’afavorir la lligacié que es realitza posteriorment. Es important que
els enzims utilitzats digereixin el DNA genomic amb una alta freqiiencia, per tal que el fragment que es
vol obtenir, que inclou part del T-DNA i el fragment de DNA genomic contigu, tingui un tamany

facilment amplificable per PCR (unes 3 Kb com a maxim). El DNA genomic es digereix completament.

Aixi donc, s’han seguit dues estratégies. L’una s’ha dissenyat per tal d’amplificar el fragment
contigu al LB del T-DNA, i per fer-ho el DNA s’ha digerit amb BamHI (PCRinversa-LB-BamHI) o amb
EcoRI (PCRinversa-LB-EcoRI). L’altra estratégia que s’ha utlitzat per identificar el fragment contigu al
RB, ha comportat la digestié6 amb HindIII (PCRinversa-RB-HindIII). Depenent en la manera en que el T-
DNA estava inserit en els diferents mutants, una estratégia ha resultat més adequada que I’altra. El
producte de la digestid es va netejar utilitzant el QIAPREP spin miniprep kit de Qiagen, i posteriorment

es va quantificar el DNA obtingut utilitzant 1’espectrofotometre Nanodrop-1000 (Thermo Scientific).
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Lligacio

Amb el DNA genomic completament digerit, es va procedir a lligar els fragments obtinguts. El
que es pretén és que cada fragment es lligui amb si mateix, ajuntant els seus extrems i circularitzant-se.
Per tal d’aconseguir-ho i evitar que es lliguin diferents fragments entre si, s’ha de realitzar la lligacié amb
una concentracié de DNA baixa. En aquest treball es van aconseguir bons resultats amb una concentracid
de DNA d’1 ngr/pl, i realitzant la reaccié de lligacié durant 16h a 15°C. Finalment, es va netejar el

producte de la lligacié amb el QIAPREP spin miniprep kit de Qiagen.

PCR

Es van realitzar tres PCR’s consecutives. En la primera (PCRI) es va utilitzar com a motlle el
DNA circularitzat. El producte de la reaccié de PCR es va correr en un gel d’agarosa, es van retallar les
bandes obtingudes, i es van purificar utilizant el GEX" PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare). Cada banda purificada va servir de motlle per la PCRII, que utilitzava oligonucleotids situats
en posicidé més interna, afavorint 1’especificitat de la reaccid. Les bandes obtingudes també es van
purificar i sobre elles es va realitzar la PCRIII, també amb un altre parell d’oligonucleotids més interns.
Finalment, les bandes obtingudes amb la PCRIII es van purificar i van ser seqiienciades per tal

d’identificar la regié genomica d’interes.

5.6.2 Walking PCR

La tecnica de la walking PCR s’utilitza també per tal d’identificar un fragment de DNA contigu a
un de conegut (en el nostre cas el T-DNA). Per fer-ho, es digereix el DNA i es lliga a un fragment de
DNA de doble cadena que s’anomena adaptador. Aixi doncs, s’haura flanquejat el DNA a identificar
amb dues seqiiencies conegudes a partir de les quals es podra amplificar aquest DNA. El procediment

s’esquematitza en la figura 5.
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Walking PCR
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Figura 5. Representacid esquematica de la Walking PCR. (A) Es mostra el T-DNA d’activation
tagging insertat en una regio6 del genoma, i s’indiquen els punts de tall dins del T-DNA dels diferents
enzims de restricciod utilitzats. (B) Es representa el procediment seguit, i es mostren les dues variants
seguides, depenent de si es volia amplificar la regid contigua al LB o al RB. En cada cas, es
representa ’hipotétic fragment d’interés obtingut després de digerir el DNA i la lligacié de
I’adaptador (AP). Es mostren també els oligonucleotis que han permés amplificar de forma especifica
el fragment genomic desitjat. En els dos casos es van realitzar tres PCRs amb els segiients
oligonucleotids que s’especifiquen en la part inferior de la figura: PCRI (1+A), PCRII (2+B) i PCRIII
(3+0).

Materials

e Termociclador.

o GoTaq®Green Master Mix, 2x (Promega).

e Tubs de paret fina de 0,2 0 0,5 ml.

e T4 DNA Lligassa (Promega) amb els seu tampo.
e Bany térmic.

e Estufaa 37°C.
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Enzims de restriccid adequats amb els seus tampons corresponents.

o “GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare).
e Oligonucleotids a 5-10 uM.

e Adaptadors a 200 uM.

e ATPa30mM.

Meétode

Digestio

Per tal de realitzar la walking PCR sobre el DNA dels mutants es va digerir el DNA genomic
corresponent. Aquesta digestid es va realitzar amb enzims de restricciéo que tallessin el DNA deixant
extrems roms, 1 que ho fessin també en una zona d’interes del T-DNA. Es van utilitzar enzims de
restriccid que tallessin amb una alta freqiiencia per tal que els fragments obtinguts que incloien part del T-

DNA i el fragment de DNA genomic contigu tingués un tamany facilment amplificable per PCR.

Aixi doncs, s’han seguit dues estratégies. L’una s’ha dissenyat per tal d’amplificar el fragment
contigu al LB del T-DNA, i per fer-ho el DNA s’ha digerit amb EcoRV i Dral (Walking PCR-LB).
L’altra estratégia s’ha utilitzat per identificar el fragment contigu al RB, i en aquest cas el DNA s’ha
digerit amb els enzims de restriccio Dral i HindIIl (Walking PCR-RB). Depenent en la manera en que el

T-DNA estava inserit en els diferents mutants, una estratégia va resultar més adequada que I’altra.

RESTRICCIO:

DNA genomic .......ccceeeeveneereenennnen. 250 ng ADN
Enzim de restriccio L.........cooveeivvieeccnneeennn.. 7,5u
Enzim de restriccio 2.......covvvevvvieiveneeieneenn. 7,5u
Tampd de restricCio......oovvrieurnieriieiieieeeeense. 1X
H,0 miliQ autoclavada q.s.p............. fins a 40 pl
Reaccié de 3h a 37°C.

Preparacio de I’adaptador

L’adaptador es prepara just abans de procedir a la lligacid dels fragments. Es van utlitzar dos
oligonucleotids a tal efecte: ADA1 (43 nucleotids) i ADA2 (8 nucleotids). ADA2 és complementari a la
regié 3° d’ADAI, formant un extrem de doble cadena i rom. Per tal d’assegurar I’especificitat de la

técnica, els oligonucleodtids que posteriorment s’utilitzarien en la PCR anellaven amb la part
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complementaria d’ADA1 que no ¢és de doble cadena, la qual es formara per ’acci6 de la ADN

polimerassa si ADA1 1 ADA2 s’han ajuntat correctament.

La preparacio de I’adaptador és la segiient:

REACCIO:
ADA Lo, 200 uM
ADAZ oo, 200 uM

80°C durant 5 minuts
25°C durant 3 hores

Aix0 resulta en una preparacié de 1’adaptador a una concentracié de 100 pM i preparat per ser

lligat.
Lligacio
Amb el DNA genomic completament digerit, es va procedir a lligar I’adaptador segons s’indica a
continuacio:
ADN genomic digerit.................. 40 pl (~250 ng)
Adaptador.........cocoeeiiiinieeeee 50 uM
ATPoiiieee e 5mM
LI@aSSA....eevieeieciieiiecieeieiee et e 2u

Volum final de la reaccid: 46 ul
16°C durant 16h.

PCR

Es van utlilitzar 4 pl de la reaccio de lligacid per fer una primera PCR en un volum de 10 pl.
Seguidament el producte de la PCRI es va diluir 1:100 i es va utilitzar com a motlle per la PCRII, que
utilitza uns oligonucleotids més interns per tal d’afavorir I’especificitat (Figura 5). El producte d’aquesta
PCRII es va correr en un gel d’agarosa, es van retallar les bandes obtingudes, i1 es van purificar utilizant el
“GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare). Cada banda purificada va servir de

motlle per la PCRIII, que utilitzava oligonucleotids situats en posicié més interna (Figura 5).

Finalment, les bandes obtingudes en la PCRIII es van purificar i van ser seqiienciades per tal

d’identificar la regié genomica d’interes.
6 INFORMATICA

6.1 Bioinformatica

Les analisi de restriccid de les seqiiencies d’ADN i aliniaments es van dur a terme mitjantgant el

paquet VECTOR NTi versi6 9.0 (InforMax, Inc).
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La base de dades i els recursos informatics dels quals disposa el National Center for

Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), s’han utlitzat per realitzar les

busquedes de seqiiencies nucleotidiques similars, permetent identificar les seqiiencies obtingudes en

aquest treball.

6.2 Ofimatica

Les aplicacions comuns de processador de textes, fulls calcul i ellaboracié de presentacions

s’inclouen en el paquet integrat Microsoft Office Professional Edition 2003. Pel tractament d’imatges es

van utilitzar les aplicacions contingudes a Adobe Photoshop 7.0. Finalment, la gestié de recursos

bibliografics es va realitzar amb I’aplicaci6 ENDNOTE v 9 (Isi Research Soff).

7 OLIGONUCLEOTIDS UTILITZATS.

Nom SEQUENCIA Longitud | Direccié
VECTORS
p35S GTTCATTTCATTTGGAGAGAAC 22
pT7 GTAATACGACTCACTATAGGG 21
pT3 ATTAACCCTCACTAAAGGGAA 21
pLac CATTAATGCAGCTGGCACGACAG 23
pGFP.F GCATTCTACTTCTATTGCAGC 21
pGFP.R TCAGCTTGCCGTAGGTGG 18
LB4 FLAG CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT 26
LB1 SAIL GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC 34
LBb1 SALK GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 22
DXS1
DXS1BamHI CAGGATCCCATTTGTTTTACTGTTTTTGCTAACC 34 Sentit
DXS1.Nhel TTGCTAGCATGGCTTCTTCTGCATTTGC 28 Sentit
DXS1.Hindlll CTTAAAGCTTAAACAGAGCTTCCCTTGGTGCAC 33 Antisentit
DXS1.Nhel.noTP | TTGCTAGCATGGCTTCACTTGGAGAGAAGGGTG 33 Sentit
DXS1.51 CTGTCAAGGAACTGAAACAAC 21 Sentit
DXS1.810 CGCACCATCACCAATCACAGC 21 Antisentit
DXS2
DXS2noTP ATTATTCAAACAGACCACCAACTCC 25 Sentit
DXS2.S3 GCACTCTCATGGAGATCCCGTTAC 24 Antisentit
DXS2.S5 CGGGAAGAAGAGGAAAGATG 20 Sentit
DXS2.510 GCCTCTGCTTCTGCAATCAAG 21 Antisentit
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Nom SEQUENCIA Longitud | Direccié
DXS2.S6 GCCCGGTGCCAAAAGAGTC 19 Antisentit
DXS2.S2 GGCTCTCTCCGTATTTGCCTTTC 23 Sentit
XILULOQUINASA
SA2 CTCTCTTCCTCCCGATTCCCTCT 23 Sentit
AA2 TAGGAGATTCCTTAACCGAAAAAGC 25 Antisentit
XPT
XPT.F TCTCTACCTGCGTTCGTGC 19 Sentit
XPT.R ATAAGGAAAGACATTGAGTGCC 22 Antisentit
XPT.F.RT TGTTTCCGCAAAACCCTTGC 20 Sentit
T-DNA ACTIVATION TAGGING

ATC12 TTGGGCGGGTCCAGGG 16

preLB-R TTGGACGTGAATGTAGACA 19

LB-R AGATTTCCCGGACATGAAGC 20

preT7 ACGACGTTGTAAAACGA 17

T7 AATACGACTCACTATAGGG 19

ENH CGCTCTAGAACTAGTGGATC 20

EcoRI.3 GCAGGTGGGTGTAGAGC 17

EcoRI.2 CAGACGGACGAGGTCG 16

EcoR1.1 TGCTTGTCTCGATGTAGTGG 20

Octo.1 CTAGATAAGATTAATGAATATCGG 24

Octo.2 ACGCTGACACGCCAAGCC 18

Octo.3 CATAACCAATCTCGATACACC 21

EndRB.1 ATGTGATATCTAGATCCGAAAC 22

EndRB.2 GATATCTAGATCCGAAACTATC 292

EndRB.3 CTAGATCCGAAACTATCAGTG 21

AP1 GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC 27

AP2 CTATAGGGCTCGAGCGGC 18

AP3 GGCCGCCGGGGAGGT 15

LB1 TAAGCCCCCATTTGGACGTGAATGTAGACA 30

LB2 TTGCTTTCGCCTATACCTACGACGGA 26

LB3 TAATAACGCTGCGGACATCTACA 23

ADA1 CTAATCAGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCGGGGAGGT | 43

ADA2 ACCTCCCC 8
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Nom SEQUENCIA Longitud | Direccié
GENOTIPATGE MUTANTS rif
rif21.F TGGAGCAAATCTTATCTCATGG 22 Sentit
rif21.R AAAGGAGATCACATTTCTTCACC 23 Antisentit
rif23.F AGACGAGTAAGAGCTTGTGTGC 22 Sentit
rif23.R GTTTAGATCATGATCAACAACTGC 24 Antisentit
rif24.F TTCCTCCGATTTTGTGTATCG 21 Sentit
rif24.R GTAATGTTTGCGCTCATGAATG 22 Antisentit
rif26.F TCAAAATGACAATGATACTTTATCC 25 Sentit
rif26.R ATTTTGATGACGAAGTTATAGACG 24 Antisentit
rif27.F GGGTTATAACCTTCATTAATCC 22 Sentit
rif27.R GATATTGTGTTTAAAGATATGTCC 24 Antisentit
rif28.F GCATTGGTATGCCAAACCAGC 21 Sentit
rif28.R TTTAAGCATATGCATGTTGATACG 24 Antisentit
rif30.1.F ACCACGCAAAGATCACTCTGC 21 Sentit
rif30.1.R AAGCTCATGACTGGTGAATTGC 22 Antisentit
rif30.2.F TGTAACGTTTTACTCGATCTATTG 24 Sentit
rif30.2.R ATAGAAGACCAATATATATCTTGG 24 Antisentit
rif31.F CGCACATCGGACGGATACG 19 Sentit
rif31.R GACATCGTCATTTTGACATCGG 22 Antisentit
rif32.F ACCGGTTTCTCTAGGTCTAGG 21 Sentit
rif32.R TCCTAGCAAAGTAGCAATTATGC 23 Antisentit
rif33.F AAGTTGTTCCGTGGGTTTCG 20 Sentit
rif33.R CCAGCTTTGCACGATGATGG 20 Antisentit
rif34.F CCCTACGAGAATCCGTGAGG 20 Sentit
rif34.R GGTGAGGAAGAGGATGTGGC 20 Antisentit
rif35.1.F CATAATCGAGGATCATTTATACC 23 Sentit
rif35.1.R CTACGCTAGAATCCTAAGAGC 21 Antisentit
rif35.2.F TTATGGCATCACGATATGCG 20 Sentit
rif.35.2.R GTCTCTGTAAATGAAGCTTACG 22 Antisentit
rif36.F ACGAGTTAGAGAGTGAATTTTGG 23 Sentit
rif36.R TCTCACCACCGAGAATTTTCG 21 Antisentit
rif39.F TTCTACTCGCTCCTAAAATGC 21 Sentit
rif39.R CCATCGGCTCCGATCTCAGCC 21 Antisentit
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Nom SEQUENCIA Longitud | Direccié
rif44.F TTAACTTTAATGGGGTATATTGG 23 Sentit
rif44.R CTCAGTCAAGCTACCGTAGG 20 Antisentit
rif45.F AGAAGAAGGAGAGCCGTTGG 20 Sentit
rif45.R AAAATCTGAAATGTGATGCTGGC 23 Antisentit
GENOTIPATGE MUTANTS INSERCIONALS DE GENS rif
rif21.3.R TTGCCTGTCCCATCTCTTTC 20 Antisentit
rif28 salk F GGCTGGTAATGTTGGATATATCG 23 Sentit
rif28 salk R GTATATGATGGAGCGTTCAGC 21 Antisentit
rif30.1.salk.F ATGAAGAATCTATCTGACGGAC 22 Sentit
rif30.1.salk.R CTTCAAGTCCGGCTTTAGCC 20 Antisentit
rif31.sail.F ATTGTCAGCTTTCGCAGCGC 20 Sentit
rif31.sail.R AATTTAGGATAATAGAGTATTTGG 24 Antisentit
CONSTRUCCIONS GENS rif
rif21.1F TCACTGCAAAGTGCCAACAAACAAC 25 Sentit
rif21.2.R GTGGTTTGACTAGTTGACCATC 22 Antisentit
rif23A.1.BamHI.F | TCAGTCATGGATCCCTTGCGAACTCGCTGAAGTC 34 Sentit
rif23A.2R GCAATTACATTGGTGGAGCAG 21 Antisentit
rif24A.BamHI.1F CCTAGGTCAGGGATCCCCGATACACAAAATCGGAGG 36 Sentit
rif24A.EcoRV.2R | TTGGAAGCATGATATCCAAACGTTGAACATAGTTAAGG 38 Antisentit
rif24B.Bglll.1F TGGATACCGAAGATCTATGGTTTCAAAGAGAAAGTCAAG 39 Sentit
rif24B.Pmll.2R TGGTAACCCTCACGTGTTATACCACTGACCTGTTGATTTTC 41 Antisentit
rif26A.F CTCTCGGGATTATTGACTCG 20 Sentit
rif26A.Pmll.R TATCGTATTCACGTGTGATGATGATGATACACATTTATAGG 41 Antisentit
rif26B.3.BamHI.F | TAGGTTCAGGATCCATGGCTGATAATAAGGTCAATC 36 Sentit
rif26B.4.Pmll.R TAGGTTCACACGTGTCATACAGATAAATGAAGAAGTG 37 Antisentit
rif27B.BamHI.1F CCTAGGTCAGGGATCCCCCAAACTTATAACAAAATGGC 28 Sentit
rif27B.EcCoRV.2R | TTGGAAGCATGATATCCTAGAGACATTAATTGATTCGG 29 Antisentit
rif30.2.1.BamHI.F | ATCTGATTACGGATCCCGACCAAACTCCATCGAGC 35 Sentit
rif30.2.2R GTTACAAAGTGTTTGGCTCAC 21 Antisentit
rif32A.1.BamHI.F | TCAGGTTACGGATCCCATTGTTATTTGTTTTCGTTGCC 38 Sentit
rif32A.2R GGTCCAAGACTTGTCTAACAC 21 Antisentit
rif32B.1.BamHI.F | TCATTATCAGGATCCCGTGCGTCTGCTTCGTCTC 34 Sentit
rif32B.2R CATTGATAAATAGTTGCAGAACC 23 Antisentit
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Nom SEQUENCIA Longitud | Direccié
rif33A.BamHI.1F CCTAGGTCAGGGATCCTTTAGAAAACAAGCTTAGCTAAAG 40 Sentit
rif33A.ECORV.2R | TTGGAAGCATGATATCCAATTTTATTCATCTTAAGAAAACC 41 Antisentit
rif33B.BamHI.1F CCTAGGTCAGGGATCCCACAAACTGACAAATTCTATTACC 40 Sentit
rif33B.Pmll.2R TGGTAACCCTCACGTGGTTTTCCTCTAGACCAATGAGC 38 Antisentit
rif34.1.B.1.Bglll.F | TAGGTTCAAGATCTCCTCCTCCACCAAATTCTCC 34 Sentit
rif34.1.B.3R CCGACTCCGGTACAGAAGC 19 Antisentit
rif34.1.B.2.Pmlll.R | TAGGTTCACACGTGCCTTTCACTCTTACCTTCCG 34 Antisentit
A21.BamHI.1F CCTAGGTCAGGGATCCGAAGAGAAACAATCTCATCGC 37 Sentit
A21.EcoRV.2R TTGGAAGCATGATATCCATTGTTTACCGACATAGTTCG 38 Antisentit
A17.BamHI.1F CCTAGGTCAGGGATCCCTCCCAAAGTCGAACCTGC 35 Sentit
A17.Pmll.2R TGGTAACCCTCACGTGTTCTGCGGATCAGAGACC 34 Antisentit
rif36A.1.BamHI.F | TAGGTTCAGGATCCCCAAAATTCACTCTCTAACTCG 36 Sentit
rif36A.2.Pmll.R TAGGTTCACACGTGGATATTGGTGAAACATTGAAGG 36 Antisentit
rif36B.1.BamHI.F | TAGGTTCAGGATCCTTCGATAAACCTCCCGGAGG 34 Sentit
rif36B.2.Pmll.R TAGGTTCACACGTGTCACTCTGCACATACCATTGC 35 Antisentit
rif36C.1.Spel.F TAGGTTCAACTAGTAACTTCCTCAACAACCGATGG 35 Sentit
rif36C.3.R GAGTTCAATTGGTTTTCCAGC 21 Antisentit
rif36C.2.PmIl.R TAGGTTCACACGTGAAGGGAAACTCTCTGAGAAGC 35 Antisentit
rif39A.Spel.1F ACTTACGTACTAGTTTTATCATCTTCAGGCTTATTCG 37 Sentit
rif39A.PmIl.2R AATGGGCAATCACGTGCAAATTCATAAGAAATGAAGTTGG 40 Antisentit
rif44A.F.BamHI TCGTTAGTGGATCCATGGACTACTTTCGATCTCCAG 36 Sentit
rif44A.R.Pmll TAGTTCATCACGTGCTATATTGAACTCCTAATAGATTG 38 Antisentit
rif45.BamHI.F AGCGTGGATCCAGTTACGGTGGTGAAGCAGC 31 Sentit
rif45.Pmll.R AGATCGCACGTGAACTCTCTGTTACAAACCTCTG 34 Antisentit
rif21.Ncol.F CATTGCTACCATGGCGACTTCTTCTTCTTCATC 33 Sentit
rif21.TP.Sall ACTGATTGTCGACGCTTAATCGGTTTCTGGGTAAG 35 Antisentit
rif21.nostop.Sall ACCCTAAGTCAGTCGACAGCTGTTCCAGTGATTAGTTTTTC 41 Antisentit
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