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INTRODUCCION

1 Los isoprenoides: interés basico y aplicado

Se denomina Plantas a todo ser vivo fotosintético, sin capacidad
locomotora y cuyas paredes celulares se componen principalmente de celulosa.
Estos organismos pertenecientes al Reino Plantae son esenciales para la vida,
principalmente por ser fijadores de CO, atmosférico y liberar oxigeno. Se han
descrito, hasta el afio 2011, mas de 300.000 especies pertenecientes a este Reino
(Mora, et al. 2011).

A diferencia de otros Reinos, las plantas cumplen funciones especiales
para las cuales requieren de procesos y mecanismos de adaptacion desde el nivel
molecular hasta la arquitectura vegetal, los cuales se originan a partir de la
informacidn genética de cada especie vegetal. La presencia de plastos y otros
compartimentos subcelulares las distingue del resto de células eucariotas y las
dota de rutas metabodlicas y metabolitos Gnicos, lo que genera un elevado nivel
de complejidad. Una de estas rutas es la biosintesis de isoprenoides (también

conocidos como terpenoides).

En la actualidad se han identificado mas de 50.000 moléculas
isoprenoides diferentes en plantas, animales, bacterias y otros organismos
(Withers y Keasling 2007; Pruitt y Meyerowitz 1986; Thulasiram, Erickson, y
Poulter 2007), encontrandose la mayor diversidad de estos compuestos en las
plantas, donde intervienen en diversas funciones esenciales primarias Yy
secundarias. Como metabolitos primarios los isoprenoides son importantes para
el mantenimiento de la fluidez de las membranas (esteroles), intervienen en
procesos de modificacion pos-traduccional de proteinas tales como la
prenilacién (grupos prenil) y la glicosilacion (dolicoles) y también forman parte
de las cadenas de transporte electronico (prenilquinonas). Las funciones que

desarrollan como metabolitos secundarios son relevantes para la interaccion de
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las plantas con su entorno, como son las funciones defensivas contra patégenos y
herbivoros, y proporcionan la pigmentacion de flores y frutos para la atraccion
de animales para favorecer la polinizacion y la dispersion de semillas (Vranova,
Coman, y Gruissem 2013; Bouvier, Rahier, y Camara 2005; Croteau, Kutchan, y
Lewis 2000).

Muchos de los metabolitos secundarios de naturaleza isoprenoide tienen
también interés comercial como aromas, pigmentos, fibras o ceras (Croteau,
Kutchan, y Lewis 2000; Bouvier, Rahier, y Camara 2005). Por otro lado,
algunos tienen también aplicaciones farmacéuticas como es el caso concreto del
taxol, un potente antitumoral producido por los arboles de la familia de los tejos
0, en su conjunto, los carotenoides y los tocoferoles que ayudan a prevenir
diferentes tipos de céncer y enfermedades cardiovasculares debido sus
capacidades antioxidantes (Fraser y Bramley 2004). Tanto por su importancia en
el metabolismo de todos los seres vivos, y muy especialmente en el de las
plantas, como por las aplicaciones comerciales derivadas de sus propiedades, el
estudio de las rutas biosintéticas de los isoprenoides y su regulacién constituye

un érea de gran interés.

Todos los isoprenoides derivan de dos precursores comunes de cinco
atomos de carbono (Cs), el isopentenil difosfato (IPP) y su isémero el dimetilalil
difosfato (DMAPP). El IPP y el DMAPP se condesan por accién de las enzimas
prenil transferasas para formar geranil difosfato (GPP, C,,), farnesil difosfato
(FPP, Cyp) y geranilgeranil difosfato (GGPP, Cy), compuestos que constituyen
las unidades estructurales de las cuales derivan el conjunto de isoprenoides
(Figura 1).

El IPP y el DMAPP se pueden generar a partir de dos rutas metabdlicas
diferentes, la ruta del mevalonato (MVA) vy la ruta del 2-C-metil-D-eritritol 4-
fosfato (MEP), en las cuales estos compuestos son interconvertibles gracias a la
accion de enzima isopentenil difosfato isomerasa (IDI) (Bouvier, Rahier, y
Camara 2005; Hemmerlin, Harwood, y Bach 2012). La ruta del MVA esta
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presente en algunos procariotas Gram positivos y en arqueobacterias, hongos,

algas, plantas y animales, mientras que la ruta del MEP se encuentra en la

mayoria de las eubacterias, algas verdes, plantas y algunos protozoos. Las

plantas utilizan ambas rutas para sintetizar IPP y DMAPP, hecho que no ocurre

en la mayoria de los organismos, que utilizan Unicamente una de ellas

(Hemmerlin, Harwood, y Bach 2012).

Metabolitos primarios

Metabolitos secundarios

Nombre AT 3 . 33 :
(funciones esenciales) (interaccion con ¢l ambiente))
Citoguininas
Hemiterpenos : Isopreno
P Isoprenil-tRNA ¥
Aceites esenciales.
Precursores de alcaloides
» GPP (C,,) —P|Monoterpenos Compuestos volatiles de
defensa. Atrayentes de la
W(’)PP polinizacion.
{ Grupos prenil (proteinas Fitoalexinas. Compuestos
» F > Sesquiterpenos 30 2
» FPP(C) — 9 P famesiladas) volatiles de defensa
M/\A/\ orp
| Esteroles, hopanoides.
2x (Cy) —P|Triterpenos | Brassinoesteroides,
Esteroides
Lineas Gibberel.
Cadena llalcraiA de clorofilas, | Fitoalexinas.
Pl > » | Diterpenos nx:ntcm (\'l_;}<.) b (hlnqunvlo_- SEinAS,
» GGPP (Cxo) P nas (vitK). Fraccion terpéni- R“'n‘h
- ca de las proteinas geranil- | Taxol
. M\A/\)%/\()pp geraniladas
: L
'
' : 5 Carotenoides (fotooxida- S ;
' 2x (Cy) ——|Tetraterpenos | " {080 Carotenoides (coloracion)
H ¢ion), dcido abscisico
:
'
'
H 2
' Cadena lateral de la
fasemennnnns » (=Cy) ---p|Politerpenos | ubiquinona y la plastoqui- | Caucho, litex

nona. Dolicol y bactoprenol

Figura 1 Clasificacion de los isoprenoides en funcion del nimero de atomos de carbono (Cn)
presentes en su molécula. Tomada de (Caird 2009)
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2 Via del MVA

La ruta de MVA opera en el citosol-RE generando IPP a partir de
acetil-CoA. La condensacion secuencial de 3 moléculas de acetil-CoA en dos
pasos enzimaticos forma sucesivamente acetoacetil-CoA y 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA (HMG-CoA). Estas reacciones estadn catalizadas por la
enzimas acetoacetil-CoA tiolasa (AACT) y HMG-CoA sintasa (HMGS)
respectivamente. A continuacion, la enzima HMG-CoA reductasa (HMGR)
cataliza la reduccién del HMG-CoA para formar MVA. EI MVA es el primer
intermediario especifico de la ruta. Posteriormente el MVA es fosforilado por la
enzima MVA quinasa (MVK) a MVA 5-fosfato (MVA-P) y la fosforilacién de
éste por la enzima MVA-P quinasa (PMK) forma MVA 5-difosfato (MVA-PP).
La descarboxilacion de este intermediario por accién de la MVA-PP
descarboxilasa (PMD) forma IPP y a partir de este, y por la accién de la enzima
IDI se forma el DMAPP (Hemmerlin, Harwood, y Bach 2012) (Figura 2).

El primer nivel de regulacion de la ruta del MVVA se encuentra en el
control del flujo de intermediarios a través de la regulacion de determinadas
etapas enzimaticas de la via. En este sentido, la enzima HMGR constituye la
etapa mas importante en el control metabdlico de la ruta del MVA en las plantas,
de forma similar a como se habia demostrado previamente en animales y
levaduras (Hemmerlin, Harwood, y Bach 2012; Rodriguez-Concepcion y
Boronat 2015). Segln la concepcion clasica de control metabélico, la reaccion
catalizada por la HMGR corresponderia a la etapa limitante que controlaria el
flujo en la ruta del MVA (Thomas y Fell 1998). Se trata de una enzima que
cataliza una reaccion irreversible y que se encuentra regulada por multiples
mecanismos gue actlan tanto a nivel transcripcional como pos-transcripcional
(Hemmerlin, Harwood, y Bach 2012; Hemmerlin 2013; Rodriguez-Concepcion
y Boronat 2015).
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Endoplasmic
reticulum

Mitochondrion

Membrane
lipid bilayer

Brassinosteroids

'
Sesquiterpenoids IPP, DMAPP, GPP, FPP

Diterpenoids H(‘)ﬂ
A : I PPl
is PP

3 | Plastoquir
Tocopherols
A 3

[ﬁ Vranovd E, et al. 2013.
Annu. Rev. Plant Biol. 64:665-700

Figura 2 Esquema de las rutas de biosintesis de isoprenoides y sus precursores (IPP y DMAP) en
una célula vegetal. Enzimas de la ruta del MVVA: Acetil-CoA C-acetiltransferasa (ACCT), 3-
hidroxi-3metilglutaril-CoA sintasa (HMGS), 3-hidroxi-3metilglutaril-CoA reductasa (HMGR),
MVA kinasa (MVK), Fosfo-MVA kinasa (PMK), Difosfo-MVA decarboxilasa (MVD). Enzimas
de la ruta del MEP: DXP sintasa (DXS), DXP reductoisomerasa (DXR), CDP-MEP sintasa
(MCT), CDP-MEP quinasa (CMK), ME-cPP sintasa (MDS), HMBPP sintasa (HDS), HMBPP
reductasa (HDR).
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3 Via del MEP

En la ruta del MEP, que esta localizada en los plastos, las unidades
isoprenoides IPP y DMAPP se forman a partir de piruvato y gliceraldehido 3-
fosfato (GAP). La primera reaccion de la via del MEP es la condensacién de la
(hidroxietil)-tiamina derivada del GAP con el piruvato para producir
D-desoxixilulosa 5-fosfato (DXP) mediante la accion de la enzima DXP sintasa
(DXS). Posteriormente esta molécula es convertida a 2-C-metil-eritritol 4-
fosfato (MEP) en una reaccion catalizada por la enzima DXP reductoisomerasa
(DXR), formando asi el primer intermediario especifico de la via. A
continuacion, el MEP y el CTP son utilizados como sustratos para la sintesis de
4-difosfocitildil-2-C-metil-D-eritritol (CDP-ME) por accion de la enzima 4-MEP
citidiltransferasa (MCT). Seguidamente, el CDP-ME es fosforilado por la
enzima CDP-ME kinasa (CMK) a CDP-ME 2-fosfato (CDP-MEP), que a su vez
es convertido a 2-Cmetil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (ME-cPP) por la accién
de la enzima ME-cPP sintasa (MDS). Como paso siguiente la ME-cPP se reduce
por la accion de la enzima hidroximetil butenil difosfato sintasa (HDS) a
HMBPP. Finalmente se obtiene IPP y DMAPP conjuntamente en proporcion 5:1
gracias a la reduccién de la molécula anterior por la accion de la HMBPP
reductasa (HDR) Las enzimas de esta ruta, que estan codificadas por genes
nucleares, se sintetizan en el citosol y son posteriormente importadas a los
plastos (Rodriguez-Concepcién y Boronat 2002; Bouvier, Rahier, y Camara
2005; Rodriguez-Concepcion, et al. 2013) (Figura 2).

3.1 Regulacién de la via del MEP

Algunos estudios indican que diferentes enzimas colaboran en el control
del flujo metabdlico de la ruta del MEP, siendo la mas importante la enzima
DXS, seguida de la DXR y la HDR (Carretero-Paulet, et al. 2006; Botella-Pavia,
et al. 2004; Walter, Hans, y Strack 2002). DXS es la Unica enzima de la via del
MEP para la que se han identificado una familia multigénica en Arabidopsis,
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varios genes homologos, el At4g15560 (DXS1), At3g21500 (DXS2) y
At5911380 (DXS3) (Rodriguez-Concepcién y Boronat 2002). No obstante,
estudios reciente han mostrado que el gen At3g21500 corresponde a un gen no
esencial que codifica para una proteina que no tiene actividad DXS (Carretero-
Paulet, et al. 2013). La proteina codificada por el At5g11380 presenta cambios
en su secuencia de aminoacidos que indicarian que tampoco tiene actividad DXS
(Carretero-Paulet, et al. 2013). El resto de enzimas de la via del MEP estan
codificadas por genes de copia Unica, mientras DXR estd codificada por un
Gnico gen que esta expresado en toda la planta, especialmente en plantulas e
inflorescencias (Phillips, et al. 2008; Rodriguez-Concepcion, et al. 2013). Esta
actualmente bien documentado que la DXS, la DXR y la HDR juegan un papel
regulador importante en el flujo metabdlico a través de la via del MEP (Botella-
Pavia, et al. 2004; Carretero-Paulet, et al. 2006; Wright y Phillips 2014).

Se ha descrito que la via del MEP es especialmente activa en aquellas
etapas del desarrollo y/o en los tejidos en que se requiere un mayor aporte de los
precursores de isoprenoides plastidicos y se correlaciona con una activacion de
la expresidn de los genes codificantes para las enzimas de la via. Con respecto a
la expresion de los genes de la via del MEP en determinados tipos celulares, se
ha descrito que puede existir una traslocacién de intermediarios entre diferentes
tipos celulares. Asi, se ha observado que en la sintesis de alcaloides indol
monoterpénicos en Catharanthus roseus, la expresion de los genes DXS, DXR y
MDS tiene lugar en células parenquimaticas del floema interno, mientras que los
genes que codifican para las siguientes enzimas en la sintesis de dichos
alcaloides se expresaban en la epidermis (Burlat, et al. 2004). Otros factores que
pueden provocar cambios en los niveles de transcrito en los genes de la ruta
estudiada, son factores ambientales como la luz, el estrés abidtico, el estrés
biotico y sefiales nutricionales (Carretero-Paulet, et al. 2002; Guevara-Garcia, et
al. 2005; Hemmerlin, Harwood, y Bach 2012; Banerjee y Sharkey 2014;
Rodriguez-Concepcidn, et al. 2013). Algunos genes de la via del MEP, asi como

genes de las vias de biosintesis de los tocoferoles, carotenoides y de la
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biosintesis del ABA tienen patrones de expresién circadiano (Cordoba, Salmi, y
Leon 2009).

Tomando en cuenta que los precursores de la ruta del MEP, el piruvato y
el GAP, derivan de la fotosintesis o la glucdlisis, se ha propuesto que los niveles
de azlcares tienen un papel importante en la regulacién de la biosintesis de
isoprenoides plastidicos. Asi pues, existen estudios que muestran que azlcares
como la sacarosa tienen la capacidad de aumentar la acumulacion de transcritos
de varios de los genes de la ruta del MEP en plantas cultivadas en oscuridad
(Hsieh y Goodman 2005).

Ademés del control transcripcional de la expresion de los genes de la
ruta del MEP, se han descrito mecanismos de control post-transcripcionales que
afecten los niveles de proteinas, la actividad enzimatica o la sintesis de
metabolitos y que determinen el flujo de intermediarios de la via (Vranova,
Coman, y Gruissem 2013; Hemmerlin 2013; Rodriguez-Concepcion y Boronat
2015).

3.2 Inhibidores de la via del MEP

Tanto la via del MVA como la del MEP pueden ser inhibidas por la
accion de compuestos especificos. La fosmidomicina (FSM) y la clomazona
(CLM) son inhibidores ampliamente utilizados en para el bloqueo farmacoldgico
de via del MEP en plantas. La FSM actda inhibiendo la enzima DXR, mientras
gue la CLM actla a nivel de la DXS. La adicion de estos compuestos al medio
de crecimiento genera un fenotipo albino en Arabidopsis y el blogueo del
desarrollo de las hojas verdaderas (Figura 3) (Carretero-Paulet, et al. 2006;
Laule, et al. 2003) y pone de manifiesto el papel esencial de los isoprenoides

para el desarrollo de las plantas.
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Figura 3 Efecto de los inhibidores de la via del MEP (CLM y FSM) en el crecimiento de plantulas
de Arabidopsis thaliana

La FSM es un antibidtico, originalmente aislado de Streptomyces
lavendulae que, debido a su analogia estructural con el intermediario 2-C-
metileritrosa 4-fosfato de la reaccion catalizada por la DXR, compite con éste
por la union con la enzima (Kuzuyama, et al. 1998). La FSM es también es
conocida por su alta eficacia como herbicida, ya que actta alterando diversos
aspectos del desarrollo y crecimiento de las plantas debidos a la inhibicion en la
formacion de isoprenoides sintetizados a partir del IPP plastidico (Okada, et al.
2002). La CLM es otro herbicida conocido desde los afios 80 con un efecto
similar al de la FSM en cuanto al bloqueo en la acumulacién de los isoprenoides
plastidicos (Zeidler, et al. 2000).

Una diferencia entre el fenotipo de las plantulas crecidas en un medio
suplementado con CLM o FSM es que a bajas concentraciones la CLM sélo
causa un blanqueamiento de las hojas verdaderas pero no de los cotiledones,
mientras que de plantulas tratadas con FSM la reduccion de los niveles de
pigmentos fotosintéticos se produce tanto en los cotiledones como la hojas
verdaderas. Esta diferencia se debe a que la CLM no es una molécula activa en
si misma sino que debe convertirse en ceto-clomazona en las hojas para ser un
inhibidor bioldgicamente activo (Matsue, et al. 2010; Zeidler, et al. 2000)

Ademas del interés que tienen estos inhibidores en el estudio de la
biosintesis de isoprenoides, el hecho de que la via del MEP se encuentre en la
mayoria de eubacterias y en los plastos de las plantas, y en cambio no se
encuentre en animales, la convierte en una nueva y prometedora diana para el

desarrollo de inhibidores especificos de las enzimas altamente conservadas de la
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via del MEP, que funcionen como nuevos antibidticos y herbicidas de amplio
espectro sin toxicidad para el hombre (Rodriguez-Concepcién 2004). La gran
mayoria de bacterias patdgenas en humanos de gran impacto como Haemophilus
influenzae, Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum o Vibrio cholerae
sintetizan los isoprenoides exclusivamente a través de la ruta del MEP
(Eisenreich, Rohdich, y Bacher 2001; Lichtenthaler, et al. 2000). Ademas se ha
demostrado que los inhibidores de la ruta del MEP tienen actividad anti-malérica
(Guggisberg, Amthor, y Odom 2014).

Por otra parte, para el desarrollo de antibi6ticos eficaces de la ruta del
MEP también es necesario conocer si existen actividades que permitan superar
un bloqueo enzimético de la ruta y en consecuencia permitir la supervivencia de
las bacterias en presencia del antibidtico(Sauret-Glieto, et al. 2006b; Perez-Gil,
etal. 2012).

4 Intercambio del IPP y DMAPP entre compartimentos

subcelulares

Los primeros resultados relacionados con el intercambio de IPP u otros
prenildifosfatos entre el citosol y los plastos estan descritos desde poco después
del descubrimiento de la via del MEP isoprenoides (Lichtenthaler, Rohmer, y
Schwender 1997; Lichtenthaler 1999; Rohmer 1999). Asi, en algunas especies se
ha puesto de manifiesto el intercambio limitado de prenil difosfatos entre la ruta
del MVA'y la ruta del MEP. Este intercambio de precursores se ha estimado por
debajo del 1 % en plantas intactas y en condiciones fisiologicas (Eisenreich,
Rohdich, y Bacher 2001), por lo que no parece ser suficiente para rescatar la
sintesis de isoprenoides tras el blogueo genético o farmacoldgico de una de las
dos rutas en plantas de Arabidopsis. Los niveles mas elevados de intercambio se
han detectado en cultivos celulares en presencia de desoxixilulosa (DX) o MVA
exogeno (Eisenreich, Rohdich, y Bacher 2001). Sin embargo, concentraciones

elevadas de estos compuestos, que normalmente no se acumulan en las células,

Péagina 12 de 152



podrian alterar las rutas y sobreestimar su contribucién real en la produccidon de

un determinado isoprenoide (Rohmer 1999).

El intercambio entre las dos rutas se ha demostrado, por ejemplo, en
cultivos de tejidos no fotosintéticos de Ginkgo biloba utilizando MVA o glucosa
marcados con **C. En esta especie, los derivados diterpénicos del metabolismo
secundario se originaron mayoritariamente a partir de la ruta del MEP pero entre
1-2 % tuvieron un origen mixto, con 3 unidades derivadas de la ruta del MVA 'y
una de la ruta del MEP (Schwarz 1994).

Se ha propuesto que la contribucion relativa de la ruta del MVA vy del
MEP depende de los precursores suministrados y del isoprenoide final analizado,
de forma que el nivel de intercambio dependeria en gran manera de las
condiciones experimentales (Hemmerlin, et al. 2003). Asi, se ha sugerido que los
pardmetros del flujo metabdlico de cada ruta y de la tasa de transporte entre
membranas deben estar sujetos a regulaciones complejas que presumiblemente
se ven afectadas por el suministro de intermediarios exdgenos. Este intercambio
se ha estimado a partir de la capacidad de los precursores de una ruta de rescatar
el fenotipo derivado del bloqueo de la otra ruta. Experimentalmente el blogueo
del desarrollo de las plantulas silvestres por la inhibicion de la ruta del MVVA con
mevinolina (MEV, inhibidor de la HMGR) se rescaté parcialmente con DX.
También se observé que, concentraciones elevadas de DX afectaban el
desarrollo normal de las plantulas de Arabidopsis, indicando un posible papel
toxico de esta molécula. Sin embargo, el intercambio en el sentido citosol-
plastos parecia menos efectivo, ya que mientras la DX exodgena rescatd la
sintesis de clorofilas y carotenoides en el mutante clal-1 (defectivo en DXS), el
fenotipo albino no se pudo revertir con MVA, aungue se observd una pequefia
acumulacion de pigmentos (Kasahara, et al. 2002). En este sentido se ha
sugerido que algunos productos derivados de la via del MVA serian los
responsables del rescate parcial del fenotipo causado por el bloqueo de la ruta
del MEP en Arabidopsis (Nagata, et al. 2002).
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Existen pruebas del estudio de esta interaccion a nivel metabdlico y
transcripcional en plantas de Arabidopsis tratadas con MEV o FSM (Laule, et al.
2003). En el blogueo de la ruta del MEP con FSM, los niveles de clorofilas y
carotenoides no se recuperaron y los niveles de todos los metabolitos acabaron
disminuyendo, contrariamente a lo sucedido en el blogueo de la ruta de MVA
con MEV. Los autores interpretaron que el déficit en una ruta se intentaba
compensar activando el flujo en la otra ruta, aunque la capacidad de intercambiar
precursores parecia ser mas eficiente en el sentido plastido-citosol. También se
ha demostrado un intercambio de precursores entre distintos compartimentos
subcelulares mediante intermediarios marcados y el andlisis de mutantes. No
obstante, al parecer este intercambio es limitado (Rodriguez-Concepcion, et al.
2004).

Estudios recientes basados en andlisis globales de redes de co-expresion
génica en Arabidopsis ha mostrado que existe muy poca interaccion entre las
rutas del MVA y del MEP, hecho que sugiere la regulacion independiente de
cada via (Vranova, Coman, y Gruissem 2012; Vranova, Coman, y Gruissem
2013). Como se ha indicado anteriormente, ambas vias estdn reguladas
independientemente a nivel transcripcional y postranscripcional (Hemmerlin,
Harwood, y Bach 2012; Hemmerlin 2013; Rodriguez-Concepcién y Boronat
2015).

5 Caracterizacion de mutantes resistentes a la inhibicion de las
rutas del MEP y del MVA

En el estudio de nuevos factores reguladores de la ruta del MEP en
plantas, las colecciones de mutantes de “activation tagging” han demostrado ser
una herramienta muy eficaz y prometedora. Estos mutantes fueron creados
mediante la insercion de un T-DNA disefiado a tal efecto en el genoma de la
planta. Estos T-DNAs pueden variar dependiendo de la coleccién, pero como

elemento comin poseen “enhancers” localizados en la zona proxima al
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“right-border” (RB) que tienen la capacidad de activar promotores cercanos al
lugar de insercion, induciendo de esta manera la transcripcion de los genes que
estan bajo su control (Weigel, et al. 2000; Tani, et al. 2004).

Con esta aproximacion técnica se pueden obtener dos tipos de mutantes en
funcion del lugar de insercion del T-DNA. Por un lado se pueden generar
mutantes de pérdida de funcion si el T-DNA se inserta en la region transcrita de
un gen y, por otro lado, mutantes de ganancia de funcién por la activacion de la

expresion de genes proximos al lugar de insercion (Figura 4).
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Figura 4 A) Representacion esquematica del T-DNA de la coleccion de mutantes de
“activation tagging” de Scheible-Sommerville. B) Mutante de ganancia de funcion por la
activacion del promotor de un gen proximo al T-DNA en su extremo RB. C) T-DNA insertado en
la zona transcrita de un gen que generaria un mutante de pérdida de funcion.

La identificacion y caracterizacion de mutantes de Arabidopsis capaces de
superar ya sea la inhibicion de la via de MVVA o la via MEP se ha llevado a cabo
por diferentes grupos de investigacion como una estrategia para descubrir los
mecanismos subyacentes a la regulacion de pasos especificos de estas vias
metabdlicas o el intercambio de IPP/DMAPP entre el citosol y los plastidos.

El mutante rim1, resistente tanto a MEV como a FSM ha mostrado ser
defectivo en el fitocromo b, el principal fotoreceptor de la luz en las plantas. El

fenotipo de resistencia a MEV de dicho mutante se debe a un aumento de los
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niveles de actividad de la HMGR resultante de una activacion en la expresion
del gen HMG1. Ya que no se encontraron evidencias de un incremento en la
expresion de genes de la via del MEP que pudieran explicar la resistencia a la
FSM se considera que la resistencia a la FSM en el mutante riml se debe a un
mayor aporte de precursores isoprenoides derivados de la via MVA a los
cloroplastos (Rodriguez-Concepcidn, et al. 2004).

El mutante loil, resistente a la lovastatina (una denominacién alternativa
de la mevinolina) y a la CLM, se identific6 a partir de la coleccion de activation
tagging RIKEN GSC (Kobayashi, et al. 2007). El fenotipo resistente a la
lovastatina en dicho mutante deriva de la activacion post-transcripcional de la
HMGR. EI mutante loil es defectivo en el gen LOI1 (At4g14850), que codifica
una nueva proteina del tipo pentatricopeptide repeat (PPR). Se cree que las
proteinas PPR regulan la expresion de genes codificados por los genomas de los
plastidos y las mitocondrias. Se predijo que la proteina LOI1 esta localizada en
las mitocondrias y tiene la capacidad de unirse a acidos nucléicos de cadena
sencilla, lo que sugiere que la regulacion post-transcripcional del ARN
mitocondrial también puede estar implicada en la biosintesis de isoprenoides,
tanto por la via del MVVA como por la del MEP (Kobayashi, et al. 2007; Tang, et
al. 2010).

Se han caracterizado también mutantes de Arabidopsis resistentes a la
inhibicién de la FSM (mutantes rif) aislados de coleccion de “activation tagging”
de Weigel (Weigel, et al. 2000). En dos de estos mutantes (rifl y rifl0) se
identificd un incremento de la actividad de enzimas que controlan el flujo de la
via MEP. En ambos mutantes, el fenotipo resistente a la FSM esté ligado a una
disminucién de la acumulacion de carotenoides y clorofilas, que resulta en
plantas que son méas palidas y mas pequefia que las de tipo salvaje. EI mutante
rifl0 esta afectado en el procesamiento del ARN de los plastidos debido a una
mutacion en el gen At3g03710 codifica para la enzima exoribonucleasa
polirribonucleétido fosforilasa cloroplastidica. También se observé resistencia a

la FSM y otros fenotipos similares al del mutante rifl0 en plantas de
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Arabidopsis, tomate y arroz cultivadas en presencia de concentraciones
subletales de cloramfenicol (un inhibidor de la sintesis de proteinas en los
plastidos). Por el contrario, el tratamiento con norflurazon (un inhibidor de la
biosintesis de carotenoides que causa un fenotipo palido similar) no result6 en
resistencia a la FSM. En su conjunto, estos resultados apoyan la idea de que las
proteinas codificadas por el genoma plastidico estan involucradas en la
regulacién negativa de la acumulacién post-transcripcional de enzimas de la ruta
MEP en los cloroplastos (Sauret-Geto, et al. 2006a). En el mutante rifl, se ha
descrito que la activacion post-transcripcional de enzimas de la ruta MEP se
debe a la pérdida de funcion de la proteina plastidica codificada por el gen
At3g47450 que muestra homologia con la proteina de Bacillus subtilis YqeH,
una GTPasa necesaria para el ensamblaje de los ribosomas en este
microorganismo (Flores-Perez, et al. 2008). Las plantulas Rifl muestran una
reduccion de los niveles de proteinas codificadas por el genoma plastidico con la
excepcion de ClpP1, una subunidad catalitica del complejo proteasa Clp
plastidica. Se ha propuesto que la degradaciéon de enzimas de la ruta MEP
mediada por CIpP1 podria representar un mecanismo para regular el nivel de
enzimas de la ruta MEP y, en consecuencia, la biosintesis de isoprenoides en los
plastos (Flores-Perez, et al. 2008; Pulido, et al. 2013).

Otros mutantes rif de Arabidopsis fueron obtenidos y caracterizados de
forma preliminar en nuestro grupo en el marco del desarrollo de la tesis doctoral
de Albert Cair6 (Caird, 2009). Para la seleccion de estos mutantes se realiz6é un
cribado de la coleccion de “activacion-tagging” de Scheible-Somerville
(http://www.arabidopsis.org/abrc/Scheible.jsp). Dicha coleccion esta formada
por plantas de Arabidopsis thaliana Ecotipo Columbia-2 (Col2) que poseen el
T-DNA proveniente del vector pSKI015 que confiere resistencia a Basta (BAR)
y contiene 4 enhancers del promotor CaMV 35S en el extremo RB. Dicha
coleccién se ha generado en los laboratorios de los doctores Chris Somerville

(Departament of Plant Biology, The Carnegie Institution of Washington) y Wolf
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Scheible (system Regulation Group, Deparment 2: Metabolic Networks, Max-

Planck-Institut fur Molekulare Pflanzenphysiologie).

La coleccion Scheible-Somerville fue escrutada con el objetivo de aislar
mutantes, que estuvieran afectados en algiin mecanismo regulador de la via del
MEP o en el intercambio de IPP (u otros prenilfosfatos) entre el citosol y los
plastos. Para ello se seleccionaron mutantes resistentes a la FSM y, entre estos,
los que a su vez fueran también resistentes a la CLM. Se obtuvieron 16 mutantes
rif que fueron evaluados por su nivel de resistencia a dichos inhibidores. En
estos mutantes se evaluaron los niveles de proteina DXR y DXS y sus
correspondientes transcritos y, ademas, el contenido de clorofila y carotenoides
(Cair6 2009).

El andlisis de la secuencia de las regiones que flanquean los sitios de
insercion de T-DNA en estos mutantes puso de manifiesto que, de manera
similar a los mutantes rif descritos anteriormente, los genes afectados en estos
mutantes (ya sea por activacion o por disrupcion) no estaban directamente
relacionados con las vias del MEP o del MVVA (Cairé 2009; Cair6 y Boronat,
resultados no publicados). Tomados en su conjunto, estos resultados refuerzan la
idea de que la biosintesis de isoprenoides en las células vegetales se puede ver

afectada por una gran variedad de procesos celulares.

6 El mutante rif35

Los estudios realizados en la presente tesis doctoral se han centrado en
la caracterizacion del mutante rif35, aislado y caracterizado de forma preliminar
en nuestro grupo (Cairé 2009). Este mutante, muestra fenotipo clorético en las
hojas jovenes de la roseta y retraso en el desarrollo (Figura 5), presenta
resistencia a la FSM y también a la CLM (Cair6 2009).
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Figura 5 Fenotipo del mutante rif35 y del wt Col2 durante diferentes etapas de su desarrollo. A, B
y C corresponden a Col2. D, E y F corresponden a rif35. Se muestra el fenotipo de plantulas a los
5(AyD)yalos 10 dias (B y E) de crecimiento en condiciones de dia largo. (C y F) corresponde a
plantas crecidas durante 40 dias en condiciones de dia corto. G muestra plantas adultas después de
2 meses de crecimiento en dia corto. Imagenes tomadas de (Cairé 2009).

Los niveles de los transcrito de DXS y DXR en el mutante rif35 son
muy similares los de las plantas wt (Col2), mientras que los niveles basales e
inducibles de las proteinas correspondientes parecian presentar un ligero
aumento. Asi, se determino que el mutante rif35 presenta unos niveles de
proteina DXR 1.7 veces superior a los de las plantas Col2, y éste aumenta hasta
3 veces después del tratamiento con FSM. Los niveles de la proteina DXS
muestran un comportamiento semejante. Estos niveles incrementados de las
proteinas DXS y DXR podrian ser suficientes para explicar la resistencia a la
FSM y a la CLM. Por otra parte se observd que los niveles de clorofila y
carotenoides son ligeramente inferiores a los de las plantas Col2 (Cair6 2009).
Por otra parte, se ha descrito que el mutante rif35 no parece estar afectado en la
respuesta a condiciones de estrés abidtico, ya que su sensibilidad a estrés salino

y osmotico es muy similar al de las plantas Col0 (Pérez-Massot 2010).

A nivel genético se determind que el mutante rif35 contiene por lo
menos dos inserciones del T-DNA, ambas en el cromosoma 1 (Cairé 2009). Uno
de los T-DNAs (a partir de ahora denominado T-DNA rif35a) se localizé en la

regién intergénica entre los genes Atlg73470 y Atlg73480, lo cual era

Péagina 19 de 152



_ REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN Arabidopsis thaliana:
CARACTERIZACION DEL MUTANTE rif35

compatible con la activacion de la expresion del gen de estudio, Atlg73470
(Figura 6). Segun la base de datos TAIR, el gen Atlg73470 codificaria para una
proteina plastidica de funcion desconocida. El otro T-DNA (a partir de ahora
denominado T-DNA rif35b) se localiz6 en la regién intergénica entre los genes
At1g08020 y Atl1g08030, hecho que sugirié que dicha insercion solo deberia
resultar en la activacion del gen At1g08010, cuya anotacion no estaban bien
definida (Figura 6).

T-DNA rif35a

At1g72470
\
At1g73480 : At1g73460
1Kb
A I
T-DNA rif35b
At1g08010 At1g08020 At1g08030

Figura 6 Regién genémica en la que estan insertados los T-DNAs rif35a y rif35b en el mutante
rif35. Se muestran los T-DNASs (no dibujados a escala) y su orientacién relativa. Imagen extraida
de (Cair6 2009)

La sobreexpresion del cDNA correspondiente al gen Atlg73470 en

plantas transgénicas de Arabidopsis indic6 que dicho gen estaba implicado en el
fenotipo de resistencia a FSM observado en el mutante rif35 (Cairé 2009).
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis se ha centrado en el analisis fenotipico,
bioguimico y molecular del mutante rif35 de Arabidopsis thaliana. Este mutante
esta afectado en la funcionalidad del gen Atlg73470, que codifica para una
proteina de funcion desconocida altamente conservada en todas las plantas. Es
por ello que se ha considerado que dicha proteina puede desempefiar un papel
relevante en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Dado que la caracteristica
principal del mutante rif35 es su resistencia a la inhibicion farmacolégica de la
via del MEP se ha considerado que el estudio detallado de dicho mutante y la
caracterizacion tanto del gen afectado como de la(s) proteina(s)
correspondiente(s) deberia permitir la identificacion de nuevos mecanismos
implicados en la organizacion y regulacion de la biosintesis de isoprenoides en
las plantas. Dentro de este contexto se han abordado los siguientes objetivos
concretos:

1. Estudio genético y fenotipico del mutante rif35 y de mutantes defectivos en
el gen Atlg73470.

2. Validacion de las variantes de splicing descritas para el locus At1g73470 y
estudio de sus patrones de expresion.

3. Estudio de las proteinas correspondientes a las variantes de splicing del gen
Atlg73470.

4. Generacion y caracterizacion de lineas transgénicas que sobreexpresan los
cDNAs correspondientes a las variantes de splicing de At1g73470.
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1 Caracterizacién genética y fenotipica del mutante rif35

11 Organizacion de la regién genémica flanqueante a la insercion del

T-DNA rif35b.

Tal como se ha descrito anteriormente, el mutante rif35 contiene dos
inserciones del T-DNA de “activation tagging” en su genoma. Dichos T-DNASs
se han denominado T-DNA rif35a y T-DNA rif35b (Figura 6). Poco después del
inicio del presente trabajo tuvo lugar una actualizacion de la base de datos TAIR
que afect6 a la organizacion de diversas regiones gendmicas de Arabidopsis.
Entre ellas se encontraba la region del cromosoma 1 en la que esta insertado el
T-DNA rif35b mostrada en la Figura 6. La nueva organizacion génica de la
region flanqueante a la insercion del T-DNA rif35b en comparacion con la
descrita anteriormente se muestra en la Figura 7. El locus At1g08010 se redujo
en su longitud a 1.201 pb, mientras que el At1g08020 fue remplazado por
At1g08030, manteniendo la secuencia anterior. Por otra parte, el locus que antes
se habia nombrado como At1g08030 fue renombrado a At1g08040. Tanto el
locus At1g08030 como el At1g08040 también redujeron su extensiéon a 3.167 y
2.467 pb respectivamente. De forma adicional a estos cambios se asignaron los
nuevos genes At1g08000, At1g08005, At1g08032 y At1g08035, siendo los tres
altimos muy pequefios y conformados por uno o dos exones. En base a la nueva
organizacion de esta region cromosomica y las caracteristicas de activacion del
T-DNA es posible que se pueda producir la activacion de tres de los genes
presentes en dicha region: At1g08032, At1g08035 y At1g08030. La anotacion
actual de los genes indicados anteriormente se muestra en la tabla 1.
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N Secuencia | Secuencia

AGI Descripcion (bb) (aa)
At1g08000 | Factor de transcripcion GATA 10 1105 308
At1g08005 | SIT4 fosfatasa. Proteina de la familia 168 55

asociada a At1g07990

At1g08010 | Factor de transcripcion GATA 11 1201 303
At1g08030 | Tirosil sulfotransferasa (TPST) 3167 500
At1g08032 | Proteina de funcién desconocida 193 36
At1g08035 | Proteina de funcién desconocida 378 125
At1g08040 | Proteina de funcion desconocida 2467 382

Tabla 1 Datos de los genes que conforman la region gendémica donde esta ubicada la insercion del
T-DNA rif35b en el mutante rif35. Se indica su identificador AGI (Arabidopsis Genome Initiative
Number), descripcidn o funcion de la proteina y la longitud del gen (pares de bases, pb) y la
proteina correspondiente (aminoécidos, aa)

A)
At1g08010 At1g08020 At1g08030
At1g08005 At1g08035 *
B -
)AtlgOSOOO At1g08010 At1g08030 Atlg08032 At1g08040

NOS BAR_ NOS
M prom (BastaR) ter

RB LB

1 Kb

Figura 7 Regidn gendmica en la que se encuentra insertado el T-DNA rif35b. A) Antigua
organizacion descrita en Caird (2009). B) Version actual de dicha regién gendmica. Ambas
regiones cromosomicas estan a escala y en ellas se muestra la posicion del T-DNA rif35b (linea
roja). En la parte inferior se muestra la orientacion relativa del T-DNA

1.2 Andlisis genético y fenotipico del mutante rif35 en relacion con las

inserciones de los T-DNAs rif35a y rif35b

Algunos aspectos del fenotipo del mutante rif35 han sido ya descritos
por Caird (2009). Mientras que el fenotipo de resistencia a la FSM se atribuyé a
la sobreexpresion del gen Atlg73470, adyacente a la insercion del T-DNA

rif35a, no fue posible determinar si las alteraciones en el crecimiento del
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mutante y, en particular, la clorosis se debian a la insercién del T-DNA rif35a o
a la del T-DNA rif35b. Con el fin de evaluar si era posible segregar de forma
independiente las dos inserciones de T-DNA se decidi¢ estudiar la zigosis de
ambas inserciones en la poblacién de semillas que ha constituido el material de
partida del presente trabajo. Para ello se procedié al genotipado de ambas
inserciones en muestras de ADN gendmico obtenido de plantulas de 15 dias. El
andlisis se realiz6 mediante PCR utilizando un conjunto de oligonucledtidos
diagnosticos (g35aF, g35aR, g35bF, g35bR y ATC12) que permitian discriminar
la insercion del T-DNA y la secuencia gendmica intacta (Figura 8). La secuencia
de dichos oligonucleétidos se muestra en Materiales y Métodos (Tabla 7),
Seccion de Genotipados). Como control se utilizaron muestras de DNA
correspondientes a la variedad silvestre Col2. En todos los casos se realizaron

dos réplicas de cada reaccion de PCR.

A) Genotipado T-DNArif35a

4 ¢35aF1 g35aR1 A\
Atlg73480 n a At1g73470

wt  rif35

g35aF1-
g35aR1
g35aF1-
ATCI12
1 Kb

— J

NOS

LB NOSter BAR(BastaR)  iop 4 ENH 358

RB

B) Genotipado T-DNATrif35b
" ¢35bF  g35bR =

Ar1g0803j'/

Atlg08030 Atlg08032 Atlg08040

wt rif3s

235bF-
35bR

ATCI2-
g35bR

i

ATC12
[N

NOS

4 ENH 358 prom BAR(BastaR)  NOSter LB

RB

1 Kb

Figura 8 Genotipado de las dos inserciones de T-DNA presentes en el mutante rif35. A) Esquema
de la ubicacion de los primers y resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR amplificados con los primers especificos de la insercion T-DNArif35a y de la secuencia
correspondiente a dicha regidn sin la insercion. B) Esquema de la ubicacién de los primers y
resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR amplificados con los
primers especificos de la insercion T-DNArif35b y de la secuencia correspondiente a dicha region
sin la insercion
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Los resultados obtenidos mostraron que todas las plantas analizadas (100
en total) eran hemizigotas para la insercion del T-DNA rif35a y homozigotas
para la insercion del T-DNA rif35b (Figura 8). Cabe notar que curiosamente los
resultados en relacion con la insercion del T-DNA rif35a no mostraron una
segregacion mendeliana (25% con el alelo silvestre, 25% homozigotos para la

insercion y 50% hemizigotas), encontrandose Unicamente plantas hemizigotas.

Es interesante destacar también la presencia de dos fenotipos distintos en
las plantas adultas que no se utilizaron en el genotipado. Uno de ellos era similar
al descrito anteriormente por Caird (2009) y se denomindé CHDN (“fenotipo
clorético y hojas con disposicion normal”), por mostrar hojas jovenes con
aspecto amarillento que, no obstante, recuperaban el color verde propio de las
plantas wt en estadios de desarrollo més avanzados. Dichas plantas presentaban
una disposicion normal de las hojas de la roseta, aunque su tamafio era menor a
lo largo de los diferentes estadios de desarrollo. El segundo fenotipo encontrado
se denominé CHDE “fenotipo clorético con hojas en disposicion elevada” por
presentar un crecimiento de las hojas de la roseta direccionado hacia arriba

ademas del fenotipo clorético (Figura 9).

30d

45d

Fenotipo Fenotipo
CHDN CHDE

Figura 9 Fenotipos del mutante rif35 presentado crecido en condiciones de dia corto mostrando
fenotipo clorético tanto en las hojas con disposicion normal (CHDN) como en las hojas con
disposicion elevada (CHDE)
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Al detectarse estos dos fenotipos se decidié estudiar si estaban
relacionados genotipicamente con las inserciones de los T-DNAs rif35a y rif35b.
Para ello se procedié a genotipar plantas que presentaban ambos fenotipos
utilizando hojas de plantas que habian continuado su desarrollo en condiciones
de dia largo durante 30 dias. Los resultados obtenidos mostraron que tanto las
plantas que mostraban el fenotipo CHDN como las que presentaban el fenotipo
CHDE eran hemizigotas para el T-DNA rif35a y homozigotas para el T-DNA
rif35b. Para estudiar la posible segregacion de los fenotipos CHDN y CHDE vy
su relacién con la insercion de los T-DNAs rif35a y rif35b se procedié a
recolectar semillas de plantas individuales mostrando cada fenotipo y estudiar su

descendencia a nivel fenotipico y genotipico (Figura 10).

Para este estudio se tomaron 250 individuos de cada fenotipo y se
procedié a su genotipado utilizando hojas de plantas de 30 dias crecidas en
condiciones de dia largo. Se observo que mientras que toda la descendencia de
las plantas con fenotipo CHDE tenia el fenotipo CHDE, las descendientes de las
plantas CHDN presentaban los dos fenotipos, CHDN y CHDE en un 75 y 25%
respectivamente. Ademas, todas las plantas analizadas mostraron el mismo
genotipo: eran hemizogotas para el T-DNA rif35a y homozigotas para el T-DNA
rif35b (Figura 10) Esto se repiti6 nuevamente en la siguiente generacién sin
obtener segregacion del T-DNA rif35a, que se mantuvo siempre en hemizogosis
(Figura 10).

Al observar que no hubo segregacion mendeliana para el T-DNA rif35a
se decidié disefiar dos nuevas parejas de primers que detectaran la region
gendmica sin la presencia del T-DNA. El objetivo era confirmar los resultados
obtenidos anteriormente al descartar homologias cruzadas de los primers g35aF
y g35aR con otras secuencias del genoma de Arabidopsis. La secuencia de
nucledtidos de dichos primers (denominados g35aF2, g35aR2, g35aF3 y
g35aR3) se indican en materiales y métodos (Tabla 7), Seccion de Genotipados)
y su posicion se muestra en la figura 11. Los resultados obtenidos confirmaron

los genotipados obtenidos anteriormente.
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Stock de semillas Fenotipo
Fenotipo CHDE

Fenotipo

ToNanssa | {

Genotipo
T-DNArif35b H

S1 Fenotipo Fenotipo Fenotipo
Fenotipo CHDE CHDE CHDN

T |
roNansa | { K |4
82 Fenotipo Fenotipo Fenotipo Fenotipo
Fenotipo CHDE CHDE CHDE CHDN
T | | T
oNAnRs | f K K K
ronarnns M M H
Figura 10 Segregaciéon del genotipo y fenotipo del mutante rif35. Genotipo homozigoto para el
T-DNA rif35b y hemizigoto para el T-DNA rif35a. Fenotipos presentes en la segregacion del

mutante rif35, el fenotipo clorético (CHCN) y el fenotipo clorético de hojas con crecimiento
elevado (CHDE)

A)

7~ ™\
At1g73480 g3iﬁ” B38R2A11g73470

wt  rif3s

g35aF2-
g35aR2

ATCI12

T S —
LB NOSter BAR(BastaR) r’,\’r((,)ns, 4 ENH 358 RB

1 Kb

N

B)

iz -
i/
B

g35aF3 g35aR3
At1g73480 L « Atlg73470

wt  rif35

g35aF3-
g35aR3
g35aF3-
ATCI2
NOS e

prom 4 ENH 35S RE

LB  NOSter BAR (BastaR)

1 Kb
| — J

Figura 11 Genotipado de la insercion del T-DNArif35a presente en el mutante rif35 con dos
parejas nuevas de primers. A) Esquema de la ubicacion de los primers g35aF y R2 y resultado de
la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR amplificados con dichos primers. B)

Esquema de la ubicacion de los primers g35aF y R3 y resultado de la electroforesis en gel de

agarosa de los productos de PCR amplificados con dichos primers. Estos resultados se repitieron a
lo largo de todas las pruebas sin variante alguna
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Estos resultados fueron sorprendentes y de dificil explicacion debido a
los siguientes aspectos: 1) por una parte la segregacion de dos fenotipos a partir
de las plantas con fenotipo CHDN en proporcion 1:3 pero no a partir de las
plantas con fenotipo CHDE, y 2) La ausencia de segregacion mendeliana de la
insercion del T-DNA rif35a, que siempre se mantenia en hemizogosis. En
relacion con este segundo aspecto se podria pensar que en un fondo genético
homozigoto para la insercion T-DNA rif35b las plantas azigotas y homozigotas

para la insercion de T-DNA rif35a no son viables.

13 Andlisis ultraestructural de los cloroplastos presentes en el mutante

rif3s

Como ya se ha indicado anteriormente, el mutante rif35 presenta un
fenotipo clorético en sus hojas jovenes que remite gradualmente a medida que se
completa su desarrollo. Dicho fenotipo presenta cierta similitud con el descrito
en los mutantes rifl y Clp6 (Figura 1212). Ademas, tanto el mutante rifl como
el Clp6 presentan una morfologia irregular en los cloroplastos. Todo ello hizo
pensar en la posibilidad de que el fenotipo clorético del mutante rif35 pudiera
estar relacionado con una alteracion en la funcionalidad de los cloroplastos que
se viese reflejada también a nivel de cambios en su morfologia. Para estudiar
este aspecto se realizdé un analisis de la ultraestructura de los cloroplastos de
dicho mutante mediante microscopia electrénica de transmision (MET). Para
llevar a cabo dichos andlisis se tomaron muestras de hojas jovenes de la roseta
(amarillentas) y de hojas maduras (verdes) de las plantas rif35 y de las
correspondientes plantas wt, todas ellas crecidas durante 30 dias en condiciones
de dia corto (SD) y de dia largo (LD).
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clpP6-1

Figura 12 Fenotipo de los mutantes rif35, rifl y clpP6-1. La imagen correspondiente a rifl
muestra una planta de 4 semanas crecida en condiciones de dia largo, mientras que las de rif35y
clpP6-1 muestra plantas de 6 semanas crecidas en dia corto. La imagen de rifl fue tomada de
(Flores-Perez, et al. 2008) y la de clp1P6-1 de (Sjogren, et al. 2006)

Fotoperiodo SD Fotoperiodo LD

rif35

Hojas Jovenes

2pm ,’ 2pm

Hojas Maduras

_2pm

\ _2um "' _2pm

Figura 13. Cloroplastos de hojas del mutante rif35 y de plantas wt Col2, crecidas durante 30 dias
en condiciones de dia corto (SD) y dia largo (LD). En las hojas jovenes del mutante rif35, se puede
apreciar un namero reducido de tilacoides, mientras que en hojas maduras se muestra la
morfologia irregular del cloroplasto sumado a una red de tilacoides abundantes pero totalmente
desorganizada y de granas mas alargadas que forman estructuras circulares o semi-circulares;
caracteristicas que fueron mas evidentes en condiciones de dia largo

En las iméagenes mostradas en la figural3 se puede observar que el
mutante rif35 contiene dos tipos de cloroplastos. En las hojas jovenes los
cloroplastos tienen una tendencia a ser mas pequefios que los presentes en las
hojas maduras y con un sistema membranoso poco desarrollado, asi como

también un nimero reducido de tilacoides y granas, con respecto a los presentes

Péagina 34 de 152



en las plantas wt. En las hojas maduras presenta unos cloroplastos cuya
morfologia es totalmente irregular, con una red de tilacoides abundantes pero
totalmente desorganizada y granas mas alargadas que forman estructuras
circulares o semi-circulares. Sin embargo el tamafio de los cloroplastos es
similar al de las plantas wt y, de igual forma, se pudo observar la presencia de
granos de almidén. No obstante, vale la pena resaltar que en condiciones de dia
corto, las hojas maduras del mutante presentaban las caracteristicas mencionadas
con anterioridad de forma mas sutil y no tan extremas como si se podian apreciar
en las hojas maduras del mutante desarrolladas en dia largo, lo que nos da un
claro indicio de que el fotoperiodo afecta las caracteristicas del cloroplasto del
mutante. Es decir, un aumento de las horas de luz acelera el proceso de

alteracion de los cloroplastos en el mutante.

Se realizaron también estudios en plantulas de 15 dias, si bien en este
caso se crecieron Unicamente en condiciones de dia largo. Las pléantulas del
mutante crecidas en estas condiciones no muestran una clorosis considerable,
por lo que no se esperaban diferencias significativas en la morfologia de los
cloroplastos con respecto a los de las plantas wt. Los resultados obtenidos
mostraron que, efectivamente, los tamafios eran similares, con una red de
tilacoides muy parecida, si bien ya se evidencid una cierta desorganizacién en la
red de los tilacoides que dejaban pequefios espacios vacios en el estroma (Figura
14).

En la Figura 14B se puede observar, no obstante, un cambio muy
evidente en la morfologia de los cloroplastos del mutante si se compara con los
resultados de las hojas de las plantulas de 15 dias con respecto a las que tienen
30 dias en las mismas condiciones de desarrollo. Mientras que los cloroplastos
de las hojas de plantulas de 15 dias muestran una morfologia y tamafio bastante
similar a los del wt, pasado 15 dias méas en las mismas condiciones de desarrollo
tanto las hojas jévenes cloréticas como las hojas maduras muestran una clara
diferencia en la morfologia y tamafio de sus cloroplastos, como ya hemos

descrito con anterioridad.
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A) 15 dias LD

Hojas de Plantulas

2pm

B) 30 dias LD

Hojas Jovenes

Hojas Maduras

Figura 14 Anélisis comparativo de la ultraestructura de los cloroplastos del mutante rif35 y el wt
Col2, crecidas en condiciones de dia largo A) hojas de plantulas de 15 dias B) Hojas Jovenes y
maduras de plantas de 30 dias de desarrollo

2 Validacion experimental de las variantes de splicing descritas
para el locus Atlg73470.

También al inicio del presente trabajo aparecid en la pagina web de
TAIR nueva informacion relacionada con el locus Atlg73470. Dicha
informacion hacia referencia a su organizacion en exones e intrones y se muestra
en la Figura 15. En azul se muestran tres variantes de splicing denominadas
Atlg73470.1, Atlg73470.2 y Atlg73470.3. En verde se indican también la
organizacion de exones e intrones deducida a partir de secuencias de EST
correspondientes a dicho locus y depositadas en GenBank.
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Figura 15 Variantes de splicings alternativo (a escala) predichas en la base de datos del TAIR para
el locus Atlg73470. En azul se indican los modelos predichos y en verde otras posibles variantes
deducidas a partir de la secuenciacion de clones de cDNA (ESTs) depositadas en GenBank. En las
tres variantes de splicing mostradas en la parte superior, la region codificante se muestra en azul
oscuro y las secuencias 5°- y 3-UTR en azul claro

Con el fin de confirmar dichas variantes de splicing y tener una primera
estimacion de sus niveles relativos de expresion en un material biol6gico de
referencia se realizdé una amplificacion mediante RT-PCR utilizando RNA total
obtenido de plantulas de 15 dias (crecidas en condiciones de dia largo). Los
primers utilizados (rif35allsplicingF y rif35allsplicingR, tabla 7 de Materiales y
Métodos) se disefiaron sobre secuencias correspondientes al primer y Gltimo
exon comunes a las tres variantes de splicing. Los productos de PCR obtenidos
se clonaron en el vector pBluescript utilizando las dianas Xbal y EcoRV
introducidas en los extremos 5’ y 3’°, respectivamente, del producto de PCR.
Dichas dianas se escogieron por estar ausentes en los cDNAs de las tres
variantes. Tras secuenciar el inserto presente en los plasmidos recombinantes
aislados de 65 colonias transformantes seleccionadas al azar se observo que 60
de ellos correspondieron a la variante Atlg73470.1 y 5 a la variante
At1g73470.2. A pesar de no haberse identificado ningln clon correspondiente a
la variante At1g73470.3, su existencia estaba validada por el aislamiento previo
en el grupo de un clon de cDNA correspondiente a dicha variante (Caird, 2009).
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En su conjunto, estos resultados validaron la existencia de las tres variantes de
splicing At1g73470.1, Atlg73470.2 y Atlg73470.3 y pusieron de manifiesto su
expresion diferencial, siendo la variante Atlg73470.1 la que se expresaria de
forma mayoritaria durante las primeras etapas de desarrollo de la planta. El
estudio detallado del patron de expresion de las variantes de splicing
At1g73470.1, Atlg73470.2 y Atlg73470.3 se describe con detalle en el apartado
3.3. Con el fin de simplificar la nomenclatura relacionada con el locus
At1g73470 y sus variantes de splicing se decidié renombrar a dicho gen como
RIF35 (en relacién con el fenotipo asociado de resistencia a la inhibicion por
FESM) y RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 a los transcritos correspondientes a las tres
variantes de splicing. La secuencia de nucleétidos de los mRNAs RIF35.1,
RIF35.2 y RIF35.3 se muestra en el anexo A.

La organizacién de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 en
relacion con los exones presentes en cada uno de ellos se muestra en la figura
16. Los transcritos RIF35.1, RIF35.3 contienen 12 exones y Unicamente difieren
en la longitud del exén 12, que muestra 18 nucle6tidos adicionales en la region
codificante en el transcrito del RIF35.3. El transcrito RIF35.2 estd compuesto
por 11 exones ya que el primer exon corresponde con las secuencias de los

exones 1 y 2 presentes en los transcritos RIF35.1 y RIF35.3 fusionadas a la

Y ATG
Y Stop

Y Y
RIF35.71 [ 146 17918 | 150 [ 132 T 151 B 75160]65] 91 [ 136 >

secuencia correspondiente al primer intron (Figura 16).

-, +—mm
rif35allsplicingF rif35allsplicingR
A Y
RIF35.2 | 337 [ 88 1 150 [ 132 [ 151 B9 75]60]65] 91 [ 136 »
\J Y
RIF35.3[ 146 [ 79[ 8 [ 150 [ 132 | 151 B[ 75]60][65] 91 [ 167 >
200 pb

Figura 16 Representacion esquematica de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 y la
ubicacidn de los primers rif35allsplicingF y rif35allsplicingR, empleados para la obtencion de los
productos de PCR que se clonaron en el vector pBluescript. Los nimeros dentro de cada cuadrante

indica la longitud (en pb) de cada exdn. La ubicacion de los codones de inicio parada de la

traduccion esté representada con un tridngulo
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3 Cuantificacion de los niveles de expresion de los transcritos
correspondientes a las variantes de splicing RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3

3.1 Disefio de estrategias para cuantificar la expresion de los transcritos

RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3

La peculiar organizacion de los exones presentes en las variantes de
splicing RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 puso de manifiesto las dificultades para
poner a punto un protocolo que permitiera evaluar con precision los niveles de
expresion de los mMRNAs correspondientes tanto en el mutante rif35 como en las
plantas silvestres. Si bien inicialmente se considerd la posibilidad de utilizar
técnicas tales como proteccion a la RNAsa y “Primer Extension”, éstas se
descartaron al no ser adecuadas a este caso en particular. Como alternativa se
visualizd el uso de técnicas basadas en PCR, tales como la PCR semi-
cuantitativa (SQ-PCR) y la PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR), utilizando
primers especificos para cada transcrito. Aungue teéricamente factible, el
problema residia en la imposibilidad de disefiar parejas de primers especificas
para la cuantificacion individual de cada uno de los transcritos. Es decir, siempre
habria una pareja de primers que amplificaria dos de los transcritos

simultadneamente.

Asi por ejemplo, en el caso de la técnica de PCR semi-cuantitativa, se
estudid el uso de primers especificos que amplificarian las zonas diagndsticas de
interés, pero por las caracteristicas de las secuencias no fue posible establecer
parejas de primers especificos para cada mRNA. Ocurria lo mismo en el caso de
la qPCR. Sin embargo la elevada sensibilidad de dicha técnica ofrecia la
posibilidad de discriminar por lo menos una de las tres variantes, la RIF35.2, de
forma confiable. Asi pues, y considerando que la gPCR permitia discriminar
claramente a uno de los tres transcritos, se decidio trabajar con la variante gPCR

basada en el uso de sondas TagMan. Dicha técnica tenia ventajas con respecto a
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la gPCR utilizando SYBR Green en cuanto a que tiene mayor especificidad, una
mayor sensibilidad en el caso de bajo nimero de copias (1-10) y una elevada

reproducibilidad.

La gPCR utilizando sondas TagMan, se basa en la actividad exonucleasa
5’-3’ de la Taq polimerasa para hidrolizar una sonda complementaria a la
secuencia diana de interés que contiene un doble marcaje (un fluoréforo
reportero en el extremo 5'y un “quencher” del fluoréforo en el extremo 3). La
hidrolisis de la sonda separa el fluoréforo reportero del “quencher”, hecho que
resulta en la generacion de una sefial fluorescente del fluor6foro reportero.
(Figura 17). La fluorescencia detectada en la reaccion es proporcional a la
cantidad de fluordforo liberado y, en consecuencia, a la cantidad de molde

presente en la muestra.
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Figura 17 Esquema del método de Qpcr/Sondas TagMan. Imagen tomada de
http://epidemiologiamolecular.com/estudio-virolgico-virus-gripe
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Al igual que en otros métodos basados en PCR en tiempo real, la sefial
de fluorescencia resultante permite mediciones cuantitativas de la acumulacion
del producto durante la etapa exponencial de la PCR. Sin embargo, el uso de la
sonda TagMan aumenta significativamente la especificidad y la sensibilidad de
la deteccion.

El ensayo consta de tres fases: excitacion, emisién y recogida de datos
En la fase de excitacion, el equipo StepOne™ Real-Time PCR System ilumina
todos los pocillos de la placa de reaccidn para excitar los fluoréforos liberados
en cada mezcla de reaccion. En la emision, la optica del instrumento StepOne
capta la fluorescencia residual que se emite desde los pocillos de la placa de
reaccion. La imagen resultante que capta el dispositivo sélo consta de luz que se
corresponde con el rango de las longitudes de onda de emision. En la fase de
recogida de datos, el equipo StepOne™ crea una representacion digital de la
fluorescencia residual recogida en un intervalo de tiempo fijado. En cada ciclo,
se separan moléculas de fluoréforo de sus respectivas sondas, 1o que produce un
aumento de la intensidad de la fluorescencia que es proporcional a la cantidad de
amplicon producido. Cuanto mas alto sea el numero inicial de copias de la
molécula de acido nucléico diana, antes se observara un aumento significativo

de la fluorescencia.

3.1.1 Disefio de primers y sondas TagMan para la cuantificacién de los
transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3

Las sondas TagMan son sintetizadas de forma exclusiva por la empresa
Roche Molecular Systems, Inc. Existen varios programas para el disefio de los
primers y las sondas TagMan, como es el caso de Beacon Designer™,
AllelelID® y Primer Express. Desafortunadamente, los primers y las sondas
sugeridos por estos programas no eran en absoluto adecuadas para su uso en el
presente trabajo. Es por ello que fue necesario proceder a su disefio especifico e

individualizado para cada uno de los transcritos. Para ello se tuvieron en cuenta
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toda una serie de pardmetros recomendados a tal fin y que se detallan a

continuacion en la Tabla 2 .

Primers Sondas
Longitud de 15-30pb No iniciar con una G en el extremo 5’
Tmentre 58 y 60 °C. La TM de ambos | Tm 10 °C por encima de la TM de los
primers deberian ser iguales primers

El contenido de G+C debe ser entre 30
y 80 %. Si es mayor es esencial el uso
de una Tm mayor y el uso co-
disolventes como el glicerol

El ndmero total de G y C en los
ultimos cinco nucleétidos del extremo
3' no debe exceder de dos

No debe tener repeticiones
consecutivas de nucledtidos idénticos,
especialmente 4 0 mas G.

La longitud del amplicon no debe exceder los 400 pb (ideal entre 50 y 150 pb)

Tabla 2 Parametros recomendados para el disefio de primers y sondas TagMan

Las caracteristicas de la secuencia de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 no permitieron tomar en cuenta todos los parametros para el disefio de
los primers y las sondas TagMan. Es por ello que se realizé un disefio especifico
ajustado a las caracteristicas de los transcritos que se querian cuantificar. En
dicho disefio se tomaron en cuenta los siguientes parametros: 1) longitud y Tm
de los primers, 2) evitar una G en el extremo 5’ de las sondas, 3) un contenido de
G y C que evitara las repeticiones consecutivas de dichos nucleétidos, 4) el valor

de Tm, y 5) la longitud del amplicon.

Teniendo en cuenta estos pardmetros se disefiaron sondas que permitian
discriminar los transcritos RIF35.2 y RIF35.3 pero no RIF35.1, ya que éste no
contiene ninguna secuencia que no esté presente también en RIF35.2 y RIF35.3.
No obstante la elevada sensibilidad de la técnica deberia permitir cuantificar la
variante RIF35.1 restando el valor obtenido con la sonda especifica para RIF35.3
tras amplificar los dos transcritos simultineamente con primers comunes

flanqueantes a la sondal.
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En la figura 18 se muestra como las sondas TagMan 2 y la 3 se anclan
en secuencias especificas de las variantes RIF35.2 y RIF35.3, respectivamente.
Asi, la sonda TagMan 2 se ancla en la secuencia de los 112 nt especifica de la
variante RIF35.2. Por otra parte, la sonda TagMan 3 se ancla sobre una
secuencia que incluye los 18 nt especificos del exdn 12 de la variante RIF35.3.

Como ya se ha indicado, la variante RIF35.1 no contiene ninguna
secuencia que no esté presente también en las variantes RIF35.2 y RIF35.3. Al
disefiar la sonda TagMan 1 justo en la zona de splicing de la variante RIF35.2
(entre los exones 1y 2) se descartd la deteccion de la expresion de la variante
RIF35.2 en su cuantificacion. No obstante el resultado de dicha cuantificacion
incluye los transcritos de las variantes RIF35.1 y RIF35.3, por lo que para
conocer el nivel de expresion de RIF35.1 real se debe restar el valor resultante
de la cuantificacion del trénscrito RIF35.3 con la sonda TagMan 3, especifica

para la cuantificacion de dicha variante (Figura 18).

y_&si® v
RIF35.] [ 146 79[ 88 ] 150 [ 132 | 151 PBI75]60]65] 91 [ 136 >
Qs # Y Y
RIF352 | 337 88 | a4s50: | 182 | 151 PBY 75 Ji60'65] 91 | 436 >
yQs1e Qs3 &
RIF35.3 [146 [ 79[ 88 ] 150 [ 132 | 151 PI75]60]65] 91 [ 167 >
Variante splicing RIF35.1: Sondal - Sonda3 Y ATG
200 pb Variante splicing R/F35.2: Sonda2 Y Stop

Variante splicing R/F'35.3: Sonda3

Figura 18 Estrategia implementada para la cuantificacion de los transcritos RIF35.1, RIF35.2,
RIF35.3 utilizando las sondas TagMan disefiadas (S1: sonda TagMan1, S2, sonda TagMan 2 y S3,
sonda TagMan 3). Los niveles de transcrito de las variantes RIF35.2 y RIF35.3 se obtienen con las
sondas S2 y S3, respectivamente, mientras que la cuantificacién del transcrito RIF35.1 se obtiene a

partir de la sustraccion del nimero de copias estimada con la sonda 3 al nimero de copias
estimadas con la sonda S1. Adicional en la figura se detallan los exones. Los nimeros dentro de
cada cuadrante indican la longitud de los exones (en pb). La ubicacién de los codones de inicio
parada de la traduccion esta representada con un triangulo y las secuencias especificas de cada
variante se encuentran representadas con una doble linea gris

Para asegurar que tanto los primers como las sondas TagMan

funcionarfan correctamente, antes de sintetizar dichas sondas se analizaron
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ciertos aspectos de su secuencia con los programas Design Tools (SIGMA
ALDRICH) y el Oligo Analyzer 3.1 (IDT Integrated DNA Technologies). Estos
programas permitieron evaluar y confirmar la Tm, el porcentaje de Gy C, la
presencia de estructuras secundarias, “hairpins”, dimeros y hetero-dimeros. De
forma adicional se confirmé la especificidad de los primers y las sondas
alinedndolos con las secuencias depositadas en bancos de datos utilizando el
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®). El detalle de los amplicones y

los correspondientes primers y sondas TagMan disefiadas se muestra en la figura

19y latabla 8.
Y ATG
¥ Stop
Sonda 1
{ yosLe Y 'a
;l 146 [ 7978 [ 150 [ 132 T 151 PI[75]60]65] 91 T 136 > i
E Amplicon 80 pb Q ° :
:\.ﬂ tgcceattetetagteatetgaatetgaacaagetttetettcaaattectagaaceggetygeggaggaaacageta !
Sonda 2
Q528 Y v
! 337 88 150 132 151 PO[75]60]65] 91 136 1
{ Amplicon 105 pb i
i -+ |
'\‘ agtgtgtctctccataggtttcatctteccaaccgtttegtttttttttgetetteggttgtgattttgaagattcctagaaccagetggeggaggaaacageta ‘r'
Sonda 3
[y 2838 3
il 146 [ 79 [ 88 | 150 | 132 | 151 [39[75[60]65] 91 [ 167 |
{ Amplicon 91 pb Q o ' !
=\. gactacgctagaatcctaagageaatttacgeatttgeacaggattgttttgttttgeagatteggatecaccaggacatacaggetacett j
Sonda 1: Especifico para variantes RIF35.1 y RIF35.3
200 pb

Sonda 2: Especifico para variantes RIF35.2
Sonda 3: Especifico para variantes RIF35.3

Figura 19 Detalle de los amplicones y sus correspondientes primers y sondas disefiados para cada
una de las tres variante de splicing del locus At1g73470. Sonda 1 (S1), con un amplicdén de 80 pb

ubicada entre los exones 1y 2, lo cual descarta a la variante RIF35.2 pero no a la RIF35.3. S2 con
un amplicdn de 105 bp y especifica para la variante RIF35.2 al reconocer una secuencia exénica
especifica del transcrito RIF35.2. S3, que es especifica para la variante RIF35.3 con un amplicén

de 91 pb. Se indican los exones y el nimero de pb de cada uno de ellos. La posicién de los
codones de inicio y parada de la traduccidn se indica con tridngulos. Las regiones especificas de
los transcritos RIF35.2 y RIF35.3 se indican con lineas grises horizontales
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3.1.2 Validacién experimental de los primers y sondas TagMan

Una vez preparadas las mezclas de reaccion conteniendo los primers y
las sondas TagMan especificas para los transcritos RIF35.1, RIF35.2, RIF35.3 y
actina-2 (utilizado como gen “housekeeping” normalizador) se evaluaron los
siguientes parametros en este orden: 1) la eficiencia de la reaccion de qPCR, 2)
la curva de “melting”, 3) la secuencia de nucle6tidos de los productos obtenidos,
4) analisis de las mezclas de reaccion (Mix) con muestras de cDNA preparadas a

partir de plantulas de Arabidopsis.

3.1.2.1  Eficiencia de la reaccion de qPCR

Se realizaron varias pruebas de gPCR utilizando las sondas TagMan
para evaluar la eficiencia de la gPCR mediante la estimacién de los Cts
resultantes para cada sonda y evaluar que estuvieran tanto dentro de un rango de
valor comprendido entre 16 y 35 como que se mantuvieran constantes en las
réplicas experimentales. Para cada sonda TagMan se llevaron a cabo 2 réplicas
bioldgicas con 3 réplicas experimentales.

Para la puesta a punto de la técnica se prepar6 RNA a partir de plantulas
de 15 dias del tipo silvestre ColO crecidas en condiciones de dia largo. Para la
sintesis de cDNA se tom6 en cuenta la ubicacién de las sondas TagMan. Asi
pues, para las sondas S1y S2 el cDNA se sintetizé utilizando el oligonucleétido
especifico RT2 localizado cerca del extremo 5’. Para la sonda S3 el cDNA se
genero utilizando oligo dT. En la figura 20 se muestra de forma esquemaética la
preparacion de las mezclas de reaccion (Mix) en las placas de gPCR a partir de
los diversos cDNA sintetizados.

Una vez obtenido el cDNA, se prepararon las Mix (por triplicado)
conteniendo los primers/sondas TagMan correspondientes y 2 pl de muestra de
cDNA (10 ng/ul) por reaccion. Se prepard también un Mix (primer/sonda

TagMan) correspondiente al gen normalizador (actina 2) para la cuantificacion
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relativa de los Cts. A continuacion se detalla el contenido de las Mix y el tiempo

y temperatura de cada ciclo de reaccion de PCR.

Reaccion:

AguagradoPCR..........ocoiviiiiiiii, 2 ul
Light Cycler 480 Probe Master, 2 X.........c..cee.... Dyl
Mix primers/sonda TagMan 10 X .........c..c.cceeeene. 1ul

2 pl de muestra de cDNA en un total de 10 pl.

Equipo Light Cycler 480 Programa de gPCR:

Formato de deteccién: Dual Color Hydrolysis Probe/UPL Probe

Pre-incubacion..........c.ccoccevverenenne 10 min/95 °C
Amplificacion (45 ciclos)............... 15 seg/95 °C y 1 min/60 °C
Enfriamiento..........cccocovvvvciienennn, 30 seg/40 °C

A)
cDNA utilizando
Mix Mix Mix primer especifico RT2
Sonda 1 Sonda 2 Sonda Hk
(x3) (x3) (x3)
B)

cDNA utilizando
Mix Mix oligo (dT)
Sonda 3 Sonda Hk
(x3) (x3)

Figura 20 Esquemas de la preparacion de las Mix para qPCR utilizando los cDNASs sintetizados a
partir de RNA de pléantulas de Arabidopsis de 15 dias. A) cDNA preparado con el primer
especifico RT2, B) cDNA preparado con oligo-dT. La sonda Hk (houskeeping) corresponde a la
del gen normalizador actina 2
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Reéplica Biologica 1 2
Réplica Experimental 1 | 2 | 3 1 | 2 | 3
Muestras
Sonda 1 2368 | 2354 | 23.80 | 2354 | 23.82 | 23.69
Sonda 2 26.45 | 26.34 | 26.37 | 26.37 | 26.33 | 26.44
Actina2 2756 | 27.62 | 27.68 | 27.55 | 27.62 | 27.67
(Primer especifico)
Sonda 3 28.89 | 29.16 | 28.83 | 28.90 | 29.10 | 28.96
Actina 2 19.49 | 19.52 | 1950 | 19.50 | 19.47 | 19.51
(oligo dT) : ' ' ' ' :

Tabla 3 Valor de los Cts obtenidos con las sondas 1, 2, 3 y Actina2 en muestras de plantulas de 15
dias de wt (Col0) crecidas en condiciones de dia largo. Los valores obtenidos se mantienen
constantes tanto en las réplicas experimentales como en las bioldgicas, y todos estan dentro de los
rangos esperados

Los resultados obtenidos mostraron que los valores de Ct eran
constantes y estaban dentro de los rangos adecuados (Tabla 3), confirmando asi

los resultados esperados.

3.1.22  Curvas de “melting”

Con el objetivo de descartar la presencia de un amplicdn inesperado
(otro producto de amplificacion) o dimeros se realizaron ensayos de gPCR
utilizando SYBR Green con los oligonucle6tidos disefiados para cada variante.
Esta prueba permitia su estudio mediante el andlisis de las curvas de la
temperatura de fusion (curva de melting) que se expresa en una curva cuya
forma se relaciona con el contenido de G y C, el tamafio de los amplicones y la

secuencia de los mismos.

El andlisis de las curvas de “melting” para cada pareja de primers mostrd
un amplicén simple (Figura 21). No obstante analizar las muestras obtenidas con
los primers especificos para RIF35.1 y RIF35.2 mediante electroforesis en geles
de agarosa se observaron dos bandas con tamafios correspondientes a los
amplicones esperados. Como era de esperar esto no ocurrié con los primers del
transcrito RIF35.3, ya que la diferencia en el nimero de pares de bases de los

productos amplificados es de tan solo 18 pb.
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Figura 21 Amplicones derivados de muestras de plantulas de 15 dias con el uso de los primers,
disefiados para la técnica de qPCR con sondas TagMan, mediante el andlisis de la curva de Curva
de “melting”

.3.1.2.3  Secuencia de los productos de amplificacion obtenidos

Los productos de PCR obtenidos durante el desarrollo de los apartados
3.1.2.1 y 3.1.2.2 fueron purificados, algunos a partir de bandas de geles de
agarosa y otros directamente por cromatografia en columna, y posteriormente
secuenciados. Las secuencias de nucledtidos obtenidas correspondieron

exactamente con las esperadas.

3.1.24  Andlisis de los niveles de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 en muestras de plantulas de Arabidopsis Col0

Una vez validados los parametros de los primers y sondas TagMan se
abordé la cuantificacion de los niveles de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 en muestras de plantulas de Arabidopsis de 15 dias (ColQ). Se escogid
este material ya que se correspondia con el que se habia utilizado en los

experimentos de validacion de las variantes de splicing RIF35.1, RIF35.2 y
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RIF35.3 mostrados en el apartado 2 y de los cuales se tenia una estimacion

aproximada de la abundancia relativa de los transcritos correspondientes.

Para realizar estos experimentos se realizaron 2 réplicas bioldgicas y 3
réplicas experimentales de cada una de ellas. Los resultados mostrados en la
figura 22 indican claramente que el trascrito RIF35.1 es el que tiene una
expresion mayoritaria en las muestras analizadas. EIl nivel de expresion de
RIF35.2 es mucho menor y el de RIF35.3 es practicamente indetectable. Es
interesante resaltar que estos resultados son equivalentes a los obtenidos en los
experimentos de clonacion y secuenciacion de clones de cDNA al azar mostrado
en el apartado 2. En la tabla 4 se muestra la estimacion de los niveles relativos
de expresion de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 obtenidos en ambos
casos. Cabe destacar, no obstante, que la estimacion a partir de la secuenciacion
al azar de clones de cDNA es cuantitativamente poco fiable debido al niamero

relativamente bajo de clones analizados.
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Figura 22 Cuantificacion de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 utilizando sondas
TagMan en muestras de RNA obtenidas de plantulas de Arabidopsis (Col0) de 15 dias
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Variante | Secuenciacion de gPCR/Sondas
splicing cDNAs (%) TagMan (%)
RIF35.1 93 86.69
RIF35.2 7 13.30
RIF35.3 0 0.01

Tabla 4 Abundancia relativa (expresada en %) de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.
utilizando secuenciacion al azar de clones de cDNA y qPCR con sondas TagMan

3.2 Cuantificacion de los niveles de expresion de los transcritos RIF35.1,

RIF35.2 y RIF35.3 en el mutante rif35

Una vez puesto a punto el protocolo de cuantificacion de los transcritos
RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 mediante qPCR utilizando sondas TagMan se
procedid al andlisis de los niveles de expresion de dichos transcritos en plantulas
de 15 dias del mutante rif35, y asi poder evaluar los niveles de expresion de los
diversos transcritos del gen en relacion con la resistencia a FSM en dicho
mutante. Los andlisis se llevaron a cabo con 2 réplicas bioldgicas y 3 réplicas

experimentales.

Como era de esperar, la activacion de la expresién del locus Atlg73470
debida a la insercion del T-DNA rif35a resulté en un aumento en el nivel de los
tres transcritos (Figura 23). En el caso de los transcritos RIF35.1 y RIF35.2
dicho aumentos fue de aproximadamente 15 veces en relacion con las plantas wt.

En el caso RIF35.3 dicho aumento relativo fue 7 veces.

Es interesante mencionar que este aumento lleva el mismo patron de
expresion que los reflejados por el wt en los experimentos de clonacion y
secuenciacion de clones de cDNA al azar y el de gPCR con sondas TagMan
realizados en el contexto de los estudios de validacion de las variantes de
splicing mostrados en el apartado 2 y la puesta a punto del protocolo de gPCR
con sondas TagMan del apartado 3.1.2.4, respectivamente. Siendo el transcrito

RIF35.1 el de mayor expresion, seguido del RIF35.2 y por Gltimo el RIF35.3.
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Figura 23 Cuantificacién del nimero de copias de cada variante de splicing del locus At1g73470,
en el mutante rif35 con respecto a su parental Col0, en plantulas de 15 dias crecidas en
condiciones de dia largo. Andlisis mediante gPCR con sondas TagMan

3.3 Estudio de los niveles de expresion de los transcritos RIF35.1,
RIF35.2 y RIF35.3 durante el crecimiento y desarrollo de

Arabidopsis

El hecho de disponer de una técnica validada para la cuantificacién de
los transcritos del gen RIF35 (apartado 3.1.2) permitié estudiar el patron de
expresion de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 durante el crecimiento y
desarrollo de Arabidopsis, hasta ahora desconocidos. Para ello se emplearon
muestras de RNA de plantulas, raices de plantulas de 15 dias, hojas de plantas de
30 dias y flores, tallos y silicuas de plantas de 45 dias, siempre crecidas en
condiciones de dia largo. Se utilizaron 2 réplicas biolégicas con 3 réplicas

experimentales. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 24.
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Figura 24 Cuantificacion del nimero de copias de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 en
diversos tejidos y estadios de desarrollo de plantas de Arabidopsis (ecotipo ColQ) crecidas en
condiciones de dia largo. Plantulas de 15 dias, raices de plantulas de 15 dias, hojas de plantas de
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Se puede observar que el transcrito RIF35.1 es siempre el mas
abundante en todos los tejidos y que RIF35.3 se detecta a niveles muy bajos. El
transcrito RIF35.2 muestra unos niveles de abundancia intermedios. Si bien en
las plantulas los niveles de transcrito RIF35.2 representan el 15% de los de
RIF35.1, esta relacion es considerablemente mayor en otros tejidos de la planta.
Asi, en las muestras de plantulas, hojas, tallos y silicuas esta relacion es del
orden del 40% y en el caso de raices y flores llega a representar el 69% y el 64%
respectivamente. Estos resultados que indican que en ciertos tejidos los
transcritos RIF35.1 y RIF35.2 estan presentes en niveles relativamente similares.
El transcrito RIF35.3 presenta siempre un nimero de copias muy inferior a
RIF35.1 y RIF35.2. Es de destacar, no obstante, que los niveles del transcrito
RIF35.3 presenta valores muy dispares en los diferentes tejidos de la planta,

siendo relativamente elevado en tallo y practicamente indetectable en raices.

4 Caracterizacion de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3
4.1 Andlisis in silico de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35

Las proteinas codificadas por los mMRNAs correspondientes a las variantes
de splicing RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 se denominaron RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3, respectivamente. La secuencia de aminodcidos de las proteinas
RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 se muestran alineadas en la figura 25. Las proteinas
RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 tienen 351, 248 y 357 aminoacidos y pesos
molecular aparentes de 38,8, 27,5 y 39,5 kDa respectivamente. Mientras que
RIF35.1 y RIF35.3 difieren Gnicamente en una secuencia adicional de 6
aminodcidos presente en la regién C-terminal de RIF35.3, la proteina RIF35.2 es
considerablemente mas corta en su extremo N-terminal debido a que el codén de
inicio de traduccion se encuentra localizado en el tercer intron (Figura 25). Es
por ello que las proteinas maduras de RIF35.1 y RIF35.3 cuentan con 45
aminodcidos adicionales a la proteina RIF35.2 en la region N-terminal. A partir

del residuo de metionina codificado por el codon de inicio de traduccion del

Pé&gina 53 de 152



_ REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN Arabidopsis thaliana:
CARACTERIZACION DEL MUTANTE rif35

transcrito RIF35.2 la proteina RIF35.2 es idéntica a la parte correspondiente de
RIF35.1 (Figura 25).

La informacion disponible en la base de datos TAIR indica que las
proteinas RIF35.1 y RIF35.3 estarian localizadas en los plastos. El péptido de
transito predicho en dichas proteinas se indica en la figura 25. En consecuencia,
la longitud de las proteinas RIF35.1 y RIF35.3 una vez importadas al cloroplasto
seria de 293 y 299 aminoécidos respectivamente.

35.1 1 MTSVSVAVVAPPHRCPFSSHLNLNKLSLQIPRTGWRRKQLGFALASTAASESPSEATYDP
35.2 1 = e e e e e e e e
35.3 1 MTSVSVAVVAPPHRCPFSSHLNLNKLSLQIPRTGWRRKQLGFALASTAASESPSEATYDP

35.1 61 ELRLVFELATDSELYELEKILFGPSYFSPLLKSIPNKGGGDRLMIGODIEVRDGFIEALE
35.12 L e MIGQDIEVRDGFIEALE
35.3 61 ELRLVFELATDSELYELEKILFGPSYFSPLLKSIPNKGGGDRLMIGODIEVRDGFIEALE

35.1 121 SRFLFLAADARSTLRGWRPSYRNVLLAVRNNLNIPCSSQLPTEDLEAEIFLYLVDNFSSE
3552 18 SRFLFLAADARSTLRGWRPSYRNVLLAVRNNLNIPCSSQLPTEDLEAEIFLYLVDNFSSE
35.3 121 SRFLFLAADARSTLRGWRPSYRNVLLAVRNNLNIPCSSQLPTEDLEAEIFLYLVDNFSSE

35.1 181 ASGVFPGMWENSEVSEAEGSLELGLSKWKVELLAALQVGATEVQSMILKGGGMITFAKVY
35..2 78 ASGVFPGMWENSEVSEAEGSLELGLSKWKVELLAALQVGATEVQSMILKGGGMITFAKVY
35.3 181 ASGVFPGMWENSEVSEAEGSLELGLSKWKVELLAALQVGATEVQSMILKGGGMITFAKVY

35.1 241 QLLAKKLSGKVFLEAANYQIRKEMLKKGGQFAAINLESRAALLAAKHGFAGAASRYIGLK
35.2 138 QLLAKKLSGKVFLEAANYQIRKEMLKKGGQFAAINLESRAALLAAKHGFAGAASRYIGLK
35.3 241 QLLAKKLSGKVFLEAANYQIRKEMLKKGGQFAAINLESRAALLAAKHGFAGAASRYIGLK

35.1 301 TAMQLLGPMMWGTLLADLVIQMLETDYARILRAIYAFAQ------ IRITRTYRLPCK
35.2 198 TAMOLLGPMMWGTLLADLVIOMLETDYARILRAIYAFAQ- —-IRITRTYRLPCK
35.3 301 TAMQLLGPMMWGTLLADLVIQMLETDYARILRAIYAFAQDCEVLOIRITRTYRLPCK

Figura 25 Alineamiento de las secuencias de aminodacidos de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3. Los residuos de las cajas negras son idénticos en las 3 proteinas. El sombreado amarillo
corresponde con el péptido de transito plastidico predicho para las proteinas RIF35.1, RIF35.3. En
verde se indica la secuencia adicional presente en RIF35.3

La funcion de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 es aln
desconocida. Para obtener mas informacidn sobre estas proteinas que aportara
algun indicio sobre su posible funcion se llevé a cabo un andlisis bioinforméatico
de las mismas

Las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 no presentan similitud con

ninguna otra proteina codificada en el genoma de Arabidopsis. Una blsqueda
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mediante BLAST-P utilizando la proteina RIF35.1 como referencia identificé la
presencia de proteinas ortdlogas en diferentes familias de plantas. Dichas
proteinas muestran la presencia de 3 zonas o bloques de dominios altamente
conservados, asi como una regién altamente variable en el extremo N-terminal,

que corresponderia al péptido de trénsito a plastos (Figura 26).

Las proteinas ortologas identificadas en otras plantas muestran una
identidad del 55 al 89 % y una similitud entre un 72 y 96 % con RIF35.1

(Tabla 5). El analisis filogenético de estas proteinas se muestra en la figura 27.

Proteina Identidad (%) Similitud (%)

RIF35.1 100 100

Brassica napus 89.83 96.61
Citrus clementina 75.68 86.3
Theobroma cacao 73.04 87.71
Fragaria vesca 73.54 86.25
Gossypium arboreum 74.74 86.51
Vitis vinifera 71.58 84.59
Malus domestica 71.82 86.94
Populus trichocarpa 70.99 83.96
Ricinus communis 71.48 83.16
Cucumis melo 68.94 81.23
Phaseolus vulgaris 66.33 79.59
Citrus sinensis 76.11 87.45
Glycine max 64.31 76.43
Solanum lycopersicum 65.4 79.24
Oryza sativa Japonica 60.07 74.91
Zea mays 55.75 72.82
Picea sitchensis 54.98 73.2

Tabla 5 Porcentaje de identidad y similitud entre RIF35.1 y sus proteinas ortdlogas en otras
plantas
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Figura 26 Alineamiento de la secuencia aminoacidica de RIF35.1 con sus proteinas ortélogas en
Oryza sativa japonica (Oj), Zea mays (Zm), Brassica napus (Bn), Phaseolus vulgaris (Pv),
Glycine max (Gm), Citrus clementina (Cc), Citrus sinensis (Cs), Vitis vinifera (Vv), Fragaria
vulgaris (Fv), Malus domestica (Md), Theobroma cacao (Tc), Gossypium arboreum (Ga), Populus
trichocarpa (Pt), Ricinos communis (Rc), Cucumis melo (Cm), Solanum lycopersicum (Sl) y Picea
sitchensis (Ps). Las principales regiones conservadas se encuentran marcados: en color azul, rojo y
magenta; mientras que la secuencia correspondiente al péptido de transito a plastos esta indicada
en color verde
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Figura 27 Arbol filogenético realizado con la variante proteica RIF35.1 y las 18 proteinas
ortdlogas empleadas en el alineamiento de la figura 26

Los alineamientos de las proteinas RIF35.2 y RIF35.3 con las proteinas
depositadas en la base de datos GenBank han identificado la presencia de
ortélogos de RIF35.2 en Nicotiana tomentosiformis y Nicotiana sylvestris,
mientras que en el caso de la proteina RIF35.3 no se ha encontrado adin ninguna

proteina equivalente.

Los resultados del programa de prediccién de estructuras PsiPred
indicaron que la estructura secundaria de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 estaria formada basicamente por hélices-a, la de mayor longitud
estando formada por 92 aminoécidos y localizada en el extremo C-terminal de
dichas proteinas. Curiosamente, excepto en la proteina RIF35.3 no se predice
ninguna hoja beta.

En la figura 28 se muestra el alineamiento de las estructuras secundarias
de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3. La Unica diferencia a resaltar seria
la existencia de una pequefia hoja-p en el extremo C-terminal de RIF35.3 que

implicaria a la secuencia de 6 aminoacidos especifica de dicha variante. Dichas
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proteinas podrian tener una estructura globular con ausencia de puentes

disulfuro.

35.1: CHH IHHHHCCH! | IHHCCCCCCCCCCCcCccCccccccCcCCCCCCHHHEHY |
35,2y —————————— CCCCHHHHHHHHHHH
35.3: CHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHEHHHH
35.1: IHCCCCCEECCCCC I ICCCCCCceeee I |
35.2: HHHHHHH? {HCCCCCHHCCCCCHHHHHEHHHHECCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHA
35.3: HHAHHHHEHCCCCCEECCCCCHEHHANHHANNACCCCCCCCCCCHENHHNNAENIINNN
35.1: HCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHAHCCCHHHHHHHHHHCCCHHHHEHHHHCCCHHEHHA
35.2: HHHCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHCCHHHHHHH
35.3: HCCCceceeeeeeee 1 i} CCC 11 [HCCC 11 CccC 1
35.1: I 1HH} IHHHHHHHHHHI 1I 1H IHHHHHHH
35.2: I 11 11 !
35.1: | HHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHH--———— HHHHHCCCCCCC
35.2: I il ih; HC I[HHH--—=-—- HHHHHCCCCCCC
35.3: HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEEECCCCCCC

Figura 28 Alineamiento de las estructuras secundarias de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 predichas por el programa PsiPred. Las hélices-a estan representadas por la letra H, las
hojas-p con la letra E y las zonas no estructurada con la letra C (“coiled”). Las diferencias entre las
proteinas se resaltan en color amarillo

Por otro lado los analisis de hidropatia indican que ninguna de las tres
proteinas contiene regiones hidrofébicas que puedan representar dominios
transmembrana (Figura 29), por lo que dichas proteinas deberian comportarse en

la célula como proteinas no ancladas a membranas.

4.2 Localizacion subcelular de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3

Tal como se ha indicado anteriormente, se ha predicho que las proteinas
RIF35.1 y RIF35.3 tendrian localizacién plastidica. En relacién con la variante
RIF35.2, y consistente con la ausencia de un péptido de transito a plastos, la base
de datos TAIR predice una localizacion citosolica. El estudio bioinformatico de
la prediccidn de localizacion mediante el uso de los programas ChloroP, Target
P, Signal, Predotar, y AtSubP indicé en todos los casos que RIF35.1 y RIF35.3

tendrian localizacion plastidica. No obstante, la prediccion de la localizacion de
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Figura 29 Perfil hidropatico de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 predicho por el
programa ExPASy ProtScale. A) RIF35.1. B) RIF35.2. C) RIF35.3

RIF35.2 fue variable en funcién del programa utilizado, siendo indefinida en
muchos de los casos.

En primera instancia se procedi6 a confirmar la localizacion plastidica
de RIF35.1 y RIF35.3 mediante expresion transitoria (microbombardeo con
particulas) en células epidérmicas de hojas de Arabidopsis de una proteina
guimérica gque contenia el péptido de transito predicho para dichas proteinas (58
aminodcidos) (denominado TP35.1/3, ya que en realidad es el mismo para las
dos proteinas) fusionado al extremo N-terminal de la Green Fluorescent Protein
(eGFP) (Figura 30). Dicha proteina se expresd bajo el control del promotor
CaMV 35S. El patron de localizacién subcelular determinado mediante
microscopia laser confocal mostro la presencia de la proteina TP35.1/3: GFP en
los cloroplastos (Figura 31)
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TP:eGFP

o

35.1:eYFP 35.2:eYFP

I T T

35.3:eYFP eYFP:35.2

—Ee s i Hoes- o

Figura 30 Esquema de las construcciones utilizadas en el estudio de localizacion subcelular de las
proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3. En las construcciones fusionadas con eYFP se utilizé la
region codificante de cada variante, mientras que en la construccion con eGFP solo se fusiond la
region predicha como péptido de transito a plastos en RIF35.1 y RIF35.3

Clorofila Co-localizacion Campo claro

TP:eGFP

Figura 31 Localizacion subcelular de la proteina TP35.1/3:eGFP mediante microbombardeo de
células epidérmicas de hoja de Arabidopsis

Para estudiar con detalle la localizacién de las tres proteinas por
separado se procedi6 a fusionar la region codificante de los cDNAs
correspondientes a las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 con la region
codificante de la Yellow Fluorescent Protein (YFP) para expresar dichas
proteinas quiméricas bajo el control del promotor CaMV35S. Para ello, la region
codificante de cada una de las proteinas se amplific6 mediante PCR sin el codén
de parada y se clonaron en el vector pEarlyGatel01 (CD3-683) que permite la
fusion de la YFP en posicion C-terminal. Para la variante RIF35.2 se gener6 una
segunda construccion en el vector pEarleyGatel04 (CD3-686) que permite la
fusion de la YFP en posicion N-terminal (Figura 30). Las construcciones

obtenidas permitieron la expresion transitoria de dichas proteinas en hojas de
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Nicotiana benthamiana mediante la técnica de agroinfiltracion. La distribucion

intracelular de la fluorescencia se observé mediante microscopia laser confocal.

Los resultados obtenidos revelaron que las proteinas 35.1:eYFP y
35.3:eYFP se localizan en los cloroplastos pero con un patron punteado (Figura
32). Se desconoce con detalle el compartimento suborganelar en el que se
acumulan las proteinas 35.1:eYFP y 35.3:eYFP. En cualquier caso, los
resultados indican que la secuencia madura de las proteinas RIF35.1 y RIF35.3
contiene alguna sefial para redirigir dichas proteinas a lugares concretos tras ser

traslocadas a los cloroplastos.

YFP Clorofila Co-localizacion Campo claro

35.1:eYFP

35.3:eYFP

Figura 32 Localizacion subcelular de las proteinas RIF35.1 y RIF35.3 en células epidérmicas de
hojas de Nicotiana

Para la variante RIF35.2 solo se observd fluorescencia en la version
eYFP:35.2. Dicha fluorescencia se observo en forma de un patrén punteado que
no colocalizaba con los cloroplastos. Estudios posteriores utilizando distinto
marcadores subcelulares mostraron que la proteina eYFP:35.2 se localiza en los
peroxisomas (Figura 33)
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YFP GFP Co-localizacion Campo claro

eYFP:35:2

Figura 33 Localizacion subcelular de la variante proteicas RIF35.2 fusionada en la regién N-
terminal y co-infectada con el marcador eCFP-peroxisomas, en células epidérmicas de hojas de
Nicotiana

Las proteinas dirigidas a los peroxisomas lo pueden hacer por dos vias
que utilizan sefiales PTS (Peroxisomal-matrix Targeting Sequences) distintas.
Una de ellas utiliza una secuencia de 9 aminoacidos localizada en el extremo N-
terminal (denominada PTS2) y que no estaria implicada en este caso. La otra via
de importacion utiliza un tripéptido presente en el extremo C-terminal
(denominado PTS1), siendo ésta la m&s comun. Las secuencias PTS1 y PTS2
son reconocidas por receptores diferentes y después se transfieren a un complejo

de traslocacion que media su transporte a través de la membrana del peroxisoma.

En la actualidad se conocen varias dianas PTS1 en el proteoma de
Arabidopsis, que dirigen las proteinas a los peroxisomas, no obstante el
tripéptido del extremo C-terminal de la variante RIF35.2 (PCK) no coincide con

ninguna de las dianas descritas hasta el momento.

5 Caracterizacién del mutante defectivo en el gen Atlg73470

Con el fin de obtener informacién sobre la funcién de las proteinas
codificadas por el gen RIF35 se procedié a la caracterizacion del mutante
SAIL_615 E08, que contiene un T-DNA insertado en el exdn nimero 5 de las
variantes de splicing 1 y 3 y que corresponde con el exén nimero 4 de la
variante 2 (Figura 34). Asumiendo que dicho mutante estaria afectado en la

funcionalidad del gen RIF35 se le denominé KO35.
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Figura 34 Esquema de la posicion del T-DNA presente en el mutante KO35. De forma adicional
se detallan los exones y su tamafio (en pb). Los codones de inicio y parada de la traduccion estan
representados con un triangulo

Tal como se describe en el apartado 4.1, las proteinas RIF35.1, RIF35.2
y RIF35.3 no presentan una homologia significativa con ninguna otra proteina
codificada en el genoma de Arabidopsis, de manera que podria tratarse de la
Unica proteina de la planta capaz de realizar una determinada funcion a nivel
molecular. Ademés, también se ha comprobado que como minimo existen
ortélogos de las proteinas RIF35.1 y RIF35.2 en diferentes especies de plantas
con genomas secuenciados, entre las cuales encontramos tanto
monocotiledéneas como dicotiledoneas. Este hecho sugiere que dichas proteinas
desarrollarian una funcién importante en todas las plantas. Teniendo en cuenta
estas dos premisas, se esperaria que la ausencia de funcion de estas proteinas
debiera provocar la aparicion de un fenotipo caracteristico. No obstante, los
resultados mostrados en la figura 35 indican que el mutante KO35, homozigoto
para la insercién del T-DNA, no muestra ningln defecto en su crecimiento o
desarrollo. Méas bien al contrario, llama la atencién el hecho que el mutante
KO35 muestra un desarrollo mayor que las plantas de las correspondientes
plantas silvestres de ColO.
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rif3s

Figura 35 Fenotipo del mutante KO35 en comparacion con la variedad wt (Col0) y rif35, en
condiciones de dia largo. En la parte superior se muestra el crecimiento en medio MS0.5 a los 15
dias. En la parte inferior se muestran plantas de 30 dias crecidas en tierra en condiciones de dia
largo

Estas observaciones sugirieron que el gen RIF35 podria estar
expresandose de alguna forma en el mutante KO35, hecho que habia descrito
con anterioridad durante el genotipado de dicho mutante (Perez-Massot, 2009).
Por este motivo, se procediéd a estudiar con detalle la expresion de posibles
transcritos derivados del gen RIF35 en el mutante KO35 mediante RT-PCR.
Para ello se disefi6 un conjunto de primers que permitian amplificar tanto el
transcrito entero como las regiones correspondientes a 5° y 3’ relativas al lugar

de insercién del T-DNA (Figura 36).
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Figura 36 Estudio de la expresion del mRNA del gen RIF35 en el mutante KO35 A)
Representacion esquematica de la posicion del T-DNA y los oligonucledtidos disefiados (no
dibujados a escala) para amplificar las secuencias especificas del transcrito: Parte inicial (KO35IF
y KO35IR), total (KO35IF y KO35FR) y parte final (KO35FF y KO35FR). Adicional en la figura
se detallan los exones y su tamafio (en pb). La ubicacion del coddn de inicio de traduccion y del
codon de stop esta representada por un triangulo. B) Analisis de los productos de RT-PCR
obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa

Los resultados obtenidos utilizando muestras de RNA total obtenidas del
mutante KO35 y de las correspondientes plantas wt indican la presencia de dos
productos de amplificacion en el mutante KO35 cuando se utilizaron los primers
KO35FF y KO35FR, disefiados para amplificar la region 3° del mRNA, uno de
los productos corresponde con el esperado en wt ~530 bp y el otro de tamafio

superior de unos ~600 bp (Figura36).

Para asegurar que no se trataba de un artefacto, y que los productos de
PCR amplificados en el mutante KO35 correspondian a fragmentos de
transcritos del gen RIF35, se procedidé a su aislamiento y secuenciacion en
paralelo con el fragmento obtenido a partir de las plantas wt. Los resultados de la
secuenciacion revelaron que la banda inferior de las muestras KO35 y la banda
wt correspondian al fragmento de transcrito amplificado por los primers

KO35FF y KO35FR y que, sorprendentemente, la banda de tamafio superior en
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el mutante KO35 contenia este fragmento final de transcrito con el séptimo
intron del gen insertado en su secuencia quedando el mMRNA como se muestra en
la Figura 377. Aunque predicho en la base de datos TAIR, dicho intron no habia
sido detectado en ninguna de las variantes de splicing del gen RIF35

identificadas anteriormente.

Y ATG
5 Y Stop
RIF35.1

RIF35.2

wt <
RIF35.3

T-DNA

RB LB
KO35 4 Zb—.—-—-—-—-—b

-—b—_—.—-—-—b

—
200 pb

Figura 37 Comparativa de las secuencias de cDNA encontradas en el mutante KO35 con respecto
al tipo silvestre. En la parte superior se muestra una representacion esquematica de los diferentes
transcritos para el gen RIF35 (en azul). En la parte inferior se identifican (en verde) las dos
secuencias que se expresan en el mutante KO35. La ubicacion de los codones de inicio y parada de
la traduccidn esta representada con un tridngulo

En vista de estos resultados se estudid la posibilidad de que la expresion
de estos transcritos pudiera venir dada por algun elemento situado en el T-DNA,
de manera que se buscaron posibles secuencias promotoras en la region del “left
border” del mismo. Se detectd una secuencia homologa a la secuencia de union
al factor de transcripcién OCSTF, situada aproximadamente a 500 bp del punto
de insercion del T-DNA y en el sentido apropiado para dirigir la expresién de un

transcrito que incluya la parte final del gen.

A pesar de que el fragmento del gen RIF35 situado “downstream” del T-
DNA es transcrito a mRNA, hay diversos factores que hacen improbable la
traduccion de este MRNA a proteina. En primer lugar, todos los codones de
inicio de la traduccién (ATG) situados en la parte correspondiente al T-DNA se

encuentran en fase con codones de parada que detendria la traduccion antes de
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alcanzar a la regién gendémica. Por tanto, la traduccién deberia comenzar en la
primera metionina (Met188) en la region correspondiente a RIF35. Hay que
tener en cuenta que este codon de iniciacion careceria de los lugares de union al
ribosoma (RBS) y la secuencia consenso Kozac, dos elementos relevantes para

el inicio de la traduccion.

Si aun asi se pudiera llevar a cabo la traduccion de dicho trénscrito el
resultado seria una proteina carente de 129 aminoécidos de la parte N-terminal
en relacién con la proteina madura RIF35.1 y RIF35.3 y, ademas, no podria ser
transportada al cloroplasto, por lo que podria ser transportada posiblemente a los
peroxisomas, como es el caso de la variante RIF35.2 descrita en el apartado 4.2.
La proteina resultantes tendria 164 aminodcidos (sin incluir los 28 aminoacidos
adicionales en el caso de la variante que incluye la secuencia intrénica adicional)
y no contendria dos de los dominios altamente conservados de las proteinas
RIF35.

Tal como se evidencia en los resultados mostrados en la figura 38 el
mutante KO35 no muestra resistencia a la FSM. Estos resultados sugieren que la
proteina RIF35 no es funcionalmente activa y, consecuentemente, deberia ser

considerado como un mutante de pérdida de funcién del gen RIF35.

rif35

MS+
FSM

Figura 38 Ensayo de resistencia a la FSM del mutante KO35 (plantulas de 15 dias crecidas en
condiciones de dia largo). Como control negativo se utilizaron plantas wt (Col0) y como control
positivo el mutante rif35
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6 Generacion y caracterizacion de plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobreexpresan las variantes de splicing
RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3

6.1 Generacion de las plantas transgénicas que sobreexpresan de forma

individual las variantes del locus At1g73470

Con el fin de estudiar la funcién de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 en relacion al fenotipo de resistencia a la FSM mostrado por el mutante
rif35, se procedié a generar plantas transgénicas de Arabidopsis que expresaran
de forma individualizada los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3.

Dichas plantas transgénicas se generaron mediante la clonacion de la
region codificante de los cDNAs correspondientes a cada variante de splicing, en
el vector pENTR/D-TOPO, creando tres clones diferentes denominados
pENTR/D-TOPO-35.1, pENTR/D-TOPO-35.2 y pENTR/D-TOPO-35.3, los
cDNAs se generaron a partir de reacciones de PCR con primers especiales
(Tabla 7, seccién de Gateway Topo). Posteriormente cada uno de estos clones
fueron recombinados con el vector pEarlyGate 100 35S-Gateway-OCS 3’ (CD3-
724), siguiendo los métodos de clonacién y recombinacion de GATEWAY. En
los vectores de expresion generados la expresién esta dirigida por el promotor
constitutivo CaMV35S y contienen también el terminador OCS (del gen de
octopina sintasa de Agrobacterium). Los vectores de expresion obtenidos se
denominaron p35S:RIF35.1, p35S:RIF35.2 y p35S:RIF35.3 (Figura 39).
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Figura 39 Estructura de las construcciones utilizadas en la creacion de las transgénicas
sobreexpresoras para el estudio de las variante de splicing del locus At1g73470

Estas construcciones se introdujeron en Agrobacterium tumefaciens
GV2260 y se utilizaron para transformar plantas de Arabidopsis Col0 segun se
describe en la seccion 4.2.1 de Materiales y Métodos. Para la obtencion de lineas
homozigotas para los distintos transgenes se utilizo la resistencia al herbicida
BASTA que confiere el gen BAR incluido en el T-DNA. Las semillas obtenidas
de las planta transformadas TO fueron sembradas en su totalidad en tiestos, en
paralelo con plantas wt y plantas control resistentes a BASTA (indicar). La
primera fumigacion con BASTA al 0.0004 % se realiz6 cuando las plantulas
tuvieron el primer par de hojas verdaderas desarrolladas. Posteriormente se
realiz6 una segunda fumigacion a los 5 dias después de la primera y una tercera
transcurridos 5 dias de la segunda. La segunda y tercera aplicacion tuvieron

como objetivo descartar falsos positivos.

Las plantulas T1 resistentes a BASTA fueron trasplantadas a tiestos
individuales para completar su ciclo. Estas semillas fueron sembradas en tiestos,
donde fueron sometidas de nuevo al proceso de seleccion con BASTA antes

mencionado.

La generacion T2 obtenida se analiz6 para determinar el nimero de
copias de T-DNA que se incorporaron al genoma. Para ellos se estudio el
caracter de resistencia al marcador de seleccion. Las lineas que segregaron en

proporcion mendeliana 1:3, en donde 1 es las proporcidon sensible y 3 la
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resistente; se escogieron ya que representan un unico locus para el transgén en el
genoma de la planta. De cada linea se escogieron 10 individuos, que fueron
trasplantados a tiestos individuales para completar su ciclo y obtener sus
semillas. Para seleccionar las lineas homozigotas se confirmé que todas las

semillas descendientes (T3) eran resistentes al marcador de seleccion.

6.2 Fenotipo de resistencia de las lineas sobreexpresoras

6.2.1 Estudio del nivel de resistencia a la FSM de las lineas transgénicas
disefiadas para la sobreexpresién de los transcritos RIF35.1,
RIF35.2 y RIF35.3

El primer aspecto que se abordd para la caracterizacion de las lineas
transgenicas generadas y portadoras de las construcciones p35S:RIF35.1,
p35S:RIF35.2 y p35S:RIF35.3 fue el estudio de su nivel de resistencia a la FSM.
De forma adicional se quiso evaluar los efectos de la sacarosa sobre la
resistencia a la FSM, ya que estd descrito que este azUcar actla como
potenciador de la misma (Flores-Perez, et al. 2010). Es por ello que en primera

instancia los ensayos se realizaron en medio MS 0,5 suplementado con sacarosa.

En la figura 40 se puede apreciar claramente que todas las lineas
transgénicas muestran niveles de resistencia a la FSM superiores a los niveles
basales mostrados por las plantas wt. Sorprendentemente el nivel de resistencia
de las plantas transgénicas fue en todos los casos considerablemente inferior al

del mutante rif35.
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Figura 40 Cuantificacion de la resistencia a la FSM (50uM) de las plantas transgénicas
homizigotas sobreexpresoras de las diferentes variantes de splicings. Parte superior: plantas
crecidas en MS0.5 suplementado con sacarosa en condiciones de dia largo en ausencia y presencia
de FSM 50 puM. Parte inferior: la resistencia se estimé con poblaciones de mas de 50 individuos
utilizando el porcentaje de “seedlings establishment” (% SE) a los 15 dias de desarrollo

Las lineas transgénicas portadoras de la construccién p35S:RIF35.1
(OE35.1.1, OE35.1.2 y OE35.1.3) mostraron una resistencia poblacional

bastante similar y los mismo ocurrié con las lineas de la transgénicas portadoras
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de la construccién p35S:RIF35.2 (OE35.2.1, OE35.2.2 y OE35.2.3). Este no fue
el caso en las lineas transgénicas correspondientes a la construccion
p35S:RIF35.3, donde la linea OE35.3.2 muestra una resistencia mucho menor
que las lineas OE35.3.1 y OE35.3.3.

Para seleccionar las lineas con las que realizar el resto de ensayos se
consideraron aquellas que tuvieran un valor medio de resistencia mayor y mas
significativo. Es por ello que se decidié continuar con las lineas OE35.1.1,
OE35.2.2 y la OE35.3.1, las cuales, y para simplificar, se pasaron a denominar
OE35.1, OE35.2 y OE35.3 respectivamente. La linea OE35.2.2 se considerd mas

adecuada que la linea OE35.2.3 por tener mayor vigor en el desarrollo.

Una vez seleccionadas las lineas OE35.1, OE35.2 y OE35.3 se procedid
a la evaluacion de su resistencia a la FSM (50uM) en un medio sin sacarosa. Los
resultados obtenidos mostraron una gran diferencia en relacion con los obtenidos
anteriormente en presencia de sacarosa (Figura 41). Las plantas transgénicas
OE35.1 y OE35.3 mostraron valores de resistencia extraordinariamente bajos,
con porcentajes de SE de tan solo 1.5-2 %. Curiosamente las plantas
transgénicas OE35.2 mostraron valores SE proximos al 7%. Cabe resaltar que en
estas condiciones de ensayo el mutante rif35 muestra valores de SE del orden del
25%. Es importante resaltar que la disminucion relativa del porcentaje de SE del
mutante rif35 en ausencia de sacarosa es similar al observado para la linea
OE35.2, unas dos veces aproximadamente. Estos resultados inducen a pensar
que la proteina codificada por la variante de splicing RIF35.2 es la que
desempefiaria un papel mas relevante en la adquisicion de la resistencia a la
FSM en el mutante rif35.
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Figura 41 Estudio de la cuantificacion de la resistencia a la FSM 50uM de las plantas transgénicas
de las diferentes variantes de splicings. Plantas crecidas en MS0.5 en condiciones de dia largo. La
resistencia se estimd con poblaciones de méas de 50 individuos utilizando el porcentaje de
seedlings establishment (% SE) a los 15 dias de desarrollo

6.2.2 Estudio del nivel de resistencia a CLM de las lineas transgénicas
OE35.1, OE35.2 y OE35.3

Como se ha indicado anteriormente, la resistencia a la FSM puede venir
dada por diferentes causas, la mas evidente seria un incremento en la actividad
DXR. Alternativamente, también podria tratarse de una induccién de la enzima
DXS o bien una activacion generalizada de toda la ruta del MEP. En ambos
casos, las plantas deberian ser también resistentes a la inhibicion por la CLM, un
inhibidor especifico de la enzima DXS. Es por este motivo que se estudio si
alguna de las lineas transgénicas seleccionadas presentaba de forma adicional
resistencia a la CLM. Para ello se realizaron ensayos en medio MS 0.5
suplementado con CLM 6uM. Como se muestra en la figura 42 las tres lineas

transgénicas mostraron ser sensibles a la CLM.
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Figura 42 Ensayo de resistencia a la CLM de las plantas transgénicas OE35.1, 35.2y 35.3. La
plantas fueron crecidas en medio MS0.5 suplementado con CLM 6uM en condiciones de dia largo.

6.3 Estudio de los niveles de expresion del transgén en las transgénicas

OE35.1, OE35.2y OE35.3

Para evaluar la expresion de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3
en las plantas transgénicas homozigotas OE35.1, OE35.2 y OE35.3 se tomaron
muestras de plantulas de 15 dias desarrolladas en condiciones de dia largo, que
fueron analizadas por medio de gPCR con las sondas TagMan descritas en el
apartado 3.1.1.

Se esperaba que los niveles de expresion de los mMRNAs
correspondientes en cada linea transgénica fuera mayor respecto a los del wt. Asi
pues, para las plantas transgénica OE35.1 se esperaba un nivel de expresién del
transcrito RIF35.1 mayor que las otras variantes con respecto al wt, de igual

forma para las plantas transgénicas OE35.2 y OE35.3.

Como se muestra en la figura 43, estos resultados fueron confirmados
para tres lineas transformantes seleccionadas previamente. Con respecto al wt la
transgénica OE35.1 tiene una mayor expresion de la variante RIF35.1 que de los
otros transcritos, la transgénica OE35.2 del transcrito RIF35.2 y la transgénica
OE35.3 del RIF35.3. Otro dato a resaltar es que las transgénicas OE35.1 y
OE35.2 no expresan la variante RIF35.3. Y las transgénicas OE35.2 y OE35.3
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presentan altos niveles de la variante RIF35.1, en el caso de la transgénica

OE35.3 super0 la expresion presente en la transgénica OE35.1.
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Figura 43 Cuantificacion del nimero de copias de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 en
plantas transgénicas sobreexpresoras previamente seleccionadas con respecto a su parental Col0
(plantulas de 15 dias crecidas en condiciones de dia largo)

6.4 Caracteristicas de crecimiento y desarrollo de las plantas

transgénicas OE35.1, OE35.2 y OE35.3

Una de las caracteristicas del mutante rif35, que sobreexpresa de forma
simultanea los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3, es la clorosis de las
plantulas y las hojas jovenes de la roseta y un retraso general en el crecimiento.
Es por ello que se quiso estudiar si la sobreexpresion individualizada de los
transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 resultaba también en un fenotipo similar.

Para ello, se compararon las caracteristicas de crecimiento y desarrollo
que presentan las plantas transgénicas seleccionadas en relacion con las plantas
wt y las del mutante rif35. En los resultados mostrados en la Figura 44 se puede
observar que en los primeros estadios de desarrollo ninguna de las plantas
transgénicas muestra diferencias significativas con respecto a las plantas wt,
mientras que, como era de esperar, el mutante rif35 presentd un ligero retraso en

el crecimiento y un color verde pdalido. Durante la formacién de la roseta
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tampoco se observaron cambios en cuanto tamafio y al color de las hojas con

respecto al wt, que si se apreci6 claramente en el mutante rif35.

No obstante, a los 40 dias las plantas transgénicas OE35.1 y OE35.3
presentaron un desarrollo de la roseta mayor que el de las plantas wt, una
caracteristica propia del mutante KO35. Ello era especialmente notorio en las
plantas OE35.3. Ademas, en todas las plantas transgénicas las hojas jovenes
mostraron los bordes ligeramente dentados, siendo perfectamente apreciable a
los 40 dias. Esta caracteristica fue especialmente pronunciada en las plantas
transgénicas OE35.3 y en menor grado en las OE35.2. Cabe resaltar que esta es

una morfologia tipica de las hojas jovenes cloréticas del mutante rif35.

6.5 Anélisis de los niveles de RNA y proteina de las enzimas DXS y

DXR en las lineas sobreexpresoras

Se conoce que Arabidopsis tiene la capacidad de responder al blogueo
provocado por la FSM aumentando sus niveles de proteina DXR (Carretero-
Paulet, 2003). No obstante este aumento no es suficiente para que la planta
pueda superar el bloqueo de la ruta del MEP. El mutante rif35 es resistente a la
FSM vy dicha resistencia podria explicarse por los niveles basales incrementados
de DXR, pero sobre todo por los niveles inducibles de dicha enzima (Caird,
2009). Sin embargo, hay que tener en cuenta que el mutante rif35 presenta la
sobreexpresion de las 3 variantes de splicing del locus Atlg73470 a la vez, y no
se ha determinado aln cual de estas variantes, o que combinacion de ellas
produce dicha resistencia. Es por ello que se planted estudiar los niveles de
transcrito y proteina de DXR de las lineas transgénicas sobreexpresoras. Al
mismo tiempo, aunque las lineas sobreexpresoras resultaron no resistentes a la
CLM se planteo también estudiar los niveles de transcrito y proteina DXS con el
fin de profundizar en dichos resultados.
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Figura 44 Estudio del fenotipo de plantas transgénicas sobreexpresoras de los transcritos RIF35.1,
RIF35.2 y RIF35.3 previamente seleccionadas con respecto a su parental Col0 y al mutante rif35
(crecidas en condiciones de dia largo). Las plantas se crecieron medio MS0.5 durante 15 dias en

condiciones de dia largo, posteriormente fueron trasplantadas a tiestos y continuaron su desarrollo

en condiciones de dia corto con el objetivo de favorecer el desarrollo de la roseta.

Una vez puesto a punto el protocolo de cuantificacion de los transcritos
de DXR y DXS mediante qPCR y de sus proteinas correspondientes utilizando
la técnica de Western blot se procedi6 a la cuantificacion en las plantas

transgénicas OE35.1, OE35.2 y OE35.3. Para ello se tomaron muestras de

Péagina 77 de 152



_ REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN Arabidopsis thaliana:
CARACTERIZACION DEL MUTANTE rif35

plantulas de 15 dias de las tres lineas transgénicas, del ecotipo silvestre ColQ y
del mutante rif35. El andlisis se llevo a cabo en 2 réplicas bioldgicas y 3 réplicas
experimentales.

Los resultados mostrados en la figura 45, indicaron que las lineas
OE35.1 y OE35.3 presentan niveles de transcrito DXR més elevados (entre 1,7 y
2 veces) que los del parental Col0. Curiosamente los niveles de proteina DXR
solo aumentaron de forma muy ligera, aunque significativa. En la linea OE35.2
no se observaron cambios significativos en los niveles de transcrito y proteina
DXR. Por otro lado tanto los niveles de transcrito y proteina DXS son en todos

los casos muy similares a los estimados en las plantas wt (Figura 46)
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Figura 45 Andlisis de la expresion génica y los niveles de proteinas de la enzima DXR de la via
del MEP, en plantulas de 15 dias de desarrollo en condiciones de dia largo de las lineas
transgénicas de sobreexpresion de las diferentes variantes del gen At1g73470
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Figura 46 Andlisis de la expresion de génica y los niveles de proteinas de la enzima DXS de la via
del MEP, en plantulas de 15 dias de desarrollo en condiciones de dia largo de las lineas
transgénicas de sobreexpresion de las diferentes variantes del gen At1g73470
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Considerados en su conjunto, estos resultados sugieren que la resistencia
a la FSM podria venir dada mediante dos mecanismos independientes que
podrian actuar de forma sinérgica. Mientras las proteinas RIF35.1 y RIF35.3
podrian actuar a nivel plastidico activando los niveles de expresion de DXR, la
proteina RIF35.2 intervendria en algun proceso en los peroxisomas que
indirectamente contribuiria a conferir resistencia a la FSM a través de un

mecanismo todavia desconocido.
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DISCUSION

1 El mutante rif35 y su interés en el estudio del metabolismo de

los isoprenoides

Las plantas poseen dos rutas metabdlicas independientes para la sintesis
de IPP y DMAPP, los precursores especificos utilizados en la sintesis de la gran
diversidad de isoprenoides presentes en estos organismos: la ruta del MVA,
localizada en el citosol/reticulo endoplasmatico, y la ruta del MEP, de
localizacion plastidica. Ambas rutas son esenciales para el crecimiento y
desarrollo de las plantas. El estudio de la organizacion y regulacion de las rutas
del MEP y del MVA y de los mecanismos implicados en el intercambio de
intermediarios entre ellas se ha convertido en un aspecto de gran interés en los
Gltimos afos. Los datos disponibles actualmente indican que estos procesos son
muy complejos y pueden estar relacionados con una gran variedad de procesos
celulares (Hemmerlin et al., 2012; Hemmerlin, 2013; Rodriguez-Concepcion y
Boronat, 2015)

Con el fin de profundizar en el conocimiento de la regulacién de la
actividad las enzimas clave en el control de la ruta MEP y de procesos
potencialmente implicados en el intercambio de IPP entre el citosol y el
cloroplasto, en el presente trabajo se ha procedido a la caracterizacion del
mutante rif35 de Arabidospsis thaliana. Dicho mutante es resistente a la FSM,
un inhibidor especifico de la enzima DXR, y fue aislado de una coleccién de
mutantes de T-DNA ““activation tagging” (Cair6, 2009). Entre los diferentes
mecanismos que podrian conferir resistencia a la FSM al mutante rif35 cabe
mencionar algunos particularmente interesantes. Por una parte, la resistencia a la
FSM podria venir dada por un aumento de la actividad DXR (la diana del
inhibidor) como consecuencia del incremento en los niveles de transcripcion del
gen DXR (individual o conjuntamente con otros genes de la via del MEP) o de la

activacion de algun mecanismo que actuara a nivel post-transcripcional o post-
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traduccional que resultase en un incremento en los niveles de proteina o
actividad de la DXR. Por otra parte, la resistencia a la FSM podria también venir
dada por un incremento en la tasa de importe de IPP (u otro prenildifosfato)
derivado de la via del MVA.

Al inicio del presente trabajo se habia descrito que el mutante rif35
contiene inserciones del T-DNA, ambas en el cromosoma 1 (Cair6, 2009). Uno
de los T-DNAs esté localizado entre los genes Atlg73470 y Atlg73480, siendo
el primero de ellos el candidato a ser activado como consecuencia de dicha
insercion. Segun la informacién al inicio del proyecto de tesis, el gen Atlg73470
codifica para una proteina plastidica de funcién desconocida. El otro T-DNA se
localizé en la region comprendida entre los genes At1g08020 y At1g08030, y se
sugirié que dicha insercién podria resultar en la activacion del gen At1g08010,
cuya anotacion no estaba bien definida. Ademas de ser resistente a la FSM y a la
CLM, el mutante rif35 muestra un fenotipo clorético en las hojas jovenes de la
roseta y un retraso en el desarrollo (Cairé 2009). La sobreexpresion de un cDNA
correspondiente al gen Atlg73470 en plantas transgénicas de Arabidopsis
confirmo que la activacién de la expresion de dicho gen estaba relacionada con

resistencia a la FSM observada en dicho mutante (Cair6, 2009).

En base a estos antecedentes en el presente proyecto de tesis se ha
profundizado en la caracterizacion genética y fenotipica del mutante rif35y en el
estudio de la organizacion y expresion del gen Atlg73470. También se han
estudiado diversos aspectos relacionados con la caracterizacion de las proteinas

codificadas por dicho gen.

2 Caracterizacion genética y fenotipica del mutante rif35

Se ha descrito anteriormente que el mutante rif35 contiene dos
inserciones de T-DNA en su genoma, el T-DNA rif35a y el T-DNA rif35b. Justo
al inicio del presente trabajo tuvo lugar una actualizacion de la base de datos

TAIR que comporté cambios en la organizacion de diversas regiones gendémicas
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de Arabidopsis. Entre ellas se encontraba la region del crosomoma 1 en la que
estd insertado el T-DNA rif35b. La nueva organizacion génica de la region
flanqueante a la insercion del T-DNA rif35b en comparacion con la descrita
anteriormente se ha indicado con detalle en el apartado 1.1 de Resultados. En
base a ello es posible que el T-DNA pueda activar tres de los genes presentes en
dicha region: At1g08032, At1g08035 y At1g08030. Mientras que los genes
At1g08032 y Atlg08035 codifican para proteinas de tamafio relativamente
pequefio y de funcion desconocida, el gen Atlg08030 codifica para la proteina
tirosil sulfotransferasa (TPST) (Komori, et al. 2009). La sulfatacion de tirosina
es una modificacion postraduccional comin en péptidos y proteinas sintetizadas
por la via secretora en la mayoria de los eucariotas. En las plantas, esta
modificacion es critica para las actividades biologicas de un subconjunto de
hormonas peptidicas. EI mutante de pérdida de funcion de TPST muestra, entre
otras caracteristicas, un fenotipo enano, hojas de color verde palido, senescencia

temprana y un numero reducido de flores y silicuas.

Una de las caracteristicas fenotipicas de mutante rif35 es la clorosis de
las plantulas y de las hojas jovenes de la roseta. Dado que otros mutantes
resistentes a la FSM descritos en la literatura muestran también clorosis, se ha
considerado la posibilidad que dicho fenotipo en el mutante rif35 estuviera
relacionado con el gen responsable de conferir la resistencia a la FSM. No
obstante, es posible que en el caso del mutante rif35 el fenotipo clorético se deba
a la activacion del gen At1g08030 que codifica para TPST debida a la insercion
del T-DNA rif35b.

La nueva organizacion de la region gendmica flanqueante a la insercion
del T-DNA rif35b en el mutante rif35 plante6 retomar su estudio a fin de
identificar la base genética del fenotipo clorético, ya que dicho fenotipo podria
estar relacionado tanto con la activacion del gen Atlg73470, asociado al T-DNA
rif35a, como a la del gen Atlg08030 asociada al T-DNA rif35b indicada
anteriormente. Es por ello que se decidi6 estudiar la zigosis del mutante rif35 en

relacién con las inserciones de los T-DNAs rif35a y rif35b. Los analisis de
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genotipado de la poblacion de semillas utilizada como material de partida en el
presente trabajo mostro que todas las plantas eran hemizigotas para la insercion
del T-DNAs rif35a y homozigota para la insercion del T-DNAs rif35b (apartado
1.2 de Resultados). Aunque inesperada, esta situacion se considerd de interés ya
que deberia posibilitar la segregacién del T-DNA rif35a para generar plantas que
solamente tuvieran la insercion del T-DNA rif35b en homozigosis. De esta
manera seria posible asignar aquellos fenotipos del mutante rif35

especificamente asociados a la insercién del T-DNA rif35b.

Los resultados obtenidos en el estudio de la segregacion de los T-DNAs
rif35a y rif35b mostraron también otros aspectos inesperados. Por una parte se
observo la segregacion de un fenotipo no descrito anteriormente consistente en
un crecimiento de las hojas de la roseta direccionado hacia arriba, ademas del
fenotipo clorotico. Este nuevo fenotipo se denomind CHDE “fenotipo clorético
con hojas en disposicion elevada” para diferenciarlo del fenotipo caracteristico
del mutante rif35 observado anteriormente y que se denominé CHDN (“fenotipo
clorético con hojas en disposicion normal”). Por otra parte se observo que,
independientemente de la segregacion de los fenotipos CHDN o CHDE, toda la
poblacién segregante mostraba el mismo genotipo: era hemizogota para el T-
DNA rif35a y homozigotas para el T-DNA rif35b. Estos resultados son de dificil
explicacion debido a una serie de aspectos. Mientras que la segregacion de los
dos fenotipos a partir de las plantas con fenotipo CHDN se producia en
proporcidn 1:3, esto no era asi en las plantas que presentaban el fenotipo CHDE.
Por otra parte, el T-DNA rif35a no mostraba una segregacion mendeliana ya que
siempre se encontraba en hemizigosis. En relacién con este segundo aspecto, se
podria proponer que en un fondo genético homozigoto para el T-DNA rif35b las

plantas wt u homozigotas para la insercion de T-DNA rif35a no serian viables.

La similitud entre los mutantes rif35, rifl y ClpP6-1 en cuanto a la
morfologia y el color de las hojas sugirié una posible reduccion de la actividad
del complejo proteolitico Clp en éste mutante. Este hecho reforzaria la hipétesis

segun la cual el aumento de los niveles de proteina DXR en el mutante rif35
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descrito por Caird (2009) podria ser debido, directamente o indirectamente, a
una reduccién de la degradacion de esta enzima por parte del complejo Clp.
Estos resultados no han podido ser confirmados en base a los resultados
obtenidos en el presente trabajo. No obstante, si que se ha podido observar que,
de forma similar a los mutantes ClpP6-1 y rifl, el mutante rif35 también
presenta alteraciones en el desarrollo de los cloroplastos (Sjogren, et al. 2006;
Flores-Perez, et al. 2008). El analisis mediante TEM de hojas de la roseta de
mutante rif35 ha mostrado la existencia de dos tipos de cloroplastos (apartado
1.3 de Resultados). En las hojas jévenes los cloroplastos son mas pequefios que
los de las hojas maduras, mostrando un nidmero reducido de tilacoides y granas.
En las hojas maduras, que muestran pigmentacion normal, se observaron
cloroplastos con tamario similar a los cloroplastos de las plantas wt pero con una
morfologia completamente irregular y mostrando una red de tilacoides
abundantes totalmente desorganizada y unos granas mas alargadas formando
estructuras circulares o semicirculares. El hecho que las hojas maduras del
mutante rif35 presenten alteraciones en los cloroplastos mas intensas en
condiciones de dia largo que en dia corto sugiere una sensibilidad diferencial de

sus cloroplastos a la luz.

3 Caracterizacion de las variantes de splicing descritas para el
locus Atlg73470

Al inicio del presente trabajo apareci6 también en la base de datos TAIR
nueva informacion relacionada con el locus Atlg73470 en la que se hacia
referencia a su organizacion en exones e intrones (apartado 2 de Resultados). De
acuerdo con dicha informacion, el gen Atl1g73470 generaria tres transcritos que
derivarian de un proceso de splicing diferencial. En el presente trabajo dichos
transcritos han sido denominados RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3. Los transcritos
RIF35.1, RIF35.3 contienen 12 exones y Unicamente difieren en la secuencia del
exon 12, que muestra 18 nucledtidos adicionales en el caso de RIF35.3. El

transcrito RIF35.2 estd compuesto por 11 exones debido a que el primer exén

Péagina 87 de 152



REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN Arabidopsis thaliana:
CARACTERIZACION DEL MUTANTE rif35

estd formado por las secuencias de los exones 1y 2 de los transcritos RIF35.1 y
RIF35.3 fusionadas a la secuencia correspondiente al primer intron (Figura 16).
La existencia de estas variantes de splicing ha sido validada en el presente
trabajo mediante la clonacion de los cDNAs correspondientes y su posterior

secuenciacion.

La puesta a punto de un método de cuantificacion de los transcritos
RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 mediante qPCR utilizando sondas TagMan ha
permitido estudiar los niveles de expresidn de dichas variantes de splicing tanto
en las plantas wt como en el mutante rif35 (apartado 3 de Resultados). Los
transcritos RIF35.1 y RIF35.2 se expresan de forma generalizada en la planta y
con niveles de expresion relativamente elevados. Por el contrario, el transcrito
RIF35.3 tiene una expresion muy baja en comparacion con RIF35.1y RIF35.2 y

su expresion esta restringida a la parte aérea de la planta.

El patron de expresion de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3
obtenido en el presente trabajo se ha contrastado con el descrito en la base de
datos eFP Browser (Figura 47). Los perfiles de expresién génica mostrados en
dicha base de datos se han elaborado en base a andlisis de microarrays utilizando
muestras de diferentes tejidos y estadios desarrollo de plantas de Arabidopsis
(ecotipo Col0).
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Figura 47 Patron de expresion del locus Atlg73470 descrito en la base de datos Arabidopsis eFP
Browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cqi)

Se puede observar que el patrén de expresion mostrado en la Figura 47
no se corresponde con los obtenidos de forma individual para los transcritos
RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 mostrados en la Figura 24 (apartado 3.3 de
Resultados). No obstante, con la informacion disponible en la actualidad resulta
evidente que el patron de expresion de la base de datos eFP Browser
corresponde en realidad al patrén de expresion solapado de las tres variantes de
splicing, ya que es comparable con el obtenido en el presente trabajo si se realiza
la sumatoria de los patrones de expresion individuales de los tres transcritos
(Figura 48).
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Figura 48 Cuantificacion del sumatorio del nimero de copias de los transcritos RIF35.1, RIF35.2
y RIF35.3 en diversos tejidos y estadios de desarrollo de plantas de Arabidopsis (Ecotipo Col0),
crecidos en condiciones de dia largo

La cuantificacion de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 en
plantulas del mutante rif35 ha indicado que todos ellos estan incrementados
entre 7 y 16 veces en relacion con los niveles de expresion de cada uno de ellos
en las plantas wt. Este hecho confirma que el T-DNA rif35a activa la expresion
del gen Atlg73470 en el mutante rif35. No obstante, y en base a estos
resultados, no es posible concluir si la resistencia a la FSM del mutante rif35 es
debida a la activacion de la expresion de uno de los transcritos en particular o

bien a la del conjunto o ciertas combinaciones de los mismos.

4 Caracterizacion de las proteinas RIF35.1, RIF35.2 Y RIF35.3

Por el hecho de derivar del mismo gen, los transcritos RIF35.1, RIF35.2
Y RIF35.3 codifican proteinas que presentan secuencias aminoacidicas comunes
entre ellas y otras que son especificas de cada una de ellas. Asi, mientras que las
proteinas RIF35.1 y RIF35.3 difieren Gnicamente en una secuencia de 6
aminoacidos presente en la region C-terminal de RIF35.3, la proteina RIF35.2 es
idéntica RIF35.1 excepto que es considerablemente mas corta en su extremo N-
terminal debido al uso de un codén ATG mas interno (apartado 4.1 de

Resultados). La proteina RIF35.1 esta altamente conservada en plantas
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dicotileddneas y monocotiledéneas. El alineamiento multiple de las proteinas
ortélogas de RIF35.1 indica la existencia de tres dominios altamente
conservados en todas ellas. En relacion con la proteina RIF35.2, més corta en su
extremo N-terminal, solamente se han encontrado ort6logos en dos especies
silvestres del género Nicotiana (N. tomentosiformis y N. sylvestris). Hasta el
momento no ha sido posible detectar ninguna proteina ortdloga de RIF35.3 en el
sentido de contener la secuencia adicional de 6 aminoécidos en la regiéon C-
terminal. Es posible que, al igual que sucedi6 con Arabidopsis anteriormente, la
prediccién de dichas variantes proteicas a partir de los datos de secuenciacion de

genomas requiera la utilizacion de algoritmos de prediccion mas avanzados.

Los elevados niveles de identidad y similitud entre las proteinas
ortélogas de RIF35.1 presentes en las plantas (Entre un 55 al 89 % identidad y
un 72y 96 % de similitud) sugiere que dichas proteinas podrian desempefiar un

papel relevante en algin proceso comun a todas las plantas.

La informacion presente en la base de datos TAIR predice que las
proteinas RIF35.1 y RIF35.3 estarian localizadas en los plastos. ElI uso de
distintos programas de prediccién de localizacion subcelular de proteina, tales
como ChloroP, Target P, Signal, Predotar, y AtSubP, llevé a conclusiones
similares. La localizacién plastidica de RIF35.1 y RIF35.3 fue confirmada
mediante el analisis de variantes de dichas proteinas fusionadas con la proteina
fluorescente eYFP. Es de destacar que mientras que el péptido de transito
predicho para RIF35.1 y RIF35.3 dirige la proteina de fusion fluorescente al
estroma del cloroplasto, la fusion de la proteina entera a eYFP se localiza en
estructuras punteadas en el interior del cloroplasto de naturaleza desconocida
(Figura 32). Ello implica la existencia de una sefial de localizacidn interna
presente en la proteina importada a los cloroplastos. Estos resultados indican
también que la funcién de las proteinas RIF35.1 y RIF35.3 se desarrollaria en

una estructura suborganelar del cloroplasto todavia desconocida.
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En caso de la proteina RIF35.2 no existia ninguna prediccion clara sobre
su posible localizacién subcelular. Para el estudio de localizacién subcelular de
dicha proteina se generaron proteinas de fusion en las que la eYFP estaba
localizada en posicion N-terminal o C-terminal (apartado 4.2 de Resultados).
Solamente se observé un patron claro de localizacion con la variante que
contenia eYFP localizada en el extremo C-terminal. Dicha localizacién mostraba
un patrén punteado que sugeria la presencia de la proteina de fusién en los
peroxisomas. Estudios de colocalizacion utilizando un marcador de peroxisomas
confirmaron este punto. Teniendo en cuenta los mecanismos y las sefiales
implicadas en la traslocacién de las proteinas a los peroxisomas, los resultados
obtenidos indicaron que RIF35.2 utilizaria una sefal del tipo PTS1 localizada en
el extremo C-terminal para su direccionamiento a los peroxisomas. Las sefiales
PTS1 consisten en un tripéptido presente en un determinado contexto de la
secuencia C-terminal que es reconocido por receptores especificos y un
complejo de traslocacion que media el transporte de dichas proteinas través de la
membrana del peroxisoma. A lo largo de los ultimos afios se han identificado
numerosas variantes de las sefiales PTS1 implicadas en el direccionamiento de
proteinas a los peroxisomas (Hu, et al. 2012). No obstante el tripéptido del
extremo C-terminal de la variante RIF35.2 (ProCysLys) no se parece a hinguna

de las sefiales PTS1 descritas hasta el momento (Kaur y Hu 2011).

El hecho de que las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 no contengan
regiones hidrofébicas que puedan representar dominios transmembrana indicaria
que, de forma independiente a su localizacion subcelular especifica, dichas
proteinas se deberian encontrar en la célula en forma de proteinas solubles. No
obstante, no se puede descartar que su localizacion en la célula se vea

influenciada por la interaccion con otras proteinas.

La existencia del mutante de Arabidopsis SAIL_615_ EO08, que contiene
un T-DNA insertado en un exon de la parte central del gen Atlg73470, se
considerd de interés para obtener alguna informacién acerca de la funcion de las

proteinas codificadas por dicho gen. A priori se consideré que este mutante, al
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gue se denomind KO35, deberia mostrar algin fenotipo relativamente severo al
estar afectado en un gen que codifica para proteinas altamente conservadas en
las plantas. Inesperadamente, el mutante KO35 (homozigoto para la insercion
del T-DNA) no mostro6 ningun defecto en el crecimiento o desarrollo de la planta
sino més bien todo lo contrario, ya que presentd un desarrollo méas vigoroso que

las correspondientes plantas wt.

A pesar de tener una insercion en la zona central del gen At1g73470, el
mutante KO35 expresa dos transcritos correspondientes a la region 3’ del gen.
Tedricamente, dichos transcritos codifican para una versién truncada de los
transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3. Uno de los transcritos contiene una
secuencia intrénica adicional de 85 nucledtidos. Se desconoce si estos trnscritos
pueden ser traducidos a proteina en la planta. En el supuesto que tuviera lugar su
traduccion, el resultado seria una proteina carente de 129 aminoacidos de la
parte N-terminal en relacion con la proteina madura RIF35.1 y RIF35.3 que no
podria ser transportada al cloroplasto, por lo que deberia ser transportada a los
peroxisomas, como es el caso de la variante RIF35.2 descrita en el apartado 4.2.
La proteina resultantes tendria 164 aminoacidos (sin incluir los 28 aminoécidos
adicionales en el caso de la variante que incluye la secuencia intrénica adicional)
y no contendria dos de los dominios altamente conservados en las proteinas
RIF35. Por todo ello se considera improbable que dichas proteinas sean

biolégicamente activas.

Tomando en su conjunto los resultados obtenidos en la caracterizacion
del mutante rif35 se podria especular sobre el hecho de que las proteinas
codificadas por el Atlg73470 tuvieran una actividad reguladora negativa de

algin proceso importante en el crecimiento y desarrollo de la planta.
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5 Caracterizacion de lineas transgénicas que sobreexpresan las
variantes de splicing RIF35.1, RIF35.2 y RIF35

Los estudios realizados por Caird (2009) y los presentados en el presente
trabajo indican de forma clara que el fenotipo de resistencia a la FSM del
mutante rif35 es debido a una activacién de la expresion del gen Atlg73470.
Como se ha descrito anteriormente, los “enhancers” presentes en el T-DNA
rif35a activan de forma simultanea la expresion de las tres variantes de splicing
codificadas por este gen. Es por ello que no podia concluir si la resistencia a la
FSM era debida a la sobreexpresion de los tres transcritos (y posiblemente
también de sus correspondientes proteinas) o a la activacion de alguno de ellos
en particular. Es por ello que se decidi6 generar y caracterizar plantas
transgénicas que expresaran los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 de

forma individualizada.

Todas las lineas transgénicas generadas mostraron distintos niveles de
resistencia a la FMS y en ningln caso el nivel de resistencia obtenido fue
comparable a la mostrada por el mutante rif35. Es de destacar que las plantas

mas resistentes fueron las que sobreexpresaban el transcrito RIF35.2.

Se ha descrito que la sacarosa potencia el nivel de resistencia a la FSM
en otros mutantes rif descritos anteriormente y en plantas wt tratadas con
concentraciones subletales de dicho inhibidor (Flores-Pérez et al., 2010). Es por
ello que los ensayos de sensibilidad a la FSM se realizaron en ausencia y
presencia de sacarosa (apartado 6.2.1 de Resultados). Como era de esperar, los
niveles de resistencia a la FSM disminuyeron de forma importante en ausencia
de sacarosa. No obstante, merece la pena destacar que la ausencia de sacarosa en
el ensayo afectdé de forma especialmente severa a las plantas que
sobreexpresaban RIF35.1 y RIF35.3. Cabe resaltar que la pérdida relativa de
resistencia a la FSM en ausencia de sacarosa de las plantas que sobreexpresan
RIF35.2 fue similar a la mostrada por el mutante rif35. Todo ello permite sugerir

que la proteina RIF35.2 (de localizacion peroxisomal) es la que desempefiaria un
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papel mas relevante en relacion con la resistencia a la FSM en el mutante rif35.
Estos resultados indicarian también que las proteinas plastidicas RIF35.1 y

RIF35.3 podrian tener una accion sinérgica sobre la actividad de RIF35.2.

Durante la caracterizacion de las plantas transgénicas que sobreexpresan
los trénscritos RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 se pudo observar que algunas plantas
disefiadas para la sobreexpresion de uno de los transcritos en particular también
mostraban un aumento en la expresion de otros de los transcritos (Figura 43).
Este seria el caso de las plantas que sobreexpresan los transcritos RIF35.2 y
RIF35.3 en que se puede apreciar claramente la fuerte activacion paralela del
transcrito RIF35.1. Las bases moleculares de esta observacion son desconocidas
pero indican que el proceso de splicing de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y

RIF35.3 podria estar modulado por los niveles relativos entre ellos.

El andlisis de los niveles de transcrito y proteina DXR (la diana de
accion de la FSM) en las plantas transgénicas que sobreexpresan RIF35.1,
RIF35.2 y RIF35.3 mostraron ligeros aumentos que todos los casos. No obstante,
los valores de proteina DXR en las lineas OE35.1 y OE35.3 son
considerablemente menores que los mostrados por el mutante rif35. Ello podria
explicar el hecho que estas lineas tengan también niveles de menores de
resistencia a la FSM. En este contexto sorprende la linea que sobreexpresa
RIF35.2, que muestra una resistencia a la FSM relativamente mucho mayor que
las lineas que sobreexpresan RIF35.1 y RIF35.3 a pesar de mostrar niveles de
proteina DXR similares a los de las plantas wt. Cabe destacar que los niveles de
transcrito y proteina DXS tampoco se han podido correlacionar de forma clara
con los niveles de resistencia a la FSM mostrados por las lineas transgénicas

analizadas.
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1. El genotipado de la poblacion de semillas del mutante rif35
utilizadas en este trabajo demostrd que todas las plantas analizadas eran
hemizigotas para la insercion de T-DNA rif35a y homozigotas para la
insercion del T-DNA rif35b. Estudios de segregacion pusieron de
manifiesto la imposibilidad de seleccionar lineas segregantes homozigotas
para las dos inserciones o Unicamente homozigotas para la insercion del
T-DNA rif35b. Dichos resultados indicarian que las plantas homozigotas
para la insercion del T-DNA rif35b solamente son viables en un fondo

genetico hemizigoto para la insercion del T-DNA rif35a.

2. La poblacion de semillas del mutante rif35 da lugar a
plantas con dos fenotipos morfol6gicamente diferenciados. Por una parte
plantas cloréticas con hojas en disposicion normal (fenotipo CHDN) v,
por otra, plantas cloréticas con hojas en disposicion elevada (fenotipo
CHDE). Estos fenotipos segregan de forma diferencial. Mientras que las
plantas con fenotipo CHDE dan lugar a poblaciones homogéneas con
fenotipo CHDE, las plantas con fenotipo CHDN dan lugar a plantas con
fenotipos CHDN y CHDE en una proporcién 3:1. Se desconoce la

naturaleza de los genes implicados en este proceso.

3. Los estudios de microscopia electronica en hojas jovenes y
maduras del mutante rif35 revelaron la presencia de dos tipos de
cloroplastos. Las hojas jovenes contenian cloroplastos de menor tamafio y
un sistema membranoso poco desarrollado, mientras que las hojas
maduras mostraban la presencia de cloroplastos con una morfologia
totalmente irregular, una red de tilacoides desorganizada y granas mas

alargadas. Tanto el fenotipo de desarrollo de la planta como el de los
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cloroplastos presentes en el mutantes rif35 son similares a los del mutante

ClpP6-1, lo que sugiere una posible reduccion de la actividad del

complejo Clp en el mutante, reforzando asi la idea de que el aumento de

los niveles de proteina DXR en el mutante rif35 podria ser debido, directa

o indirectamente, a una reduccion de la degradacion de esta enzima por

parte del complejo proteolitico Clp.

4. Las tres variantes de splicings predichas en la base de datos
TAIR para el gen Atlg73470 (RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3) han sido
validadas de forma experimental mediante RT-PCR y secuenciacion. La
puesta a punto de un método de cuantificacion de dichas variantes de
splicing mediante qPCR utilizando sondas TagMan ha permitido
determinar que las tres variantes de splicings se expresan de forma

diferencial.

5. La cuantificacion de los niveles de los transcritos RIF35.1,
RIF35.2 y RIF35.3 en el mutante rif35 ha indicado que estan
incrementados entre 7 y 16 veces en relacion con sus correspondientes
niveles de expresion en las plantas wt. El analisis de la expresion de estos
transcritos durante el crecimiento y desarrollo de plantas wt han mostrado
que los transcritos RIF35.1 y RIF35.2 se expresan de forma generalizada
y con niveles de expresion relativamente elevados. El transcrito RIF35.3
tiene una expresion muy minoritaria respecto a RIF35.1 y RIF35.2 y un
patron de expresion restringido a la parte aérea de la planta.

6. Las proteinas codificadas por los transcritos RIF35.1,
RIF35.2 y RIF35.3 tienen 351, 248 y 357 aminoacidos. Las proteinas
RIF35.1 y RIF35.3 difieren Gnicamente en una secuencia de 6
aminodcidos presente en la region C-terminal de RIF35.3. La proteina
RIF35.2 es considerablemente mas corta en su extremo N-terminal debido
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al uso de un codon ATG mas interno respecto al utilizado para la
traduccion de las proteinas RIF35.1 y RIF 35.3. Estudios de prediccion
han indicado que las proteinas RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3 estan
constituidas Unicamente por hélices-a y no presenta ninguna region

hidrofébica con caracteristicas de anclaje a membranas.

7. El alineamiento de la proteina RIF35.1 con las secuencias
de proteinas depositadas en las bases de datos ha confirmado la presencia
de proteinas ort6logas en plantas con genomas secuenciados que incluyen
plantas monocotiledéneas y dicotiledoneas. Solamente ha sido posible
identificar ortélogos de RIF35.2 en plantas silvestres del género
Nicotiana. Se desconoce si la existencia de la proteina RIF35.3 es una

caracteristica Unica de Arabidopsis.

8. Estudios de localizacion subcelular han demostrado que las
proteinas RIF35.1 y RIF35.3 son dirigidas a los cloroplastos, mientras que
la proteina RIF35.2 se localiza en los peroxisomas. Las proteinas RIF35.1
y RIF35.3 muestran un patron de localizacion punteado que
corresponderia a un compartimento cloroplastidico no identificado. Su
localizacion dependeria de algin motivo localizado en una posicion mas
interna respecto del péptido sefial. La localizacion de la proteina RIF35.2
en los peroxisomas implicaria a una sefial ubicada en el extremo C-

terminal no descrita anteriormente en otras proteinas peroxisomales.

9. La caracterizacién del mutante KO35, que contiene una
insercion de T-DNA en un exon localizado en la parte central del gen
Atlg73470 (RIF35) ha mostrado que dicho mutante presenta un
desarrollo mas vigoroso que las correspondientes plantas wt. EI mutante
KO35 expresa dos transcritos correspondientes a la region 3’ del gen

RIF35 que codifican para una version truncada de los transcritos RIF35.1
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y RIF35.2. Se desconoce si estos transcritos son traducidos a proteina en
la planta. Este mutante muestra una sensibilidad a la FSM equivalente a la

de las plantas wt.

10. Se han generado plantas transgenicas de Arabidopsis
disefiadas para la sobreexpresion individualizada de las variantes de
splicings RIF35.1, RIF35.2 y RIF35.3. En todos los casos se ha obtenido
un incremento muy elevado de los transcritos correspondientes a cada
transgén. No obstante en el caso de la sobreexpresion de los transcritos
RIF35.2 y RIF35.3 se produce un aumento paralelo muy marcado de la
expresion del transcrito RIF35.1, lo que indicaria la existencia de
mecanismos que regularian una expresion coordinada de las distintas

variantes de splicing.

11.  Todas las plantas transgenicas generadas han mostrados ser
resistentes a la FSM. Esta resistencia no parece estar asociada a aumentos
significativos en los niveles de RNA y proteina de las enzimas DXS y
DXR. Los estudios de sensibilidad a la FSM han puesto de manifiesto que
la proteina RIF35.2, de localizacién peroxisomal, tendria un papel
cuantitativamente importante en la resistencia a dicho inhibidor. Es
posible que las proteinas RIF35.1 y RIF35.3, de localizacion plastidica,
actuen de forma sinérgica con RIF35.2 para conferir los altos niveles de

resistencia a la FSM que presenta el mutante rif35.

12. Ninguna de las plantas transgénicas generadas para la
sobreexpresion individualizadas de los transcritos RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 presentaron clorosis en sus hojas jovenes ni un retraso en el
crecimiento, como si sucede con el mutante rif35. De forma similar al
mutante KO35, las plantas transgénicas OE35.1 y OE35.3 presentan un

desarrollo mas vigoroso que las plantas wit.
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MATERIALES Y METODOS

1 Material Bioldgico

11 Material vegetal

111 Arabidopsis thaliana (variedades wild type)

Arabidopsis thaliana (Heynen) ecotipo Columbia-0 (Col0)
Arabidopsis thaliana (Heynen) ecotipo Columbia-2 (Col2)

112 Mutantes de Arabidopsis thaliana

Mutante rif35. Proveniente de la coleccion de mutantes Scheible y
Somerville de activation tagging. Mutante generados en la variedad de
Arabidopsis thaliana Col2. EI T-DNA insertado proviene del vector pSKI015,
gue contiene el gen BAR que confiere resistencia a BASTA y 4 “enhancers” del
promotor CaMV 35S dispuestos en tandem en la proximidad del “right border”
(RB). Distribuido por NASC.

Mutante SAIL_615_EO08 (Atlg73470), que se ha denominado mutante
KO35. Mutante Knock out de la coleccion Syngenta Arabidopsis Insertion
Library (SAIL), generado en plantas de Arabidopsis thaliana Col0. EI T-DNA
proviene del vector pCSA110 i pDAP101. Distribuido por NASC.

113 Lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana (generadas en el

presente trabajo)

35S:rif35.1 (fondo genético Col0)
35S:rif35.2 (fondo genético Col0)
35S:rif35.3 (fondo genético Col0)
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Ver seccién de Resultados apartado 6.1
114 Nicotiana benthamiana
1.2 Cepas bacterianas

Escherichia coli DH5a (SupEd4, Alac, U169, (®80, laczom15), hsd R17,
recal, gyra96, thi-1, relal)

Agrobacterium tumefaciens C58C1 (Rifampicina® — vector helper
pGV2260 Amp®) (Valvekens, Montagu, y Van Lijsebettens 1988)

1.3 Vectores

Vectores plasmidicos

pBLUESCRIPT-SK+ (Stratagene)
pGFP-PAU (Rodriguez-Concepcidn, et al. 2000; Earley, et al.
2006)

Vectores Gateway

Vectores con AttL1 — AttL2

PENTR/D-TOPO-gen de interés

Vectores con AttR1 — AttR2 (de la familia pEarlyGate
(Earley, et al. 2006))

pEarlyGate 100 35S-Gateway-OCS3’ (TAIR stock number
CD3-724)

pEarlyGate 101 35S-Gateway-YFP-HA tag-OCS (CD3-
683)

pEarlyGate 104 35S-YFP-Gateway-OCS3’ (CD3-686)
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2 Medios de cultivo

2.1  Medios de cultivo de plantas

211 Medio para germinacion y crecimiento in vitro

El medio de germinacion se esteriliza al autoclave durante 20 min a 120
°C antes de adicionar a placas de Petri adecuadas para el desarrollo in vitro de
plantulas de Arabidopsis. Este medio fue el utilizado para crecer las plantas en

condiciones estériles.

Medio de germinacion (MS0.5) estéril:

Murashige & Skoog * (MS).......ccccvevevvreenne. 229
MES. ... s 0.25¢
Agua MiliQ g.5.P. e 11
AGAC .. 8¢

Ajustar el pH a 5.7 con KOH 1 N.

* El medio MS utilizado no contenia ni sacarosa, ni kinetina, ni acido
indolacético (ICN Biomedical). En algunos casos en el que se requiri6 el uso de
medio MS0.5 suplementado con Sacarosa, ésta estaba a una concentracién de 5

gramos por litro.

2.1.2 Suplementos

Los suplementos que se detallan a continuacion, en el caso de requerirse,
se afadieron una vez esterilizado el medio y después de haberse atemperado a
50 °C.

-Fosmidomicina (&cido3-(N-formil-N-hidroxiamino)
propilfosfénico (life technologies) inhibidor de la casa comercial
Invitrogen: La solucién madre se prepar6 a 100 mM en Agua

miliQ. Conservacién en oscuridad a -20 °C.

Péagina 107 de 152



REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN Arabidopsis thaliana:
CARACTERIZACION DEL MUTANTE rif35

-Clomazona (2-[(2-chlorophenyl)methyl]-4,4-dimethyl-3-
isoxazolidinone) (Zeneca Agrochemical). La solucién madre se
preparé a 100 mM en Agua miliQ. Conservacion en oscuridad a -
20 °C.

2.1.3 Medio en tierra

En el caso de Arabidopsis el sustrato sélido consistié en una mezcla de

turba rubia de sphagnum, perlita y vermiculita en proporciones 2:1:1.

En el caso de la N. benthamiana el sustrato consistio en turba rubia de

sphagnum con carbonato de calcio y pH entre 5.5y 6.5.
2.2 Medios de cultivo de bacterias

Los medios de cultivo de bacterias se autoclavaron a 121°C durante 20
min. Los antibiéticos o suplementos requeridos se afiadieron después de
atemperar el medio a una temperatura de 50 °C.

El medio LB se utilizé para el crecimiento de E. coli y el medio YEB

para el crecimiento de Agrobacterium tumefaciens.

Medio liguido LB

NACL.....coeiieeeeeeeeeeee e 0,5%
Bactotriptona...........c.cccecevvvnane 1%
Extracto de levadura.................. 0,5 %

Medio liquido YEB

Extracto de levadura................. 0,1%
Extracto de bovino................... 05%
Bactopeptona..........ccccoeveeiieennen 0,5%
T 07| (017 TR 0,5%
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En el caso de medios sélidos se afiadié agar al 1.5 % antes de autoclavar.

221 Suplementos

Los antibidticos que se detallan a continuacion se afiadieron al medio de

cultivo una vez esterilizado y una vez atemperado a 50 °C.

Ampicilina (Amp): Concentracion final 50 pg/ml a partir del stock a

100 mg/ml

Kanamicina (Kn): Concentracion final 100 pug/ml a partir del stock
a 25 mg/ml

Rifampicina (Rif): Concentracion final 100 pg/ml a partir del stock
a 50 mg/ml

Gentamicina (Gent):  Concentracion final 100 pg/ml a partir del stock

a 100 mg/ml

Conservacioén a -20 °C

3 Condiciones de cultivo

3.1 Plantas

3.1.1 Arabidopsis thaliana

Las plantas de Arabidopsis se crecieron en cdmaras de cultivo a una
temperatura de 22-24 °C siguiendo esencialmente dos programas de desarrollo:
fotoperiodo corto (8 horas de luz/16 de oscuridad) o fotoperiodo largo (16 horas
de luz/8 horas de oscuridad). Una combinacion de las fases de dia largo y dia
corto permite el desarrollo 6ptimo de las plantas. ElI material vegetal utilizado
fue cultivado en condiciones estériles y posteriormente trasplantado en macetas

si se requeria.
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La mayoria de los experimentos se han realizado con plantulas crecidas
en condiciones estériles utilizando medio MS 0,5 en placas Petri a 2 °C y en

condiciones de fotoperiodo largo.

Las plantas destinadas a completar su ciclo biol6gico y producir semillas
se transfirieron a tierra 15 dias después de la germinacion. Después del traspaso
de las plantas desde un medio estéril a tierra (no estéril) se procedi6 a su
aclimatacion al nuevo medio, sellando las bandejas con papel film y a los 2 dias
se le hacen pequefias perforaciones al papel y al quinto dia se retira el film de la

bandeja.

3.1.2 Esterilizacién de semillas

Las semillas de Arabidopsis se germinaron en condiciones estériles. Para

esterilizar las semillas de Arabidopsis se siguio el siguiente método:

-Sumergir las semillas (50 a 100 mg en un tubo de microcentrifuga) en
solucion de esterilizacion durante 8 minutos en agitacion a 120 rpm.
-Realizar dos lavados con etanol absoluto y en agitacion a 120 rpm cada
uno durante 1 0 2 min.

-Dejar secar, dentro del tubo abierto, en la cabina de flujo laminar entre
4 horas y una noche, dependiendo de la cantidad de etanol que quede en

el tubo.

Para sincronizar la germinacion se ha seguido el proceso de
estratificacion, guardando las placas durante un periodo minimo de 48 horas a 4
°C y en oscuridad antes de ponerlas a germinar.

Solucion de esterilizacion:

BAYROL Gmbh (desinfectante universal de uso coman).......... 15¢
AGUE MITTQ G.S.P- et 40 ml
Diluir al 10% en etanol absoluto.
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3.1.3 Cuantificacion de la resistenciaa FSM y CLM

Este método consiste en evaluar la relacion de plantulas que producen
hojas fotosintéticamente activas, y por tanto capaces de continuar el total
desarrollo de la planta, frente a las cloréticas cuyo crecimiento se ve afectado.
Las semillas fueron germinadas en placas de MS suplementadas con FSM o
CLM. Al cabo de 15, se contaron de plantulas que producian hojas verdaderas y

las que no.

Se calcul6 el porcentaje de plantulas con hojas verdaderas con respecto
al total de plantulas de la placa. Dicho valor fue corregido teniendo en cuenta el
nimero de plantulas germinadas en MS con respecto al total de plantulas

sembradas.

3.14 Nicotiana benthamiana

Las plantas de N. benthamiana se crecieron en el invernadero a 23-26 °C
y humedad relativa entre el 50 y 60 % en condiciones de fotoperiodo largo.

3.2 Cepas bacterianas

Las condiciones de cultivo, variaron de acuerdo con especie bacteriana
utilizada. En el caso de Echerichia coli se crecieron a 37 °C durante una noche y

en el caso de Agrobacterium tumefaciens a 28 °C durante 2 - 3 dias.

Los cultivos en medio liquido se mantuvieron en agitacion constante.

200 rpm para E. coli y entre 120-160 rpm para Agrobacterium tumefaciens.

3.2.1 Preparacion y transformacion de células competentes de E.coli por

choque térmico

1. Preparacién de las células competentes de E.coli:
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-Crecer un precultivo de la cepa de E. coli de interés en medio LB
(2 ml) durante toda la noche a 37 °C.

-Inocular 100 ml de cultivo LB con 1 % del precultivo anterior.
-Incubar de 2-4 horas a 37 °C hasta obtener una densidad 6ptica de
0.4-.5a 600 nm.

-Poner 5 min en hielo.

-Repartir el cultivo en tubos de 30 ml y centrifugar a 3.400 xg en
el rotor JA-17 durante 10 min a 4 °C.

-Retirar el sobrenadante y resuspender el sedimento con 20 ml de
TTBI estéril.

-Incubar 10 min en hielo.

-Centrifugar a 3.400 xg en el rotor JA-17 durante 10 min a 4 °C.
-Retirar el sobrenadante.

-Resuspender el sedimento con 1 ml de TfBII

-Alicuotar 100 pl de las células competentes en tubo de
microcentrifuga y congelar rapidamente en N, liquido

-Mantener las células competentes a -80 °C hasta el momento de

Su uso.

TfBI:

KAC....ccooooiiiiiii, 30 mM
MNCI2....ooveviieiinnn, 50 mM
RbCl...covvviiiinn, 100 mM
CaCl2....ccoveeeen. . 10 mM
Glicerol.......ccooceo.... 15 %
PH. .o, 5.8
TiBII

MOPS.......ooia 10mM pH 7
RbCl...coovveiiin, 10 mM
CaCl2.. i, 75 mM
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2. Transformacion de células de E. coli por choque térmico
-Introducir 50 ng de la reaccion de ligacion en uno de los
microtubos conteniendo las células competentes de E. coli
(preparadas como se indica en el punto anterior) y mantener en
hielo durante 30 min.

-Realizar el choque térmico manteniendo el tubo de
microcentrifuga a 42 °C durante 1.5 min.

-Transferir el tubo rapidamente a hielo durante 2 min.

-Diluir con 900 pl de LB y mantener a 37 °C durante 1 hora.
-Sembrar las células en wuna placa con medio LB/agar
complementada con el antibidtico de seleccion adecuado.

-Incubar las placas a 37 °C durante la noche.

3.2.2 Protocolo de transformacion de células competentes de

Agrobacterium tumefaciens por electroporacion

-Introducir 1 pl de una solucion de 50 ng de DNA plasmidico, en
40 pl de celulas competentes, y mantener en hielo.

-Introducir la mezcla de células competentes y DNA plasmidico
en una cubeta de electroporar fria.

-Realizar la electroporacion a 2 kV y 25 uF de capacitancia,
Comprobar que el tiempo de electroporacion sea de entre 3 y 5 ps.
-Resuspender rpidamente las células con 1 ml de YEB, incubar
en hielo durante 2 min.

-Mantener las células competentes a 28 °C durante 4 h.
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-Sembrar las células en una placa con medio YEB/agar
complementado con los antibioticos de seleccion adecuados. En
nuestro caso rifampicina, kanamicina y ampicilina.
-Incubar las placas a 28 °C durante 48 h
-Seleccionar los clones obtenidos mediante PCR con primers
especificos del vector y del T-DNA.

- Guardar las muestras congeladas a -80 °C en glicerol 50 %

4 Técnicas de bioquimica y biologia molecular

4.1 Genodmica

411 Minipreps de DNA de cepas de E. coli transformadas

- Inocular 3 ml de medio LB conteniendo el antibidtico de
seleccion con una colonia transformante crecida en las placas de
seleccidn (apartado 3.2.1 de Materiales y métodos) e incubar en un
agitador orbital a 37 °C y 180 rpm durante una noche.

- Al dia siguiente, los cultivos se procesaron con el kit Nucleo
Spin® Plasmid de Macherey-Nagel para obtener el plasmido

purificado.

4.1.2 Extraccién de DNA gendmico de Arabidopsis

El DNA genomico de plantulas de Arabidopsis se obtuvo utilizando una
técnica sencilla y rapida a partir de pequefias cantidades de tejido de Arabidopsis
(del orden de 10-40 mg). EI ADN obtenido mediante este método permite, por
ejemplo, confirmar por PCR la presencia de un transgén o realizar un

genotipado. El protocolo utilizado fue el siguiente:
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-Congelar el tejido de Arabidopsis en un tubo de microcentrifuga y
trabajado siempre en presencia de N2 liquido triturar las muestras
utilizando el equipo Tissuelyser (Qiagen). Alternativamente se puede
utilizar un mortero en presencia de N2 liquido y moler con un pil6n
hasta obtener un polvo fino

-Resuspender el tejido triturado en 115 pl de tampon de extraccion por
cada 10 mg del tejido inicial, mezclar en el vortex durante 10 seg y
mantener en agitacion en un agitador de bandeja, durante 10 min a
temperatura ambiente

-Centrifugar a temperatura ambiente durante 1 min a 13.500 rpm y
transferir el sobrenadante a otro tubo de microcentrifuga. Descartar el
sedimento

-Afadir isopropanol en una cantidad correspondiente al doble del
volumen de la muestra, agitar manualmente (inversion del tubo varias
veces) y dejar durante 2 min en hielo.

-Centrifugar a temperatura ambiente durante 5 min a 13.500 rpm.
-Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 200 pl de etanol al 70 %
por cada 10 mg de tejido

-Centrifugar a temperatura ambiente durante 5 min a 13.500 rpm.
Descartar el sobrenadante y dejar secar a temperatura ambiente (o0 a 37
°C) hasta que se evapore todo el etanol

-Resuspender el pellet en 100 pul de Agua miliQ y conservar a -20 °C.

Tampdn de extraccion:

Tris-HCIpH 7.5.......ccco.. 0.2mM
NaCl.....cooviiiiiiieee, 0.25 mM
EDTA. .o 0.025 M
SDS...ieeeee 0.5%

Péagina 115 de 152



_ REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN Arabidopsis thaliana:
CARACTERIZACION DEL MUTANTE rif35

4.1.3 Reaccion de PCR utilizando Tag DNA polimerasa

Para amplificar secuencias génicas, con el fin de genotipar mutantes o
lineas transgénicas, se ha utilizado la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa (Polymerase Chain Reaction o PCR) utilizando oligonucleotidos
especificos y la enzima DNA polimerasa termoestable comercial Go Taq
Polymerase Green Master Mix (Promega), que presenta una baja tasa de error
(HF, High Fidelity). Las reacciones de PCR se realizaron utilizando DNA

preparado segin se describe en el apartado 4.1.1. y siguiendo el siguiente

protocolo:
Reaccion:
Oligonucledtido sentido 10 UM..........ccocvenee.. 0.5 ul
Oligonucledtido anti-sentido 10 uM............... 0.5 ul
Green Tag MM (Promega).........ccocevvevevuvennnn. 5l

Se aporta a la reaccion entre 1y 2 ug aproximadamente de la muestra de
DNA gendmico en un total de 10 pl.

Programa de PCR:

1. DesnaturalizaCion............cccceevevvvninnns 2 min/95 °C
2. Desnaturalizacion............ccccoeevvevennann. 30 seg/95 °C
3. Apareamiento..............cceeeerinrnnnnn.. 30 seg/55 °C
4, EXTENSION.....coiiiiiiiieee e 1 min por pb/72 °C

Repetir 35 ciclos desde el paso 2
Extension final..........cccoocvvvncienienns 7-10 min/72 °C

4.1.4 Reaccion de PCR utilizando Pfu DNA polimerasa

La Pfu DNA Polimerasa, enzima termoestable que exhibe actividad
exonucleasa 3’-5" (proofreading) y carece de actividad exonucleasa 5°-3’,
posibilita que la polimerasa corrija los nucle6tidos incorporados erréneamente.

El uso de esta DNA polimerasa es recomendada en aquellas reacciones que

Péagina 116 de 152



MATERIALES Y METoDOS [N

requieren una alta fiabilidad cuando los fragmentos no superan las 3 kb. Es por
ello que fue utilizada en la preparacion de las construcciones utilizadas en la

generacion de las plantas transgénicas.

Reaccion:

H,O miliQ autoclavada............cc..covveeveenneee. 6.75 ul
Oligonucledtido sentido 10 uM.................... 0.5l
Oligonucledtido anti-sentido 10 pM............. 0.5 ul
Tampon de actividad 10 X...................... 1yl
Nucleotidos 10 mM..........coveieiiiiiniinnnn. 0.5 ul
PFU (10 U/HL) e 0.25 pl

Se aporta a la reaccion entre 1 y 2 ug aproximadamente de cDNA en un
total de 10 ul

Programa de PCR:

1. DesnaturalizaCion............cccceveveennnnne. 2 min/95 °C

2. Desnaturalizacion............cccovevevennnnn. 1 min/95 °C

3. Apareamiento.............coeeviniininennennn. 1 min/55 °C

4, EXEENSION.....coiiiiiiieeecceee e 0.5 min por Kb/72 °C
Repetir 35 ciclos desde el paso 2

Extension final..........ccccooevviiniincinnnn, 7-10 min/72 °C

415 Extraccion de RNA

Se utilizaron 100 mg de tejido de plantulas congelado en N, liquido y
triturado en el equipo Tissue Lyzer, o bien en morteros de pilon.

La extraccion de RNA se llevé a cabo utilizando el kit Spectrum™ Plant
Total de la marca Sigma.
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4.1.6 Generacion del cDNA a partir de RNA

La sintesis de cDNA se realizd a partir de 1pug de RNA total utilizando
el kit RETROscript® de la casa Ambion. El protocolo utilizado incluia una etapa
de desnaturalizacion y el uso del primer Oligo dT.

En el caso que la pureza del cDNA sea critica es recomendable realizar
un tratamiento adicional con DNAsa utilizando el Kit RNAsse Free DNAsse Set
de la firma comercial Qiagen.

En algunos casos el uso del primer Oligo dT fue reemplazado por

primers especificos indicados en cada caso.

4.1.7 Purificacion del DNA desde geles de agarosa

La banda de DNA es cortada con una hoja de bisturi y procesada con el
Kit de Nucleo Spin® Gel and PCR Clean-up de la casa Macherey - Nagel.

418 Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las enzimas utilizadas fueron de la firma comercial Promega o0 New
England Biolabs. Los DNAs de interés fueron digeridos siguiendo las
instrucciones facilitadas por el suministrador y los fragmentos generados se

analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

419 Ligacion de DNA

Se utilizé la enzima T4 DNA polimerase de la firma Promega siguiendo
las instrucciones facilitadas por el proveedor.

4.1.10 Secuenciacion del DNA

Para la secuenciacion de DNA se utilizo el Kit Bigdye Terminator 3.1 de

Applied Biosystems en Servicio de Secuenciacion del CRAG.

Péagina 118 de 152



MATERIALES Y METoDOS [N

4.1.11 Reaccion de la TOPO isomerasa

Se utiliz6 el Kit pENTR™/D-TOPO® Cloning with One Shot® TOP10
Chemically Competent E. coli de Life Technologies, segun las instrucciones del
proveedor.

4.1.12 Sistema Gateway

Las reacciones LR se utilizaron con el Kit Gateway® LR Clonase® Il

Enzyme mix de Life Technologies, segun las instrucciones del proveedor.

4.1.13 Cuantificacion de niveles de expresion génica mediante qRT-PCR

Los niveles de expresion génica fueron cuantificados mediante gRT-
PCR. La técnica requiere la extraccion de RNA de las muestras de interés,
sintesis de cDNA a partir de RNA y posterior cuantificacion con el método de
deteccion por fluoréforo no especifico (Sybr Green) mediante el equipo Light
Cycler 480 Real-Time PCR System (Servicio de Genémica del CRAG).

4.2 Técnicas de transferencia génica

4.2.1 Generacion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana

Las plantas transgénicas se generaron utilizando el vector Gateway
pEarlyGate 100 35S-Gateway-OCS 3’ (CD3-724) introducido de Agrobacterium
tumefaciens mediante transformacion (apartado 3.2.2.).

1. Preparacion del medio de Agroinfiltracion

- Sembrar una estria de la cepa de A. tumefaciens GV2260 transformada
(a partir del cultivo congelado a -80 °C en glicerol 50 %) en una placa de
medio YEB/agar con los antibidticos selectivos (rifampicina vy
ampicilina) y el antibiético del vector binario introducido kanamicina.

Incubar a 28 °C durante 2-3 dias hasta obtener colonias aisladas.

Péagina 119 de 152



REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES EN Arabidopsis thaliana:
CARACTERIZACION DEL MUTANTE rif35

-Inocular una colonia en 3 ml de medio YEB liquido con los antibidticos
antes indicados e incubar en agitacién a 180 rpm y 28 °C durante una
noche.

-Inocular el cultivo anterior en 500 ml de medio YEB suplementado con
los mismos antibidticos. Mantener durante una noche en agitacion a 180
rpmy 28 °C.

-Transferir el cultivo a botellas de centrifuga de 500 ml, mantenerlos a 4
°C y centrifugar a 5.000xg durante 5 min y 4 °C.

-Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 300 ml de una
solucion que contiene 5.5 % de sacarosa (p/v), 0.2 % MgCl,y 0.5 % del
detergente Silwet L-7 (v/v)

2. Transformacion por inmersion floral (floral deep)

-Crecer unas 15 plantas de Arabidopsis thaliana en condiciones de dia
largos por cada linea transgénica que se desee generar, empleando 3
tiestos medianos y sembrando 5 plantas en cada uno de ellos

-Cortar las inflorescencias primarias cuando aparezcan.

-Después de 5 a 7 dias de crecimiento de las inflorescencias secundarias,
sumergir las plantas durante 1min en la suspension que contiene la cepa
de A. tumefaciens con el plasmido de interés. Agitar suavemente.
-Colocar las plantas horizontalmente sobre papel secante en bandejas y
recubiertas con una pelicula plastico (tipo Saran Wrap) para mantener la
humedad. Estas bandejas se colocan en cdmaras en penumbra y se
mantienen durante un dia o dos, hasta que las inflorescencias se curven
buscando la luz.

-Seguidamente se retira el film transparente y las plantas se colocan en
cadmaras con condicion de dia largo para que completen su ciclo
biolégico y poder proceder a la recoleccion de las semillas. Estas plantas

transformadas corresponden a la denominada generacion TO.
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4.2.2 Transferencia génica mediante microbombardeo

1. Preparacion de los microproyectiles

-Pesar 30 mg de microparticulas de Tungsteno en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml

-Afiadir 1 ml de etanol al 70 %. Agitar vigorosamente en un vortex
durante 3 a 5 min.

-Incubar durante 15 min a temperatura ambiente.

-Precipitar las microparticulas con un pulso de 5 seg en la
microcentrifuga y eliminar el sobrenadante

-Afadir 1 ml de H,O estéril y conservar a -20 °C para prevenir la

oxidacion

2. Precipitacion del DNA sobre los microproyectiles

-Mantener las microparticulas en agitacion en una plataforma vortex
durante 20 min con el fin de resuspender y romper los aglomerados de
microparticulas que puedan existir

-Pasar 10 pl de suspension de microparticulas a un nuevo tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml

-Mantener en agitacion y afiadir entre 1y 2 ug de DNA plasmidico y 14
pl de Solucion de precipitacién (10 pl de CaCl, 25 M y 4 pul de
espermidina 0.1 M)

-Mantener agitando en vértex durante 5 min mas.

-Dejar sedimentar las microparticulas durante 1 min.

- Dar un pulso de 5 seg en la microcentrifuga y eliminar el sobrenadante.
- Lavar con etanol al 70 % y retirar el sobrenadante.

- Lavar el precipitado con etanol al 100 % vy retirar el sobrenadante
-Resuspender las microparticulas con la ayuda de la micropipeta en 8 pl

de etanol absoluto
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3. Microbombardeo

Para evitar la contaminacion entre muestras conviene esterilizar la zona
y piezas de trabajo con etanol entre cada bombardeo.

-Colocar los 8 ul de las muestras de microparticulas recubiertas en el
centro de una membrana portadora y esperar a que se evapore el etanol.
-Ajustar el regulador de la bombona de Helio a una presion de 1300 psi,
unos 200 psi por encima de la soportada por el disco de ruptura

-Ajustar la membrana portadora correctamente orientada (las particulas
deben quedar en la parte del tejido a bombardear) sobre el soporte
metalico con la ayuda de la pieza roja disefiada para tal fin.

-Colocar una rejilla de parada en la plataforma. A continuacion, colocar
el soporte metélico con la membrana portadora.

-Colocar el disco de ruptura, previamente esterilizado con etanol
absoluto y cerrar el montaje

-Colocar la plataforma con la membrana en el nivel 5, contando de abajo
hacia arriba.

-Colocar la plataforma con la muestra vegetal dispuesta en un aplaca de
agar 0.8 % en el nivel 2

-Cerrar la camara de bombardeo y poner en marcha la bomba de vacio,
conectar la cAmara de bombardeo y accionar el interruptor en la posicién
de vacio (hacia arriba)

-La presion de vacio subird. En el momento que llegue entre los 27 y 29
mm de Hg (0.06 atm), pasar el interruptor a la posicién inferior, en la
cual se mantendré la presion de vacio

-Accionar rapidamente el interruptor de disparo y mantener presionado
hasta escuchar que se ha realizado el disparo. La presion de Helio
descenderé a cero. En este momento colocar el interruptor de vacio en la
posicién intermedia (de apagado)

-Recuperar la muestra, que presentara unas manchas negras producto del

impacto de de las microparticulas tungsteno. Incubar 24 horas en
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oscuridad a una temperatura de 22-24 °C para que tenga lugar la

expresion de la construccion bombardeada

423 Agroinfiltracion transitoria de plantas de N. benthamiana

- Sembrar una estria de la cepa de A. tumefaciens GV2260 transformada
(a partir del cultivo congelado a -80 °C en glicerol 50 %) en una placa de
medio YEB/agar con los antibidticos selectivos (rifampicina vy
ampicilina) y el antibiético del vector binario introducido kanamicina.
Incubar a 28 °C durante 2-3 dias hasta obtener colonias aisladas.
-Inocular la colonia en 5 ml de medio YEB liquido con los antibi6ticos
antes mencionados e incubar en agitacion a 180 rpm y 28 °C durante dos
dias.
-Transferir 2 ml del cultivo a tubos de microcentrifuga y centrifugar a
5.000 g durante 15 min.
-Resuspender los Agrobacterium con la solucion de infiltracion a una
D.O. adecuada. En el presente trabajo fueron:

D.O. de 1 para las construcciones: 35.1:eYFP, 35.2:eYFP,

eYFP:35.2y 35.3:eYFP

D.O. de 0.25 para la construccion: eYFP
-Incubar a temperatura ambiente durante 3 a 5 horas.
-Mezclar en proporcion 1:1 la suspensién de las cepas de Agrobacterium
conteniendo las construcciones de interés con la cepa de Agrobacterium
HcPro previamente preparada a la misma D.O.
- Infiltrar la mezcla de cepas Agrobacterium presionando suavemente la
jeringa sobre el envés de la hoja con la ayuda de una jeringa de 1 ml (sin
aguja).
-Marcar la zona infiltrada

- Mantener las plantas agroinfiltradas en condiciones de dia largo.
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-La fluorescencia de las proteinas de fusion fue observada en el
microscopio espectral confocal Olympus FVV1000 3 dias despues de la

infiltracion

Solucién de infiltracion:

MES. ..o, 10 mM
MGCloeeiiiiiiiiiiecee 10 mM
PH oo 5.7

Soln. de Acetosiringona............. 200 uM

La solucidn de Acetosiringona disuelta en etanol al 70 %,

debe ser preparada en el momento

4.2.4 Co-infiltracion con cepas de Agrobacterium portadoras de genes

gue codifican proteinas marcadoras de localizacién subcelular

- Preparar los cultivos de Agrobacterium siguiendo el protocolo anterior
- Resuspender los Agrobacterium a una D.O. adecuada. En el presente
trabajo fueron:
D.O. de 1 para las construcciones 35.2:eYFP, eYFP:35.2 y
marcador eCFP-peroxisomas
D.O. de 0.50 para la construccion del marcador eCFP-
peroxisomas
D.O. de 0.25 para la construccion eYFP
- Incubar a temperatura ambiente durante 3 a 5 horas.
- Mezclar en proporcion 1:1 cada una de las cepas de Agrobacterium
conteniendo la construccion de interés con la cepa de Agrobacterium
HcPro preparada a la misma D.O.
- Infiltrar la mezcla de cepas de Agrobacterium presionando suavemente
la jeringa sobre el envés de la hoja con la ayuda de una jeringa de 1 ml
(sin aguja).

- Marcar la zona infiltrada
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- La fluorescencia de las proteinas fue observada en el microscopio

espectral confocal Olympus FVV1000 3 dias después de la infiltracion

4.3 Técnicas de manipulacion de proteinas

4.3.1 Extraccion de proteinas totales

-Triturar 25-100 mg de tejido de Arabidopsis congelado en N2 liquido
en un tubo de microcentrifuga. Alternativamente, el tejido se puede
triturar utilizando el quipo Tissuelyser (Qiagen).

-Anadir 20 pl de tampon de homogenizacion por cada 10 mg de tejido
inicial y mantener en agitacion durante 30 min a 4 °C.

-Centrifugar a 4 °C durante 5 min a 200 xg y recuperar el sobrenadante
en un tubo nuevo.

-Repetir el punto 4 hasta asegurarse de que esta suficientemente limpio,
ya que el precipitado obtenido es muy poco compacto.

-Para la cuantificacion de proteinas, se ha seguido el método
espectrofotométrico de Bradford, usando el reactivo BioRad Protein
Assay. Las medidas se realizaron en el Spectramax con la ayuda del
programa Softmax Pro a una longitud de onda de 595 nm

-Congelar las muestras en N2 liquido y conservar a -20 °C

Tampdn de homogenizacion:

MQCI2.....ccoiiviriiee, 1 mM
KClLoiiiiiiiece, 10 mM
Sacarosa..........ccceevevennn, 10 % (p/v)
TricinapH 7.5.................. 0,1M
EDTA. ..o, 1mM

A pH de 7.5 con KOH 1 N, conservar el tampén a 4 °C.
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4.3.2

Esta solucién fue completada con los siguientes componentes

gue se afiaden al momento de uso:

TrtON X 100......ccoieiiie s 0.2%
DT Tt 1 mM
PMSF ... 100 pg/ml
BB 3 pg/mi

Mezcla de inhibidores proteasas SIGMA... 20 pl/ml

Andlisis electroforético de proteinas (SDS-PAGE)

-Preparar los geles de poliacrilamida con el gel separador N°12 y el
concentrador, en cristales de 1,5 mm de espesor y de 8 cm de alto x 10
cm de ancho

-Situar el gel en el soporte correspondiente y este, a su vez, en la cubeta
de electroforesis. Afiadir tampdn de electroforesis 1 X hasta sobrepasar
los pozos

-Preparar las muestras previamente cuantificadas mediante el método de
Bradford, agregando el volumen adecuado de tamp6n de muestra y Agua
miliQ. Las muestras se desnaturalizaron calentando a 100 °C durante 2
min (practicar un agujero en el tap6n del tubo) y seguidamente se
sometieron a un pulso de centrifugacion y guardaron en hielo

- Cargar las muestras con ayuda de una micropipeta 0 una pipeta
Hamilton, dejando los carriles necesarios para cargar el volumen
oportuno de marcador de pesos moleculares de proteinas

-Aplicar el voltaje apropiado para la separacion de las proteinas: 10 mA
por cada gel concentrador y 40 mA por cada gel separador
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Tampodn de electroforesis 10 X:

Trizma Base........cccooveevevvenenne. 0.25 M
GliCINA ..o 1.92 M
SDS..oii 1%
0] <87
H,O miliQQ.S.P.eveeeveiiiiees 11

Trizma Base.......ccccovevriniennn. 60.59g
SDS..oo 20 ml
H,O miliQ g.S.Pp-vvvveveiiiinns 11

Ajustar el pH a 6.8 con HCI

TRIS-HCI15M pH 8.38:

Trizma Base.......ccooovevniiinenne 181.5¢
SDS . 20 ml
H20 miliQg.s.p..cccvevvivveieiiennas 11

Ajustar el pH a 8.8 con HCI

Tampodn de muestra 4 x:

Tris-HCIpH 6.8.......c.ccveveee. 250 mM
Glicerol........coovviiiiiiiiins 40 %
SDS..oi 8%
-mercaptoetanol..................... 4%
Azul de bromofenol................ 0.02 %
H,0 miliQQ.S.P.eveeeeiiiine 10 ml
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Gel separador:

Tris 1.5 M; SDS 0.4 % pH 8.8................. 2.5 ml
Acrilamida 30 %........cccovvvrieiiee 4 ml
SDS 10 % (P/V)..eveeiiieeiieiinieeeeees 70 ul
APS 10 % (P/V)..veeiierieiiiiec e 50 pl
TEMED.......ccooiiiieecece e 6.65 ul
Ho0 MIlIQQ.S. P 3.4ml

Gel separador:

Tris 1.5 M; SDS 0.4 % pH 8.8................ 2.5 ml
Acrilamida 30 %........ccccoevevvveieiienee 4 ml
SDS 10 % (P/V).eeveeieiieecece e 70 ul
APS 10 % (P/V).cveieiiiieeiee 50 ul
TEMED.......cccoiiiiiiiiiee e 6.65 ul
Ho0 MiliQQ.S.P v 3.4 mi

Gel apilador:

Tris0.5M; SDS 0.4 % pH 6.8................. 750 ul
Acrilamida 30 %......cccceevevreneieieene, 390 ml
SDS 10 % (P/V).eevevieeeieeieieieesiee i 15 ul
APS 10 % (P/V)..vervieieiieeieeeeieseie e 15 ul
TEMED......coi oo 3ul
Ho0 MiliQQ.S.Puveeeeeeeee e 3.47 ml

El persulfato de amonio (APS) se prepara en el momento en
H,O, o bien se preparan alicuotas y se congela a -20° C.

43.3 Analisis mediante Western-blot

-Recuperar el gel, descartar el gel apilador y lavar en solucién de

transferencia durante 10 min.
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-En paralelo, sumergir un fragmento de membrana de PVDF de igual
tamafio que el gel separador en Metanol absoluto durante 10 seg un
fragmento de membrana de PVDF de igual tamafio que el gel separador.
Eliminar el metanol sobrante lavando con agua durante 1 min y
finalmente mantener la membrana en solucion de transferencia hasta que
el equipo esté ensamblado. Mantener en agitacion suave constante.
-Realizar la transferencia utilizando el sistema de BioRad Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell. El sistema consta de un cassette
donde se mantiene la membrana intimamente en contacto con el gel
recubriendo el conjunto por ambos lados con 3 hojas de papel
Whatmann 3 mm y una esponja. A la hora de poner en contacto el gel y
la membrana se debe evitarla formacion de burbujas de aire.

-El proceso de transferencia dura 2 horas aplicando un voltaje constante
de 400 mA. Mantener la temperatura del sistema homogénea mediante
agitacion constante de la solucion a 4 °C.

- Recuperar la membrana y lavar con solucion de bloqueo durante 1 hora
a temperatura ambiente para bloquear los posibles sitios de unién
inespecifica del anticuerpo primario en la membrana

-Incubar la membrana durante toda una noche a 4 °C con la dilucion
adecuada de anticuerpo primario en solucion de bloqueo. Se utilizaron
las siguientes diluciones: Anticuerpo Anti-DXR: 1/5000

Anticuerpo Anti-DXS: 1/1000

Anticuerpo Anti-Actina: 1/2500

-Realizar tres lavados de la membrana con PBS-Tween 0.5 % de 5 min
cada uno e incubar con solucion de bloqueo conteniendo la dilucién
adecuada de anticuerpo secundario. Se utiliz6 anticuerpo anti-lgG de
conejo unido a la peroxidasa de rdbano a una dilucion de 1/5000 para los
anticuerpos primarios Anti-DXR y Anti-DXS. Para Anti-Actina se
utiliz6 anticuerpo Anti-1gG de raton a dilucién 1/80.000.

-Realizar tres lavados con PBS-Tween 0.5 % de 5 min cada uno y uno

Gltimo en PBS1X otros 5 min
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-Para el proceso de deteccién incubar la membrana durante 5 min
protegida de la luz en un volumen suficiente de los reactivos del sistema
de deteccion (ECL + Plus de GE Healthcare Life Sciences), preparados
segun las proporciones descritas por el proveedor.

-A continuacioén, visualizar la quimioluminiscencia con el programa
"LAS-4000 luminiscent image analyser” (Fujifilm) a diferentes tiempos
(normalmente entre unos pocos segundos y 30 min como maximo) hasta

obtener una sefial y contraste 6ptimos de la imagen.

Solucién de transferencia:

Trizma Base.....cccccovovvveeeniennnnen, 5829
(€1 1T | o - TS 293¢
MEtOH.......ooiiiiirreeeeeine 200 ml
SDS 10 %, 3.75ml
H0 miliQQ.S.Peeveeeeciiiice 11
PBS1 X pH 7.6:
Na;HPO4...ccvvvieiiieiee 80 mM
NaHPOy4..c.covveeiiic 20 mM
NaCl......ccooviiiiiiie, 10 mM

H,O miliQ g.5.p...ccevenenee. 11

PBS 1 X + Tween 0.5 %:

PBS1XpH7e6........... 11
Tween-20......cccoeeveveeeennn, 0.5%

Solucién de Bloqueo:

PBS1 X pH76............... 11
Tween-20........ccccovvennnnne. 0.5%
Leche en polvo.............. 5%
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4.3.4 Tincion de proteinas

La tincion del gel y la membrana de transferencia es de gran ayuda para
observar la eficiencia de la transferencia, la integridad de la proteina y la

normalizacién en la carga entre los diferentes carriles.

-Colocar el gel en solucién Coomassie durante 30 min a temperatura
ambiente y en agitacion. En el caso de la membrana durante 10 segundos
-Destefiir el gel en solucion de destincién 1 X durante 1 hora o toda la
noche y la membrana durante 30 min o toda la noche. Reemplazando el
liquido de lavado correspondiente cuantas veces sea necesario hasta que
la relacion entre la intensidad de las bandas y el ruido de fondo resulte

Optima. Prolongar el lavado con agua destilada.

Solucién de coomassie:

Azul brillante de Coomassie.............. 0.6 %
Metanol.........cccooveviiiveiieei e 100 ml
Acido acético glacial........................ 25 ml
H20 destilada g.5.p.....ccovvvrerveiveienns 250 ml

Solucion de destincion 5 X:

Acido acético glaciar 7 %................. 700 ml
Metanol 5 %........ccoevvereneieninianns 500 ml
Agua destilada g.5.p.....cccveevrvrininnnn 21

4.4 Métodos de microscopia e imagen

44.1 Microscopia laser confocal

Para la deteccion de las proteinas de fusion Green Fluorescent Protein
(GFP), Yellow Fluorescent Protein (YFP), Cyan Fluorescent Protein (CFP) y la

clorofila en los experimentos de localizacion subcelular se utilizé el microscopio
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espectral confocal Olympus FV1000 con microscopio invertido, el objetivo 60 x

U-PlanSApo 60 x/1.2 w de inmersion en agua y el filtro de Fluorescencia FITC.

Para la deteccion de las diferentes fluorescencias se emple6 el Léser de
iones de Argon a diferentes emisiones para excitar segun la fluorescencia. Para
la GFP la excitacion fue de 488nm y la ventana de emision se fijé entre 500 y
550 nm, para la visualizacién de la YFP 515 nm de excitacion y entre 530 y 585
de emisidn, la excitacion de la CFP fue de 458 nm y la ventana de emision de
465 a 500 nm. Por ultimo para la autofluorescencia la clorofila la excitacion fue

de 515 nmy la emision se fijo entre 640 y 680 nm.

4.4.2 Microscopia electronica

Para el estudio de la morfologia cloroplastidica del mutante rif35 se
empled Microscopia Electronica de Transmision (MET), haciendo uso del
microscopio electronico de los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad
de Barcelona.

Las muestras fueron cortadas en pequefios rectangulos de 1 mm?
aproximadamente y fijadas al vacio en una solucion que contenia 2 % de
paraformaldehido, 2,5 % de glutaraldehido y tampén fosfato 0,1 M (pH 7,4)
durante al menos 24 horas a 4 °C. Pasado este tiempo se lavaron en tampon
fosfato 0,1 M vy fijaron posteriormente en tetroxido de osmio al 1 %. Esto fue
seguido por deshidratacion en acetona y la incrustacion en resina de Spurr, a
partir del cual se obtuvieron las secciones semifinas utilizando el ultramicrotom
Ultracut E Reichert-Jung. Dichas secciones se tifieron con azul de metileno para
localizar el &rea de interés y, a continuacion, se obtuvieron los cortes ultrafinos
con una cuchilla de diamante (Diatome) que fueron tefiidos con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Las muestras fueron observadas con el microscopio
Jeol JEM 1010 TEM operado a 80 kV y las imagenes captadas usando una

camara Bioscan de Gatan.
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4.5 Fotografia e imagen

Para el registro de experimentos y el estudio de los fenotipos de las
plantas se utilizd la camara Nikkon D7000 acoplada a los objetivos AF-S
NIKKOR 18-70 mm 1:3.5-4.5 G y AF-S MICRO NIKKOR 105 mm 1:2.8 G.

Para la captura de imagenes de membranas de Western Blot se utilizé el
equipo LAS 4000.

4.6 Software y base de datos

Los principales programas informaticos y bases de datos utilizados se

resumen en la tabla 6.
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Software Aplicacion
Multigauge Andlisis de imagen (Western blot).
Vector NTI Alineamientos y analisis de secuencias.
Bio Edit Anélisis de secuencias.
Olympus Fluoview | Imagenes en microscopia laser confocal.
FV10-ASW 2.0 Viewer
Light Cycler 480 Analisis de CTs QRT-PCR y QRT-PCR con Sondas

Tagman.

Base de datos

www.ncbi.nlm.nih.gov

“National Center for Biotechnology Information”
utilizando las herramientas: PubMed, para Ia
busqueda bibliografica.

Nucleotide, para la de secuencias de nucleétidos y
de aminodcidos relacionadas con la investigacion.

BLAST, para el alineamiento entre secuencias
conocidas o con las depositadas en bancos de
secuencias.

www.arabidopsis.org

The Arabidopsis information Resource.

http://bar.utoronto.ca/efp/c
gi-bin/efpWeb.cgi

Arabidopsis eFP Browser, consultar los patrones de
expresion del gen de interés.

http://www.bioinformatics.
org/sms2/trans_map.html

Traduccion de secuencias de DNA en diferentes
pautas de lectura posibles de proteinas.

tools.neb.com/NEBcutter2/

NEBcutter V 2.0 basqueda de sitios de enzimas de
restriccion presentes en la secuencia de estudio.

http://insilico.ehu.es/transla
te/

Traduccion de secuencias de DNA en Proteina

http://sites.bio.indiana.edu/
~pikaardlab/pEarleyGate%
20plasmid%20vectors%20
copy/Table%200f%20vect
ors.html

Caracteristicas y mapa de los vectores pEarlyGate.

WWW.expasy.org/

Analisis de secuencias de proteinas y estructuras del
Swiss Institute of Bioinformatic (SIB).

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw2/

Alineamiento de secuencias de DNA y proteina

www.ch.embnet.org/softwa
re/BOX_form.html

Boxshade visualizacion de alineamientos de

secuencias de DNA y proteinas.

Tabla 6 Programas y bases de datos utilizados
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Nombre | Secuencia | Direccion
Generales
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Forward
T3 ATTAACCCTCACTAAAGGGA Reverse
M13FW GTAAAACGACGGCCAG Forward
M13RV CAGGAAACAGCTATGAC Reverse
ATTB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAA Forward
ATTB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAA Reverse
2X35S CTTCGCAAGACCCTTCC Forward
Genotipados
g35aF CATAATCGAGGATCATTTATACC Forward
g35aR CTACGCTAGAATCCTAAGAGC Reverse
ATC12 TTGGGCGGGTCCAGGG Forward
g35bF TTATGGCATCACGATATGCG Forward
g35bR GTCTCTGTAAATGAACCTTACG Reverse
g35aF2 CTTGTCTCCTACGTCACGTCATC Forward
g35aF3 CTCAACGAGGGCCACAAATA Forward
g35aR2 CAGCTCTGTTAGCAGCGAAGC Reverse
g35aR3 GATGACGTGACGTAGGAGACAAG Reverse
KO35F TTCAGAATCATAGATTGGACC Forward
KO35R AGAATAGCTTCTTGTTTTAGGC Reverse
LB1Sail GCCTTTTCAGAAATGGATAAAT Reverse
Expresion del gen en el mutante KO
KO35 IF TGATTCAGATGACCAGTGTCTC Forward
KO35 IR AGTAAAACGTTTCTGTATGAAGG Reverse
KO35 FF GTCGACAATTTCTCGAGTGAAG Forward
KO35 FR ATTTACAAGGTAGCCTGTATGTC Reverse
Cuantificacion de variantes de splicing mediante colonias
rif35allsplicingF CAATCTCATCGCTCAGTGACT Forward
rif35allsplicingR AGGGACACTGAGATTGAGAAAAC Reverse
Localizacion subcelular
RIF35TPF ATCACCATGGCCAGTGTCTCCGTCG Forward
RIF35TPR GACGTCGACGGAATCGGTAGCGAGCTCG | Reverse
TPRIF35.1Y3F CACCATGACCAGTGTCTCCG Forward
TPRIF35.1Y3R CCATTTACAAGGTAGCCTGTATGTCC Reverse
TPRIF35.2S/TGAF CACCATGATCCGGAGCTCC Forward
TPRIF35.2S/TGAR CCATTTACAAGGTAGCCTGTATGTCC Reverse
TPRIF35.2C/TGAF CACCTATGATCCGGAGCTCC Forward
TPRIF35.2C/TGAR | TCATTTACAAGGTAGCCTGTATGTCC Reverse
Gateway topo
rif35topoF CACCATGACCAGTGTCTCCGT Forward
rif35topoR AGGGACACTGAGATTGAGAAAAC Reverse
RT especifica
RT2 | CTCAAGCTCATATAACTCGGAATC | Reverse

Tabla 7 Primers utilizados durante esta investigacion
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SEpUOS

M UD-LA0 DU [

A 4Dd-LH0 Putg

1OV | 1D

Tabla 8 Primers utilizados para qRT-PCR y gRT-PCR con Sondas TagMan
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ANEXO A

Secuencia de nucledtidos de los cDNAs RIF35.1, RIF35.2 y
RIF35.3 del locus At1g73470

RIF35.1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201

AAATTAAAAC
CTGATTCAGA
TTGCCCATTC
CTAGAACCGG
GCGGCTTCAG
AGTTTTCGAG
TTTTTGGTCC
GGAGGAGGTG
TTTTATCGAA
GTTCAACACT
GTGAGAAATA
CCTAGAAGCA
CATCAGGGGT
GAGGGAAGCT
CGCACTACAA
GTGGCATGAT
TCTGGAARAG
GCTAAAAAAG
CTCTGTTAGC
GGCTTAAAAA
ACTGGCTGAC
TAAGAGCAAT
CTACCTTGTA
CGAACTATGT
GTTGAAATCA

AAAAAAAACT
TGACCAGTGT
TCTAGTCATC
CTGGCGGAGG
AATCGCCATC
CTCGCTACCG
CAGCTACTTC
ACCGGCTTAT
GCTCTTGAAT
CAGGGGTTGG
ATTTGAATAT
GAGATTTTTC
TTTTCCAGGC
TAGAACTCGG
GTGGGTGCTA
CACATTCGCC
TATTCCTTGA
GGTGGGCAGT
AGCGAAGCAT
CAGCGATGCA
TTAGTGATTC
TTACGCATTT
AATGAAGTAA
CGGTAAACAA
AR

TAGAAGAGAA
CTCCGTCGCC
TGAATCTGAA
AAACAGCTAG
GGAAGCTACA
ATTCCGAGTT
AGCCCTTTGC
GATAGGCCAA
CGAGATTCTT
AGGCCTTCAT
TCCCTGCTCC
TTTATCTTGT
ATGTGGGAAA
GCTCAGTAAA
CAGAGGTCCA
AAAGTTTATC
AGCTGCCAAC
TTGCTGCCAT
GGATTTGCAG
ATTACTTGGC
AGATGCTCGA
GCACAGATTC
CAGTTTGTTT
TGTTTTTCAC

ACAATCTCAT
GTCGTAGCTC
CAAGCTTTCT
GGTTTGCTTT
TATGATCCGG
ATATGAGCTT
TGAAATCAAT
GACATTGAAG
GTTTCTAGCT
ACAGAAACGT
AGCCAATTGC
CGACAATTTC
ATTCTGAAGT
TGGAAAGTTG
ATCTATGATT
AGTTGTTGGC
TACCAGATTA
TAACTTGGAA
GGGCTGCATC
CCCATGATGT
GACTGACTAC
GGATCACCAG
TCTCAATCTC
ACTCGTATAA

CGCTCAGTGA
CTCCGCATCG
CTTCAAATTC
AGCTTCTACT
AGCTCCGTTT
GAGAAAATCC
CCCAAACAAA
TGCGAGATGG
GCAGATGCTC
TTTACTTGCG
CAACCGAAGA
TCGAGTGAAG
CTCAGAGGCA
AACTACTTGC
CTGAAGGGTG
TAAGAAACTA
GGAAAGAGAT
TCTCGAGCAG
CAGATACATT
GGGGGACATT
GCTAGAATCC
GACATACAGG
AGTGTCCCTA
TTCGCTTGTG
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51
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151
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1101
1151
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1251
1301
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RIF35.2

AAATTAAAAC
CTGATTCAGA
TTGCCCATTC
TAATCTTTCT
TAGGTTTCAT
TTTTGAAGAT
TTAGCTTCTA
GGAGCTCCGT
TTGAGAAAAT
ATCCCAAACA
AGTGCGAGAT
CTGCAGATGC
GTTTTACTTG
GCCAACCGAA
TCTCGAGTGA
GTCTCAGAGG
TGAACTACTT
TTCTGAAGGG
GCTAAGAAAC
TAGGAAAGAG
AATCTCGAGC
TCCAGATACA
GTGGGGGACA
ACGCTAGAAT
AGGACATACA
TCAGTGTCCC
AATTCGCTTG

AAAAAAAACT
TGACCAGTGT
TCTAGTCATC
CTCTCTTCTA
CTTCCCAACC
TCCTAGAACC
CTGCGGCTTC
TTAGTTTTCG
CCTTTTTGGT
AAGGAGGAGG
GGTTTTATCG
TCGTTCAACA
CGGTGAGAAA
GACCTAGAAG
AGCATCAGGG
CAGAGGGAAG
GCCGCACTAC
TGGTGGCATG
TATCTGGAAA
ATGCTAAAAA
AGCTCTGTTA
TTGGCTTAAA
TTACTGGCTG
CCTAAGAGCA
GGCTACCTTG
TACGAACTAT
TGGTTGAAAT

TAGAAGAGAA
CTCCGTCGCC
TGAATCTGAA
TCTATCTCAC
GTTTCGTTTT
GGCTGGCGGA
AGAATCGCCA
AGCTCGCTAC
CCCAGCTACT
TGACCGGCTT
AAGCTCTTGA
CTCAGGGGTT
TAATTTGAAT
CAGAGATTTT
GTTTTTCCAG
CTTAGAACTC
AAGTGGGTGC
ATCACATTCG
AGTATTCCTT
AGGGTGGGCA
GCAGCGAAGC
AACAGCGATG
ACTTAGTGAT
ATTTACGCAT
TAAATGAAGT
GTCGGTAAAC
CAAA

ACAATCTCAT
GTCGTAGCTC
CAAGCTTTCT
TCTCTCAGTG
TTTTTGCTCT
GGAAACAGCT
TCGGAAGCTA
CGATTCCGAG
TCAGCCCTTT
ATGATAGGCC
ATCGAGATTC
GGAGGCCTTC
ATTCCCTGCT
TCTTTATCTT
GCATGTGGGA
GGGCTCAGTA
TACAGAGGTC
CCAAAGTTTA
GAAGCTGCCA
GTTTGCTGCC
ATGGATTTGC
CAATTACTTG
TCAGATGCTC
TTGCACAGAT
AACAGTTTGT
AATGTTTTTC

CGCTCAGTGA
CTCCGCATCG
CTTCAAGTAG
TGTCTCTCCA
TCGGTTGTGA
AGGGTTTGCT
CATATGATCC
TTATATGAGC
GCTGAAATCA
AAGACATTGA
TTGTTTCTAG
ATACAGAAAC
CCAGCCAATT
GTCGACAATT
AAATTCTGAA
AATGGAAAGT
CAATCTATGA
TCAGTTGTTG
ACTACCAGAT
ATTAACTTGG
AGGGGCTGCA
GCCCCATGAT
GAGACTGACT
TCGGATCACC
TTTCTCAATC
ACACTCGTAT
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RIF35.3

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201

AAATTAAAAC
CTGATTCAGA
TTGCCCATTC
CTAGAACCGG
GCGGCTTCAG
AGTTTTCGAG
TTTTTGGTCC
GGAGGAGGTG
TTTTATCGAA
GTTCAACACT
GTGAGAAATA
CCTAGAAGCA
CATCAGGGGT
GAGGGAAGCT
CGCACTACAA
GTGGCATGAT
TCTGGAAAAG
GCTAAAAAAG
CTCTGTTAGC
GGCTTAAAAA
ACTGGCTGAC
TAAGAGCAAT
ATCACCAGGA
TCAATCTCAG
TCGTATAATT

AAAAAAAACT
TGACCAGTGT
TCTAGTCATC
CTGGCGGAGG
AATCGCCATC
CTCGCTACCG
CAGCTACTTC
ACCGGCTTAT
GCTCTTGAAT
CAGGGGTTGG
ATTTGAATAT
GAGATTTTTC
TTTTCCAGGC
TAGAACTCGG
GTGGGTGCTA
CACATTCGCC
TATTCCTTGA
GGTGGGCAGT
AGCGAAGCAT
CAGCGATGCA
TTAGTGATTC
TTACGCATTT
CATACAGGCT
TGTCCCTACG
CGCTTGTGGT

TAGAAGAGAA
CTCCGTCGCC
TGAATCTGAA
AAACAGCTAG
GGAAGCTACA
ATTCCGAGTT
AGCCCTTTGC
GATAGGCCAA
CGAGATTCTT
AGGCCTTCAT
TCCCTGCTCC
TTTATCTTGT
ATGTGGGAAA
GCTCAGTAAA
CAGAGGTCCA
AAAGTTTATC
AGCTGCCAAC
TTGCTGCCAT
GGATTTGCAG
ATTACTTGGC
AGATGCTCGA
GCACAGGATT
ACCTTGTAAA
AACTATGTCG
TGAAATCAAA

ACAATCTCAT
GTCGTAGCTC
CAAGCTTTCT
GGTTTGCTTT
TATGATCCGG
ATATGAGCTT
TGAAATCAAT
GACATTGAAG
GTTTCTAGCT
ACAGAAACGT
AGCCAATTGC
CGACAATTTC
ATTCTGAAGT
TGGARAGTTG
ATCTATGATT
AGTTGTTGGC
TACCAGATTA
TAACTTGGAA
GGGCTGCATC
CCCATGATGT
GACTGACTAC
GTTTTGTTTT
TGAAGTAACA
GTAAACAATG
TTAGACGTTA

CGCTCAGTGA
CTCCGCATCG
CTTCAAATTC
AGCTTCTACT
AGCTCCGTTT
GAGAAAATCC
CCCAAACAAA
TGCGAGATGG
GCAGATGCTC
TTTACTTGCG
CAACCGAAGA
TCGAGTGAAG
CTCAGAGGCA
AACTACTTGC
CTGAAGGGTG
TAAGAAACTA
GGAAAGAGAT
TCTCGAGCAG
CAGATACATT
GGGGGACATT
GCTAGAATCC
GCAGATTCGG
GTTTGTTTTC
TTTTTCACAC
CTC
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