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RESUMEN

El metabolismo primario de las plantas es un proceso complejo, en el que
las vias que participan deben estar perfectamente coordinadas e integradas con el
fin de lograr el desarrollo adecuado de las plantas y su aclimatacion al medio
ambiente. Un ejemplo de tal complejidad es la biosintesis del aminoacido L- serina,
que se lleva a cabo en al menos dos organulos diferentes y por rutas distintas. A
pesar del papel crucial de la serina en las plantas, no se conoce cual es la
importancia biolégica de la coexistencia de varias rutas biosintéticas; tampoco se
conoce cémo interactlan estas rutas para mantener la homeostasis de dicho
amino&cido en las células. Se han descrito tres rutas diferentes de biosintesis de
serina en las plantas: la ruta del glicolato, asociada a la fotorrespiracion, y dos rutas
no fotorrespiratorias denominadas ruta del glicerato y ruta fosforilativa. La ruta
fosforilativa de biosintesis de serina (RFBS) se ha estudiado relativamente poco,
probablemente debido a que se consideré de menor importancia en comparacion

con la ruta del glicolato.

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido contribuir a dilucidar el
papel de la RFBS en las plantas, utilizando como modelo Arabidopsis thaliana.
Especificamente se ha procedido a la caracterizacion funcional de genes que
codifican para la 3-fosfoglicerato deshidrogenasa (PGDH), primera enzima de la
RFBS. Se han identificado tres genes que podrian codificar para la enzima PGDH,
denominados PGDH, 3-PGDH y EDA9 (Embryo Sac Developmenal Arrest9).
Mientras que PGDH ya habia sido clonado y la enzima que codifica caracterizada
bioquimicamente, 3-PGDH y EDA9 no habian sido estudiados hasta la fecha. A
nivel de su secuencia aminoacidica, 3-PGDH y EDA9 presentan un alto porcentaje
de identidad con PGDH, por lo que se les agrupd dentro de una familia génica que
denominamos “familia PGDH”. Los tres genes mostraron un patrén de expresion
diferente, indicando que no son funcionalmente redundantes. Los mutantes de los
genes PGDH y 3-PGDH no presentan fenotipos visuales drasticos, pero el mutante

eda9.1eda9.1 es letal, mostrando un retraso en el desarrollo embrionario que
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conduce al aborto de los embriones. El fenotipo de letalidad del embrion del
mutante eda9.1eda9.1 se complement6 con el cDNA del gen EDA9 bajo el control
del promotor 35S (Pro35S:EDA9) y de su propio promotor (ProEDA9:EDA9). Sin
embargo, la construccion que lleva el promotor 35S, que muestra baja expresion en
el tapete de las anteras, no complement¢ la fertilidad del mutante. El desarrollo de
las microsporas en eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 se detiene en la etapa de
microspora polarizada. El polen de estas lineas carece de trifina en los intersticios
de la exina, la capa mas externa del grano de polen, mostrando formas colapsadas y
deformadas que no fueron capaces de germinar cuando se cultivaron in vitro. Un
andlisis metabolémico de los mutantes de la familia PGDH y de las lineas que
sobreexpresan estos genes, revel6 que los tres genes de la familia pueden regular la
homeostasis de la serina, siendo PGDH el méas importante cuantitativamente en el
proceso de biosintesis de serina en toda la planta. Por el contrario, el papel esencial
de EDA9 podria estar relacionado con su expresion en tipos celulares muy
especificos. En esta tesis, ponemos de manifiesto el papel crucial de EDA9 en el
desarrollo del embrion y del polen, lo que sugiere que la RFBS es un importante

nexo de union entre el metabolismo primario y el desarrollo.
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RESUM

El metabolisme primari de les plantes és un procés complex, en el qual les
vies que participen han d’estar perfectament coordinades i integrades amb la
finalitat d’aconseguir el desenvolupament adequat de les plantes i la seva
aclimatacié al medi ambient. Un exemple de tal complexitat és la biosintesi de
I’aminoacid L-serina, que es duu a terme en almenys dos organuls diferents i per
rutes diferents. Malgrat el paper crucial de la serina en les plantes, no es coneix
quina és la importancia bioldgica de la coexisténcia de diverses rutes
biosintétiques; tampoc es coneix com interactuen aquestes rutes per mantenir
I’homeostasi d’aquest aminoacid a les cél-lules. En les plantes, s’han descrit tres
rutes diferents de biosintesi de serina: la ruta de glicolat, associada a la
fotorespiracid, i dues altres rutes no fotorespiratories denominades ruta del glicerat
i ruta fosforilativa. La ruta fosforilativa de biosintesi de serina (RFBS) s'ha estudiat
relativament poc, probablement perque es va considerar de menor importancia en

comparacio amb la ruta del glicolat.

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral ha estat contribuir a dilucidar el
paper de la RFBS en les plantes, utilitzant com a model Arabidopsis thaliana.
Especificament s'ha procedit a la caracteritzacié funcional dels gens que codifiquen
per a la 3-fosfoglicerat deshidrogenasa (PGDH), primer enzim de la RFBS. S'han
identificat tres gens que podrien codificar per a I’enzim PGDH anomenats PGDH,
3-PGDH, EDA9 ((Embryo Sac Developmenal Arrest9) respectivament. Mentre que
PGDH ja havia estat clonat i, I’enzim que codifica, caracteritzat bioquimicament,
3-PGDH i EDA9 no havien estat estudiats fins avui. A nivell de la seva seqliéncia
aminoacidica, 3-PGDH i EDA9 presenten un alt percentatge d’identitat amb
PGDH, per la qual cosa se’ls va agrupar dins d’una familia génica que
denominarem “familia PGDH”. Els tres gens van mostrar un patr6 d’expressio
diferent, la qual cosa indica que no sén funcionalment redundants. Els mutants dels
gens PGDH i 3-PGDH no van presentar fenotips visuals drastics, perd el mutant

eda9.1eda9.1 és letal perqué mostra un retard en el desenvolupament embrionari,
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gue condueix a I’avortament dels embrions. El fenotip de letalitat de I’embri6 del
mutant eda9.1eda9.1 es va complementar amb el cDNA del gen EDA9 sota el
control del promotor 35S (Pro35S:EDA9) i del seu propi promotor
(ProEDA9:EDA9). No obstant aix0, la construccié que porta el promotor 35S, que
mostra baixa expressio en el tapetum de les anteres, no complementa la fertilitat del
mutant. El desenvolupament de les microspores en eda9.1eda9.1 Pro35S:EDAS9 es
deté a I’etapa de microspora polaritzada. El pol-len d’aquestes linies manca de
trifina en els intersticis de I’exina, la capa més externa del gra de pol-len, mostrant
formes col-lapsades i deformades que no van ser capaces de germinar quan es van
conrear in vitro. Un analisi metabolomic dels mutants de la familia PGDH i de les
linies que sobreexpresen aquests gens, va revelar que els tres gens de la familia
PGDH poden regular I’homeostasi de la serina, sent PGDH el més important
guantitativament en el procés de biosintesis de I’aminoacid en tota la planta. Per
contra, el paper essencial de EDA9 podria estar relacionat amb la seva expressié en
tipus cel.lulars molt especifiques. En aquesta tesi, posem de manifest el paper
crucial de EDA9 en el desenvolupament de I’embri6 i del pol-len, la qual cosa
suggereix que la RFBS és un important nexe d’unid entre el metabolisme primari i

el desenvolupament.
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ABSTRACT

Plant primary metabolism is a complex process where many interacting
pathways must be finely coordinated and integrated in order to achieve proper plant
development and acclimation to the environment. An example of such complexity
is the biosynthesis of the amino acid L- serine which takes place in at least two
different organelles and by different pathways. In spite of the crucial role of serine
in plants, the biological significance of the coexistence of several biosynthetic
pathways, and also how they interact to maintain amino acid homeostasis in cells is
not yet understood. Three different serine biosynthesis pathways have been
described in plants: The glycolate pathway associated with photorespiration, and
two others non fotorespiratory pathways denominated glycerate pathway and
phosphorylated pathway. The phosphorylated pathway of serine biosynthesis
(PPSB) has been poorly studied, probably because it was considered of minor
importance compared to the glycolate pathway.

The main objective of this thesis is to elucidate the role of PPSB in plants,
using Arabidopsis thaliana as a model. Specifically, the functional characterization
of genes coding for the first enzyme of the PPSB, 3-phosphoglycerate
dehydrogenase (PGDH) has been elucidated. We have identified three genes
coding for putative PGDHs named PGDH, 3-PGDH and EDA9 (Embryo Sac
Developmenal Arrest9) respectively. While PGDH have already been cloned and
biochemically characterized, 3-PGDH and EDA9 have not been studied to date. 3-
PGDH and EDA9 have a high percentage of amino acid identity as compared to
PGDH. Therefore they were grouped within a gen family called “PGDH family”.
All three genes displayed a different expression pattern indicating that they are not
functionally redundant. The mutants of PGDH and 3-PGDH presented no drastic
visual phenotypes, but the mutant eda9.1eda9.1 is lethal showing delayed embryo
development that led to aborted embryos. The embryo-lethal phenotype of the
mutant eda9.1leda9.1 was complemented with EDA9 cDNA under the control of
35S promoter (Pro35S:EDA9) and its own promoter (ProEDA9:EDA9). However,
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the construct that carries the 35S promoter, which is poorly expressed in the anther
tapetum, did not complement mutant fertility. Microspore development in
eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9 was arrested at the polarized stage. Pollen from these
lines lacked tryphine in the interstices of the exine, the extern layer of pollen grain,
and displayed shrunken and collapsed forms that were unable to germinate when
cultured in vitro. A metabolomic analysis of PGDH mutant and overexpressing
plants revealed that all three PGDH family genes can regulate serine homeostasis,
with PGDH being quantitatively the most important in the process of serine
biosynthesis at the whole plant. By contrast, the essential role of EDA9 could be
related to its expression in very specific cell types. In this thesis, we evidence the
crucial role of EDA9 in embryo and pollen development, suggesting that the PPSB

is an important link connecting primary metabolism with development.
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I. INTRODUCCION

I.1. La Biotecnologia como herramienta para la mejora de plantas y

animales

En la historia de la mejora vegetal hay tres momentos clave que han
permitido el aumento de la productividad de las cosechas. El primero fue el
establecimiento de las leyes de la herencia por Gregor Mendel durante el siglo
XIX, cuando la mejora de las variedades de plantas dejo de ser un proceso lento y
tradicional y se convirtid, poco a poco, en un proceso mas empirico y planificado a
través de métodos cada vez mas sofisticados. El segundo momento se produce en la
mitad del siglo XX, tras el desarrollo de las distintas técnicas de mutagénesis y/o
cultivo in vitro (obtencion de organismos haploides, regeneracion de plantas,
rescate de embriones, etc.), que permitiecron la generacion de organismos
mejorados genéticamente. Finalmente, el tercer momento esta ligado a las técnicas
de la biotecnologia moderna (desarrollo de la ingenieria genética) a finales del
siglo XX, que reporta grandes beneficios a la agricultura a través de la

manipulacion genética de microorganismos, plantas y animales.

La biotecnologia existe en nuestra sociedad desde épocas remotas, en las
que ya se practicaba la siembra de cultivos, los sistemas de fermentacion para la
produccion de vinos, o la utilizacion de rutas bioquimicas de algunos
microorganismos para el procesamiento de compuestos organicos y produccion de

quesos O cervezas.

La mejora de las plantas contribuye al progreso de la humanidad, porque
ayuda a mejorar las condiciones primordiales de la vida humana. El aumento de la
poblacion mundial, el establecimiento de las nuevas agroindustrias, la complejidad
de la alimentacion actual, etc., exigen la constante incorporacion de nuevos
cultivos y variedades, con gran potencial de rendimiento, de mayor rango de
adaptacion y de buena calidad para el procesamiento industrial. Por eso, en

nuestros dias, los continuos avances metodologicos en ingenieria genética y en
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biotecnologia han revolucionado la biologia del desarrollo vegetal. Asi, en la
actualidad es posible la introduccién y la mayor o menor expresion de genes
propios o foraneos en células embrionarias o adultas. También es posible la
clonacion de cualquier gen, la determinacion de su secuencia nucleotidica y de sus
patrones de expresion espacial y temporal, asi como la deduccion de la estructura
de su producto proteico y la obtencion y purificacion de este ultimo. Las técnicas
basadas en la hibridacion de acidos nucleicos han permitido el hallazgo de genes de
naturaleza similar en organismos tan dispares como las bacterias y el hombre, lo
que ha consolidado la idea de la existencia de mecanismos genéticos universales
(Davidson, 1994). Las nuevas tecnologias de secuenciacion automatizada de
fragmentos de ADN o de genomas completos (Hood y col., 1987; Hunkapiller y
col., 1991) han abierto nuevas vias de acceso experimental a los genes de un
organismo y a la determinacion de su papel en el desarrollo. Los secuenciadores
automaticos también han hecho posible la secuenciacion en masa de segmentos de
cDNA (ADN complementario), para obtener las denominadas ESTs (del inglés
Expressed Sequence Tags), que dan lugar a extensos catalogos de los genes
expresados en un organismo, en alguno de sus organos, tejidos o estados de
desarrollo (Adams y col., 1991 y 1992). La presencia en las bases de datos de
secuencias nucleotidicas y proteicas (Benson y col., 1994; Emmert y col., 1994) ha
creado un nuevo tipo de Biologia Comparada, la que se fundamenta en el analisis

de las secuencias de los genes y sus productos.

En la actualidad, la biotecnologia esta focalizada, entre otros campos, hacia
aplicaciones agricolas y médicas basadas en la informacion codificada en el ADN,
lo cual ha llevado al uso en estos d&mbitos de términos como ingenieria genética,
tecnologia del ADN recombinante, modificaciéon o transformacion genética. En
este sentido, se estan utilizando diversas técnicas de transferencia de genes como
son la manipulacion y transformacion de protoplastos, la transformacion biolistica
o el uso de microorganismos tales como Agrobacterium para introducir genes en

las plantas. Mediante estas técnicas se ha acelerado y optimizado la mejora de las



Introduccion 5

especies cultivadas. Asi, los aportes de las técnicas de ingenieria genética permiten

saltar las barreras entre especies y obtener plantas mejoradas en sus propiedades

agronomicas y en su calidad nutricional o industrial como por ejemplo:

Plantas tolerantes a herbicidas de amplio espectro que asociados a
sistemas de siembra directa evitan las tareas de labranza que erosionan

los suelos.

Plantas resistentes a enfermedades y plagas, como el algodon y el maiz
BT, a las que se les ha transferido el gen que codifica para una toxina
proveniente de Bacillus thurigiensis, que provoca la muerte de las larvas

de insectos.

Plantas tolerantes a estrés abidtico que pueden sobrevivir mejor en suelos

salinos, a bajas temperaturas o en climas con lluvias escasas.

Plantas con calidad nutricional mejorada (por ejemplo modificacion en la
proporcién de nutrientes y vitaminas), con menor contenido en
alérgenos, con mayores tiempos de conservacion, o con caracteristicas
organolépticas mejoradas, etc. Un ejemplo de ello es el arroz dorado, que
es una variedad a la que se le han introducido dos genes, uno proveniente
del genoma del narciso y otro del genoma bacteriano (Ye y col., 2000).
Estos genes codifican pasos de la ruta de sintesis de la provitamina A,
que las variedades convencionales de arroz no tienen. Este arroz con
provitamina A, permitiria paliar en gran medida los problemas de
avitaminosis en poblaciones cuyo principal aporte nutricional proviene

del arroz.

Plantas con propiedades nuevas desarrolladas para trabajar como
biofabricas produciendo farmacos, vacunas y plasticos. Por ejemplo, la
produccién de anticuerpos monoclonales humanos para combatir el virus

de la hepatitis B a partir de células transgénicas de la planta del tabaco.
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En el ambito animal, la biotecnologia se aplica tanto a la produccién como
a la alimentacion y salud de los animales. En estos organismos, la ingenieria
genética permite transferir genes de una especie a otra diferente, que se integren en
su genoma, que sean funcionales y que puedan transmitirse a la descendencia. Por
tanto, la transgénesis animal puede tener objetivos tan diversos como el estudio de
enfermedades humanas, la mejora del ganado (aumento de la tasa de crecimiento
corporal, modificacion de la relacion carne/grasa, resistencia a enfermedades, etc.)
o la produccion de moléculas de interés para diferentes industrias, como la
farmacéutica, la alimentaria, la quimica, etc. En este sentido, se han obtenido
proteinas recombinantes de interés farmacoldgico en la leche de animales
transgénicos de granja (ovejas, vacas, cerdos o cabras). De esta manera, las
proteinas recombinantes se pueden producir en grandes cantidades y, dado que su
purificacion es relativamente sencilla y su produccion puede no interferir con la

biologia del animal, su impacto ambiental y su coste puede ser bajo.

Una vez conseguido el animal transgénico, éste puede ser clonado para
obtener una descendencia numerosa genéticamente idéntica que tendra los efectos
beneficiosos de sus progenitores. Entre los animales transgénicos utilizados para la
produccion de proteinas de interés farmacologico se encuentran ovejas que
producen la proteina alfal proteinasa asi como los factores de coagulacion VII y
IX, y vacas que producen la hormona de crecimiento humano (Salamone y col.,

2006).

Por ultimo, a pesar de estos logros de la biotecnologia como herramienta
de mejora, es importante hacer hincapi¢ en su papel en la investigacion basica,
como paso previo para alcanzar metas dentro del marco definido por la ciencia
aplicada. En este tltimo marco conceptual, es donde se desarrolla la presente tesis

doctoral.
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1.2. Arabidopsis thaliana como sistema modelo en el estudio del

desarrollo vegetal
1.2.1. Aspectos generales

En el siglo pasado, la mayoria de los estudios en plantas se realizaron con
especies de interés econémico para poder mejorar sus cultivos. Estas especies por
lo general presentan dificultades para su estudio, ya que en la mayoria de los casos
sus genomas son de gran tamafio y tienen un elevado grado de ploidia, lo que
dificulta su manipulaciéon y analisis (Meyerowitz, 2001; Page y Grossniklaus,
2002). Entre estas especies se encuentran el tomate (Solanum lycopersicum), el
maiz (Zea mays), el tabaco (Nicotiana tabacum) o el guisante (Pisum sativum).
Debido a los inconvenientes que presentaban las plantas cultivadas para su
utilizacion en investigacion, se hizo necesaria la busqueda de sistemas modelo

vegetales menos complejos.

La denominacion de sistema u organismo modelo hace referencia a
cualquiera de los organismos experimentales en cuyo estudio se concentran los
esfuerzos de un grupo amplio de equipos de investigacion, con el fin de obtener
conclusiones que puedan ser generalizadas a otras especies. La eleccion de
sistemas modelo para el estudio de la funcion vegetal a nivel molecular ha sido
guiada por criterios diversos, entre ellos tener un pequefio tamafio, ciclo de vida

corto, mantenimiento simple y econémico en el laboratorio, etc.

En los abordajes genéticos del desarrollo en animales se han empleado
organismos como Drosophila melanogaster (Leptin, 1994) o el nematodo
Caenorhabditis elegans (Hope, 1994). En el campo de la biologia molecular
vegetal, a partir de los afios 1980, se generalizo la utilizacion de una crucifera sin
valor economico llamada vulgarmente arabidopsis (Arabidopsis thaliana; Figura
I.1), que en pocos afios se convirtio en la planta modelo por excelencia
(Meyerowitz y Pruitt, 1985; Meyerowitz, 1987, 1989, 2001; Bowman, 1994; Page
y Grossniklaus, 2002; Somerville y Koornneef, 2002). Arabidopsis presenta unas



Walid Toujani 8

caracteristicas 6ptimas como organismo modelo en Biologia vegetal, entre las que
destacan su capacidad de crecimiento bajo condiciones controladas, su pequefio
tamafio (unos 30-50 cm de altura, que posibilita cultivar hasta 10000 plantas/m?),
su ciclo de vida corto (aproximadamente unas 6 semanas) y la produccion de varios
miles de semillas, lo que unido a su genoma pequefio [1,2 x 10° pares de bases
(pb), aproximadamente 26000 genes, comparado con los 2,4 x10° pb del maiz, 20
veces mas, o los 1,6 x 10" pb del trigo, 130 veces mas] y su facilidad para obtener
mutantes o transgénicas, permite hacer estudios genéticos. Se han desarrollado y
adaptado también para esta especie métodos de bioquimica y biologia molecular

como son el aislamiento y deteccion de ADN, ARN, proteinas, etc.

Arabidopsis es una planta angiosperma que pertenece a la clase de
Dicotiledoneas, a la subclase de las Dilénidas, al orden de las Caparales y a la
familia de las Brasicaceas o Cruciferas (Strasburger y col., 1994), que es una
familia muy amplia en la que encontramos aproximadamente 340 géneros y mas de
3500 especies (Al-Shehbaz, 1984 citado en Hall y col., 2002). Algunos miembros
de esta familia con interés econéomico son las diversas variedades de col (Brassica
oleracea), el rabano (Raphanus sativus), el nabo (B. napus subsp. rapifera) y la

colza (B. napus var. arvensis).

Aunque se ha descrito la presencia de arabidopsis en casi todo el planeta,
es bastante dificil conocer exactamente su origen geografico. A pesar de ello y al
igual que otras cruciferas, es una especie cosmopolita que se localiza,
mayoritariamente, en regiones de clima moderado (Meyerowitz, 1989; Strasburger
y col, 1994; Innan y col., 1997). Arabidopsis tiene el tallo erecto con
ramificaciones un poco alejadas de la base, en el que aparecen pelos ramificados y
cortos (tomentosos), dispuestos muy densamente, que van desapareciendo o
reducen su densidad a medida que nos aproximamos a las inflorescencias. Las
hojas son simples, de elipticas a ovales, con los bordes enteros. Se distinguen dos
tipos de hojas: las basales, que forman una roseta de unas 10-15 hojas, y las

caulinares, mas pequeflas y sésiles. Sus inflorescencias se presentan en racimos en



Introduccion 9

el extremo de las ramas o del tallo. Las flores, de unos 5 mm de diametro, son
hermafroditas y estan formadas por cuatro pétalos blancos espatulados. El fruto es
una silicua linear de unos 3 cm de longitud y 1-2 mm de anchura, cilindrica, un
poco arqueada y sin pelos (Figura I.1). Los frutos contienen dos cavidades en las
que se alojan las semillas ovoideas en hilera. Presenta un ciclo de vida de alrededor
de 6 semanas, permitiendo la obtenciéon de hasta 8 generaciones al afio en
determinadas condiciones de cultivo (25°C e iluminacion continua). Se trata de una
especie autdogama y muy prolifica, pudiendo conseguir hasta 25000 semillas por
planta sin necesidad de intervencion alguna. Las semillas pueden almacenarse
durante unos pocos afios a temperatura ambiente sin perder mucha viabilidad
(Bowman 1994; Somerville y Koornneef, 2002; Page y Grossniklaus, 2002),

aunque a 4°C esa viabilidad aumenta considerablemente.

1.2.2. Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana

A pesar de que en condiciones de laboratorio, esta especie puede tener
hasta ocho generaciones en un afo, arabidopsis es una planta anual. Al igual que
otras muchas angiospermas, presenta un ciclo de vida tipico con alternancia de
generaciones haploides y diploides (gametofitica y esporofitica, respectivamente).
El gineceo es el organo reproductivo femenino de la flor, y estd compuesto de
estigma, estilo y ovario. En el ovario se localizan los 6vulos en cuyo interior se
encuentra el gametofito femenino. Los estambres constituyen los oOrganos
reproductivos masculinos de la flor y se componen del filamento y antera en la que
se encuentran los granos de polen (gametofito masculino; Figura 1.2; Bowman,

1994; Meinke y col., 1998).

El gametofito femenino, también conocido como saco embrionario o
megagametofito, se desarrolla dentro del 6vulo, que se encuentra dentro del ovario
del carpelo. La parte del ovario a la que se une el 6vulo se llama placenta y éste se

une a ella a través del funiculo (en el caso de arabidopsis y otras plantas un ovario
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puede tener varios 6vulos). La parte apical del primordio del 6vulo constituye la
nucela, de la cual derivara el saco embrionario. La nucela esta rodeada de uno o
dos integumentos que formaran la cubierta seminal. Una de las células diploides de
la nucela llamada célula madre de la megaspora, se divide por meiosis dando lugar
a 4 megasporas (células haploides), de las que 3 degeneran y una (megaspora
funcional) continua su desarrollo, produciéndose 3 divisiones mitoticas que forman
el saco embrionario, formado por las 7 células con 8 nucleos haploides: tres células
antipodas, dos células sinérgidas, una ovocélula y una célula central con dos

nucleos (Figura 1.3; Yadegari y Drews, 2004).

El gametofito masculino, o grano de polen, es un organismo tricelular que
proviene de divisiones meidticas de las células madre del polen (Figura 1.4). El
polen se inicia dentro de la antera, cuando a partir de estas células madre se forman
tétradas de células rodeadas por paredes de calosa tras la meiosis. Las microsporas
haploides de cada tétrada se liberan por la accidén de la enzima calasa producida por
una capa de células de la antera 1lamada tapete, que rodea al gametofito durante su
formacion, y cuya funcion es nutrirlo y proporcionarle materiales para la formacion
de la compleja pared del polen, aunque en etapas posteriores degenera y desaparece
(Scott y col., 2004). Cada una de estas microsporas sufre una mitosis asimétrica,
dando lugar a células binucleares, una de mayor tamafio (célula vegetativa) y otra
de menor tamafno (célula generativa, que estd embebida en la vegetativa) y que
sufrira una segunda mitosis originando dos células espermaticas. En este momento,
el grano de polen ya formado sufre una deshidratacion parcial antes de liberarse de

la antera (Figura [.4; McCormick, 2004).
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Figura L.1. Fotografias de diferentes estadios y 6rganos de Arabidopsis thaliana. A la
izquierda se muestra el estado vegetativo con roseta y en el centro la planta adulta en
floracion; las barras representan 1 cm. A la derecha se muestran detalles de la flor,
inflorescencia y semillas; las barras representan 1 mm. Imagen ha sido extraida de la
web http://ambiental.unab.cl/etiqueta/arabidopsis-thaliana/
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Figura 1.2 Representacion del ciclo de vida de Arabidopsis thaliana en la que se
indican los distintos estadios de desarrollo de esta crucifera. Se presentan algunos
de los 6rganos de esta planta. En rojo, se indican cada uno de los procesos que
tienen lugar durante el ciclo vital de la planta. Dibujo modificado de Ripio-Samper
(2004).
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Figura I.3. Represtacion de un ovulo (A) y gametofito femenino (B) de Arabidopsis
thaliana. La vision en (B) es perpendicular respecto a (A) y tanto en (A) como en
(B) las areas grises del gametofito representan citoplasma, las dreas blancas
representan vacuolas, y las dreas negras representan niticleos. (C) Desarrollo del
gametofito femenino de arabidopsis. En esta representacion, la region de la calaza
esta arriba y el micropilo esta abajo. Abreviaturas: c, calaza; ca, células antipodas;
cc, célula central; cmm, célula madre de la megaspora; cs, célula sinérgida; f,
funiculo; GF, gametofito femenino; m, megaspora; mf, megaspora funcional; mp,
micropilo; np, nucleos polares; ns, nicleo secundario; o, ovocélula. Modificado de
Yadegari y Drews, 2004.

Cuando el polen llega al estigma, se rehidratard y germinara, dando lugar al
tubo polinico por el que viajaran el nucleo de la célula vegetativa y las dos células
espermaticas (Figura 1.4). Cuando el tubo polinico llega al saco embrionario a
través del micropilo, las dos células espermaticas se liberaran para producir la
doble fecundacion (McCormick, 2004). Una de las células espermaticas se
fusionara con la ovocélula para dar lugar a un cigoto diploide. La otra célula
espermatica se fusionara con la célula central del saco embrionario y al fusionarse
su nucleo con el nucleo secundario (formado por la unién de los dos nucleos

polares) de ésta se originara un nucleo triploide que desarrollara el endospermo.



Walid Toujani 14

La generacion esporofitica comienza con la fusion de los gametos, que da
lugar al cigoto o embrion diploide, que junto con el tejido materno y el endospermo
extraembrionario, dard lugar a la semilla (Bowman, 1994; Meinke y col., 1998;
Laux y col., 2004). Durante el desarrollo de las semillas, se suceden las distintas
fases de la embriogénesis, que culminan con la formacion del embrion maduro, que
presenta las caracteristicas basicas del plan corporal de la planta (Figura 1.2). Las
semillas estan dentro de la silicua pudiendo contener hasta 60 semillas cada una de

ellas.

El desarrollo vegetativo comienza con la germinacion de la semilla. El
crecimiento del embrion rompe la cubierta de la semilla y se produce la
emergencia, con la elongacion de la radicula y la posterior expansion de los
cotiledones. A continuacion, la radicula emergente, crece y se diferencia, dando
lugar a la raiz. Las estructuras aéreas se desarrollan con la apariciéon de las hojas

verdaderas, que inicialmente forman la roseta vegetativa (Figura I.1).

La transicion floral, que marca el inicio de la fase reproductiva se produce
al final del desarrollo vegetativo, tras la integracion de sefiales endogenas
(hormonas, regulacion génica, etc.) y exdgenas (temperatura, luz, fotoperiodo,
nutrientes, disponibilidad de agua, etc.). El meristemo apical se transforma en
meristemo de inflorescencia y emerge un tallo floral principal y algunos tallos
florales secundarios. En estos tallos se sittan las hojas caulinares, mas pequefias
que las de la roseta y sésiles. Cada uno de los tallos desarrolla inflorescencias
terminales y secundarias, con flores dispuestas en racimos siguiendo un patrén de
filotaxia helicoidal (Boyes y col., 2001; Page y Grossniklaus, 2002). Las flores son
hermafroditas, de unos 0,5 cm de diametro, con cuatro pétalos blancos, 4 sépalos y

6 estambres (Figura I.1).
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Figura 1.4. Esquema de la gametogénesis masculina de Arabidopsis
thaliana. Modificado de McCormick, (2004).

1.2.3. Analisis genomico funcional en A. thaliana

El genoma de arabidopsis, uno de los mas pequefos entre las plantas
superiores, esta organizado en cinco cromosomas. Ademas de por su pequefio
tamafio, desde un punto de vista de la genética molecular, el genoma de arabidopsis
es muy apropiado para los estudios moleculares por la escasez de secuencias
repetitivas de ADN. Estas caracteristicas permitieron el inicio de un proyecto de

secuenciacion a gran escala, que concluyé a finales de los afios 1990. Ademas de
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tener completamente secuenciado su genoma, actualmente se dispone de un
extenso banco de datos de cDNAs, parcialmente secuenciados (ESTs) y detallados
mapas fisicos y genéticos de los cinco cromosomas con datos de ligamiento de mas

de 500 genes (Azpiroz-leehan y Feldmann, 1997).

A estas caracteristicas debe afiadirse la capacidad de realizar cruzamientos
de forma relativamente sencilla entre distintas plantas de esta especie, de ser
facilmente transformada y de incorporar mutaciones, lo cual la convierten en un
organismo competente para el estudio del efecto/respuesta a diferentes factores
endogenos y exdgenos (Feldmann y Marks, 1987; Zhu, 2001). Por otra parte, de
forma intrinseca, su uso como modelo bioldégico en los ultimos afios, ha
contribuido positivamente a incrementar su valor como herramienta para la

investigacion biotecnologica.

Tal como indica Ripio-Samper (2004), esta especie modelo puede ser
mutagenizada con bastante facilidad, mediante mutagenos fisicos (neutrones
rapidos y rayos X), quimicos (metanosulfonato de etilo, EMS) o elementos de
insercion (transposones y T-DNA de Agrobacterium tumefaciens). A finales del
siglo XX, se realizaron numerosas mutagénesis sobre arabidopsis con el proposito
de poder analizar diferentes procesos biologicos (Rédei, 1970, 1975; Estelle y
Somerville, 1986; Meyerowitz, 1987, 1989, 2001; Bowman y col., 1988; Griffing y
Scholl, 1991; Koornneef y Stam, 1992; Rédei y Koncz, 1992; Berna y col., 1999;
Quesada y col., 2000). Ademas de la posibilidad de ser mutagenizada con gran
facilidad, se puede transformar arabidopsis utilizando como vector A. tumefaciens
(Krysan y col., 1999; Brunaud y col., 2002), lo que ha permitido la obtencion de
multitud de colecciones de mutantes de insercion (Jander y col., 2002; Sessions y

col., 2002; Alonso y col., 2003).

El estudio de la funcién biologica de un gran numero de genes
secuenciados es uno de los mayores retos de la biologia. La genética reversa,

basada en la caracterizacion de los efectos de la pérdida de funcion de un gen
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conocido, tiene una gran importancia para lograr este objetivo. El silenciamiento de
genes por cosupresion o mediante secuencias antisentido es un método valido para
estudiar la funcidon génica, pero su analisis e interpretacion puede resultar

complicado (van der Krol y col., 1993; Baulcombe, 1996).

La disrupcion génica es una herramienta poderosa para la obtencion de
mutantes de pérdida de funciéon. Dado que en plantas la mutagénesis dirigida es
laboriosa, en los ultimos afios se han perfeccionado las técnicas de mutagénesis
insercional hasta conseguir poblaciones saturadas de mutantes de insercion de T-
DNA o transposones (Kempin y col., 1997; Maes y col., 1999), gracias a los cuales
se han clonado y caracterizado una gran multitud de genes. Su uso intensivo en
investigacion ha propiciado la creacion de bases de datos de dominio publico en las
que se ofrecen gran cantidad de herramientas informaticas, asi como informacion
acerca de mutantes, polimorfismos de ADN, protocolos de laboratorio y otros
aspectos [The Arabidopsis Genome initiative (AGI), Centre national de
sequencage (French genome center), John Innes Center (JIC), Munich information
Center for Protein sequences (MIPS), Arabidopsis Information Management
System (AIMS), The Institute for Genomic Research (TIGR) Arabidopsis thaliana
EST assembly Database, etc.]. La mayoria de la informacion relativa a aspectos
moleculares de arabidopsis estda centralizada en TAIR (The Arabidopsis
Information Resource, http://www.arabidopsis.org). Se ha generado una amplisima
coleccion de alelos mutantes de practicamente todos los genes de arabidopsis, que
pueden ser consultados en la pagina web (http:/signal.salk.edu/cgi-
bin/tdnaexpress). Se han creado varios centros de conservacion y distribucion de
lineas y clones de ADN, dos en Europa (NASC: Nottingham Arabidopsis Stock
Centre; Institut national de la recherche agronomique (INRA)-Versailles Genomic
Resource Center), dos en Estados Unidos (ABRC: Arabidopsis Biological
Resource Center; Lehle Seeds) y el tercero en Japon (RIKEN Bioresource Center

(BRC)/SENDALI Arabidopsis Seed Stock Center (SASSC).
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A pesar de que su genoma es reducido, arabidopsis presenta las
caracteristicas basicas de otras angiospermas en lo referente a anatomia,
crecimiento, morfologia, desarrollo y respuestas al ambiente. Los resultados de las
investigaciones sobre arabidopsis son potencialmente aplicables a cualquier otra
planta con flores. Por las caracteristicas de esta planta, sus estudios pueden
generalizarse a la mayor parte de las especies vegetales que el hombre utiliza

(Meyerowitz, 1989).

1.3. El metabolismo vegetal y su importancia como diana biotecnologica

En todas las células, unos compuestos se transforman en otros a través de
reacciones mediadas por enzimas. Al conjunto de esas reacciones le llamamos
metabolismo. Se denomina metabolismo primario a todas aquellas reacciones que
intervienen, de forma directa en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de
los organismos. Entre las reacciones pertenecientes al metabolismo primario de las
plantas estan la fotosintesis, la respiracion, la glicolisis, la sintesis de proteinas, la
biosintesis de aminoacidos, la asimilacion de nutrientes y, en general la formacion
de carbohidratos, lipidos y proteinas que intervienen en estas reacciones o son parte
estructural de las plantas (Figura 1.5). Los metabolitos primarios, muy abundantes
en la naturaleza, son indispensables para el desarrollo de la planta; se encuentran
presentes en grandes cantidades, son de facil extraccion y su explotacion es
relativamente barata (Petiard y Bariaud-Fontanel, 1987). Ademas de los procesos
metabdlicos primarios y a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una
cantidad significativa del carbono asimilado a la sintesis de una amplia variedad de
moléculas organicas que no parecen tener una funciéon directa en los procesos
anteriormente descritos, y que se denominan metabolitos secundarios (Figura 1.6).
Los metabolitos secundarios derivan biosintéticamente de ciertos compuestos
primarios, por lo que ambos tipos de metabolismo estan interconectados (Figura

1.5). Estos compuestos también cumplen funciones esenciales en las plantas
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relacionadas principalmente con interacciones ecologicas entre la planta y su

ambiente.

Los metabolitos secundarios, difieren de los metabolitos primarios en que
ciertos grupos presentan una distribucion restringida, es decir, no todos los
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan
en pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su
produccion restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso
a ciertas especies. Tal y como indica Avalos y Pérez-Urria (2009), algunos
productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas especificas
como repelentes o atrayentes de animales. Muchos son pigmentos que
proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccion
atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que van a utilizar los
frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a la dispersion de sus
semillas. Otros compuestos tienen funcion protectora frente a predadores, actuando
como repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas
indigestas o venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las

plantas frente a diferentes patdogenos, actuando como pesticidas naturales.

Los metabolitos secundarios se pueden agrupar en cuatro clases diferentes:

e Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites

esenciales.
e Compuestos fenolicos: cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.

e Glicosidos: saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y

glucosinolatos.

e Alcaloides.
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Figura L.5. El metabolismo primario y su relacién con el metabolismo secundario
en las plantas. Extraido de Avalos y Pérez-Urria (2009).

Es importante destacar que los metabolitos secundarios también reciben la
denominaciéon de productos naturales y tienen un valor medicinal y econémico
considerable, derivado éste ultimo de su uso en la industria cosmética, alimentaria
y farmacéutica. Un gran nimero de estos productos naturales, que ya se usaban en
la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, se utilizan en la
actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas,

colorantes, etc. (Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Figura 1.6. Origen de algunos metabolitos secundarios (alcaloides,
fenilpropanoides y terpenos) en el metabolismo primario. Extraido de Avalos y
Pérez-Urria (2009).

El conocimiento sobre el metabolismo vegetal, si bien es verdad que tiene
interés por si mismo, tiene también un interés potencial en su vertiente mas
aplicada, dado que puede ofrecer beneficios biotecnoldgicos a medio y largo plazo
en la agricultura, la medicina y el medio ambiente. Las enzimas responsables del
metabolismo estan codificadas por genes, de modo que el conocimiento del
genoma completo implica, en principio, el conocimiento del repertorio completo de
las enzimas que pueden funcionar en una célula. Como sabemos, cada tipo de
célula en un momento dado, expresa un subconjunto del repertorio génico total y lo

hace de un modo regulado y coordinado, que determina qué cantidad de cada
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enzima se fabrica en cada momento. La transgénesis permite investigar la funcion
de cada enzima estudiando, por ejemplo, qué consecuencias tiene para el
metabolismo el bloqueo de su expresion o su sobreexpresion. Ademas, al poder
alterar a voluntad, nucledtido a nucledtido, la region promotora, podemos averiguar
de qué secuencias concretas depende la expresion del gen, ya que unos genes
responden a la luz, otros al frio y otros a la sequia, por citar algunas condiciones.
Aunque la mayoria de las reacciones basicas del metabolismo primario han sido
bioquimicamente caracterizadas, la regulacion, las interconexiones y el grado de
integracion de las distintas rutas son muy poco conocidos. En este sentido, muchas,
si no la mayoria de las investigaciones en biologia vegetal, basadas en la ingenieria
metabolica con posibles aplicaciones practicas, han tenido un éxito limitado debido
a la complejidad del metabolismo vegetal. La manipulacion de éste tendra mayor
éxito en el futuro si se consigue generar modelos cuantitativos de la totalidad de
redes que interconectan las distintas vias metabolicas. Por lo tanto, para poder
mejorar la calidad nutricional de los vegetales, es necesario conocer primero con
gran precision la regulacion de las rutas metabdlicas y como interactiian entre si.
Por ello, actualmente se estan aunando esfuerzos para poder llegar a la

caracterizacion funcional del metabolismo primario vegetal.

1.4. El plasto

Los plastos son organulos celulares, propios de las plantas y algas. Segun
la “Teoria endosimbidtica”, los eucariotas serian organismos constituidos por
simbiosis de varios organismos procariotas, aceptandose actualmente que los
plastos, en su inicio fueron organismos procarioticos, por lo que en la actualidad
presentan todavia un genoma reducido en su interior. Al poseer su propio ADN
tienen la capacidad de llevar a cabo la division independientemente de la fase del

ciclo celular en que se encuentre la célula vegetal.
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Un cloroplasto procede de un proplasto, originado a su vez por la division
de otro plasto, y que después de la exposicion a luz se transforma en cloroplasto
maduro, diferenciandose de otros tipos de plastos, como los cromoplastos, que
almacenan carotenoides, o los amiloplastos que acumulan almidén, por citar
algunos ejemplos. Los cloroplastos tienen una doble membrana limitante. La
membrana interna emite prolongaciones al espacio interior. Estas prolongaciones
son tubulares, pero en algunas zonas se ensanchan y aplanan formando discos. Los
discos, a su vez, pueden apilarse para formar estructuras llamadas granum.
Tamulos y granum (tilacoides estromaticos y granarios, respectivamente) son el
lugar donde se acumulan los pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides;

Figura 1.7).

La fotosintesis, principal via de entrada de energia en los seres vivos, se
realiza en los cloroplastos. En ellos, se utiliza la energia de la luz solar para activar
la sintesis de moléculas de carbono pequefias y ricas en energia, acompafidandose el
proceso con la liberacion de oxigeno. De estos organulos y de su funcion depende
en gran medida la vida sobre la Tierra. El nimero de cloroplastos por célula varia
de unas especies a otras, desde las que tienen uno solo, que se divide

sincronicamente con el nicleo, hasta las que tienen cincuenta o mas.

Ademas de la fotosintesis, los cloroplastos y plastos no fotosintéticos
llevan a cabo otras actividades metabdlicas que son esenciales para las plantas,
incluyendo la sintesis de aminodacidos, de cofactores enzimaticos, de lipidos y de

reguladores de crecimiento (Osteryoung y Weber, 2011).

Los plastos son una importante diana biotecnologica, ya que son
responsables de la sintesis de productos de gran interés agricola, como el almidén y
los aceites vegetales, elementos importantes tanto para la alimentaciéon como para
la producciéon de biocombustibles (Maliga y Bock, 2011). Los plastos son también
responsables de la produccion de una gran variedad de moléculas relevantes para la

salud humana, como por ejemplo, los carotenoides, los flavonoides, vitaminas y
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acidos grasos poliinsaturados, todos ellos considerados como fitonutrientes, que
desempefian un papel potencialmente beneficioso para la prevencion y tratamiento

de enfermedades (Osteryoung y Weber, 2011).

Tilacoide
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Figura L.7. Representacion de un cloroplasto indicando sus partes y donde se
realiza la fotosintesis. Imagen tomada de la  pagina  web
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Chloroplast_(borderless_version)-es.svg#
file.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, es necesario comprender
tanto las funciones bésicas de los plastos en las plantas, las funciones especificas de
las enzimas que catalizan las reacciones plastidiales, la regulacion de sus vias
metabolicas asi como su integracion con el metabolismo celular. Ademas de
avanzar en el conocimiento basico de las funciones vegetales, el estudio del
metabolismo plastidial permitira posibles aplicaciones practicas en la agricultura, la

biotecnologia y la medicina entre otras disciplinas (Osteryoung y Weber, 2011).
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I.5. Funciones de la serina

Entre los aminoacidos que pueden ser sintetizados en los plastos se
encuentra la serina, que por tener un grupo hidroxilo se considera un aminoacido
polar. En animales, la L-serina se clasifica como un aminoacido nutricional no
esencial, dado que lo puede generar el organismo a través de la llamada ruta
fosforilativa de biosintesis de serina (RFBS). Ademés de formar parte de la
estructura de las proteinas y de tener una funcidn catalitica en muchas enzimas,
tanto en animales como en plantas, la L-serina participa en varios procesos
esenciales que incluye la biosintesis de otros aminoacidos, de bases nitrogenadas,
de fosfolipidos y de esfingolipidos. También juega un papel indispensable en
varios procesos celulares, como por ejemplo en el metabolismo de moléculas de un
carbono, donde es la principal fuente de estas moléculas para las reacciones de
metilacion de acidos nucleicos y proteinas via la generacion de S-adenosil

metionina (Kalhan y Hanson 2012).

Los mayores avances sobre el conocimiento de la funcién de la serina se
han realizado en animales. Hay evidencias que indican que la L-serina desempefa
un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis celular en el sistema
nervioso central, asi como durante su desarrollo y funcionamiento (Yoshida y col.,
2004). Recientemente, también se ha implicado a la L-serina en la proliferacion de
células cancerosas y en el control del ciclo celular (Locasale y col., 2011; Pollari y
col., 2011; Possemato y col., 2011). Otras funciones adjudicadas a la L-serina en
animales son: ser necesaria para el correcto metabolismo de las grasas, ayudar a la
produccion de inmunoglobulinas y anticuerpos, participar en la sintesis de la
porfirina, creatina y purina, estimular la sintesis de glucosa en el higado y evitar
la hipoglucemia reactiva (Iturrioz, 2004). Este aminoacido también es un
componente primario de la fosfatidilserina, el principal fosfolipido que determina
la integridad y fluidez de las membranas celulares. Finalmente, la L-serina es el
precursor de la D-serina, que es un neuromodulador bien documentado (Mothet y

col., 2000).
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Las funciones de la serina en las plantas son menos conocidas que en los
mamiferos. La L-serina es un intermediario clave en una serie de vias metabolicas
especificas de plantas, como es el metabolismo fotorrespiratorio desde el glicolato
hasta el 3-fosfoglicerato (3-PGA; Keys, 1980; Tolbert, 1980; Walton y Woolhouse,
1986). Ademas, y al igual que en animales la L-serina es importante como
precursor de la sintesis de numerosos compuestos esenciales como glicina,
triptofano o cisteina, y en la interconversion de la homocisteina y la metionina
(Walton y Woolhouse, 1986; Ireland y Hiltz, 1995). También esta implicada en la
sintesis de esfingolipidos, fosfolipidos, porfirinas, purinas o timidina y es fuente de

moléculas de un carbono.

Ademas de participar en el metabolismo vegetal, se han descrito funciones
adicionales no metabolicas para la serina. En este sentido, se ha implicado a la D-
serina en un mecanismo de sefializacion entre el gametofito masculino y el pistilo,
que afecta el crecimiento del tubo polinico y la morfogénesis (Michard y col.,
2011). Yamaoka y colaboradores (2011) mostraron que los mutantes en
fosfatidilserina sintasa (PSS1), una enzima implicada en la biosintesis de
fosfatidilserina, exhiben un fenotipo de fertilidad disminuida debido a la inhibicién
de la maduracion del polen y a una tasa de letalidad embrionaria. Ademas, los

mutantes pss/ también mostraron un fenotipo de enanismo (Yamaoka y col., 2011).

Por ultimo, hay evidencias que sugieren que la serina puede estar
involucrada en las respuestas de las plantas a diversos tipos de estréses
ambientales. Asi, se ha demostrado que las plantas cultivadas en condiciones de
baja temperatura y de elevada salinidad presentan altos contenidos en serina (Ho y
Saito, 2001). Por otra parte, se ha demostrado que plantas de arabidopsis con
mayores niveles endogenos de serina son mas resistentes a estrés salino (Waditee y
col., 2007). No se conoce el mecanismo molecular por el cual la serina aumentaria
la tolerancia de las plantas a estos estreses, aunque se ha relacionado con su
participacion en la biosintesis de glicina-betaina. La L-serina es un importante

precursor de la anolamina en ciertas haldfitas, que posteriormente se convierte en
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glicina-betaina, la cual se acumula considerablemente cuando estas plantas estan

sometidas a estrés ambiental (Stewart y Larcher, 1980).

Todos estos resultados, tanto en animales como en plantas, subrayan el
papel fundamental desempefiado por la serina en el metabolismo y en los
mecanismos de sefializacién, por lo que cabe esperar que los procesos de
biosintesis de este aminoacido deban regularse de manera muy exacta para poder

controlar correctamente el crecimiento y el desarrollo de las plantas.

1.6. Rutas de biosintesis de serina en las plantas

En plantas, se han descrito varias rutas de biosintesis de serina (Figura L.8).
Una de ellas, la llamada ruta del glicolato, estd asociada a la fotorrespiracion
(Tolbert, 1980; Keys, 1980), Ademas, se han descrito otras dos rutas no
fotorrespiratorias llamadas ruta fosforilativa (abreviada anteriormente como RFBS)
y ruta del glicerato (Bryan, 1988; Kleczkowski y Givan, 1988; Ho y col., 1998,
1999a, 1999b; Ho y Saito, 2001).

Durante los afios 1970-90 varias evidencias, proporcionadas por estudios
de marcaje con radioisdtopos, efectos de inhibidores y estudios ambientales
indicaban la presencia de varias vias de sintesis de serina in vivo. Asi, Servaites y
Ogren (1977) demostraron que inhibiendo quimicamente la ruta fotorrespiratoria,
la sintesis de serina solo disminuia un 50%, lo que sugeria que existian otras vias
que podrian jugar un papel importante en su suministro. Basdndose en los estudios
de inhibidores como el acido isonicotinico de hidrazida, inhibidor del complejo
glicina descarboxilasa (GDC), del butil-2-hidroxi-3-butinoato y del o-hidroxi-
piridina-metanosulfonato, inhibidores de la glicolato oxidasa, dos enzimas de la
ruta fotorrespiratoria, se pudo determinar que aproximadamente la mitad de la
serina se sintetizaba a partir de la via fotorrespiratoria, mientras que la otra mitad

debia de sintetizarse a través de otras rutas cuando se mantienen las plantas en
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condiciones con niveles normales de CO, y O, (Hess y Tolbert, 1966; Servaites y

Ogren, 1977; Kaminska y Maleszewski, 1992).
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Figura L.8. Representacion esquematica de la biosintesis de serina en las plantas. Las
enzimas que participan en cada via de biosintesis de serina son las siguientes: Ruta
de la fotorrespiracion (ruta del glicolato): GDC, glicina descarboxilasa; SHMT,
serina hidroximetiltransferasa. Ruta del glicerato: PGAP, 3-fosfoglicerato fosfatasa;
GDH, Glicerato deshidrogenasa; AH-AT, Alanina-hidroxipiruvato
aminotransferasa. Ruta fosforilativa: PGDH, 3-fosfoglicerato deshidrogenasa; PSAT,
3-fosfoserina aminotransferasa; PSP, 3-fosfoserina fosfatasa. Abreviaturas utilizadas
para los metabolitos: THF, tetrahidrofolato. 5,10 CH,-THF, 5,10-metileno
tetrahidrofolato. 3-PGA, 3-fosfoglicerato. 3-PHP, 3-fosfohidroxipiruvato. 3-PS, 3-
fosfoserina. (Extraido y modificado de Cascales-Mifiana y col., 2013).

Somerville y Ogren (1981 y 1982) en experimentos con '“C en arabidopsis
mostraron que los mutantes stm [serina transhidroximetilasa también llamada
serina hidroximetil transferasa (SHMT), implicada en la ruta del glicolato]

acumulaban un gran contenido de glicina marcada, pero no de serina marcada, por
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lo que la sintesis de serina por esta ruta fotorrespiratoria estaba bloqueada. Por otro
lado, Beckmann y colaboradores (1997) habian indicado previamente que los
niveles de serina en las hojas de plantas silvestres y en los mutantes stm se habian
mantenido practicamente sin cambios durante el crecimiento. Estos resultados
indicarian que en los mutantes stm la serina no puede ser sintetizada a partir del
carbono del glicolato, pero si a partir de otras rutas metabdlicas iniciadas a partir
del 3-PGA ya sea a través de 3-fosfohidroxipiruvato (3-PHP) y 3-fosfoserina (3-
PS), o a través de glicerato e hidroxypiruvato (Platt y col., 1977).

Experimentos de Wingler y colaboradores (1997) con plantas de cebada
con actividad reducida del complejo GDC (implicado en la ruta del glicolato) y en
condiciones de alta fotorrespiracion (iluminacion elevadad y baja concentracion de
CO,) mostraron que el contenido de glicina aument6 bastante en las hojas, mientras
que no hubo una disminucion fuerte sobre el contenido de serina. De esta manera

se volvia a indicar la existencia de otra via alternativa para la biosintesis de serina.

Otros experimentos realizados con Lemna mostraron que la serina provenia
principalmente del 3-PGA, especialmente en las plantas cultivadas en presencia de
amonio (Marques y col., 1985). En experimentos con altas concentraciones de CO,,
que reducen la proporcion de la serina sintetizada a través de la via del glicolato,
debido a la competencia entre CO, y O, por el sitio activo de la subunidad grande
de la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco), indicaron que la
concentracion de serina no disminuy6 proporcionalmente en comparacion con la
disminuciéon de la glicina, sugiriendo también la existencia de otras rutas no
fotorrespiratorias de biosintesis de serina en las plantas. Ademads, otros autores
mostraron que la contribucion relativa de estas rutas alternativas podia aumentarse
si se suministraba 3-PGA como un precursor potencial de serina (Snyder y Tolbert,

1974; Platt y col., 1977).

De todas estas investigaciones se puede inferir que las vias no

fotorrespiratorias desempefian un papel importante en el suministro de serina a las
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plantas, sugiriéndose que las tres rutas biosintéticas de serina comentadas
anteriormente deben interactuar con el fin de mantener la homeostasis de este
aminoacido en las células vegetales. No obstante y aunque la sintesis de serina a
través de la ruta del glicolato ha sido considerada la mas importante
cuantitativamente, al menos en las células fotosintéticas, la importancia bioldgica
de cada una de estas tres rutas era desconocida. Especificamente, seguia sin
conocerse la contribucion exacta de cada ruta al contenido total de serina en

diferentes tejidos y organos, la integracion de las vias y su regulacion.
1.6.1. La ruta del glicolato

La fotorrespiracion es una ruta metabdlica asociada a los organismos
fotosintéticos en la cual la enzima Rubisco en vez de utilizar el CO, atmosférico
para fijarlo a una molécula de ribulosa-1,5-bisfosfato utiliza el O, como sustrato.
Consecuencia de ello se forma una molécula de 3-PGA y otra de 3-fosfoglicolato
que mediante la ruta que lleva su nombre es recuperado parcialmente en forma de
3-PGA (Figura 1.9). El glicolato es toxico e inhibe varias enzimas del ciclo de
Calvin por lo que ha de ser eliminado. Para ello es transportado desde el
cloroplasto, donde se produce, al peroxisoma, donde es modificado por la enzima
glicolato oxidasa utilizando O,, produciendo por una parte peroxido de hidrogeno y
por otra glioxilato. Posteriormente, la enzima serina/glioxilato aminotransferasa
(SGAT) transamina el glioxilato, afadiéndole nitrégeno, y forma el aminoacido
glicina. Dos moleculas de este aminoacido son llevadas a la mitocondria, donde
finalmente se transforman en tres compuestos: serina, amoniaco y CO,, siendo
catalizada esta reaccion por el complejo multienzimatico GDC y por la SHMT. El
CO; se liberay el amoniaco se recicla mediante el ciclo fotorrespiratorio del
nitrégeno. La serina puede transportarse a otros compartimentos celulares, para ser
utilizada en procesos metabolicos, o regresa al peroxisoma, donde se transforma en
hidroxipiruvato mediante SGAT. El hidroxipiruvato, mediante la enzima

hidroxipiruvato reductasa, se convierte en glicerato, que es llevado al cloroplasto
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donde, mediante el gasto de una molécula de adenosin trifosfato (ATP) por la

enzima glicerato kinasa, se reintegra al ciclo de Calvin como 3-PGA.

, N
CH,0PO@ Cloroplasto
C=0 20 [ele]o}
| (- Ly
H—C—OH - - CH,0PO@
Ribulosa 1,5-bisfosfato
H—C—OH carboxilasa-oxigenasa (2) Fosfoglicolato
CH,0PO@ (2) 3-Fosfoglicerato
(2) Ribulosa 2H,0 )
1.5-bisfosfato 2 Fosfoglicolato
2p fosfatasa
CO0®  ATP ADP Ccoo®
H—C—OH . H—C—OH cooe
| Glicerato
CH,0H quinasa CH,0PO® CH,OH
Glicerato 3-Fosfoglicerato (2) Glicolato
; j
! Peroxisoma ‘
(:()()G COO@
H—C—OH CH,OH
CH,0OH (2) Glicolato
Glicerato 0, 20, Glicolato
oxidasa
Hidroxi- | » NAD® 2 H,0,
piruvato
reductasa [~ NADH+H® 2H,0 ?oo<3
coo® A
¢=0 O H
| (2) Glioxilato
CH,0H
Hidroxipiruvato
Serina glioxilato Glutamato
aminotransferasa Glutamato glioxilato
1 ino-
Glutamato a-Cetoglutarato amino
transferasa
a-Cetoglutarato
Coo® CO0®
@ @ @
H;N—C—H HsN—C|3—H H3N—(i:—H
CH,OH H
Serina Glicina Glicina
- ? I J
! Mitocondria * h
Ccoo® Serina hidroxi- Ccoo®
® metiltransferasa ® ®
H;N—C—H \ H3N—(|3—H HaN——(l:—H
CH,OH H,0 H
Serina Metilén- Glicina Glicina
tetrahidrofolato NAD®
Tetrahidrofolato (THF) Jetialied
sintasa
Complejo enzimatico NADH+H®
Glicina descarboxilasa
NH; + CO,
& J

Figura 1.9. Ciclo de la fotorrespiracion. Extraido y modificado de Azcén-Bieto y Talon, 2008.
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1.6.2. La ruta del glicerato

En esta ruta se formaria serina por desfosforilacion de 3-PGA e incluye
algunas de las reacciones reversas del ciclo fotorrespiratorio (Kleczkowski y Givan
1988). En esta ruta participan las enzimas 3-fosfoglicerato fosfatasa (catalizando la
primera reaccion en la que se transforma el 3-PGA a glicerato), la glicerato
deshidrogenasa (cataliza la formacidn de hidroxipiruvato a partir del glicerato) y la
alanina hidroxipiruvato aminotransferasa, que cataliza la ultima reaccion de esta
ruta, generando serina a partir del hidroxipiruvato (Figura 1.10). La existencia de
estas actividades enzimadticas parece demostrar el posible funcionamiento de esta
via en las plantas (Kleczkowski y Givan 1988). Sin embargo, no esté claro que esta
via sea funcional en plantas, ya que hasta la fecha los genes que codifican para las

enzimas especificas de la via no han sido clonadas y/o caracterizadas.
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Figura 1.10. Ruta del glicerato de sintesis de serina

1.6.3. La ruta fosforilativa de biosintesis de serina

En esta ruta, la serina se sintetiza en los plastos a partir del precursor 3-
PGA (Handford y Davies 1958). La evidencia bioquimica que apoyd la ruta
fosforilativa en plantas derivo de la caracterizacion de las actividades enzimaticas
de la via por diferentes autores (Larsson y Albertsson 1979; Walton y Woolhouse,
1986).
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Esta via fosforilativa, que se conserva tanto en mamiferos como en plantas,
define un punto de bifurcacion de la glicolisis en el 3-PGA y comprende tres
enzimas que catalizan tres reacciones secuenciales: la enzima PGDH, la 3-
fosfoserina aminotransferasa (PSAT) y la 3-fosfoserina fosfatasa (PSP). El
intermediario glicolitico 3-PGA se oxida por la PGDH utilizando NAD" como
cofactor para formar 3-PHP, que a su vez se convierte en 3-PS por PSAT (Figura
I.11). En el paso final, una desfosforilacion de 3-PS por la PSP produce serina

(Kleczkowski y Givan, 1988).
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Figura 1.11. Ruta fosforilativa de biosintesis de serina.

En los ultimos afios, ha aparecido informacion que relaciona la RFBS con
el control de la proliferacion celular y la oncogénesis en los mamiferos. En este
sentido, un aumento del flujo de la via fosforilativa incrementa la tasa de

proliferacion celular asociada con ciertos canceres de mama (Bachelor y col., 2011;
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Locasale y col.,, 2011; Pollari y col.,, 2011; Possemato y col., 2011). Por el
contrario, la inhibicion del flujo de la RFBS provoca una restriccion en la

proliferacion celular tumoral (Possemato y col., 2011).

A finales del siglo XX, con el inicio de las herramientas de biologia
molecular, se clonaron y se caracterizaron bioquimicamente tres genes de la RFBS
en plantas que codifican para las enzimas PGDH, PSAT y PSP (Ho y col., 1998,
1999a, 1999b; Ho y Saito, 2001). Desde entonces, no se habia investigado mas esta
ruta y por tanto no habia sido caracterizada funcionalmente, probablemente debido
a que habia sido considerada de menor importancia en comparacién con la ruta del
glicolato. Se habia sugerido que podria tener un papel relevante en los tejidos o en
procesos donde no se realiza la fotosintesis (por ejemplo las raices, desarrollo y
germinacion de las semillas, etc.), pero no se habian aportado pruebas genéticas y/o
moleculares que lo confirmasen. También se habia propuesto que en los tejidos
verdes, durante el dia, la ruta fosforilativa tendria una menor importancia, en
comparacion con la ruta del glicolato, dado que la planta esta fotorrespirando; no
obstante, la RFBS podria ser importante en oscuridad o en las primeras etapas del

desarrollo de las hojas (Ho y Saito, 2001).

Como se comentd anteriormente, la contribucion exacta de cada ruta al
contenido total de serina en los distintos tejidos y érganos, coémo se regula cada una

de ellas y como se integran siguen siendo desconocidos.

1.7. Las enzimas de la ruta fosforilativa de biosintesis de serina

Como ya se ha comentado en el Apartado 1.6.3, la RFBS consta de tres
pasos catalizados por tres actividades enzimaticas distintas (PGDH, PSAT y PSP).
En relacion con la primera reaccion de la ruta, Slaughter y Davies (1968)
observaron que la actividad de la PGDH en los extractos de guisante se inhibia por
serina. Sin embargo, Larsson y Albertsson (1979) no pudieron encontrar ninguna

inhibicion de la enzima en extractos de cloroplastos de espinacas en presencia del
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aminoacido o de su forma fosforilada (fosfoserina). Por lo tanto, en este punto
existe controversia en cuanto a si los niveles de serina pueden modular el flujo

metabodlico de esta ruta de sintesis.

A finales de los afios 90, Ho y colaboradores (1999b) clonaron un cDNA
del gen que codifica para una isoforma de la PGDH de arabidopsis de 623
aminodcidos (con una masa molecular de 66,4 kDa) que fue caracterizada

bioquimicamente.

El andlisis y comparacion del cDNA y del ADN genomico del gen PGDH
identificado por Ho y colaboradores (1999b), permitié concluir que este gen esta
compuesto por tres exones y dos intrones. Los resultados del analisis de Southern
blot y del analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP, del ingles Restriction Fragment Length Polymorphism) confirmaron que el
gen PGDH en arabidopsis es un gen de copia Unica que se encuentra en la parte

superior del cromosoma 1 entre los marcadores g3786 y g3829 (Ho y col., 1999b).

El analisis de la secuencia aminoacidica de la PGDH identificada por Ho y
colaboradores (1999b), mostrd que poseia una sefial de transito para su transporte
dentro del plasto de unos 60 aminoacidos. Este péptido presenta unas
caracteristicas determinadas: se inicia con metionina-alanina, es rico en
aminoacidos hidroxilados como serina y treonina (19/60), presenta alanina y valina
como aminoacidos pequefios hidrofobicos (13/60), es deficiente en aminoacidos
acidos como aspartico y glutamico (1/60) y por ultimo tiene una carga neta positiva
con un punto isoeléctrico de 11,5 (Ho y col., 1999b). Ho y colaboradores (1999a)
proporcionaron evidencias experimentales de que la proteina PGDH se encontraba
en los cloroplastos utilizando fusiones de PGDH con la proteina verde fluorescente

(GFP).

En cuanto a la expresion de PGDH, Ho y colaboradores (1998 y 1999b)
mostraron que el gen se expresa tanto en parte aérea como en las raices, aunque de

forma mayoritaria en estas ultimas y sobre todo en presencia de luz, de forma
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similar a las expresiones de los genes PSAT y PSP, aunque estos ultimos también
tienen bastante expresion en la parte aérea. Por el contrario, la expresion de los
genes de la proteina H (una subunidad del complejo multienzimatico GDC) y de
SHMT, ambos responsables de la biosintesis de serina en la via fotorrespiratoria, se
encontraba Unicamente en hojas siendo mayoritaria en presencia de luz (Figura
1.12). Ho y colaboradores (1999a) sugirieron que la RFBS podria ser la principal
via biosintética de serina, tanto en tejidos verdes como no verdes, durante la
oscuridad, cuando la tasa fotorrespiratoria es baja. No obstante estas sugerencias
contradicen sus propios resultados puesto que no dejaban claro por qué habia mas
expresion de PGDH en raices durante el periodo de luz que durante el de

oscuridad.
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Figura 1.12. Expresion de genes implicados en la biosintesis de serina de
Arabidopsis thaliana. El panel de la izquierda muestra el resultado del analisis
Northern blot, el panel de la derecha muestra la cuantificacion relativa de la
abundancia de los ARN mensajeros. Modificado de Ho y col (1999a).
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Un estudio filogenético de la proteina PGDH de arabidopsis, comparada
con la de otras siete especies, demostro que la PGDH de arabidopsis, Baccillus
subtilis, Synechocystis spp, rata y del ser humano forman una familia distinta de las
otras PGDH de bacterias (Escherichia coli'y Haemophilus influenza), y de levadura
(Saccharomyces cerevisiae; Figura 1.13; Ho y col., 1999a).

hi .

ec Figura L13. Arbol filogenético de las
proteinas PGDH. Abreviaciones: at:
Arabidopsis thaliana, bs: B. subtilis, sy:
Synechocystis spp, rn: rattus norvegicus,
at hm: Homo sapiens, sc: Saccharomyces
cerevisiae, hi: Haemophilus influenza, ec:
E. coli. Extraido de Ho y col., (1999Db).

hm
sy

La segunda enzima de la RFBS, la PSAT, cataliza la transaminacion del
glutamato hasta a-glutarato, produciendo 3-PS a partir de 3-PHP. Lund y
colaboradores (1987) purificaron y estudiaron las propiedades de la enzima PSAT
del higado de bovino y constataron que la PSAT es un dimero con unidades de

mismo peso molecular.

En las plantas se ha demostrado que PSAT se localiza en los plastos
(Reynolds y Belvins, 1986). A finales de los afios 1990, Stolz y Dérnemann (1994)
purificaron y caracterizaron la proteina PSAT del alga verde, Scenedesmus
obliquas, y al medir su actividad observaron unos altos niveles en condiciones

normales de CO, (con un nivel de fotorrespiracion bajo).

Esta enzima también se ha estudiado en arabidopsis. Asi, mediante la
clonacion molecular y la caracterizacion bioquimica de la PSAT, se ha demostrado
que se acumula preferencialmente en las hojas y raices de las plantas cultivadas en

presencia de luz (Stolz y Dérnemann 1994). Estos autores también mostraron que
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el gen codificante de esta enzima se expresa en todos los tipos celulares pero con
una gran expresion a nivel del meristemo apical de la raiz. El andlisis del Northern
blot mostrado en la Figura 1.12 corrobora el resultado anterior y mostrd una
expresion preferencial del gen PSAT en las condiciones de crecimiento de la planta

en presencia de luz (Ho y col., 1998).

La ultima enzima de esta ruta, la PSP, ha sido estudiada y caracterizada en
arabidopsis. Como se ha comentado anteriormente, estudios realizados por Ho y
colaboradores (1999b) mostraron que el gen PSP presenta una expresion
preferencial en raices en condiciones de luz, mientras en condiciones de oscuridad
se observo una expresion mucho menor tanto en raices como en parte aérea (Figura
1.12; Ho y col., 1999b). Segun estos autores, la expresion del gen PSP es
consistente con la expresion de PGDH y PSAT. Los tres genes se expresan
preferentemente en raices y en presencia de luz (Figura 1.12; Saito y col., 1997; Ho
y col., 1998 y 1999a), lo que indica que la via fosforilativa puede desempefar un
papel importante en el suministro de serina a la raiz u otros tejidos no fotosintéticos

en los que las tasas de fotorrespiracion son bajas.

A pesar de que algunos genes de la via fosforilativa han sido clonados y
sus enzimas caracterizadas bioquimicamente en arabidopsis (Ho y Saito, 2001; Ho
y col., 1998, 1999a, 1999b), hasta muy recientemente no existia ninguna evidencia
genética que proporcionase informacion sobre la funciéon de estos genes y/o

conocimiento sobre la red de regulacién que controla esta ruta.

En nuestro laboratorio se caracterizé funcionalmente la familia glicolitica
plastidial de las gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasas (GAPCps) de
arabidopsis, mostrando que los dobles mutantes gapcplgapcp? presentan un
fenotipo drastico del desarrollo, como son la disminucion del crecimiento de la raiz
primaria, el enanismo y la esterilidad masculina (Figura 1.14). Ademas estos
mutantes presentan alteraciones en los niveles de carbono y azucares. Los autores

de estos trabajos demostraron que los dobles mutantes gapcplgapcp? son
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deficientes en serina en las raices, y que si se suplementa el aminoacido al medio
de cultivo se recupera el crecimiento de la raiz (Figura 1.15), se restauran los
niveles normales de azlicares y las actividades de las enzimas implicadas en el
metabolismo de los carbohidratos (Mufioz-Bertomeu y col., 2009). Con todos estos
resultados, los autores propusieron que la actividad de las GAPCps es esencial para
abastecer el precursor 3-PGA a la RFBS en los plastos de los organos no

fotosintéticos (Mufioz-Bertomeu y col., 2009, 2010a, 2010b, 2011a, 2011Db).

g1.191.1 g1.1g1.1 g1.1g1.1
g2.2g2.2 g2.3g2.3 g2.1g2.1

v

gllgll21g2.1
PGI:GI

Figura 1.14. Caracterizacion fenotipica de los mutantes gapcp y sus lineas
complementadas. A) fenotipo radicular de los mutantes gapcp. Las plantas fueron
cultivadas durante 18 dias en placas con medio MS1/5. Los dobles mutantes (gl.1g1.1
g2.1g2.1, gl.igl.1 g2.2g2.2 y gl.2gl.2 g2.1g2.1) mostraron una reduccion de su
desarrollo radicular. Los mutantes simples (g1.1gl.1 G2G2), las lineas heterocigotas
(gl.1gl.1 G2g2.1), y el doble mutante gapcp complementado con una construccion
portadora del ADN genomico de GAPCpl (gl.1gl.1 g2.1g2.1 PG1: GI) presentan un
desarrollo normal de la raiz, en comparacion con las plantas control (WT). B) plantas
doble mutantes gapcp (gl.1g1.1 g2.1g2.1,g1.1g1.1 g2.2g2.2'y g2.3g2.3 gl.1gl.1) enanas
en su etapa adulta. Plantas heterocigotas (gl.1gl.1 G2g2.1) fueron similares a las
plantas silvestres. Para simplificar la nomenclatura, g significa gapcp. Escala =1 cm
(A), 5 cm (B). Para mas detalle esta figura ha sido extraida y modificada de Muiioz-
Bertomeu y col (2009).

A partir de estos resultados, se podria sugerir que la RFBS podria
desempefiar un papel importante en los eventos especificos del desarrollo de la
planta, tales como desarrollo de las raices y las anteras. Por ello, nuestro grupo
abord6 la caracterizacion funcional de la RFBS en arabidopsis, mediante una

estrategia de ganancia y pérdida de funcion.
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Figura I.15. Crecimiento de
plantulas  in vitro  de
Arabidopsis thaliana donde la
serina restablece el
crecimiento normal de la raiz
en el doble mutante
gapcplgapcp?. En el
experimento, semillas
silvestres (WT) y doble
mutante gapcp (gl.lgl.1
g2.1g2.1) se germinaron en un
medio de cultivo MS1/5de 8 a
10 dias, para luego ser
trasplantadas a un segundo
e e medio suplementado con 0.1
il 1.1 g2.Ig21 | mM de serina. Para
simplificar la nomenclatura, g
significa gapcp. Escala =1 cm.
Figura modificada de Mufioz-
Bertomeu y col (2009).

0 mM 0,1 mM serina 0,1 mM serinaﬁ

Un estudio reciente de nuestro grupo sobre la PSP (Cascales-Mifiana y col.,
2013), muestra que la falta de actividad de la enzima durante el desarrollo
embrionario provoca un retraso en su crecimiento, lo que conduce a que los
embriones aborten en un estado que se puede clasificar como de embridon
cotiledonar (Figura 1.16). El fenotipo letal de los embriones en plantas mutantes
para el gen PSPI pudo complementarse con un cDNA PSPI bajo el control del
promotor constitutivo 35S. Sin embargo, esta construccion que presenta expresion
baja o nula en el tapete de la antera, no permitié6 complementar la fertilidad de los
mutantes. Los granos de polen de estas lineas no son viables y tienen la misma
morfologia que los descritos para los dobles mutantes gapcplgapcp? (Muiioz-
Bertomeu y col.,, 2010a). El desarrollo de las microsporas en estas lineas
pspl.Ipspl.1 Pro35S:PSPI se detuvo en la etapa de microspora polarizada. En
relacién con esto, los mutantes psp/ muestran un retraso en el desarrollo e
irregularidades en el tapete de la antera (Figura 1.17). La expresion en el tapete del
gen PSPI en las etapas criticas del desarrollo de las microsporas sugiere que la
actividad PSP en esta capa de células es un requisito esencial en el desarrollo del

polen (Figura I.18). Ademas de tener embriones letales y anteras con polen estéril,
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los mutantes condicionales psp! (mutantes pspl transformados con un cDNA de
PSPI bajo el control de un promotor inducible por choque térmico) son viables,
pero muestran un fenotipo de raiz corta que fue revertido en presencia de serina.
igual que ocurria con los dobles mutantes gapcplgapcp? (Figura 1.19 y 1.15,
respectivamente). Estudios metabolomicos con plantas silvestres, silenciadas para
el gen PSP1, y con plantas sobreexpresoras mostraron que la RFBS juega un papel
crucial en el metabolismo vegetal al afectar a la glicdlisis, al ciclo de los acidos
tricarboxilicos y a la biosintesis de aminoacidos sugiriendo que esta via de sintesis

de serina es un importante eslabon de conexion entre el metabolismo primario y el

desarrollo.
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Figura 1.16. Estadios de desarrollo de los embriones y semillas en mutantes
homocigotos pspl y plantas control. A) Silicuas de plantas control (WT) y de plantas
heterocigotas PSPIpspl.1 en un estadio de desarrollo 15 y 22 dias después de la
polinizacién (DDP). En la silicua PSPIpspl.1 una poblacion de semillas de diferentes
genotipos es observada. Las fotografias de la derecha muestran un detalle de algunas
semillas mutantes psp1. Barras = 1 mm. B) Las microfotografias muestran el desarrollo
de embriones WT y pspl.1Ipspl.1 de 1a misma silicua en diferentes estados de desarrollo
embrionario. Barra = 50 pm. Figura modificada de Cascales-Mifiana y col. (2013).
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Figura 1.17. La expresion del gen PSP1 es esencial para el desarrollo del tapete y
del polen. A) Analisis del desarrollo del polen (de tétrada a estadio tricelular) en
plantas control (WT) y plantas mutantes pspl transformadas con una construccién
que lleva el cDNA PSPI bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor. Se muestran las imigenes de campo claro y de la tincién con Hoechst.
Barra = 25 pm. B) Anailisis por microscopia electrénica de transmisién del
desarrollo de la antera [de estadios 7 a 12 de acuerdo con Sanders y col (1999) en
plantas WT y plantas homocigotos pspl transformadas con el mismo vector que en
A]. En cada estadio y genotipo la imagen de abajo es un detalle magnificado de las
células del tapete. Las flechas indican células del tapete. Barra = 20 pm. Figura
modificada de Cascales-Miifiana y col. (2013).
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Imagen GFP

Imagen agrupada

Figura 1.18. Expresion del gen PSPI en el tapete y polen en diferentes estadios de
desarrollo (estadio 9 y 12 en la antera y polen, respectivamente segitin Sanders y
col., 1999) visualizado por microscopia confocal en plantas transformadas con
una construccion que lleva el cDNA PSPI fusionado a GFP en C-terminal bajo el
control del propio promotor del gen PSPI. Barras = 75 pm. Figura modificada
de Cascales-Miifiana y col. (2013).

psp1.1psp1.1
ProHSP18.2:PSP1 WT

N A\
Control  37°C 0,1mM " Control 37°C  0,1mM
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Figura 1.19. El aminoacido serina rescata el desarrollo de la raiz en mutantes
condicionales pspl. Se utilizaron semillas de plantas control (WT) y de mutantes pspl
condicionales obtenidos tras transformar plantas heterocigotas PSPIpspl.1 con una
construccion que lleva el cDNA del gen PSPI bajo el promotor inducible por choque
térmico del gen HSP18.2. Estas semillas germinaron en medio MS1/5 durante 8-10 dias
y posteriormente se transfirieron a placas de MS1/5 suplementadas o no con 0,1 mM de
serina. El mismo experimento se realizo también con plantas tratadas con choques
térmicos cada dos dias (37°C 45 minutos). Barra = 1 cm. Figura extraida de Cascales-
Mifiana y col. (2013).
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En esta tesis doctoral proporcionamos nuevos conocimientos sobre las
funciones basicas de la RFBS en arabidopsis. En concreto, se ha procedido a la
caracterizacion molecular y funcional de tres genes que codifican para posibles

isoformas de la PGDH (PGDH, 3-PGDH y EDAY).



1. OBJETIVOS







Obijetivos 47

1. OBJETIVOS

Esta tesis doctoral se enmarca en un proyecto mas amplio que tiene como
objetivo final profundizar en el conocimiento de las rutas de biosintesis del
aminodcido serina en las plantas; se pretende esclarecer tanto las aportaciones de
cada una de ellas a los flujos metabolicos asi como su interconexién y relacion con
el desarrollo. En concreto, en esta tesis se estudia la RFBS utilizando la planta

modelo Arabidopsis thaliana. Los objetivos especificos de esta tesis doctoral son:
1) Identificar genes candidatos que codifiquen para la primera enzima de la
RFBS, la 3-fosfoglicerato deshidrogenasa (PGDH).

2) Caracterizar molecularmente los genes identificados, a los que llamamos

genes de la familia PGDH.

3) Caracterizar molecular, genética y fenotipicamente los mutantes y las

lineas sobreexpresoras de los genes de la familia PGDH.

4) Estudiar los cambios metabdlicos que se producen en los mutantes y

plantas sobreexpresoras de los genes de la familia PGDH.






I1l. MATERIALES Y METODOS
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III. MATERIALES Y METODOS

II1.1. Material vegetal

La especie vegetal utilizada en esta tesis doctoral ha sido la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Las semillas de arabidopsis del ecotipo Columbia, (Col 0,
N1092) fueron suministradas por el NASC (Scholl y col., 2000) y se usaron como
control silvestre y para generar lineas transgénicas sobreexpresoras de los distintos
genes estudiados. Ademas de este control silvestre, como material de partida se
emplearon varias lineas mutantes por insercion de T-DNA y por transposones
provenientes también del NASC. Se trata de los mutantes de los 3 genes de la
familia de la fosfoglicerato deshidrogenasa: PGDH (Atlgl7745), 3-PGDH
(At3g19480) y EDAY9 (At4g34200). Las semillas proporcionadas por el NASC (T;
segregantes generadas por infiltracion con A. tumefaciens) fueron analizadas para
obtener mutantes homocigotos simples. Para la enzima PGDH se utilizaron las
lineas que nombramos como pgdhlpgdhl (SALK 048256) y pgdh2pgdh?2
(SALK 149747), que corresponden a lineas independientes que llevan alelos
mutantes del locus Atlgl7745 por insercion de un T-DNA en el gen. Para la
enzima 3-PGDH, se trabajo con las lineas 3-pgdhl 3-pgdhl (SM_3 37584) y 3-
pgdh?2 3-pgdh2 (GK 877F12), y para la enzima EDAY, se pidieron las semillas de
los mutantes que tenian las inserciones que llamamos eda9.1 (GK _155B09), y

eda9.2 (GK_867A04).

Los mutantes de la enzima PGDH son todos del SALK y fueron obtenidos
por la transformacion de plantas con el plasmido pROK?2 (Figura III.1).

RB
. MosT NosT A
}——m (3553 < “nptil KNos

Figura III.1. Esquema del T-DNA del plasmido pROK2. Extraido de Schmidt y
Bancroft (2011).
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El mutante 3-pgdhl 3-pgdhl (SM_3 37584) fue obtenido por insercion de
un transposon SM “Suppressor-Mutator” y fue generado transformando las plantas

con un plasmido que tiene un T-DNA como el mostrado en la Figura I11.2.

dSpm
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Figura IIL.2. Esquema del T-DNA del plasmido utilizado por Tissier y
colaboradores (1999) para obtener la coleccion por insercion de transposones.

Las lineas con los alelos 3-pgdh2 (GK 877F12), eda9.1 (GK _155B09) y
eda9.2 (GK_867 A04) pertenecian a la coleccion GABI Kat y fueron obtenidas
por la insercion del T-DNA del plasmido pAC161 (Figura I11.3) en las plantas de

arabidopsis.

EcoRl RB
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N ~[JsuL1oRF—  puc1s - 4

lecalisation leader

1'-2'-Promoter 355 CalMv

Figura IIL.3. Esquema del T-DNA del plaismido pAC161. Extraido de la web
http://www.gabi-kat.de/faq/vector-a-primer-info.html

Las principales caracteristicas de estos vectores se detallan a continuacién.

El vector pROK2, con un tamafio de 12883 pb, es un plasmido derivado
del vector pBIN19 (van Engelen y col., 1995; Lee y Gelvin, 2008). Este vector
contiene en su T-DNA (Figura III.1) el gen nptll, que codifica la enzima neomicina

fosfotransferasa II, bajo el control del promotor del gen de la nopalina sintasa
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(Nos). Dicha enzima confiere resistencia al antibidtico kanamicina, por lo que este

marcador puede ser utilizado para la seleccion de plantas transgénicas.

El vector de transformacion utilizado para obtener las lineas SM tiene un
T-DNA (resumido en la Figura II1.2) que desde el borde izquierdo (LB) hasta el
borde derecho (RB) consta de los siguientes componentes: el gen SUI de
Streptomyces griseolus, que codifica un citocromo P450 y confiere sensibilidad a
R7402 (proherbicida de sulfonilurea); el gen de la transposasa TnpA4 y el elemento
transponible Spm que contiene un gen de resistencia al herbicida glufosinato,
también conocido como BASTA (gen BAR, para la seleccion del T-DNA o del
transposon si se ha reinsertado); el terminador del gen Nos en el 3" del gen BAR
tiene una orientaciéon opuesta al terminador del elemento Spm, ya que asi
inserciones en un intron de un gen mutagenizado deberian detener la expresion de
dicho gen. El elemento transponible Spm se encuentra entre el promotor 35S y el
ATG del gen GUS (que codifica para la enzima B-glucuronidasa), lo que permite

comprobar si el elemento transponible se ha movido (Tissier y col., 1999).

El vector de transformacion pAC161 (T-DNA en la Figure II1.3) tiene un
tamarfio de 10828 pb y desde el borde izquierdo hasta el borde derecho del T-DNA
consta de: un gen de resistencia al sulfadiazina (SUL1), que permite la seleccion in
vitro de las lineas mutantes; el plasmido pUC18, que contiene el gen bacteriano de
resistencia al antibiotico ampicilina; por tltimo, cerca del borde derecho tiene un

promotor 35S que podria activar los genes cercanos a la zona de insercion.

III.2. Condiciones generales de crecimiento para el cultivo de

Arabidopsis thaliana
II1.2.1. Esterilizacion de semillas

Para el cultivo in vitro de A. thaliana, las semillas se alicuotaron en tubos

Eppendorf de 1,5 mL y fueron esterilizadas como sigue. En primer lugar, se
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trataron con 1 mL de una solucion de 70% etanol y 0,05% SDS (Dodecil Sulfato
Sédico, SIGMA, Ref. 1667289), durante 30 minutos en agitacion. A continuacion,
y una vez retirada la solucién anterior, se afiadié 1 mL de una solucion de etanol al
70% y se mantuvo en agitacion durante 5 minutos, con la que se eliminaron los
restos de SDS. Durante los lavados, las semillas se mantuvieron en agitacion. Por
ultimo, las semillas, junto con la solucion, se depositaron con ayuda de una pipeta,
sobre un papel de filtro estéril en una cabina de flujo laminar, dejandose secar al
aire. Finalmente, tras la evaporacion del etanol, se procedid a su siembra en placa o

a guardarlas estériles a 4°C hasta su uso.

En el caso de esterilizaciones de grandes cantidades de semillas (500 a
2000) el tratamiento de 30 minutos con la primera solucion se sustituyd por dos
tratamientos consecutivos con 1 mL de la misma solucion; asi, las semillas se
lavaron y esterilizaron de manera mas efectiva antes de afiadir durante 5 minutos la

solucion sin SDS.
IIL1.2.2. Condiciones estandar para el cultivo in vitro

En general el cultivo in vitro se llevo a cabo utilizando placas de cultivo
redondas de 9 cm de didmetro o placas cuadradas de 12 cm de lado que contenian
un medio de cultivo que denominamos MS1/5 compuesto por 0,9 g/L de un
preparado de DUCHEFA BIOCHEMIE (Ref. P03769-05) de sales MS (Murashige
y Skoog, 1962) y vitaminas de Gamborg (Gamborg y col., 1968), 0,9 g/L de MES
(acido 2-N-morfolinoetanosulfonico, SIGMA, Ref. 32K5465), 8 g/l de agar
(PRONADISA,  Ref. SB090321), pH de 5,7 [ajustado  con
tris(hidroximetil)aminometano (Tris)-Base 1M o KOH]. Para la seleccion de
plantas transgénicas se utilizaron placas redondas con un medio similar al anterior
excepto por contener mas sales del preparado de MS con vitaminas Gamborg (2,2
g/L), que denominamos MS1/2 y que suplementamos con 0,5% de sacarosa. La
esterilizacion de los medios se llevé a cabo en autoclave (20 minutos a 120°C, 10°

Pa). En el caso de sustancias termolabiles, como los antibioticos, el herbicida
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fosfinotricina o el aminoacido serina, éstos se esterilizaron por filtracion a través de
membranas estériles de 0,20 pm y se afiadieron al medio esterilizado en autoclave
y enfriado a unos 40-50°C. Las concentraciones finales de los antibidticos
utilizados se especifican en la Tabla III.1. En los experimentos de tolerancia a
estrés salino, se adicioné NaCl al medio antes de ajustar el pH. En el caso de las
placas redondas se vertieron 25 mL de medio por placa, mientras que para las

placas cuadradas se utilizaron 75 mL.

Una vez realizada la siembra en condiciones de esterilidad, las placas se
sellaron con cinta porosa Micropore Hypoallergenic (3M MICROPORE TM, Ref.
1530-0 para las placas redondas y Ref. 1530-1 para las placas cuadradas), que
permite el intercambio de gases pero mantiene la humedad en el interior de las
placas. Con objeto de favorecer y sincronizar la germinacion de las semillas se
estratificaron un minimo de 72 horas a 4°C, antes de ser transferidas a camaras de
crecimiento para su germinacion, donde permanecieron los dias adecuados para
cada experimento a una temperatura de 22-25°C y un fotoperiodo de dia largo (16

horas de luz y 8 horas de oscuridad) e intensidad de luz de 120 pmol-m™-s™.

Tabla III.1. Concentracion final de los antibidticos utilizados en
el cultivo in vitro de arabidopsis.

Antibidtico Concentracion final (ug/mL)
Higromicina 25
Kanamicina 50
Cefotaxima 100
Sulfadiazina 5,25

Fosfinotricina-BASTA 25
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II1.2.3. Cultivo en invernadero

El cultivo de A. thaliana en invernadero se realizd en macetas de
poliestireno cuadradas, de 7x7x6,5 cm de 200 mL de capacidad, rellenadas con una
mezcla previamente humedecida de vermiculita exfoliada calibre 3 (ASFALTEX)
y sustrato Kekkila (enriquecido con macronutrientes N-P-K 15-10-20, KEKKILA
IBERIA), en proporcion 1:1 (volumen/volumen). Una vez hecha la siembra, las
macetas fueron colocadas en bandejas que se regaron y se recubrieron con plastico
transparente, que permite una alta humedad relativa, y se transfirieron a una cadmara
fria a 4°C. Al cabo de cuatro dias, las bandejas se transfirieron a las cabinas del
invernadero, depositdndose debajo de las mesas para evitar que durante la
germinacion les diera luz directa del sol, ya que de lo contrario al estar tapadas se
acumula mucho calor y se mueren. Pasados dos dias, se hicieron perforaciones en
el plastico y 2-3 dias mas tarde se retir6 totalmente el plastico protector y se
subieron las bandejas a la parte superior de la mesa para recibir luz directa. El riego
se realizd afiadiendo agua desionizada a las bandejas cada 3-5 dias segln las

necesidades hidricas de las plantas.

Cuando fue necesario, plantulas de cultivo in vitro se transplantaron a
macetas con una mezcla similar a la anterior y se colocaron en bandejas

directamente encima de las mesas del invernadero.

Con las plantas que se cultivaron para obtener semillas se utilizo el sistema
Arasistem para evitar cruces no deseados; para ello se colocaron las arabases y los
aratubos cuando las plantas estaban desarrolladas pero todavia no habian empezado
a alongar los tallos florales. Al final del ciclo biolégico de las plantas, cuando el
boton floral dejaba de producir flores, se cesaron los riegos y se dejaron secar hasta
la desaparicion completa de su color verde. Finalmente, las plantas se transfirieron
a sobres de papel para asegurar su secado completo; una o dos semanas después,
las semillas de cada una de las plantas se limpiaron de otros restos vegetales

mediante tamizado a través varios coladores de cota de maya decreciente, hasta
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dejar las semillas completamente limpias en tubos Eppendorf. Las semillas se

guardaron a 4°C hasta su uso.

Las condiciones de crecimiento en la cabina del invernadero fueron de dia
largo (16 horas de luz y 8 de oscuridad) con una intensidad de Iuz aproximada de
130 pE'm™'s™, 50-70% de humedad relativa y una temperatura alrededor de 24°C
durante el dia y 17°C durante la noche. La luz natural fue suplementada con luz
artificial (lamparas de vapor de sodio y ldmparas de vapor de mercurio) cuando fue

necesario.

IIL.3. Cepas bacterianas
M1.3.1. Escherichia coli

Para la obtencion de las distintas construcciones, plasmidos con
promotores y cDNAs, con las que transformamos madas adelante las plantas, fue

necesario la utilizacidn de las siguientes cepas de E. coli.

1I- DHS5a: F ®80lacZAM15 A(lllacZY A-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(r, m") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl X

2-TOP10: F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 AlacX 74 recAl
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str®) endA1 nupG X

I11.3.2. Agrobacterium tumefaciens

Para la transformacion de plantas se utilizd la cepa de 4. tumefaciens

GV3101 pSOUP. Esta cepa posee resistencia a los antibidticos gentamicina,
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rifampicina y tetraciclina. Estas resistencias son debidas a que la cepa GV3101
contiene el plasmido pMP90, que posee genes de resistencia a gentamicina y
rifampicina (Koncz y Schell, 1986; Furni y col., 1997; Mullins y col., 2001), junto
al vector binario pSOUP, que contiene un gen de resistencia al antibidtico

tetraciclina.
I11.4. Medios y condiciones de cultivo bacteriano

Los medios utilizados para el crecimiento de las bacterias se esterilizaron

en autoclave durante 20 minutos a 120°C y 10° Pa.
1I1.4.1. Medio Luria Bertani (medio LB)

Para el crecimiento de E. coli y A. tumefaciens se utilizdé el medio de
cultivo LB (Bertani, 1951), que es el medio utilizado por excelencia para el
mantenimiento de estas dos cepas (Sambrook y Russell, 2001). Este medio de
cultivo esta formado por 1% (p/v) de triptona (PRONADISA, Ref. 1612.00), 0,5%
(p/v) de extracto de levadura (PRONADISA, Ref. 1702.00) y 1% (p/v) de NaCl. El
pH se ajustdé a 7 con NaOH. Cuando este medio de cultivo se requirié en estado

solido se agregaron 1,5% (p/v) de agar (PRONADISA, Ref. 1802.00).
111.4.2. Medio SOB

Durante el crecimiento previo de las bacterias de E. coli para preparar
células competentes por choque térmico (ver Apartado II1.8.1), el medio SOB (del
inglés Super Optimal Broth) fue utilizado por ser mas rico que el medio LB. Este
medio de cultivo esta compuesto por 2% (p/v) de triptona, 0,5% (p/v) de extracto
de levadura, 10 mM de NaCl, 3 mM de KCI, 10 mM de MgClL, y 10 mM de
MgSO,.

111.4.3. Medio SOC

Durante el proceso de transformacion de E. coli se empleo6 el medio SOC

(del inglés Super Optimal Broth with Catabolic represor; ver Apartado 111.8.2) por
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ser también un medio de cultivo enriquecido para el cultivo microbiologico. La
caracteristica fundamental de este medio es que permite obtener elevadas
eficiencias de transformacion bacteriana mediada por plasmidos al crecer las
células bacterianas en ¢él después de ser transformadas por choque térmico
(Apartado 111.8.2). Este medio esta compuesto por 2% (p/v) de triptona, 0,5% (p/v)
de extracto de levadura, 10 mM de NaCl y 2,5 mM de KCI. El pH se ajusté a 7 con
NaOH. Finalmente, después de autoclavar el medio se agregaron las soluciones
estériles de MgCl, y glucosa a una concentracion final de 10 y 20 mM,

respectivamente.
111.4.4. Manipulacién y crecimiento de las bacterias utilizadas

Las bacterias se cultivaron en medio liquido o soélido, en funcion del
objetivo y del protocolo aplicado. Para el crecimiento en medio liquido de E. coli 'y
A. tumefaciens se utilizaron tubos Corning o matraces estériles de 15 6 250 mL,
respectivamente. Los medios de cultivos con las bacterias inoculadas se colocaron
en un incubador orbital (COMECTA, Ref. 5312090) a 37°C (E. coli) 6 28°C (4.
tumefaciens) y una velocidad constante de agitacion de entre 200 y 250

revoluciones por minuto (rpm) para mantener una aireacion adecuada.

Para el cultivo en medio solido se utilizaron placas Petri colocadas en
posicion invertida (para evitar la condensacion del vapor de agua en la tapa) en una

estufa a la temperatura Optima requerida por cada cepa bacteriana.

Finalmente, tanto en el cultivo en medio sélido como en medio liquido, se
afiadieron al medio los antibioticos de seleccion necesarios en funcion de las
resistencias especificadas para cada una de las cepas y los vectores utilizados. Para
la adicion de antibioticos se procedid como se indica en el Apartado II1.2.2 . Las
concentraciones finales de los antibidticos utilizados se especifican en la Tabla

IIL.2.
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Tabla 1III.2. Concentracion final de los
antibioticos de seleccion en cultivo in vitro de

bacterias.

Antibiotico Concentracion final (ug/mL)
Ampicilina 50
Espectinomicina 100
Gentamicina 25
Kanamicina 50

Tetraciclina 5

III. 5. Vectores de clonacion y transformacion

Los vectores utilizados en esta tesis doctoral, asi como sus principales

caracteristicas, se especifican a continuacion.

1. pCR8*/GW/TOPO®: Plasmido multicopia de 2817 pb utilizado para la
clonacién de productos de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en
E. coli. Posee el gen marcador de resistencia al antibidtico
espectinomicina. Este pldsmido, que incorpora la tecnologia Gateway de
la empresa INVITROGEN, fue utilizado para clonar los productos de
PCR necesarios para la elaboracion los plasmidos pMDC43 y pMDC83
con los genes de interés, aprovechando que se comercializa linealizado y
posee, en cada uno de sus extremos un nucleotido de deoxitimidina en
los cuales tiene covalentemente unida una enzima topoisomerasa I del

virus Vaccinia por cada nucleotido (Figura I11.4).
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EcoR 1
EcoR |

Figura 1III.4. Esquema del plismido
pCR8*/GW/TOPO®. Extraido de la web
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/

product/K250020

2817 bp

X
%

2. pUNISI1: El vector de clonacion pUNIS1 (Figura I11.5) posee un tamafio
de 2554 pb. Este vector lleva en su secuencia un gen de resistencia a
kanamicina (Liu y col., 1998). El vector pUNI51 fue utilizado para el
subclonaje del cDNAs que codifican las enzimas PGDHs en los
diferentes vectores utilizados para transformar plantas con
Agrobacterium. El pUNIS51 con el cDNA del gen PGDH yv EDA9 fueron
obtenidos del DNA Stock Center del ABRC.

£ ~Nut

Figura IILS. Esquema del pliasmido
pUNIS1. Extraido de la  web
http://www.arabidopsis.org/jsp/common
/image.jsp?id=1635&format=jpg

(2554 bp)

syl

3. pUCI18: Es un plasmido de 2686 pb derivado del plasmido pBR322. En
lineas generales, posee una region lacZ de clonaje multiple, un sitio de

lectura abierta derivado del plasmido pMBI1 y un gen de resistencia al
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antibiotico ampicilina (Figura I11.6). Este plasmido fue utilizado para

evaluar la calidad de las células competentes de E. coli.

Figura II1.6. Esquema del plismido
pUC18. Extraido de 1la web
http://openclipart.org/detail/130471/p

lasmid-vector-by-gsagri04

4.  pBI121: Este plasmido binario de 14758 pb se utiliz6 para obtener
plantas transgénicas que nos permitieran conocer el patron de expresion
de los genes de interés. Este vector deriva del plasmido pBI19 (Bevan,
1984). En la region comprendida entre las zonas del LB y del RB del T-
DNA, contiene el gen delator GUS, bajo el control del promotor 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV 358S; 355). Este vector tiene el
gen nptll flanqueado por el promotor y terminador del gen NOS (Figura
1.7).

Right Left
border NOS-Fio NPTH (kauR)  NOS«er  CaMV 338-Fio  [bGlucuronidase (GUS) NOSster  border

T N Ulomrebon, L L33bp  26bp

Figura II1.7. Esquema del plasmido pBI121 modificado de Cheny
col., (2003).
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5. pCAMBIA1303: Plasmido de 12361 pb (Figura II1.8) que se utiliz6 para
obtener plantas transgénicas que nos permitieran conocer el patrén de
expresion de los genes de interés. Este plasmido es portador de un gen de
resistencia a kanamicina en bacterias y un gen de resistencia a
higromicina (Aptll) para la seleccion en plantas. Los dos genes de
resistencia estdn bajo el control del promotor 35S. EI vector
pCAMBIA1303, como miembro de la familia pCAMBIA1300, posee
también el sitio de clonaje multiple del plasmido pUCI18. La
caracteristica principal pCAMBIA1303 es poseer bajo el control del
promotor 355 el gen delator GUS fusionado al gen de la proteina GFP y

por tltimo una secuencia que codifica para una cola de histidina.

35S promoter
LAC Z ALPHA
MCS RN gusA
CAMVISS o . A \ N358-Q Glycosylation site mutation
HYG(R)
\- . NOS polyA
T pCAMBIA1303
TE%ER{DAEE(TE) iy T-BORDER (R)
kanamycin (R) \ /
pV§1 Sta
pBR322 ori 8
pBR322 bom site
pVS1-REP

Figura II1.8. Esquema del plasmido pCAMBIA1303. Extraido de la web
http://www.cambia.org/daisy/cambia/2048/version/1/part/4/data/pCAM
BIA1303.pdf?branch=main&language=default

6. pMDCS83: El vector de clonacion pMDC83 se empled para
sobreexpresar genes de interés en arabidopsis y para estudiar la
localizacion subcelular de las proteinas que codifican dichos genes. Este
vector utiliza la tecnologia Gateway, basada en la utilizacion de un

cassette portador del sitio de recombinacion aff, que permite la
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transferencia del producto de clonacion desde otros vectores,
generalmente utilizados para el clonaje en E. coli. En nuestro caso, el
vector donador fue el pCR8"/GW/TOPO" (comentado anteriormente). El
vector pMDCS83 esta formado por 12513 pb; sus principales
caracteristicas son la presencia de dos genes de resistencia a kanamicina
e higromicina (resistencia utilizada para bacterias y plantas,
respectivamente) junto con la secuencia de la proteina GFP fusionada a
la secuencia de la cola de histidina en el extremo C-terminal. La
secuencia codificante de la proteina de interés puede clonarse en fase con
la secuencia de la GFP, lo que posibilita la generacion de una proteina de
fusion en la cual la proteina fluorescente esta en posicion C-terminal

(Figura I11.9).

2x 358 | ccdB |

gfo6his  Hnos TH Hyg"

attR1 attR2

Figura IIL9. Esquema del T-DNA del plasmido pMDC83. Extraido de la

web http://botservl.uzh.ch/home/grossnik/curtisvector/index_2.html

7. pMDC43: El vector pMDC43, utilizado también para sobreexpresar
genes de interés en arabidopsis y para estudiar la localizacion subcelular
de las proteinas que codifican dichos genes, posee una estructura similar
al vector pMDCS3, con la salvedad de que pMDC43 lleva el elemento
GFP en posicion N-terminal en la proteina de fusion y no tiene la

secuencia de la cola de histidinas (Figura I11.10).

2x 35S ccdB
el | %S

attR1 altR2

Figura II1.10. Esquema del T-DNA del plasmido pMDC43. Extraido de la

web http://botservl.uzh.ch/home/grossnik/curtisvector/index_2.html
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II1.6. Aislamiento y manipulacion de acidos nucleicos
IIL.6.1. Extraccion de ADN genémico de Arabidopsis

En la extraccion de ADN gendmico se partié de una pequeiia cantidad (50-
100 mg) de material vegetal joven (trozo de hoja de aproximadamente 25 mm?) que
fue triturado a temperatura ambiente en un tubo Eppendorf con ayuda de pistilo de
plastico. Tras homogeneizar se agregaron 400 pL de tampon de extraccion [200
mM de Tris-HCI (pH 8,0), 250 mM de NaCl, 25 mM de EDTA (acido
etilendiaminotetraacético; pH 7,5 - 8,0) y 0,5% SDS] y se agité vigorosamente
durante 5 segundos en un vortex. En esto paso, las muestras las mantuvimos a
temperatura ambiente o en hielo hasta completar la homogeneizacion de las
muestras a analizar como maximo 1 hora. Las muestras se centrifugaron 2 minutos
a 13000 rpm, se recuperaron 300 ul del sobrenadante, evitando aspirar el
precipitado, y se transfirieron a un nuevo tubo. A continuacion, se afiadié 300 pl de
isopropanol, se agitd y se incubd a temperatura ambiente durante 2 minutos,
induciéndose asi la precipitacion del ADN. Se centrifugd 5 minutos a 13000 rpm a
temperatura ambiente, recuperando de esta forma el ADN precipitado en el fondo
del Eppendorf. Se eliminé el sobrenadante por decantacion, se centrifugd a las
mismas revoluciones durante 5 segundos, se elimind el resto de soluciéon con ayuda
de una pipeta y se dejo secar el precipitado durante unos 20 minutos. Finalmente, el
ADN precipitado se resuspendi6 en 100 pl de H,O MilliQ (mQ) y se conservoé el
ADN extraido a 4°C hasta su uso.

II1.6.2. Aislamiento de ADN plasmidico

Para el aislamiento y recuperaciéon de ADN plasmidico se siguieron dos
protocolos distintos, en funcion de los pasos a realizar con el material resultante de
dicha extraccion. Cuando el ADN plasmidico se extrajo para su posterior
secuenciacion, se utiliz6 una modificacion del protocolo descrito en el kit de
ROCHE APPLIED SCIENCE High Pure Plasmid Isolation Kit (Ref.

11754785001), dado que en este caso se requirid un mayor grado de pureza del
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plasmido. Sin embargo, cuando el ADN plasmidico fue requerido para posteriores
analisis de restriccion con el fin de clonar o verificar la presencia o no de un
determinado fragmento de ADN, se utilizo el protocolo de extraccion de ADN
plasmidico por lisis alcalina con SDS descrito por Birnboim y Doly (1979). Ambos

procedimientos se detallan a continuacion.
I11.6.2.1. High Pure Plasmid Isolation Kit

Como material de partida se prepararon 4 mL de un cultivo saturado de E.
coli en un tubo Corning estéril de 15 mL. El protocolo se inici6 cuando la densidad
optica de dicho cultivo, medida a una absorbancia de 600 nm, fue de 2 unidades
aproximadamente. Cuando el cultivo estaba saturado se centrifugé a 3000 rpm
durante 20 minutos, se eliminaron los restos del medio de cultivo y al precipitado
de bacterias se le anadieron 250 pulL de tampoén de resuspension (50 mM de Tris-
HCI, 10 mM de EDTA, pH 8,0). El precipitado se resuspendio y a continuacion se
afiadieron 250 puL de tampoén de lisis (0,2 M de NaOH, 1% de SDS), tras agitar se
afiadieron 350 pL de tampdn de union a la membrana (4 M de hidroclorilguanidina,
0,5 M de acetato de potasio, pH 4,2) frio (preincubado en hielo 15 minutos). La
mezcla resultante se incubd en hielo 5 minutos y se centrifugé a 13000 rpm 10
minutos. El sobrenadante de la centrifugacion se cargd sobre las columnas con
filtro suministradas por el kit y se procedid a su centrifugacion (13000 rpm, 1
minuto). Acto seguido, se elimino el filtrado y se realizaron dos pasos de lavado
sobre la columna. El primer lavado consistié en la adiciéon de 500 pL del primer
tampon de lavado [5 M de hidroclorilguanidina, 20 mM de Tris-HCL, pH 6,6
(25°C)], mientras que el segundo consistio en la aplicacion de 500 pL. de segundo
tampon [20 mM de NaCl, 2 mM de Tris-HCI, pH 7,5 (25°C)]. Entre ambos pasos
se realizaron sendas centrifugaciones de 1 minuto a 13000 rpm. Para la elucion
final del plasmido se depositaron sobre la membrana de la columna 50 pL de
tampon de elucion [10 mM de Tris-HCI, pH 7,5 (25°C)] y se centrifugo la muestra

(13000 rpm, 1 minuto); este paso se realizo otra vez para recuperar el maximo de
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plasmido. Los 100 puL recuperados con el plasmido se mantuvieron a -20°C hasta

Su uso.

I11.6.2.2. Protocolo de extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina con

SDS

El protocolo seguido fue una modificacion del descrito por Sambrook y
Russell (2001), basado en que una disolucion de un detergente anionico fuerte y pH
elevado, rompe las células y desnaturaliza tanto las proteinas como el ADN
cromosomico; la subsiguiente centrifugacion de la suspension permite recuperar el

ADN plasmidico en el sobrenadante (Birnboim y Doly, 1979).

Las colonias aisladas en las transformaciones de E. coli se cultivaron
durante 16-20 horas en 4 mL de medio LB con sus respectivos antibidticos.
Seguidamente, se procedid a la centrifugacion (13000 rpm durante 5 minutos a
4°C) de este cultivo y a la resuspension del precipitado celular en 100 pL de la
solucion de lisis (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 8,0 y 10 mM EDTA, pH
8,0); inmediatamente después, se afiadieron 200 pL de la solucién alcalina recién
preparada (0,2 N NaOH, 1% SDS), se agit6 manualmente y la mezcla se coloco en
hielo. A continuacion, se anadieron 150 pL de la solucion acida (60 mL de acetato
potasico 5 M, 11,5 mL de acido acético glacial y 28,5 mL de agua), se volvid a
agitar manualmente y la mezcla se mantuvo en hielo otros 5 minutos. Para la
precipitacion del ADN plasmidico, producida a temperatura ambiente durante 2
minutos, el sobrenadante resultante de la centrifugacion (13000 rpm durante 10
minutos a 4°C) se mezclo con 2 volumenes de etanol 96%. Por tltimo, la mezcla
alcohélica se centrifugd (13000 rpm, 20 minutos) y el precipitado, una vez seco, se
resuspendio en 50 plL de agua mQ mas 1 pL de ribonucleasa (RNasa; 20 pg/mL)
incubandose 10 minutos a 37°C. El ADN plasmidico fue almacenado a -20°C hasta

Su uso.
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I11.6.3. Extraccion de ARN

La extraccion del ARN de diferentes tejidos y lineas de arabidopsis se
realizd a partir de 100 mg de muestra siguiendo un protocolo modificado del
descrito por MACHEREY-NAGEL Total RNA Isolation (Ref. 740955.50). Este
ARN se utilizo para las distintas qRT-PCRs (PCR cuantitativa a tiempo real) para

el estudio de los 3 genes.

Las soluciones utilizadas fueron suministradas por el kit. Dado que durante
el proceso de extraccion, el ARN puede ser degradado por RNAsas, el material era

libre de RNasas.

Para realizar la extraccion, el material de partida se congeld con nitrégeno
liquido y se triturd en mortero. Se pesaron 100 mg del material pulverizado, se
colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL y se afiadieron 350 pL de tampon RAI
junto con 3,5 pL de B-mercaptoetanol. La muestra se agité con un vortex y se cargo
en una columna con filtro (suministrada por el kit) depositada dentro de un tubo de
2 mL y se centrifugé a 13000 rpm durante 1 minuto. El filtrado se trasfirié a un
nuevo Eppendorf, sin coger restos del precipitado que se queda en el fondo del
tubo, y se le afiadieron 350 pL de etanol 70%. La mezcla homogeneizada se cargo
en una nueva columna con filtro y se centrifugd durante 1 minuto a 13000 rpm para
que el ARN en la solucion se quedara unido en la membrana de la columna al
atraversarla. A partir de aqui, la membrana se lavd en primer lugar con 350 pL de
MDB y se centrifugd adicionalmente 1 minuto a 13000 rpm, para posteriormente
adicionar 95 pL de reaccion de la desoxirribonucleasa (DNasa; 90 uL de tampon
DNasa + 10 pL de DNasa). Finalmente, antes de la elucion del ARN, la membrana
se lavo con 200 pul de RA2, 600 uL de RA3 y 250 uLL de RA3, entre cada pasoé se
realizd una centrifugacion de 1 minuto a 13000 rpm. La elucion final se realizo
afiadiendo 40 pL de H,O libre de RNasas, tras una centrifugacion de 1 minuto a
13000 rpm se afiadieron otros 20 pL a la columna y se volvid a centrifugar, ya que

eluyendo en dos tiempos se obtiene una mayor concentracion de ARN final.



Materiales y Métodos 69

I11.6.4. Cuantificacion del ARN total

La cuantificacion de ARN se realizdo mediante espectrofotometria en el
ultravioleta (A = 260 nm). La pureza se calculd en base a la relacion entre la
absorbancia a 260 y 280 nm. Para obtener los ug/mL de ARN de la muestra se
utilizé la siguiente expresion: absorbancia a 260 nm x factor ARN (1 unidad de
absorbancia a 260 nm, equivale a 40 pg/mL de ARN) x factor de dilucion.
Alternativamente se midio la absorbancia a 260 nm de 1 pL de ARN en un
espectofotrometro NanoDrop ND-1000 el cual indica directamente la

concentracion.

II1.7. Analisis de acidos nucleicos

I11.7.1. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena

de la polimerasa

La PCR, es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es obtener un
gran numero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un
minimo numero de ellas (Mullis y col., 1986; Saiki y col., 1985, 1988). Las
amplificaciones mediante PCR se llevaron a cabo partiendo de una cantidad de
ADN molde de entre 10 ng y 50 ng, que podia ser bien ADN gendmico o

plasmidico.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo de forma rutinaria en placas
multipocillos (VWR, Ref. 82006-636) o en microtubos (THERMO SCIENTIFIC,
Ref. AB-0266), donde se afnadi6 la mezcla de reaccion y el ADN molde. Cada
reaccion se realizo en 30 pl de mezcla que contenia: tampon de PCR 1X [Tris HC1
75 mM (pH 9,0), KC1 50 mM, (NH,4),SO4 20 mM], MgCl, 2 mM, 0,2 mM de cada
desoxinucledtido (ANTP), 0,5 uM de cada cebador, 0,9 U de Tag polimerasa y los
10-50 ng de ADN (1 pL del extracto de ADN obtenido con el protocolo del
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Apartado 111.6.1 6 1 pL de una dilucion del ADN plasmidico (ver Apartados
1I1.6.2.1 6 111.6.2.2) para conseguir los 10-50 ng necesarios.

Como polimerasa termoestable en las reacciones rutinarias donde no se
requeria una alta fidelidad, se usé la enzima BIOTOOLS DNA Polimerasa (7ag;
Ref. 10,047), mientras que cuando se requeria una amplificacion del ADN de alta
fidelidad se emple6d la enzima BIOTOOLS Pfu DNA Polimerasa (Pfu; Ref.
10,511). En caso de necesitar mas volumen de amplificacion se incrementaron las

cantidades de la mezcla proporcionalmente.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Genedmp PCR
SYSTEM 9600 (APPLIED BIOSYSTEMS). Los parametros estandar del
termociclador para la amplificacion fueron: 10 minutos a 94°C, seguidos de 35-45
ciclos de 1 minuto a 94°C, 45 segundos a una temperatura de 1 6 2°C inferior a la
menor temperatura de hibridacion de los cebadores utilizados en cada mezcla de
reaccion [para garantizar la correcta union de los mismos y evitar el mayor nimero
de uniones inespecificas durante el proceso (Innis y Gelfand, 1990)], y un tiempo
de extension a 72°C, siendo el tiempo de extension de 1 minuto por cada 1000 pb
de banda a amplificar (en el caso de utilizar Pfu se utilizaron 2 minutos por cada
Kb). Para finalizar se mantuvo la temperatura a 72°C durante 10 minutos, para
posteriormente rebajarla a 4°C y extraer del termociclador las muestras
amplificadas para su observacion. Durante todo el proceso hasta el mantenimiento
a 4°C el bloque térmico superior se mantuvo a una temperatura de 103°C para
evitar la condensacion de las muestra. Los cebadores y sus secuencias respectivas

utilizadas en esta tesis se detallan en Anexo, Tabla Suplementaria 1.
IIL1.7.1.1. PCR diagnéstica

La PCR diagnostica se utilizd para amplificar fragmentos de ADN
genomico de los mutantes de los tres genes estudiados de Arabidopsis thaliana, en
los que potencialmente debia encontrarse el inserto de T-DNA en los alelos

mutantes y aislar asi lineas mutantes homocigotas junto con sus correspondientes
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grupos control. Asi pues, para la obtencién de los mutantes homocigotos, se
realizaron PCR diagnosticas utilizando un par de oligonucleotidos (LR y RP), que
hibridan en el ADN del genoma de Arabidopsis, localizados a cada lado del T-
DNA y un tercer oligonucleotido que hibrida en el T-DNA (BP; Figura III.1.11).
Tras las distintas PCRs, los correspondientes productos se visualizaron en un gel de
agarosa para la identificacion y aislamiento de los mutantes homocigotos a través
del analisis del patron de bandas resultante. Este patron estaba basado en la
amplificacion de 2 bandas de diferentes tamafios: una banda de tamafio menor del
alelo mutante homocigoto y la otra del alelo silvestre (WT) y también la
identificacion de plantas heterocigotas por la presencia de ambas bandas (Figura

ML11).
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Figura III.11. Esquema de la posicion de los cebadores y representacion de las
bandas esperadas tras la PCR en lineas silvestres (WT), heterocigotas (He) y
homocigotas mutantes (Ho). LP, RP y BP representan los cebadores para el estudio
genético por PCR. Extraido y modificado de la web
http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html

II1.7.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizd la técnica de la electroforesis para la visualizacion de los
productos de la PCR y otros fragmentos de ADN. Los productos de amplificacion
del ADN se separaron en geles de 0,5X TBE (90 mM de acido borico, 90 mM de
Tris-HCl pH 8,0 y 2 mM de EDTA), 0,8%de agarosa D-1 de baja
electroendésmosis (PRONADISA, Ref. 8016) y 0,5 pg/mL de bromuro de etidio.
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Las muestras se cargaron previa adicion de un volumen de tampon de carga 6X
[100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,0075% de azul de bromofenol, 60% de glicerol y 60
mM EDTA (pH 8)] por cada 5 volimenes de muestra. Como marcador de tamafios
de ADN se utilizo el marcador de tamafio molecular de 100 pb (BIOTOOLS, Ref.
31,006) 6 1 Kb (BIOTOOLS, Ref. 31,005), ambos preparados a 0,2 mg/mL, en
funcion del tamafio de banda esperada. Para su preparacion se utilizaron 5 pl. de
marcador (0,5 pg), 2 uL. de tampon de carga 5X y 3 pulL de agua destilada. En
aquellos casos en los que fue requerida la cuantificacion del producto de PCR
separado por electroforesis, se utilizé el marcador lambda-HindIIl (BIOTOOLS,
Ref. 31,011) y por comparacion de la intensidad de bandas se estimdé su
concentracion. En este Gltimo caso, para su preparacion se utilizé 1 uL de marcador

(0,5 ng), 1 uL de tampdn de carga SX y 3 ul de agua destilada.

En aquellos casos en los que las bandas eran de un tamafio muy reducido se
aumento la cantidad de agarosa hasta un maximo de 2%, para permitir una correcta

separacion y visualizacion.

La electroforesis se realizo a voltaje constante (80 voltios) y finalmente las
bandas de ADN se visualizaron iluminando el gel con luz ultravioleta (UV) a 254

nm de longitud de onda en un transiluminador UVItec UVIdoc-HD2/20.
I11.7.3. Disefio de los cebadores

El disefio de los cebadores (oligonucleotidos) es un paso clave para el
aislamiento de mutantes, estudio de la segregacion, de la expresion y clonaje de
acidos nucleicos. Inicialmente, para la obtencion de las secuencias de los cebadores
utilizados (LR y RP) para PCR diagnostica se utilizo el programa T-DNA Primer
Design (signal.salk.edu/tdnaprimers.2.htmL). Estas primeras secuencias, fueron
posteriormente revisadas y modificadas (si fue necesario) utilizando el programa
Amplify 3.1, Para el resto de amplificaciones los cebadores se disefiaron con los

programas Jellyfish y Amplify 3.1.
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Para el disefio de los cebadores utilizados para PCR diagnostica, PCR
cuantitativa en tiempo real y para el clonaje de regiones promotoras y cDNAs se
siguieron los siguientes criterios: se seleccionaron inicialmente fragmentos de entre
20-28 nucleodtidos con un contenido alto de G+C (alrededor del 50-60%). Las
secuencias candidatas, fueron valoradas en funcion de sus parametros de
estabilidad y sus temperaturas de hibridacion, procurando siempre que entre los
cebadores de un mismo conjunto (directo-reverso) ambas temperaturas fueran lo
mas proximas posibles para evitar hibridaciones de baja especificidad. Asimismo,
se procurd evitar secuencias de tres o mas citosinas o guaninas en las regiones
terminales y se eliminaron aquellas secuencias que formaron dimeros. Ademas de
estos criterios para el caso de cebadores para qRT-PCR se siguieron las

recomendaciones de Udvardi y col. (2008).

Para la elaboracion de la secuencia final de los cebadores utilizados para el
clonaje de promotores y cDNAs, se afiadieron las secuencias de corte de las
enzimas de restriccion adecuadas para su posterior inclusion en el vector

correspondiente.

Una vez disefiados los cebadores, también se realizé una comparaciéon con
la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de la pagina del TAIR

para comprobar que no se unieran a otras regiones del genoma de Arabidopsis.
I11.7.4. Purificacion de los productos de PCR

Para la purificacion del producto de PCR se utilizo el kit de ROCHE
APPLIED SCIENCE High Pure PCR Product Purification Kit (Ref.
11732668001). El volumen del producto de PCR se ajusté a 100 uL. con H,O mQ,
se le anadieron 500 pL del tampoén de union [3 M de guanidintiocinato, 10 mM de
Tris-HCI, 5% de etanol (v/v), pH 6,6 (25°C)] y se mezcld por pipeteo para su
homogenizacion. La mezcla se pipeted en las columnas con filtro proporcionadas
por el kit y se centrifugd 1 minuto a 13000 rpm a temperatura ambiente eliminando

posteriormente la solucién filtrada. Tras a este punto, se procedid al lavado de la
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membrana de la columna con dos adiciones del tampon de lavado [20 mM de
NaCl, 2 mM de Tris-HCI, pH 7,5 (25°C)] de 500 pL y 200 pL respectivamente,
seguidas cada una de un paso de centrifugacion de 1 minuto a 13000 rpm y la
posterior eliminacion del filtrado. La elucion final de la muestra se realizo a través
de 50 pL. de tampdn de elucion [10 mM de Tris-HCI, pH 8,5 (25°C)] por
centrifugacion (13000 rpm, 1 minuto). El producto eluido se mantuvo a -20°C hasta

su uso.
IIL.7.5. Extraccion y purificacion de bandas de ADN

Tras separar las muestras de ADN mediante electroforesis en geles de
agarosa/TBE, las bandas de interés se cortaron del gel con un bisturi y el ADN
contenido en las mismas se purificé siguiendo el protocolo especificado por el kit
de MACHEREY-NAGEL PCR clean-up Gel extraction, NucleoSpin® Extract 11

(Ref. 740609.50), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Una vez separados los fragmentos de ADN mediante electroforesis, se
visualizd la banda bajo luz ultravioleta y se cortaron. El fragmento de gel se
incluy6 en un tubo Eppendorf de 1,5 mL y se afiadi6 el tampon NT. El volumen
utilizado en este pasé se calculd a razon de 200 pL de tampon por cada 100 mg de
gel de agarosa. La muestra se incubo a 50°C hasta que se disolvio el gel y
posteriormente se cargd en una columna con su correspondiente tubo de coleccion
servida por el kit. Acto seguido se centrifugd un minuto a 13000 rpm y se desecho
el filtrado. A partir de este punto, los pasos siguientes tuvieron como objetivo lavar
la membrana de silice de la columna. Para tal fin, se pipetearon 700 pL del tampoén
NT3 y la muestra se centrifugd otro minuto a 13000 rpm desechando nuevamente
el filtrado. Este ultimo paso se repitid nuevamente, pero en esta ocasion la
centrifugacion se prolong6 durante un minuto mas para eliminar cualquier resto de
la solucion. Finalmente, el ADN se eluyo6 afiadiendo 50 pL del tampén NE a la

columna, incubando la muestra durante un minuto a temperatura ambiente. Como
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ultimo paso se centrifugd durante un minuto a 13000 rpm y el ADN se guardd

hasta ser utilizado a -20°C.
II1.7.6. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron en las
condiciones de reaccion recomendadas por los respectivos proveedores. En todos
los casos se utilizaron de 1 a 5 unidades de enzima por cada microgramo de ADN a

digerir.
II1.7.7. Ligacion de moléculas de ADN

La ligacién de fragmentos de ADN se llevo a cabo utilizando 1U de la
enzima ligasa de INVITROGEN 74 DNA Ligase (Ref. 15224-041) por cada 10 pl

de volumen de reaccion.

Para la ligacion de fragmentos, se utilizaron entre 10-20 ng de inserto
manteniendo siempre una relacion molar 1:3 (vector:inserto). La incubacion se

realizé durante un minimo de 16 horas a 16°C.
II1.7.8. Analisis y secuenciacion de ADN

Los plasmidos obtenidos en la elaboracion de las distintas construcciones
genéticas fueron secuenciados en el Servicio de Secuenciacion de ADN y Proteinas
del Servicio Central de Soporte para la Investigacion Experimental (SCSIE) de la
Universidad de Valencia. Los alineamientos y las comparaciones entre secuencias
se realizaron a través de las aplicaciones GeneDoc (www.nrbsc.org/gfx/genedoc/)
y BLAST ( http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del NCBI (National Center for

Biotechnology Information).
IIL.7.9. Localizacién del inserto de T-DNA

Para averiguar la localizacion exacta de los insertos de T-DNA en las
lineas mutantes, se procedio a purificar el producto de PCR tal y como se describe

en el Apartado II1.7.4. Dichos productos normalmente eran las bandas obtenidas al
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utilizar los cebadores RP con el cebador interno del T-DNA (Figura III.11), para
cada gen y tipo de mutante. La muestra resultante de la purificacion de la banda
electroforética, se cuantificd y se secuencio en el servicio de secuenciacion de la
Universidad de Valencia. Conocida la secuencia nucleotidica, se compard mediante
BLAST con la secuencia completa del gen de interés, con la finalidad de obtener la
localizacion exacta del inserto, asi como su orientaciéon dentro del mismo. Este

procedimiento se repitio para los diferentes mutantes de los tres genes estudiados.
II1.7.10. Analisis de la expresion génica
I11.7.10.1. Reaccion de sintesis de cDNA

Para realizar los analisis de expresion, asi como para el clonaje del gen 3-
PGDH, se partiéo de cDNA. La sintesis de cDNA se realizo mediante la utilizacion
de dos kits. El primero fue el kit de ROCHE APPLIED SCIENCE First Strand
cDNA Synthesis kit (Ref. 11483188011), siguiendo los pasos que se especifican a

continuacion.

En un tubo Eppendorf de 0,5 mL se afnadi6é 1 pg de ARN en 8 uL. de agua
mQ, 1 pL de tampon DNasa y 1 pL de DNasa. Se incubd a 37°C durante 30
minutos. Posteriormente se procedid a una segunda incubacion durante 10 minutos
a 65°C para inactivar la DNasa. A continuacion se prepard la mezcla de reaccion
[1X de tampodn de reaccion para sintetizar el cDNA (100 mM de Tris, 500 mM de
KCl, pH 8,3), 5 mM de MgCl,, 1 mM de dNTPs, 4 ug de cebador p(DT), 50
unidades de inhibidor RNasa, 20 unidades de AMYV (retrotranscriptasa)] en 20 pL.
A esta mezcla de reaccion se le afiadieron 5 pL de la muestra de ARN tratada,
como se ha descrito anteriormente, y se procedid a su incubacién en un
termociclador con el siguiente programa: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C

seguido de un paso de 5 minutos a 99°C y un paso final de 5 minutos a 4°C.

El segundo kit que se emple6 fue el de FERMENTAS LIFE SCIENCES
Maxima® Universal First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Ref. K1641). En cada

reacion se anadio el volumen necesario para contener 3 ug ARN, 2 pL de tampon,
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1 pL de la enzima retrotranscriptasa, y el volumen de agua necesario hasta
completar un volumen final de 20 pL. Esta reaccion, se incub6 en un termociclador
con el siguiente programa: 10 minutos a 25°C, 30 minutos a 50°C seguido de un
paso final de 5 minutos a 85°C. Terminado el proceso se afiadieron 20 pL de agua

mQ a cada tubo de reaccion y se guardaron a -80°C hasta su uso.
II1.7.10.2. RT-PCR cuantitativa

Para cuantificar los niveles de ARN mensajeros de los genes de interés
mediante qRT-PCR se utilizo el kit de TAKARA SYBR® Premix Ex Taqg™,
Perfect Real Time (Ref. RRO41A).

En primer lugar, y para cada pareja de cebadores se prepar6 una mezcla de
cebadores de 7,8 uL en agua destilada y 0,4 uLL de una solucion de cada cebador a
10 mM. Posteriormente, se prepard la mezcla de reaccion con 10 L de SYBR y
0,4 uL de fluoroforo por reaccion. Una vez preparadas las dos mezclas, en cada
pocillo de la placa de qRT-PCR se cargo 8,6 uL de la mezcla de cebadores y 10,4
uL de la mezcla de reaccion. Cada reaccion fue realizada por triplicado cargando

siempre 1 uL. de cDNA en un volumen total de 20 pl.

El analisis por RT-PCR cuantitativa fue llevado a cabo usando un
GeneAmp® 5700 Sequence Detection System (APPLIED BIOSYSTEMS, Ref. PN
4304472), que detecta la fluorescencia emitida por elementos intercalados en la

doble cadena de ADN.

Por otra parte, la especificidad de la amplificacion del producto de PCR fue
confirmada a través de la curva de disociacion entre 60-95°C. La eficiencia de la
reaccion de PCR fue calculada a través del uso de diferentes patrones constitutivos
de expresion de genes utilizados como control interno, los cuales fueron
seleccionados de acuerdo con los principios metodologicos expuestos por
Czechowski y col. (2005) en funciéon de la eficiencia de los cebadores. La

abundancia relativa del nivel de ARN mensajero fue calculada a través del método
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comparativo por analisis de los diferentes parametros Ct obtenidos de acuerdo con

Pfaffl (2001).

IIL.7.11. Disefio y obtencion de las construcciones plasmidicas para la

obtencion de plantas transgénicas

Para la generacion de las construcciones genéticas, se siguieron los
métodos estandar en biologia molecular recogidos por Sambrook y Russell (2001).
Las digestiones enzimaticas (Apartado II1.7.6) requeridas para el clonaje de las
distintas construcciones se especifican en cada caso. Para el analisis de los
resultados de dichas digestiones, asi como la posterior extraccion y purificacion de
los fragmentos digeridos, se procedié conforme a lo especificado en los Apartados

1.7.2 y IIL7.5.

A continuacion detallamos las estrategias utilizadas para la obtencion de
las distintas construcciones en funcion de su objetivo y las caracteristicas de cada

gen estudiado.
I11.7.11.1. Fusién de promotores al gen delator de la p-glucuronidasa

Para el estudio de los patrones de expresion tisular mediante tincion
histoquimica, se fusionaron los promotores de los genes PGDH (Atlgl4775), 3-
PGDH (At3g19480) v EDAY (At4g34200) al gen GUS, obteniéndose asi las
construcciones pCAMBIA1303ProPGDH:GUS, pCAMBIAI1303Pro3-PGDH:GUS
y pBII121ProEDA9:GUS, respectivamente. La estrategia molecular utilizada se

detalla a continuacion.

Para fusionar los promotores de las isoformas plastidiales de las enzimas
fosfoglicerato deshidrogenasa, se amplificaron por PCR fragmentos de 1506, 1243
y 1514 pb utilizando como molde ADN genomico de Arabidopsis thaliana ecotipo
Col 0, utilizando los cebadores Atlgl4775PromHind3F y Atlgl4775PromSpelR
para el promotor de PGDH, At3g19480PromHind3F y At3g19480PromSpelR para
el promotor de 3-PGDH, y At4g34200PromHind3F y At4g34200PromBamR para
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la region promotora de EDAY. Estos fragmentos corresponden a las regiones
comprendidas entre el par de bases -1500 hasta +6, desde -1240 hasta +3, y desde -
1509 hasta +5 de PGDH, 3-PGDH y EDAY, respectivamente. Los fragmentos de
ADN amplificados, digeridos y purificados fueron introducidos mediante ligacion
en el vector pPCAMBIA1303 entre los sitios de restriccion HindlIl y Spel para los
genes PGDH y 3-PGDH y en el vector pBI121 entre HindIll y BamHI para EDA9.
En los plasmidos resultantes se secuenciaron los fragmentos introducidos y sus
zonas adyacentes para comprobar que no existian mutaciones y que los puntos de

insercion eran los correctos.

II1.7.11.2. Construccion de los vectores conteniendo los genes PGDH, 3-PGDH
y EDAY fusionados al gen de la proteina GFP

Para la sobreexpresion en plantas silvestres o complementacion de los
mutantes por insercion de T-DNA de las enzimas objeto de esta tesis doctoral, se
realizaron distintas construcciones que incluian las secuencias de cDNA de los
genes PGDH, 3-PGDH y EDAY9. El cDNA correspondiente al gen PGDH,
proporcionado por el ABRC (U13169) subclonado en el vector pUNISI, fue
amplificado con los cebadores Atlgl7745GFP-F y Atlgl7745GFP-R2. El cDNA
correspondiente al gen 3-PGDH se amplifico con los cebadores At3g19480GFP-F
y At3g19480GFP-R a partir de cDNA molde obtenido mediante la reaccion de la
transcriptasa reversa utilizando el kit de sintesis de cDNA (detalles especificados
en el Apartado II1.7.10.1) a partir de ARN total extraido de plantas silvestres de
Arabidopsis (protocolo en el Apartado I11.6.3). El cDNA correspondiente al gen
EDA9 fue proporcionado por el ABRC (U09809) subclonado en el vector pUNIS1
y fue amplificado con los cebadores At4g34200GFP-F y At4g34200GFP-R. A los
productos de PCRs resultantes utilizando Pfiz (con 30 ciclos de amplificacion) se
les afadi6 1 pL (5U/uL) de Tag y se mantuvieron 10 minutos a 72°C (para la
incorporacion de desoxiadeninas en los extremos) y posteriormente se clonaron en
el plasmido pCR8"/GW/TOPO" del kit de INVITROGEN pCR8"/GW/TOPO® TA

Cloning Kit (utilizando sus especificaciones pero con la mitad de volumen para
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cada reactivo; Ref. K2500-20). Con las reacciones del clonaje se transformaron
células competentes de E. coli y se comprobdé mediante secuenciacion la
orientacion de los ¢cDNAs y la ausencia de mutaciones en las secuencias.
Finalmente, el cDNA fue subclonado en los plasmidos pMDC43 y pMDCS83
(Curtis y Grossniklaus, 2003) utilizando la tecnologia Gateway, la cual esta basada
en los sitios de recombinacion aff, usando la enzima recombinasa del kit de
INVITROGEN Gateway® LR Clonase® II enzyme mix (Ref. 11791-100). Los
plasmidos pMDC43 y pMDC83 son portadores de la proteina de fusion GFP que se
dispone en fase de lectura con el cDNA introducido. En estos plasmidos se
secuenciaron las regiones de recombinacion para comprobar que las pautas de
lectura no hubieran cambiado. En concreto, se utilizo el vector pMDCS83 para el
estudio de localizacion subcelular de las enzimas PGDH, 3-PGDH y EDA9 a
través de la fusion Enzima-GFP en las construccion pMDCS83Pro35S:PGDH
(Pro35S:PGDH), pMDC83Pro355:3-PGDH (Pro35S:3-PGDH), y
pMDC83Pro35S:EDA9 (Pro35S:EDA9).

Para el gen EDA9 se obtuvo también otra construccion utilizada en su
complementacion, estudio y caracterizacion. En ella el promotor del gen £EDA9 fue
introducido en la construccion Pro35S:EDA9 mediante la sustitucion del promotor
35S para generar el plasmido pMDC83ProEDAY9:EDA9 (ProEDA9:EDAY9). Para la
obtencién de esta construccion se utilizaron como puntos de partida las
construcciones Pro35S:EDA9 y pBIl121ProEDAY9:GUS obtenidas y descritas

anteriormente.

En primer lugar, para la obtencion de la construccion ProEDA9:EDAY, se
elimind, mediante digestion con las enzimas de restriccion Pmel y Pacl, el
promotor 35S de la construccion Pro35S:EDA9Y. A continuacion, y mediante el uso
de las mismas enzimas, se aislo el fragmento correspondiente al promotor
endogeno del gen EDA9 (ProEDAY) a través de la digestion enzimatica del
fragmento amplificado por PCR a partir de la construccion pBIl121ProEDA9:GUS

(para incluir los sitios de corte). El promotor enddégeno ProEDAY liberado se clono
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en el vector abierto Pro35S:EDAY, resultado de la digestion previa, generandose

asi la construccion ProEDA9:EDA9.

IIL.8. Obtencion de células competentes y procedimientos de

transformacion
I11.8.1. Células competentes de Escherichia coli

Para la propagacion de plasmidos recombinantes y clonaje de las
construcciones explicadas en el Apartado II1.7.11 se utilizaron células competentes
de E. coli, obtenidas a través del protocolo especificado por Inoue y col. (1990) con

modificaciones. El procedimiento exacto se especifica a continuacion.

Para la obtencidn de células competentes se utilizaron las dos cepas de E.
coli especificadas en el Apartado I11.3.1. Se partié de 400 pL de cultivo saturado,
que fue inoculado en 200 mL de medio SOB. Este cultivo se incubd entre 18-25°C
hasta alanzar un valor de absorbancia entre 0,5-0,7 a 660 nm. Alcanzado este
punto, el matraz se enfrid6 en hielo durante 10 minutos, para posteriormente
centrifugar las células durante 10 minutos a 5000 rpm a 4°C. Tras eliminar el
sobrenadante por decantacion el sedimento celular se resuspendi6 agitando primero
con el residuo del sobrenadante para continuar posteriormente la resuspension con
10 mL de TB (tampén de transformacion) frio [20 mM de 4cido
piperacinedietanisulfonico (PIPES) a pH 6.7 ajustado con KOH, 20 mM de Cl,Ca,
210 mM de KCl y 50 mM de Cl,Mn]. La mezcla se incub6 durante 10 minutos en
hielo y se centrifugd en las mismas condiciones. Acto seguido, se repitid la
operacion resuspendiendo primero el sedimento con el residuo del sobrenadante vy,
posteriormente, con 4 mL de TB frio. El producto final se llevo a un volumen de 5
mL de TB frio. Finalmente se afadieron 375 uL. de dimetilsulfoxido (DMSO) poco

a poco y en agitacioén suave continuada. Se dejo 10 minutos reposar en hielo y se
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distribuy6 en alicuotas de 100 pL en tubos Eppendorf estériles de 1,5 mL. Cada

alicuota se congeld inmediatamente con nitrogeno liquido y se almaceno a -80°C.

Para evaluar la eficiencia de transformacion de las células competentes
preparadas con este método se transformaron varias alicuotas de 100 pL (entre 5-8)
de células competentes con 5 uL (50 pg) del plasmido pUC19 siguiendo el
procedimiento establecido por Hanahan (1983) y Tartof y Hobbs (1988), y se
obtuvieron células competentes con una eficiencia de transformacion superior a

1x10°® colonias por microgramo de plasmido utilizado.
I11.8.2. Protocolo de transformacion de Escherichia coli

Las células competentes de E. coli se transformaron a través del
procedimiento conocido como choque térmico. Para tal fin, se afadié un volumen
de 1-10 uL del plasmido transformante (o de mezcla de ligacion) a un tubo
Eppendorf que contenia una alicuota de 100 pL de células competentes. Dichas
células se sacaron del congelador de -80°C previamente, descongelandose
directamente sobre hielo. Las células con el plasmido se dejaron reposar durante 30
minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo se realizd6 un choque térmico de 90
segundos a 42°C en un bloque térmico, e inmediatamente se coloco el tubo en el
hielo durante dos minutos. Seguidamente, se agregd 1 mL de medio SOC y se
incub6 una hora a 37°C grados en agitacion suave. Finalmente, se extendio el
contenido de la transformaciéon en 3 placas de medio LB con el antibidtico de
seleccion adecuado en funcién del vector utilizado. En cada una de las tres placas
se extendi6é un volumen diferente del cultivo (25, 200 y 500 pL) extendiendo el
cultivo con bolas de vidrio estériles mediante agitacion de la placa. Una cuarta
placa con medio LB sin antibidtico se sembro con los 100 uL, para en caso de no
obtener colonias saber que las células no estaban muertas. Las colonias resistentes
a los antibioticos de seleccion resultaron visibles a las 8 6 12h de la siembra segin
se habian utilizados las cepas TOP10 o DHS5a, respectivamente. La presencia del

vector de transformacion en dichas colonias fue verificada por PCR colonia, en el
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que en vez de poner un pL de ADN se introducen directamente en la mezcla de
PCR c¢lulas de la colonia. Las colonias transformantes que resultaron positivas, se
lanzaron en 5 mL de medio LB (junto con el antibidtico de seleccion del vector de
transformacion) y tras una noche de crecimiento a 37°C en agitacion, se procedio a
la extraccion y secuenciacion de los plasmidos siguiendo el protocolo descrito en
los Apartados 111.6.2 y II1.7.8. También se recogieron 400 pL y se les adiciono
glicerol estéril hasta una concentracion del 15% para el almacenaje de la cepa con

la construccion a -80°C para uso posteriores.
I11.8.3. Células competentes de Agrobacterium tumefaciens

Para la obtencion de células competentes de A.tumefaciens se generd un
cultivo saturado en 2 mL de medio LB con gentamicina (25 pg/mL) y tetraciclina
(5 pg/mL). A continuacion se inoculd en 100 mL de medio LB, con los mismos
antibioticos, 1 mL de cultivo saturado, y se incubo a 28°C con 250 rpm de
agitacion constante hasta alcanzar una densidad Ooptica a 600 nm de
aproximadamente 1. Las células de este cultivo se recogieron por centrifugacion en
frio (4°C) a 4000 rpm durante 10 minutos. El precipitado celular resultante se
resuspendio en 2 mL de una solucién estéril de CaCl, 20 mM. Las suspension se
dividié en alicuotas de 100 uL, que se congelaron rapidamente en N, liquido y se

almacenaron a -80°C hasta su uso.
I11.8.4. Protocolo de transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Para la introduccion de las construcciones en la cepa de 4 tumefaciens
GV3101 pSOUP se utilizé el método de congelacion-descongelacion de Hoslters y
col. (1978) con modificaciones. Se descongeld una alicuota de 100 pL de células
competentes y se afiadidé 1 pg de plasmido. La mezcla se congeld rapidamente en
nitréogeno liquido y posteriormente se preincubd durante 5 minutos a 37°C. A
continuacion, se afadi6 1 mL de medio LB con gentamicina y tetraciclina
(concentraciones finales especificadas en Tabla II1.2). La mezcla resultante se

incubd a 28°C durante 4 h en agitacion suave. Seguidamente se centrifugé a 4000
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rpm durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y las células se resuspendieron
en 100 uL. de medio LB con gentamicina y tetraciclina. Finalmente, la suspension
transformante se sembré en placas con medio LB conteniendo gentamicina,
tetraciclina y el antibidtico de seleccion para bacterias del vector de transformacion
y una proporcion de 1,5% de agar PRONADISA. Dichas placas se incubaron a
28°C en oscuridad. Las colonias resistentes a los antibioticos de seleccion
resultaron visibles a los 2-3 dias de la siembra. Las colonias transformantes se
verificaron mediante PCR colonia como en el caso de E. coli. Las colonias que
resultaron positivas se lanzaron en 5 mL de medio LB con gentamicina y
tetraciclina junto con el antibiotico de seleccion del vector de transformacion. Tras
un dia de crecimiento a 28°C en agitacion constante, de los medios de cultivo, en
condiciones de saturacion, se recogieron 400 uL y se le adicioné glicerol hasta una
concentracion del 15% para el almacenaje de la cepa con la construccion a -80°C

hasta su uso para la transformacion de arabidopsis.

I11.9. Protocolo de transformacion de Arabidopsis thaliana

Las plantas de arabidopsis se transformaron mediante infeccion del boton
floral con A.tumefaciens (Clough y Bent, 1998). Para la transformacion se
sembraron unas 20 plantas en macetas de 15 cm de didmetro y se cultivaron en
invernadero hasta que los tallos florales alcanzaron una altura aproximada de 15
cm. Antes de proceder a su transformacion, se eliminaron sus silicuas para
aumentar el ratio de lineas transgénicas respecto a silvestres tras la siembra de sus
semillas. Cuando el nimero de inflorescencias primarias era reducido, se procedio
a su eliminacién, posponiéndose la transformacion siete dias, ya que de ese modo
se obtenia un nimero importante de botones florales en estado Optimo para la

infeccion.

El primer paso del procedimiento de transformacion consistio en agregar 1

mL de cultivo saturado de A. tumefaciens, con el vector pertinente, a 200 mL de
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medio LB con tetraciclina (5 pg/mL), gentamicina (25 pg/mL) y kanamicina (50
pg/mL); la mezcla resultante se incubd en agitacion constante (225 rpm) a 28°C
durante 12-16 horas. Las células fueron recogidas por centrifugacion a 4000 rpm
durante 20 minutos a 4°C y resuspendidas posteriormente en 400 mL de la solucion
de transformacion. Dicha solucion estd compuesta por 5% (p/v) de sacarosa, 10
mM de Cl,Mg, 1 g/L de MES y 0,02% (v/v) del detergente Silwet® L-77 (Lehle
Seeds). La transformacion de las plantas de Arabidopsis se realizd por inmersion
de los botones florales en esta solucion de transformacion con las bacterias. El
tiempo de exposicion por maceta fue de 2 minutos, transformandose entre 6 y 12
macetas por cada construccion, para asegurarnos de que obteniamos mas de 50
lineas transgénicas independientes. Una vez pasado el tiempo de inmersion las
macetas con las plantas fueron introducidas en una bolsa transparente, para
mantener durante mas tiempo las flores mojadas. Al dia siguiente se les hicieron
aberturas a las bolsas y tras otro dia se eliminé la bolsa. Las macetas que habian
sido regadas tras ser infectadas se dejaron de regar para que las plantas se secaran

para la recoleccion de sus semillas.

I11.10. Manipulacion y obtencion de lineas puras transgénicas T3

Las semillas obtenidas de las plantas infiltradas con Agrobacterium,
transformado con las construcciones anteriormente citadas, se sembraron en placas
redondas conteniendo medio de cultivo s6lido MS1/2 con sacarosa, los antibioticos
adecuados para el T-DNA introducido y cefotaxima para inhibir el crecimiento de
Agrobacterium (ver Apartado 111.2.2). Tras un periodo de estratificacion de 3 dias a
4°C, las placas se transfirieron a una camara de crecimiento durante 2 semanas. Las
plantas que no poseen el gen de resistencia sufren un retraso en el crecimiento, con
escaso desarrollo radicular y cotiledones que no adquieren la coloracion verde
caracteristica, muriéndose finalmente. Los transformantes (T;) resistentes se

transplantaron a tierra y 40-45 dias después se recogieron las semillas que se
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sembraron de nuevo en placas con medio MS1/2 con sacarosa y suplementado con
el antibiodtico de seleccion, a fin de analizar la segregacion en la generacion T, La
seleccion de las lineas con una sola integracion del transgén se fundamenta en la
eleccion de la descendencia (T,) que se ajuste a una segregacion 3 resistentes y una
sensible, segliin las leyes mendelianas para un solo gen dominante constituyendo

cada uno de los transformantes y su descendencia una linea.

Una vez elegidas las lineas con una inserciéon se pasaron entre 15-25
plantulas resistentes a tierra para obtener la siguiente generacion Ts, y aislar de la
misma forma individuos homocigotos para el transgén, que serian aquellos cuyas

semillas fueran 100% resistentes al antibiotico de seleccion.

La diferencia en el numero de plantulas sembradas (15 6 25) obedece al
siguiente criterio. En un marco teérico ideal, 1 plantula de cada 4 resultaria 100%
resistente al antibiotico de seleccion; por ello para aquellas lineas transgénicas
provenientes de lineas puras mutantes (aquellas que presentaron homocigotos no
letales), se transplantaron 15 plantulas para garantizar la recuperacién de un
numero no inferior a 3 plantas con una resistencia total al agente de seleccion. Por
el contrario, aquellas lineas mutantes que no permitieron la obtencion de lineas
puras como es el caso de los mutantes del gen EDAY, y que por tanto, fueron
transformadas plantas heterocigotas para la mutacién de insercion de T-DNA, se
transplantaron 25 plantulas, las cuales fueron analizadas por PCR en cada paso de
seleccion para la recuperacion del mayor numero posible de plantas homocigotas
para la insercion de T-DNA que a su vez presentaran una resistencia total al

antibiodtico de seleccion.

Aquellas lineas de las que se obtuvo una descendencia T; con el 100% de
plantas resistentes al antibiotico, constituyeron las lineas homocigotas para el

transgén y fueron seleccionadas para realizar estudios fenotipicos y moleculares.
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III.11. Procedimientos utilizados para la caracterizacion fenotipica y

fisiologica
II1.11.1. Ensayos de germinacién de polen

El medio utilizado para los ensayos de germinacion del polen contenia
0,01% de H3;BO;, 5 mM de KCI, 5 mM de CaCl,, 1| mM de MgSO,, 10% de
sacarosa y 1% de agarosa, pH 7,8 ajustado con NaOH (Boavida y McCormick,
2007).

Los granos de polen se espolvorearon sobre el medio de cultivo, frotando
los estambres sobre el mismo. Previamente, se comprob6 con lupa binocular que el
polen tenia tonalidades doradas, ya que esa tonalidad es caracteristica de flores
frescas y jovenes. A continuacion, las placas se sellaron con cinta Micropore
(referencia especificada en el Apartado 111.2.2) y se taparon con papel de aluminio
convencional, incubandose durante toda la noche en una camara de crecimiento de
cultivo in vitro a una temperatura de 22-25°C. Al dia siguiente se observo la

germinacion mediante un microscopio optico y se tomaron fotografias.
II1.11.2. Estudio de la morfologia de los granos de polen

Para la preparacion de las muestras se procurd que el polen estuviera
limpio y seco, que mantuviera la morfologia original y que no tuviera cargas
electrostaticas. Para ello, se utiliz6 como procedimiento de secado la técnica
conocida como punto critico, basada en que en ese punto de la interfase liquido-
gas, el liquido pasa a gas sin una interfase debido a que las densidades liquido-gas
son iguales en este punto. Esta técnica se aplicé con la finalidad de conservar la
microestructura. Por otra parte, para que las muestras adquirieran caracteristicas
conductivas y se obtuviera una imagen clara en el microscopio electrénico de
barrido, se adhirieron éstas a una cinta de carbdn, la cual fue fijada a un soporte
especializado con pasta de plata. Las muestras fueron finalmente recubiertas con

oro-paladio, mediante una ionizadora, lo cual evita que la muestra se cargue con
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energia estatica y se polarice antes de la observacion, con un microscopio de

emision de campo HITACHI S-4100.
III.11.3. Tinciones histolégicas
II1.11.3.1. Tincién Hoechst

La solucion Hoechst es una sustancia fluorescente que se intercala entre los
acidos nucleicos y nos permite ver los nucleos al observar las muestras en el
microscopio de fluorescencia. Para el analisis del polen se sigui6 el protocolo que
se describe a continuacion. Primero, se recogieron inflorescencias de plantas
transgénicas homocigotas eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 y plantas silvestres que
tenian botones florales en diferentes etapas de desarrollo, y se clasificaron en 8
grupos diferentes segiin el diametro del boton floral. Los botones florales del
mismo grupo fueron diseccionados encima de un portaobjetos, se les afiadio 150 ul
de la solucion Hoechst (10 g/ml) para tefiir el polen, se les colocod un cubreobjetos
encima y se presionaron levemente para romper las anteras y liberar los granos de
polen. Tras incubar 5 minutos a 4°C en oscuridad, las muestras se observaron en un
microscopio Nikon Eclipse E800, equipado con un modulo de epifluorescencia y

una camara digital NIKON DXM1200F con Nikon ACT-1 software.
I11.11.3.2. Preparacion Nomarski

Para estudios de microscopia de contraste de interferencia, las silicuas de
las plantas heterocigotas EDAY9eda9.1 y plantas silvestre se diseccionaron
longitudinalmente utilizando unas pinzas finas y un microscopio estereoscopico
Nikon zoom SMZ 1500. Las silicuas utilizadas se agruparon segun su estado de
desarrollo [1, 4, 6, 10 y 15 dias después de la polinizacion (DDP)]. Las semillas de
silicuas individuales se clasificaron, se montaron en portaobjetos y se aclararon con
20 pl de hidrato de cloral (8 g hidrato de cloral, 2 ml agua destilada y 1 ml de
glicerol) a temperatura ambiente. En las semillas de los primeros estadios de
desarrollo se us6 una solucion menos concentrada (6 g hidrato de cloral, 2 ml agua

destilada y 1 ml de glicerol). Finalmente, se sello la preparacion aplicando laca de
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ufias por los cuatro extremos del cubre y se incub6é un minimo de 2 h antes de
observarla en un microscopio compuesto Nikon ECLIPSE E800 con camara
digitial NIKON DXMI1200F equipado con Optica Nomarski y software Nikon
ACT-1. Dependiendo de su estado de desarrollo, las semillas tardaron en aclararse

entre 2 'y 24 h.

Las fotografias de campo claro de embriones de silicuas de 15 DDP se
obtuvieron mediante la diseccion en agua de las semillas. Los embriones liberados
se observaron en un microscopio con un zoom estereoscopico Nikon SMZ 1500

equipado con una camara digital DS-Fil.
I11.11.3.3. Microscopia electronica de transmision

Para la microscopia electronica de transmision, utilizada para observar las
estructuras de la antera y el polen, se utilizaron botones florales ordenados seglin su
desarrollo (Smyth y col., 1990). En estos andlisis se utilizaron plantas silvestres y
plantas homocigotas eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9Y. Los botones florales fueron
fijados con glutaraldehido al 2,5%, y posteriormente fijados en 1% de osmio. El
tejido se deshidraté con lavados con etanol y fueron incluidos en resina LR-White.
Las secciones ultrafinas (60 nm) se examinaron con un microscopio electrénico de
transmision JEOL 1010 a 60 kV equipado con una camara digital MegaView Il y

con un software de analisis.
II1.11.4. Localizacion subcelular de la proteina de fusion GFP

Los ensayos de localizacion subcelular de las 3 isoformas, basados en la
visualizacion de la fluorescencia de la proteina verde GFP, se llevaron a cabo
mediante microscopia confocal, utilizando un microscopio LEICA TCS-SP. Para
su visualizacion, se realizaron preparaciones simples en fresco, inicamente con dos
lavados de agua destilada. Estos analisis se realizaron en el Servicio de
Microscopia de la Unidad Central de Investigacion de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Valencia. Las plantas que sobreexpresan el gen de la proteina

GFP bajo el promotor constitutivo 35S se usaron como controles (gentilmente
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proporcionadas por el Prof. Julian Schroeder de la Universidad de California en
San Diego, USA). Para cada linea (Pro35S:PGDH, Pro35S:3-PGDH,
Pro35S8:EDAY) se tomaron imagenes en diferentes 6rganos y con longitudes de
onda que permitian visualizar la proteina GFP, las clorofilas y las imagenes

transmitidas con luz blanca.

III.11.5. Ensayo histoquimico para la deteccion de la actividad p-

glucuronidasa

Para los ensayos de actividad de la enzima B-glucuronidasa, los 6rganos de
las plantas a revelar se sumergieron en el tampon de reaccion GUS [fosfato de
sodio (100 mM), EDTA (10 mM), Triton X-100 (0,1%), ferricianuro de potasio
(0,5 mM), ferrocianuro de potasio (0,5 mM) y 2 mM X-GIcA (5-bromo-4-cloro-3-
indolil glucuronido) a pH 7.0] durante 8 horas a 37°C. El X-GlIcA es utilizado por
la B-glucuronidasa para crear un precipitado azulado (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-
indigo) que permite localizar la expresion de la proteina. Posteriormente, los
fragmentos de las plantas se destifieron mediante lavados sucesivos con etanol al
70% (Jefferson y col., 1987). Una vez destefiidos las muestras se montaron en
portaobjetos y tras poner el cubreobjetos se observaron con un microscopio que
tenia incorporado una camara digital LEICA DC350 con la que se tomaron las

imagenes.
II1.11.6. Determinacion del peso fresco

Para la caracterizacion de las lineas mutantes simples y sobreexpresoras
para los genes PGDH, 3-PGDH y EDA9 se determiné el peso fresco. Se evaluo el
peso fresco de la parte aérea y de las raices por separado, usando una balanza
OHAUS ANALYTICAL modelo Standard AS60. El tiempo transcurrido entre la
escision del sistema radicular y la pesada se acortd lo maximo posible para evitar

pérdidas de agua que pudieran enmascarar el resultado final.
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II1.11.7. Determinacion de metabolitos

Se utilizaron plantulas de 15 dias de edad cultivadas en condiciones
estandar de cultivo in vitro de lineas control, mutantes y lineas sobreexpresoras de
los tres genes (OexPGDH, OexEDA9 y Oex3-PGDH). Se muestrearon por
separado la parte aérea y las raices, que fueron utilizadas para determinar el
contenido de metabolitos en extractos derivatizados en metanol por cromatografia
de gases y espectrometria de masas (GC-MS) utilizando el protocolo descrito por

Lisec y col. (2006).

II1.12. Analisis bioinformaticos

Las proteinas de la familia PGDH fueron identificadas por busqueda de
homologos a la proteina PGDH en la base de datos Arabidopsis Information
resource (http://www.arabidopsis.org/). El porcentaje de identidad entre las
diferentes enzimas PGDH fue obtenido por alineamiento de las secuencias
aminoacidicas utilizando la aplicacion bl2seq del NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). El alineamiento de secuencias fue
realizado con el programa GENODOC. Para construir el arbol filogenético, las
secuencias de aminoacidos se alinearon utilizando el programa ClustalX
(Thompson y col., 1997) version 1.83 y los andlisis filogenéticos fueron llevados a
cabo de acuerdo con el método de conjuntado de vecinos (neighbor-joining)
(Saitou y Nei, 1987). El método de muestreo con reposicion (Bootstrapping) fue
realizado con 2000 réplicas para obtener valores estadisticos de cada nodo de las
ramas, y la representacion del arbol filogenético consensuado fue realizado con el
programa Tree View (Page, 1996). La localizacion cloropléstica/plastidial putativa
fue identificada en las secuencias de aminoacidos utilizando el servidor de
prediccion ChloroP (Emanuelsson y col.,, 1999). Los analisis tedéricos de las
secuencias promotoras de los genes estudiados fueron realizadas a través de la

aplicacion web Promomer tool de la base de datos Bio-Array Resource for Plant
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Biology (bar.utoronto.ca/welcome.htm). Para la prediccion in silico de los patrones
de expresion tisular, considerando diferentes estadios de desarrollo, desde el
embrion hasta planta adulta, se utilizé la base de datos electronic Fluorescent
Pictograph (eF'P) Browser (Schmid y col., 2005; Winter y col., 2007), disponible

también en el enlace web http://www.bar.utoronto.

1I1.13. Tratamiento estadistico de los resultados

Los datos obtenidos en la caracterizaciébn genética y fenotipica se
analizaron estadisticamente con un conjunto de parametros englobados dentro del
campo de la estadistica descriptiva (media aritmética, desviacion tipica, y error
tipico de la media), que posteriormente fueron evaluados mediante contraste de

hipétesis, ajustando la variable respuesta a un modelo lineal.

En relacion con el contraste de hipotesis, se utilizaron los tests conocidos
como Chi-cuadrado y #-Student (Zar, 1999; Sokal y Rohlf, 2012). Para el analisis
de los experimentos genéticos y poder verificar si los datos obtenidos estaban de
acuerdo con las proporciones mendelianas o, por el contrario, se desviaban de
éstas, se utilizo la prueba estadistica de contraste de hipotesis Chi-cuadrado. Como
nivel de significacion critico, se utilizé la convencion estadistica de un valor de
0,05 de probabilidad, asumiendo que probabilidades superiores a este valor indican
que las diferencias observadas no son suficientemente significativas como para
rechazar la hipotesis nula, y por tanto aceptar que las proporciones observadas se

ajustan a los valores esperados de segregacion.

El estadistico ¢-Student se utiliz0 para la comparacion de dos medias
independientes de variables cuantitativas continuas; dicho estadistico, permite
dilucidar si dos variables aleatorias normales (gausianas), con la misma varianza,
tienen medias diferentes o, por el contrario, no se observan diferencias
significativas entre estos valores. Este test se utilizd para comparar las medias de

los experimentos que enfrentaban al grupo control con los diferentes mutantes
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estudiados y/o tratamientos. El nivel de significacion fijado, fue como en el caso
anterior, el de un de probabilidad de 0,05, asumiendo diferencias significativas
entre las medias cuando los valores de significacion fueron menores a este valor

umbral.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Identificacion y analisis in silico de los posibles genes de la familia

PGDH en arabidopsis
IV.1.1. Arbol filogenético y alineamiento de las proteinas PGDH

En Arabidopsis thaliana, se habia clonado un gen llamado PGDH
(Atlgl7745), y se habia caracterizado bioquimicamente la enzima que codifica,
demostrandose su actividad 3-fosfoglicerato deshidrogena in vitro (Ho y col.,
1999a). Una busqueda de proteinas homologas a PGDH en la base de datos del
TAIR (http://www.arabidopsis.org) permitié identificar otras dos proteinas
candidatas. Los genes que codifican para estas dos proteinas estaban anotados
como 3-PGDH (At3g19480) y EDAY9 (At4g34200) (Figura IV.1). En su
descripcion en la base de datos se indica que podrian estar implicados en el proceso

de biosintesis de L-serina, aunque no hay informacion empirica sobre ello.

3-PGDH y EDAJY tienen un 78% de identidad de aminoacidos entre ellas y
muestran, 74% y 77% de identidad de aminoacidos con PGDH, respectivamente.
El arbol filogenético confirmé que EDA9 y 3-PGDH estdn mas estrechamente
relacionadas entre si que con PGDH (Figura IV.1). Otras proteinas que presentan
homologia con PGDH, y que podrian tener actividad deshidrogenasa, muestran un
porcentaje de identidad mucho menor con PGDH que EDA9 y 3-PGDH [por
ejemplo la proteina codificada por At1g72190 con un 31% de identidad, descrita
como hidroxipiruvato reductasa 2 (Timm y col., 2008)], lo que indicaria que EDAY,
3-PGDH y PGDH podrian ser los unicos genes de la familia PGDH (Figura IV.1).
Ademas de esto, PGDH es una enzima altamente conservada cuya estructura
cristalina ha sido determinada en Mycobacterium tuberculosis y en humanos,
conociéndose los residuos importantes para su funcion (Dey y col., 2008). De esta
forma, los alineamientos de las secuencias aminoacidicas de las tres enzimas
permite comprobar que muestran un 100% de identidad en todos los residuos que

forman el posible sitio catalitico y en el dominio de unioén al ligando (Figura IV.2).
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Por todo lo indicado anteriormente denominamos a los genes PGDH, 3-
PGDH y EDA9 como familia PGDH. En esta tesis doctoral nos centraremos en la

caracterizacion genética y funcional de los mismos.

At5g14780

At1g01510
At1972190

Familia PGDH

At3g19480

(3-PGDH) At1g79870
At4g34200
(EDA9)
At1g17745 At1g12550

(PGDH)

At2g45630

At1g68010

Grupos encontrados en > 95% de los ensayos
01 del método de muestreo con reposicion

Grupos encontrados en > 90% de los ensayos
del método de muestreo con reposicion

Figura IV.1. Arbol filogenético de las proteinas de la familia PGDH de Arabidopsis
visualizado con TreeView. El arbol filogenético fue construido con las secuencias
aminoacidicas de aquellas proteinas con alta homologia con PGDH (ver Apartado
II1.12). Los nodos del arbol con valores > 95% o > 90% en los ensayos, con el
método de muestreo con reposicion, se indican con puntos negros y blancos,
respectivamente. La descripcion en el TAIR de genes utilizados para la alineacion
es la siguiente: At1g72190, At2g45630 son 2-hidroxidcido deshidrogenasas;
At1g68010, hidroxipiruvato reductasa 1; Atlg79870, hidroxipiruvato reductasa 2;
At1g12550, hidroxipiruvato reductasa 3; At5g14780, formiato deshidrogenasa;
At1g01510, homologo a las proteinas de union al C-Terminal de humanos (CtBP).
La familia PGDH se encuentra incluida en una silueta de color verde.
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IV.1.2. Patron de expresion de los genes de la familia PGDH

Los analisis de expresion in silico del gen PGDH se realizaron utilizando la
herramienta informatica eF'P Browser (Winter y col., 2007). Esta herramienta
permitio estudiar la expresion del gen en diferentes organos y tejidos de
Arabidopsis y en varios estadios del desarrollo (Figura IV.3). En relacion con los
niveles de expresion en diferentes érganos y tejidos, se observoé un patron de
expresion importante en los ultimos estadios del desarrollo de la hoja (estadio
senescente), en las flores, sobre todo a nivel de los sépalos (estadios de desarrollo
12 y 15), y en la raices, tanto en las primeras fases del desarrollo de la plantula
como en planta adulta. En tallos, PGDH mostrd valores elevados de expresion en
el segundo entrenudo asi como en las hojas caulinares. También presenta una débil
expresion durante el desarrollo del embrion (fase globular) y en las primeras etapas
del desarrollo de las silicuas. El gen PGDH mostr6 valores bajos de expresion en
las primeras etapas del desarrollo de las hojas (estadio 1), en el desarrollo de
semillas (estadios 9 y 10), en semillas embebidas 24 h y en el polen maduro
(Figura IV.3). Los valores absolutos de expresion aparecen recopilados en el

Anexo, Tabla Suplementaria 2.

En relacion con los niveles de expresion en diferentes 6rganos y tejidos del
gen 3-PGDH, se reveld un patrén de expresion importante en los cotiledones, en
los primeros estadios del desarrollo de la hoja (estadios 1 a 8) y en la planta adulta
(en toda la roseta y hojas caulinares). Este gen mostr6é una expresion mas moderada
durante el desarrollo del embrion (fase globular) y en las primeras etapas del
desarrollo de las silicuas. 3-PGDH mostr6 valores muy bajos de expresion en las
raices durante las primeras fases del desarrollo (plantula) y en las ultimas fases del
crecimiento de la planta (estadio adulto) y en el desarrollo de las semillas desde el
estadio 7 hasta el estadio 10 (Figura 1V.4). Los valores absolutos de expresion

aparecen recopilados en el Anexo, Tabla Suplementaria 3.
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Figura IV.3. Estudio in silico del patron de expresion tisular del gen PGDH
(Atlgl17745) de arabidopsis a través de la aplicacion informatica Arabidopsis eFP
Browser (Winter y col., 2007). Los datos se muestran a través del mapa de expresion
génica disefiado por Schmid y col. (2005) para el estudio de los diferentes estadios del
desarrollo de arabidopsis. Los valores absolutos se muestran en el Anexo, Tabla
Suplementaria 2.
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Figura 1V.4. Estudio in silico del patréon de expresion tisular del gen 3-PGDH
(At3g19480) de arabidopsis a través de la aplicacion informatica Arabidopsis eFP
Browser (Winter y col., 2007). Los datos se muestran a través del mapa de expresion
génica disefiado por Schmid y col. (2005) para el estudio de los diferentes estadios del
desarrollo de arabidopsis. Los valores absolutos se muestran en el Anexo, Tabla
Suplementaria 3.
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El gen EDA9 mostr6 un patréon de expresion muy marcado en tallos (a
nivel de los apices vegetativos y de la zona transicion), en los primeros estadios del
desarrollo de la flor (estadios 9 a 12), en la semilla [las primeras etapas del
desarrollo de las silicuas (estadio 4) y en el embrion (fase corazon-torpedo)]. En la
raices se expresa tanto en las primeras fases del desarrollo de la plantula como en
planta adulta (Figura IV.5). EDA9 mostrd valores bajos de expresion en el

desarrollo de las semillas desde el estadio 8 hasta el estadio 10, en las hojas
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caulinares y en los ultimos estadios de desarrollo de la flor, concretamente en el
estadio 15 (estambres y pétalos). Los valores absolutos de expresion aparecen

recopilados en el Anexo, Tabla Suplementaria 4.

Semilla/

Semilla/ Silicua 4

Silicua 5 Apice de la
inflorescencia

Apice de 9 D
transicién
Hoja o
= Apice
gl Vegetativo ‘ @ @ @ @ @ @ @
4 5 6 7 8 9
- +

Cotiledones Semilla 3 10
: . Silicua + - o - - s
2nd Entrenudo Jf Hipocotilo Embrién globular corazén torpedo  bastén rizo cofiledones cotiledones

verdes
Raiz b Roseta vegetativa “
i e Senescente
floia 1er Nodo
caulinar ’ &) i
Semilla embebida 24h Raiz k ‘ S
U
0) Q C\P
Semilla 8
seca . " 0 &
Hoja 1 2 4 6 7(dist/prox/peciolo) 10 12 Caulinar

Roseta basal
después de la

Expresion

171.16 s

1054.04 Sracion

936.92 %

819.81 %’Q it
702,69 $
585.58 G @ 2] % }
46545 )
351.34 2 e

23423 ) - o Vpolen maduro

9 10 1 12 12 (seplf p) 15 (flor/pedicelo) 10

Figura IV.5. Estudio in silico del patron de expresion tisular del gen EDA9 (At4g34200)
de arabidopsis a través de la aplicacion informatica Arabidopsis eFFP Browser (Winter y
col., 2007). Los datos se muestran a través del mapa de expresion génica disefiado por
Schmid y col. (2005) para el estudio de los diferentes estadios del desarrollo de
arabidopsis. Los valores absolutos se muestran en el Anexo, Tabla Suplementaria 4.

IV.1.3. Estudio de la region promotora de los genes de la familia PGDH

Con el fin de conocer los posibles elementos de regulacion y expresion de
los genes PGDH, 3-PGDH y EDAY, se analizaron sus secuencias promotoras a

través de la aplicacion Promomer tool (detalles en el Apartado I11.12).

Como se muestra en la Tabla IV.1, la region promotora del gen PGDH

contiene regiones consenso que también estan presentes en genes que controlan el
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desarrollo de las anteras, como es el caso de los genes homeoéticos florales
AGAMOUS. También, contiene regiones que intervienen durante el desarrollo del
polen. Por lo tanto, el gen PGDH posee informacion importante en su region

promotora para la expresion de genes en las anteras.

En el promotor del gen 3-PGDH se encuentran regiones consenso que
también estan presentes en los genes que controlan el desarrollo de las anteras

(AGAMOUS; Tabla IV.1).

Finalmente, en la region promotora del gen EDAY, se encuentran
nuevamente regiones consenso que estan presentes en los genes que controlan el
desarrollo de las anteras (4GAMOUS). La region promotora también contiene
secuencias de respuesta al acido abscisico (ABA) como son las secuencias
homologas a los elementos de respuesta al ABA (ABRE) en maiz
(ABRECE3ZMRAB?2S8), las secuencias del elemento de respuesta a ABA y a la
desecacion (ABADESI2), y las secuencias homologas a los elementos presentes en
los genes rab 21 de trigo y arroz (ABREOSRAB21), todos ellos relacionados con
la respuesta ABA (Tabla IV.1).

IV. 2. Analisis de los patrones de expresion de los genes de la familia

PGDH
IV.2.1. Patron de expresion tisular mediante la reaccion histoquimica GUS

Para determinar el patron de expresion tisular de las tres isoformas de la
PGDH, se realizaron dos ensayos de expresion GUS. En el primero se estudié el
patron de reaccion GUS en plantulas de 15 dias en condiciones estandar (MS1/5,
detalles en el Apartado II1.2.2). En el segundo experimento se utilizaron plantas
adultas de 30 dias de edad, con el objetivo de dilucidar el patrén de expresion GUS

en organos florales y tejido vegetativo.
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Tabla IV.1. Secuencias consenso significativamente enriquecidas en las regiones
promotoras de los genes PGDH (Atlgl7745), 3-PGDH (At3g19480) y EDA9
(At4g34200). El analisis fue realizado a través de la aplicacion informatica Promomer
tool (detalles en el Apartado I11.12). Unicamente se muestran aquellas secuencias que
proporcionaron valores significativos a través de la aplicacién (P < 0,05).

Gen Secuencia

Presente en:

ATGA

Secuencias de unién a AGAGAMOUS (AG) y AG LIKE 1
(AGL1I): secuencias consenso de uniéon para los productos de
los genes homeoticos AG y AGLI de Arabidopsis thaliana.

AGGA  Secuencias de uniéon a AGy AGLI.
Secuencias de union a AG. A VOZATVPP: "Secuencias de
ATGC union a VOZ" encontradas en el promotor de A. thaliana del
PGDH gen de la V-PPase (H'-pirofosfatasa vacuolar); Involucrados
durante el desarrollo del polen.
TGCT VOZATVPP y en HaDREB2 (que interactiia fisicamente in
Vitro con HaHSFAO9.
GGAG Secuencias de union a AGAMOUS LIKE 2 (AGL2) y a
VOZATVPP.
CCAG  Secuencias de union a AGL2.
3-PGDH CCTT  Secuencias de union a AG, AGLI, AGL2 y VOZATVPP.
TAGC  Secuencias de union a AG, AGL1, AGL2 y VOZATVPP.
3-PGDH / TACT Secuencias de union a AG, AGLI, AGAMOUS LIKE 3 (AGL3)
EDA9 y a VOZATVPP.
CCTC ABRECE3ZMRAB28: elemento de respuesta a ABA en maiz.
CAAA  Secuencias de union a AG, AGL1, AGL2 y AGL3.
TCAA  Secuencias de union a AGL2.
TTCA  Secuencias de union a AG y AGLI.
TCAC  Secuencias de union a AGL2.
CGCG ABADESI2: elemento sintético (hex-3) relacionado con la
EDAY respuesta a ABA y a la desecacion.
ABREOSRAB?21: "elemento de respuesta a ABA (ABRE)" de
TGCG  trigo y arroz presente en genes rab21. Secuencias de union a
AGy AGLI.
GCGG  Secuencias de union a AG.
GGGG  Secuencias de union a AGy AGLI.
GCGC ABRECE3ZMRAB?2S: elemento de respuesta a ABA en maiz.

En relacion con el gen PGDH los resultados de los experimentos con

plantulas mostraron una fuerte expresion de forma generalizada en la parte aérea,
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aunque no se aprecio6 a nivel de los estomas. En las raices la expresion se vio sobre

todo a nivel de la vasculatura y en los apices (Figura [V.6).

Figura IV.6. Analisis de expresion GUS bajo control del promotor del gen
PGDH en diferentes tejidos y érganos de plantulas de arabidopsis de 15 dias
de edad. Patron de expresion GUS bajo el control del promotor de PGDH
(condiciones de reaccion especificadas en el Apartado II1.11.5) en plantulas de
15 dias crecidas en condiciones estindar. Se recogen imagenes de plantula (A),
cotiledon (B), raices (C-E-F), y estomas (D). Escalas =1 mm (A, B), 0,5 mm (C,
E, F), 0,2 mm (D).

En planta adulta, la expresion GUS fue de nuevo generalizada en la parte

aérea, sobre todo a nivel de las hojas. En las raices la actividad GUS se centro
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sobre todo en los haces vasculares. En las flores se observd un fuerte patron de
expresion en el estigma y en los filamentos de la antera. No se detectd expresion a
nivel de los estomas, anteras y granos de polen (Figura IV.7). Estos resultados
también confirmarian los principales patrones de expresion tisular observados in

silico (eFP browser) (Figura IV.3 y Anexo Tabla Suplementaria 2).

Figura IV.7. Analisis de expresion GUS bajo control del promotor del gen PGDH en
diferentes tejidos y 6rganos de plantas adultas de 30 dias de Arabidopsis thaliana. Se
recogen imagenes de la vista general de la hoja (A y B), granos de polen (C), antera
(D), estigma y estambres (E), raices (F, H e I) y estomas (G). Escalas = 1 cm (A), 0,5
mm (B), 0,05 mm (C) y 0,2 mm (D, E, F, G, H, I).

El estudio del patron de expresion del gen 3-PGDH en plantulas mostro
nuevamente una fuerte expresion, de forma generalizada, en la parte aérea sobre
todo a nivel de cotiledones (y de forma intensa a nivel distal), aunque no se aprecio
a nivel de los estomas. En raices, la expresion fue observada solamente en la zona
de unién con la parte aérea, pero o no hubo, o fue practicamente inexistente la
expresion en el tejido vascular de las raices (Figura IV.8). En planta adulta, al igual

que con el gen PGDH, la expresion del gen 3-PGDH fue intensa en la parte aérea
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(sobre todo en los haces vasculares), en el estigma y en los haces vasculares del
filamento de la antera. La expresion fue nula en los estomas, las anteras, los granos
de polen y en las raices (Figura IV.8). Estos resultados de expresion GUS,
obtenidos a través de ensayos in vitro, concuerdan con los patrones de expresion

observados in silico (Figura IV.4 y Anexo Tabla Suplementaria 3).

Los resultados de los experimentos GUS para determinar el patrén de
expresion tisular del gen EDAY en plantulas (Figura 1V.9), revelaron una fuerte
expresion en apices y en cotiledones (zona distal). También se observo una
expresion preferencial en los estomas respecto a otras células epidérmicas. En
raices, la expresion fue intensa en la zona de unioén con la parte aérea, en el tejido
vascular, en la zona proximal de los meristemos y en la zona de la columela de la
caliptra. En planta adulta, la expresion del gen fue intensa en los estomas, las
anteras, los granos de polen y en el estigma. En cuanto a la expresion en las raices
se volvio a encontrar en los haces vasculares, en la zona de la columela de la
caliptra y en meristemos (Figura IV.9). Estos resultados también confirmarian los
principales patrones de expresion tisular observados in silico (eFP browser)

(Figuras IV.5 y Anexo Tabla Suplementaria 4).

IV.2.2. Analisis cuantitativo de los niveles de expresion de los genes de la

familia PGDH

Los analisis cuantitativos de expresion de los tres genes de la familia
PGDH, se llevo a cabo mediante RT-PCR cuantitativa. Para ello se investigaron los
niveles de expresion de los tres genes en plantulas de 15 dias de edad (raices y
parte aérea; Figura IV.10A) y en plantas adultas de 30 dias de edad (raices, hojas,
tallos, flores y silicuas; Figura IV.10B). Los resultados obtenidos en plantulas
indican que PGDH y EDA9 se expresan a nivel de la raiz mientras que 3-PGDH se
expresa principalmente en la parte aérea y practicamente no se expresa a nivel de
las raices. En planta adulta, tomando como referencia el nivel de expresion del

tallo, la expresion de los genes PGDH y EDA9 fue mayor en las raices y en las
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silicuas, en comparacion con los otros oOrganos estudiados, mientras que la

expresion de 3-PGDH fue mayor en las hojas y en las silicuas.

Plantulas

Planta adulta

Figura IV.8. Analisis de expresion del gen 3-PGDH en diferentes tejidos y érganos de
Arabidopsis thaliana. Se muestra el patron GUS de expresion bajo el control del
promotor del gen 3-PGDH en plantulas de 15 dias (A-F) crecidas in vitro y en plantas
adultas de 30 dias (G-N) crecidas en el invernadero. Se recogen imagenes de plantula
(A), cotiledon (B), estomas (C-H), raices (D-E-F-M-N-N), hoja adulta (G), flor (I),
estigma (J), antera (K) y granos de polen (L). Escalas =1 mm (A, B, D y I), 0,2 mm
(C,H), 0,5 mm (E, F, J, K, M, N, N), 1 cm (G) y 0,05 mm (L).
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Plantulas

Planta adulta

Figura IV.9. Analisis de expresion del gen EDA9 en diferentes tejidos y 6rganos de
Arabidopsis thaliana. Se muestra el patrén de expresion GUS bajo el control del
promotor EDAY en plantulas de 15 dias (A-F) crecidas ir vitro y en plantas adultas
de 30 dias (G-O) crecidas en el invernadero. Se recogen imagenes de plantula (A),
cotiledones (B y C), estomas (D a I), raices (E, F, N, N, 0), hoja adulta (G y H), flor
(J), antera (K), estigma (L) y granos de polen (M). Escalas =1 mm (A, B, C, E, J),
0,2 mm (D, I, N, 0), 0,5 mm (F, H, K, L, N), 1 cm (G) y 0,05 mm (M).
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Figura IV.10. Analisis por RT-PCR cuantitativa de la expresion de los genes PGDH,
EDA9 y 3-PGDH realizado sobre plantulas de 15 dias cultivadas in vitro (A) y
plantas adultas de 30 dias de invernadero (B) de Arabidopsis thaliana. Los valores
representados son la media + SE; n = 3 muestras bioldgicas independientes. Los
valores de expresion en plantulas han sido normalizados utilizando la expresion de
la parte aérea con valor 1, en el caso de planta adulta el valor 1 de referencia
corresponde a los tallos.

Estos resultados corroboran los analisis histoquimicos basados en patrones
de expresion GUS, que muestran que PGDH y EDA9 tienen patrones de expresion
tanto en parte aérea como en raices, mientras que 3-PGDH muestra expresion a

nivel de la parte aérea pero no en las raices (Figura IV.6 a [V.9).

IV.2.3. Patrén cuantitativo de expresion de los genes de la familia PGDH en

diferentes condiciones experimentales

Para estudiar los factores que pudieran estar implicados en la regulacion
(induccion o represion) de la expresion de los genes de la familia PGDH, se
ensayaron varias condiciones experimentales. Concretamente, se estudié la
influencia de la serina, de la oscuridad, del cloruro de sodio (NaCl) y de las bajas

temperaturas (4°C) sobre los niveles de expresion de los tres genes.

En un primer experimento, las plantulas se expusieron a un tratamiento que
llamamos “tratamiento de duracion larga” con serina o cloruro sédico (100 mM),
en el que las plantulas estuvieron en estas condiciones desde la germinacion hasta

la recogida del material. Otro tratamiento implicaba la exposicion de las plantulas a
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diferentes periodos de oscuridad antes del momento de la toma de las muestras (8 6
24 horas). Ademas, se realizo un tercer experimento que se llamo “tratamiento de
duracion corta” en el que plantas, que crecieron durante 15 dias en medios de
cultivo estandar conforme a lo especificado en el Apartado 111.2.2, se trasplantaron
a medios suplementados con 0.1 mM de serina 6 250 mM de NaCl, o se colocaron
a 4°C durante 24 horas. En todos los casos, se evalué de forma independiente el
efecto de los distintos tratamientos sobre la parte aérea y las raices (Figura

IV.11B).

La exposicion continua de las plantulas al aminoacido serina o a NaCl,
indujo significativamente la expresion de los genes PGDH y EDA9 en la parte
aérea y en la raiz. Por el contrario, exposiciones mas cortas a la serina (24 h) no
afectaron a la expresion de PGDH y EDA9. En cuanto al tratamiento de duracion
corta con NaCl en las partes aéreas si que hubo un incremento de expresion en
ambos genes, pero en raices solo se indujo en el gen PGDH. Los tratamientos de
frio (4°C) durante 24 horas mostraron de nuevo un incremento significativo de la
expresion tanto en parte aérea como en raices, de en ambos genes. Respecto al gen
3-PGDH, los tratamientos de larga o corta duracién con serina no provocaron
ningun cambio de expresion, cosa que si hizo el tratamiento con NaCl, que produjo
un incremento en condiciones largas y un descenso en tratamientos cortos. El
tratamiento con 4°C durante 24 horas también produjo una disminucion de la

expresion en este gen (Figura IV.11).

En el tratamiento de 8 horas de oscuridad, las variaciones significativas en
la expresion de los genes fueron dependientes del gen estudiado. Asi, inicamente
se observaron incrementos en el caso del gen EDA9 y 3-PGDH en parte aérea,
mientras que la expresion de PGDH en la parte aérea o de PGDH y EDA9 en las
raices no varid respecto a los valores observados en luz (Figura IV.11). En ningin
caso, se observo reduccion de la expresion génica en estas condiciones. Sin
embargo, los tratamientos de oscuridad durante 24 horas redujeron

significativamente la expresion de los tres genes en ambos Organos.
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Figura IV.11. Efecto de diversos tratamientos de larga duracién y de oscuridad (A)
y corta duracién (B) sobre la expresion de los 3 genes de la familia PGDH (PGDH,
3-PGDH y EDAY), realizada por RT-PCR cuantitativa, en plantas de Arabidopsis
thaliana. En los tratamientos de larga exposicion, las plantas crecieron en medios
suplementados con 0,1 mM de serina y 100 mM de NaCl (A). En los tratamientos
de corta duracion, las plantas se incubaron a 4°C, o permanecieron 24 h en
presencia de 0,1 mM de serina 0 250 mM de NaCl (B). Los valores representan la

media + SE de tres réplicas biologicas independientes. *Significativamente
diferente respecto al control (P < 0,05).
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I1V.3. Localizacion subcelular de las 3 enzimas de la familia PGDH

Segin el servidor de prediccion de péptidos sefial ChloroP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) las tres proteinas de la familia PGDH
tienen una posible sefial de localizacion plastidial en posicion N-terminal, por lo
que se estudid la localizacion celular de PGDH, 3-PGDH y EDA9 mediante
fusiones con GFP. Estos experimentos se llevaron a cabo en plantas transgénicas
T;, obtenidas de la transformacion de individuos silvestres con las construcciones
Pro35S8:PGDH, Pro358:3-PGDH y Pro35S:EDA9Y que llevan fusionado el cDNA
de la proteina fluorescente GFP en su extremo C-terminal. Para poner a punto las
condiciones del microscopio se emplearon plantas que expresan solo la proteina

GFP, bajo el control del promotor 35S.

Determinado el patrén de fluorescencia, la localizacion subcelular del
control y las condiciones apropiadas para la localizacion de la GFP, se procedio
primero al estudio de la localizacion subcelular de la proteina de fusion PGDH-
GFP siguiendo el mismo procedimiento. Para ello, examinamos mediante
microscopia confocal tanto las células del meséfilo como las del apice radicular.
Analisis previos mostraron una localizacion plastidial para la enzima PGDH (Ho y
col., 1999a; Ho y Saito, 2001). Nuestros resultados de localizaciéon mostraron una
total coincidencia entre la fluorescencia emitida por la GFP y la autoflorescencia de
las clorofilas de los cloroplastos en células del mesofilo (datos no mostrados). En
los analisis centrados en el tejido epidérmico, solo se observo fluorescencia y
coincidencia entre la sefial GFP y la sefial emitida por los cloroplastos en las
células oclusivas de los estomas, mostrando la imagen una ausencia total de
emision fluorescente en el resto del tejido epidérmico, dado que estas células no
contienen plastos. Los estudios de fluorescencia en el 4pice radicular, también
mostraron un patréon en concordancia con la localizacion plastidial de la enzima

PGDH (Figura IV.12).
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Para los otros dos tipos de fusiones (3-PGDH-GFP y EDA9-GFP) los
resultados de los analisis de localizacion celular fueron identicos a los obtenidos
para la fusion GFP con la proteina PGDH (Figura IV.12), por lo que estos
resultados permiten atribuir una localizacion plastidial a las tres enzimas de la

familia PGDH.

Pro35S:PGDH Pro35/S<EDA9 Pro35S:3-PGDH
- Hoja Raiz R Hoja i - Raiz o
- --
o --
Transmitida [ : i
Combinacion

Figura 1V.12. Localizacién subcelular de las fusiones PGDH-GFP , EDA9-GFP y
3-PGDH-GFP. El anilisis de fluorescencia se realiz6 mediante microscopia
confocal en células estomaticas (hojas) y del apice radicular (raices). De arriba a
bajo se muestra la imagen generada por emision de fluorescencia GFP, la
autofluorescencia de las clorofilas de los cloroplastos, la imagen de campo claro
(luz transmitida) y la combinacién de las imagenes. Escalas = 20 pm (hojas), 100
pm (raices).

IV 4. Caracterizacion funcional de los genes de la familia PGDH
IV.4.1. Estudio genético de mutantes para los genes PGDH, 3-PGDH y EDAY

La caracterizacion funcional de los genes de la familia PGDH requirié de

una busqueda previa para identificar mutantes insercionales de pérdida de funcion.
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Para ello se consultd la pagina web http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress, se
pidieron al NASC las semillas, se obtuvieron las plantas y, con el ADN gendémico
de hojas, se realizd un genotipado por PCR para identificar los mutantes
homocigotos. Este genotipado consistié en dos o tres reacciones de PCR, una de
ellas con cebadores especificos para el gen flanqueante de dicha insercion (para
identificar alelos no mutados), y dos reacciones con cada uno de los cebadores
anteriores junto con un cebador interno del T-DNA (aunque en principio solo
deberia de funcionar una de ellas) que se utilizan para identificar los alelos
mutantes (detalles en el Apartado I11.7.1.1). El producto de PCR resultante de la
amplificacion realizada con uno de los cebadores flanqueantes de la insercion y el
cebador correspondiente a la region de la insercion, previa visualizacion de la
banda correspondiente en gel de agarosa y su purificacion, se secuencid para la
verificacion y localizacion exacta de la zona de insercion. Del gen PGDH se
identificaron dos mutantes, pgdhl (Salk 048256) y pgdh2 (Salk 149747), que
llevaban una insercion de T-DNA. La insercion de T-DNA se localizé en el primer
intron desde el ATG en el mutante pgdhl y en el cuarto exén en el mutante pgdh?2.
La localizacion exacta de cada insercion de T-DNA se presenta en la Figura IV.13

y Tabla IV.2.

De las semillas suministradas por el NASC, Unicamente se identificaron
por PCR individuos heterocigotos PGDHpgdhl, PGDHpgdh? y plantas silvestres
singénicas para el gen PGDH, que fueron utilizadas como grupo control en
experimentos posteriores. A partir de las plantas heterocigotas se obtuvieron lineas
homocigotas puras (pgdhlpgdhl y pgdh2pgdh2) que mostraron un fenotipo visual

similar a las plantas control.

Para el gen 3-PGDH se sigui6 el mismo protocolo de busqueda y obtencion
que en el caso anterior y pudimos identificar los mutantes 3-pgdhl (SM_3 37584,
obtenido por insercion de transposones) y 3-pgdh2 (GK _877F12). Como en el caso
anterior, en la poblacion inicial solamente se identificaron plantas silvestres y

heterocigotas, que al segregar dieron lineas homocigotas. Tras secuenciar los
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amplificados purificados de las bandas mutantes se determindé que ambas lineas
presentaban la insercion del T-DNA o del transposon en el primer exén (Figura

V.13 y Tabla IV.2).

Finalmente, para el gen EDA9 se identificaron dos alelos que nos
permitirian obtener lineas puras, el eda9.1 (GK 155B09) y el eda9.2
(GK_867A04). De las semillas suministradas para el alelo eda9./ obtuvimos
plantas silvestres singénicas y plantas heterocigotas (EDA9%eda9.1), pero a partir de
estas ultimas no fue posible la identificacion de lineas puras homocigotas
(eda9.1eda9.1). En las semillas del otro mutante, pudimos encontrar tanto plantas
silvestres singénicas como plantas heterocigotas (EDA%eda9.2) y homocigotas
(eda9.2eda9.2; visualmente indistinguibles de las plantas control). La insercion del
T-DNA se localizo en el cuarto exon desde el ATG para el alelo eda9.1, y en la
zona 5’UTR para el mutante eda9.2 (Figura IV.13 y Tabla IV.2).

SALK_048256 SALK_149747
(pgdh1) (ngah2)
PGDH (At1917745)
GK_867A04 GK_155B09
(eda9.2) (eda9.1)
EDA9 (Atdg34200)

SM_3_37584 GK_877F12
(3-pgdht) (3-pgdh2)

3-PGDH (At3g19480) _900bp

Figura. IV.13. Localizacion de la insercion de T-DNA de las lineas mutantes de la
familia PGDH. Los exones aparecen representados como rectangulos de color
verde, los intrones con lineas de color negro y las regiones UTR con lineas rojas.
Para cada uno de los mutantes se indica el punto exacto de la insercién.
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Tabla IV.2. Localizacién gendmica de las lineas mutantes, de insercion de T-DNA o
transposones, de la familia PGDH. La numeracion de los nucledtidos comienza con la
Adenina del ATG (codén de inicio).

Localizacion segin ., ,
& Localizacion segin =~ Nombre del
Gen Mutante nuestra

L, el TAIR alelo
secuenciacion

Atlgl7745 Salk 048256 +1156 pb (1% intrén) +1158 pb (1% intrén)  pgdhl
(PGDH)  Salk 149747  +3668 pb (4° exdn)  +3664 pb (4° ex6n) pedh?
At4g34200 GK 155B09  +2210 pb (4°exon)  +2329 pb (4° exon) eda9. 1
(EDA9)  GK867A04  -468 pb (5"UTR) -150 pb (5’UTR) eda9.2
At3g19480 SM 3 37584  +105pb (1 exén)  +106pb (1" exén)  3-pgdhl
(3-PGDH)  GK 877F12  +229pb (1® exén)  +336pb (1" exén)  3-pgdh2

El analisis mediante RT-PCR cuantitativa reveld que los niveles de
expresion del gen PGDH en los mutantes pgdhipgdhl y pgdhl2pgdh2, v de 3-
PGDH en 3-pgdhl 3-pgdhl y 3-pgdh? 3-pgdh2 eran muy bajos o fueron
imposibles de detectar. Por el contrario el nivel de expresion del gen EDAY en la
Unica linea mutante homocigota que obtuvimos (eda9.2eda9.2), cuya insercion de
T-DNA se encuentra a 468 nucledtidos antes del codon de inicio, fue similar a la

del control (Figura IV.14).

PGDH EDA9 3-PGDH
/—/%
T [
ERKY T | £
2
E 0,8
e
=06
i)
g 041
£ 02
L 0’
0,0 . ‘ . ‘ ‘ . ‘ . ‘ .
pgdh1 pgdh2 eda9.2 3-pgdh1 3-pgdh2
WT  pgdh1  pgdh2 WT  edag.2 WT  3.pgdh1 3-pgdh2

Lineas

Figura IV.14. Analisis de expresion por RT-PCR cuantitativa de los genes PGDH,
3-PGDH y EDAY realizado en los mutantes pgdhlpgdhl y pgdh2pgdh2,
eda9.2eda9.2,y 3-pgdhl 3-pgdhl 'y 3-pgdh2 3-pgdh2, respectivamente. Las plantulas
utilizadas tenian 15 dias de edad y fueron cultivadas en condiciones de crecimiento
estindar en medio MS1/5. Se representa el valor medio y el error estindar de tres
réplicas bioldgicas independientes.
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IV.4.2. Estudio fenotipico de los mutantes para los genes PGDH, 3-PGDH y
EDAY

Una vez obtenidas las lineas puras para los diferentes mutantes, se procedio
al estudio de sus fenotipos de crecimiento. A pesar de los bajos o nulos niveles de
expresion génica de PGDH o 3-PGDH en sus respectivos mutantes homocigotos,
ninguno presentd diferencias en el peso fresco de la parte aérea o raiz de plantas
cultivadas in vitro (Figura IV.15). El mutante eda9.2eda9.2, que por qRT-PCR
habiamos demostrado que no tenia alterada la expresion del gen EDA9 (y por tanto

se podia considerar como un control), tampoco mostré ningun fenotipo en plantas

cultivadas in vitro (Figura IV.15).
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0,0

WT
pgdht
pgdh2 -
edag.2

3-pgdh1 _
3-pgdh2 -
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pgdht -
pgdh2 -
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Figura IV.15. Peso fresco relativo (parte aérea y raiz) de plantas silvestres (WT,
barras en negro) y lineas homocigotas mutantes de los genes de la familia PGDH
(barras en color verde) crecidas en un medio MS1/5 durante 18 dias. Para simplificar
se indica solamente uno de los dos alelos. Se representa la media = SE, n > 20

repeticiones bioldgicas independientes. No hubo diferencias significativas respecto a
los controles en ningiin caso.
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IV.4.3. Obtencién de plantas transgénicas para los genes PGDH, 3-PGDH y
EDAY

Una vez transformadas las plantas silvestres de arabidopsis y obtenidas
lineas homocigotas T; de una insercion para el transgén (construcciones con el
promotor 355S), se realizaron analisis por RT-PCR cuantitativa, para comprobar si
realmente tenian induccion del transgén y asi poder elegir las tres lineas con mayor
expresion para cada uno de los genes. En el caso de las lineas sobreexpresoras del
gen PGDH se eligieron las lineas OexPGDH-L1, -L2 y -L5, para las del gen EDA9
se seleccionaron las lineas OexEDAY-LI, -L2 y -L3, y para el gen 3-PGDH se
eligieron las lineas Oex3-PGDH-L4, -L5 y -L6 (Figura IV.16).

500 3-PGDH
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Figura IV.16. Andlisis por RT-PCR cuantitativa de plantas silvestres y lineas
sobreexpresoras de los genes PGDH, 3-PGDH y EDAY. Plantas silvestres fueron
transformadas con las construcciones Pro35S:PGDH, Pro355:3-PGDH o Pro35S:EDA9
para obtener las lineas transgénicas (detalles en el Apartado I11.7.11.2). Para cada uno
de los genes estudiados la normalizacion se hizo respecto al valor de plantas silvestres
(tomado como 1, barras no mostradas). Para cada linea se representa el valor medio +
SE; n = 3 réplicas biolégicas independientes.

Todas las lineas transgénicas sobreexpresoras de los 3 genes de la familia

PGDH, no mostraron ninglin retraso o alteracion significativa en el crecimiento
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bajo los condiciones normales de cultivo in vitro, a excepcion de las obtenidas para

el gen EDA9 que presentaron menor peso fresco cuando se compararon con las

plantas control (Figura IV.17).

Parte aérea Raiz
12 1 AL AL
= # N, N
> J
%1,0 *
@0,8'
@]
2 06 |
o
y—_
00,4-
3
o 02 1
e = T T T T
(o)) (o)}
EQ“ZQ EQ<Q
wao O Q o
a q e W oaq
5 & © 5 &8 ©
o © 3 o 9 3
o o

Lineas

Figura IV.17. Peso fresco relativo (parte aérea y raiz) de plantas silvestres (WT)
y plantas sobreexpresoras de los genes de la familia PGDH cultivadas en un
medio MS1/5 durante 18 dias. Para cada gen se realizaron mezclas homogéneas
de semillas de las lineas seleccionadas. Los valores son la media + SE, n > 20

repeticiones biologicas independientes. * Significativamente diferente respecto al
control (P < 0,05).

IV.4.4. Estudio genético del alelo eda9.1

Las semillas procedentes de las plantas EDA9eda9.1, fueron recogidas de
forma independiente y sembradas nuevamente para su estudio. Tras los andlisis de
genotipacion por PCR de la descendencia de plantas heterocigotas EDAYeda9.1,
observamos que no se recuperaron individuos homocigotos eda9.leda9.1. En total
se analizaron 200 plantas, de las cuales se recuperaron 77 plantas silvestres
(38,5%) para el gen EDAY (EDAYEDA9) y 123 individuos heterocigotos
(EDAYeda9.1; 61,5%), lo que nos indicd que probablemente los individuos

homocigotos eda9.leda9.1 no eran viables (Tabla IV.3). En términos estadisticos,
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la segregacion resultante fue significativamente diferente a la relacion 1:2:1
esperada (EDAY9EDAY:EDAYeda9.1:eda9.1eda9.1) correspondiente a una
segregacion mendeliana normal (X* = 69,87; P < 0,001). Por el contrario, la
segregacion observada no fue significativamente diferente de una relacion 1:2
(EDA9EDA9:EDA9eda9.1), caracteristica de un fenotipo letal para los individuos
mutantes homocigotos eda9.leda9.1 (X2 = 2,40; P > 0,05). Los resultados de
segregacion, llevados a cabo por analisis de PCR, reflejaron, por lo tanto, una total
concordancia con una segregacion mendeliana letal para el mutante homocigoto

(Tabla IV.3).

Para corroborar los resultados obtenidos mediante el genotipado de la
segregacion de individuos EDA9eda9.1, se realizd un andlisis de segregacion
basado en la resistencia al antibidtico sulfadiazina (Figura IV.18), conferida por la
insercion de T-DNA (detalles en el Apartado II1.1). El analisis de la segregacion de
los alelos eda9.1, realizado sobre un total de 516 semillas provenientes de plantas
EDAY%eda9.1, detectd 338 plantulas resistentes a sulfadiazina y 178 plantulas
sensibles a este antibidtico. Estos valores indican que el 65,5 % de la progenie fue
resistente a sulfadiazina (Tabla IV.3). Este resultado no se ajusta a un valor de
resistencia esperado del 75% para un fenotipo viable de los individuos
homocigotos. Por el contrario los resultados obtenidos indican que la segregacion
observada no es significativamente diferente de una proporcion 1:2, caracteristica
de un fenotipo letal para el individuo homocigoto (X* = 0,31; P > 0,05), y en
cambio, si es significativamente diferente de una proporcion esperada 1:3
(sensible:resistente), tipica de una segregacion mendeliana normal, que se ajusta a
un fenotipo de resistencia ligada al alelo eda9.] (X* = 24,82; P < 0,001) (Tabla
IV.3). Estos datos, basados en la resistencia a sulfadiazina, al igual que los
resultados previos por analisis de PCR, sugirieron un posible defecto letal para los
individuos homocigotos, apoyando la idea sugerida por los resultados previos por
PCR. En consecuencia, el alelo eda9.] no presenta patrones de segregacion

mendeliana, transmitiéndose a través de individuos heterocigotos de generacion en
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generacion. Por otra parte, la ausencia de fenotipos aparentes en los individuos

heterocigotos EDA9eda9.1 indica que el alelo eda9. 1 presenta un caracter recesivo.

Tabla IV.3. Estudio de la segregacion del alelo mutante eda9.1 en la progenie de
plantas heterocigotas (EDAYeda9.1) transformadas y no transformadas, y
homocigotas (eda9.1eda9.1) transformadas con una construccién portadora de EDAY
bajo el control del promotor nativo del gen EDA9 (ProEDA9:EDAY9). Se estudio la
segregacion de plantas autofecundadas y de plantas fecundadas a través de cruces
reciprocos con plantas silvestres (EDA9EDAY, WT).

., ) . Genotipo por PCR (%)
Fecundacion autogama  Progenie

EDAY9EDA9 EDA9eda9.1 eda9.1eda9.1

EDAYedad. 1 200  77(38,5" 123 (61,5)° 0 (0,0)°
eda9.1eda9.1
ProEDA9:EDA9 94 0(0,0) 0(0,0) 94 (100)

Segregacion por resistencia a sulfadiazina

Fecundacion autogama  Progenie

Sulf® (%) Sulf* (%)

EDA9 eda9.1 516 178 (34,5)° 338 (65,5)"
eda9.1eda9.1

ProEDA9:EDA9 530 0(0,0) 530 (100)

Resistencia a sulfadiazina Eficiencia de
Cruzamientos reciprocos  Progenie

Sulf® (%) Sulf* (%) transmision®
Receptor x dador
WT x EDA9eda9.1 392 214(54,6)" 178 (45,4)° 83,1
EDA9eda9.1 x WT 212 108 (50,94)° 104 (49,06)° 96,3

* Significativamente diferente de la relacion esperada 1:2:1 para una segregacion
mendeliana normal (X2 = 69,87, P < 0,001); no significativamente diferente de una
relacion 1:2, que implicaria letalidad de los individuos homocigotos mutantes (X* = 2,40;
P > 0,05). * Significativamente diferente de la relacion esperada 1:3 para una segregacion
mendeliana normal considerando el fenotipo de tolerancia a sulfadiazina (X* = 24,82; P <
0,001); no significativamente diferente de una relacion 1:2, que implicaria letalidad de los
individuos homocigotos mutantes (X*= 0,31; P > 0,05). © Eficiencia de transmisién (%) =
(mutante (resistente)/silvestre (sensible) x 100.Y No significativamente diferente de una
relacion 1:1 para una misma eficiencia de transmision (X*> = 3,31; P > 0,05). ¢ No
significativamente diferente de una relacion 1:1 para una misma eficiencia de transmision
(X*=0,08; P> 0,05). Se abrevia sulfadiazina como Sulf; S sensible; ® resistente.
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WT EDAYeda9. 1

Figura IV.18. Analisis de la segregaciéon y estudio de la transmision del alelo
eda9.1 de la progenie de cruzamientos autégamos, a través de la resistencia a
antibiotico (sulfadiazina) conferida por la insercion de T-DNA.

Tal y como se definio en Cascales-Mifana (2012), para determinar si la
letalidad asociada al alelo eda9.1 era debida a un defecto en los gametofitos
(masculino, femenino, o en ambos) o a un defecto de letalidad en el embrion
homocigoto, se realizaron cruces reciprocos entre plantas silvestres y plantas
heterocigotas (EDA9eda9.1). En estos cruzamientos, unicamente pueden ocurrir
tres resultados posibles en relacion con la eficiencia de transmision, que pueden
seguirse por la resistencia a sulfadiazina exhibida en la progenie en la siguiente

generacion, tal y como se comenta a continuacion.

1. Caso 1. Planta mutante heterocigota (EDA9eda9.1) como progenitor masculino
(donante) y planta silvestre como progenitor femenino (receptor). En este caso,
una progenie resultante de este cruce, la cual presente un 100% de sensibilidad
a sulfadiazina, indicaria una inviabilidad del gametofito masculino portador del
alelo mutante; si la segregacion de la progenie del cruce reciproco produce una
resistencia del 50% a dicho antibidtico la eficiencia de transmision del

gametofito masculino mutante es del 100%.
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2. Caso 2. Planta mutante heterocigota (EDA9eda9.1) como progenitor femenino
(receptor) y planta silvestre como progenitor masculino (donante). En este
caso, una progenie resultante de este cruce, que presente un 100% de
sensibilidad a sulfadiazina, indicaria una inviabilidad del gametofito femenino
portador del alelo mutante; si la segregacion de la progenie del cruce reciproco,
produce una resistencia del 50% a dicho antibidtico, la eficiencia de

transmision del gametofito femenino mutante es del del 100%.

3. Caso 3. Tanto la descendencia proveniente de los cruzamientos realizados entre
plantas EDA9eda9.1 como pie masculino (donante) y plantas silvestres como
progenitor femenino (receptor), y plantas EDAY9eda9.] como progenitor
femenino (receptor) y plantas silvestres como pie masculino (donante), exhibe
una resistencia a sulfadiazina del 50%. Este caso representa una eficiencia de
transmision para ambos gametofitos del 100%, e indicaria que no existen
defectos asociados a los mismos que afecten a la transmision de los alelos. Este
resultado representaria un caso de embrion letal para el individuo homocigoto

mutante.

Los resultados del analisis de segregacion por resistencia a sulfadiazina de
los cruzamientos reciprocos realizados (Figura IV.19 y Tabla IV.3), de acuerdo con
el caso 3, revelaron que cuando el progenitor masculino fue una planta heterocigota
EDA9eda9.1 (donante), se recuperaron 214 plantas sensibles a sulfadiazina
(54,6%) y 178 plantas resistentes (45,4%). Con estos datos la desviacion entre el
valor observado y la proporcion esperada, no es significativamente diferente de una
ratio esperado 1:1 (resistente:sensible) para una eficiencia de transmision normal
(X2 = 3,31; P > 0,05). Del mismo modo, cuando los individuos heterocigotos
EDA9eda9.1 actuaron como progenitor femenino (receptor), se recuperaron 108
plantas sensibles (50.94%) y 104 plantas resistentes (49,06%). En este caso los
resultados tampoco fueron significativamente distintos para una eficiencia de
transmisiéon normal (X* = 0,08; P > 0,05). Estos resultados indican que el alelo

mutante eda9.1 se transmite normalmente tanto en el gametofito masculino como
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en le femenino con una eficiencia de transmision de 83,1% y 96,3%,
respectivamente, y evidencian un fenotipo de embrion letal ligado al alelo eda9.1.
Por tanto, estos resultados indicaron que EDAY puede jugar un papel relevante en
el desarrollo de arabidopsis. Por ello nos concentrarnos en la caracterizacion

funcional de este gen.

EDA%edad.1 x WT WT x EDA%edad.1

Figura IV.19. Fotografia de los experimentos de transmision del alelo eda9.1 en
la progenie de cruzamientos reciprocos de plantas heterocigotas EDA9eda9.1 con
plantas silvestres (WT), a través de la resistencia a antibiotico (sulfadiazina)
conferida por la insercion de T-DNA.

IV.4.5. Caracterizacion del fenotipo de letalidad de eda9.1eda9.1

Partiendo de los resultados obtenidos mediante evidencias genéticas, se
estudid el posible efecto letal de los embriones eda9.leda9.l a través de la
caracterizacion de las semillas obtenidas de individuos EDA9eda9.1. Para ello, se
procedio6 a la deteccion y cuantificacion de posibles semillas homocigotas mutantes
presentes en las silicuas (Figura 1V.20). El estudio se basé en 50 silicuas
EDAY9eda9.1 examinadas tras 15 y 22 dias después de la polinizacion (15 y 22
DDP). Se observo una poblacion de semillas anormales en silicuas 15 DDP que se
distribuy¢ al azar a lo largo de la silicua (Figura IV.20). En esta etapa, las posibles
semillas mutantes tenian una coloraciéon mds blanquecina respecto a las semillas

silvestres o heterocigotas y comenzaban a desinflarse. Las posibles semillas
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mutantes 22 DDP presentaban color marrén oscuro y estaban completamente
desinfladas. Se procedi6 a contabilizar el numero de semillas anormales y normales
en siliculas 22 DDP. De un total de 2631 semillas se observaron 537 semillas
marrén oscuro y desinfladas, que serian mutantes homocigotas, frente a 2094 de
color marron y de forma normal que serian semillas silvestres o heterocigotas. El
analisis de la segregacion de estas semillas, mostrd una relacion de 1:4 (20,4%
semillas mutantes: 79,6% de semillas normales; X? = 0,28; P > 0,05). A pesar de
que no hubieron diferencias significativas en la eficiencia de transmision de los
alelos mutantes (Tabla IV.3), el porcentaje de semillas eda9.leda9.1 fue menor que
lo esperado. Esto puede estar relacionado con la forma anormal y desinflada de las
semillas mutantes, que hacia dificil identificar algunas de ellas en las silicuas 22
DDP (al perderse o moverse al abrir la silicua), y como consecuencia no fueron

incluidas en el analisis de la segregacion.

Por lo tanto, los resultados basados en el estudio de la cuantificacion de las
semillas homocigotas abortadas presentes en las silicuas de los individuos
EDA9eda9.1 apoyarian las evidencias obtenidas mediante los estudios de la
segregacion realizados por PCR y por resistencia a sulfadiazina, poniendo de
manifiesto un efecto letal en los embriones homocigotos eda9.leda9.1, y por tanto,

un fenotipo de letalidad ligado al alelo eda9.1.

Para caracterizar la naturaleza de la letalidad del embrion de los mutantes
homocigotos eda9.leda9.1 se realizd6 un analisis ontogénico del desarrollo del
embrion utilizando semillas de plantas heterocigotas EDA9eda9.1 (Figura IV.21).
En el estadio de 1 DDP, todos los embriones examinados alcanzaron una etapa de
desarrollo similar (estadio de octante, segun Capron y col., 2009). Sin embargo, en
el estadio de 4 DDP, algunos de los embriones mostraron un retraso en el
desarrollo respecto otros embriones (estadio globular temprano frente a estadio
torpedo-medio). Este retraso en el desarrollo de los embriones continu6é en el
estadio de 6 DDP (estadio corazén frente a estadio de cotiledon temprano) y se

observdo mucho mejor este retraso en el estadio de 10 DDP (estadio cotiledonar
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temprano frente estadio cotiledonar tardio). En el estadio de 15 DDP, los
embriones con retraso en su desarrollo eran albinos pudiendo clasificarse como
cotiledones  cortos (L1) segin la base de datos SeedGenes
(http://www.seedgenes.org). Los Analisis de genotipacion por PCR revelaron que

estos embriones abortados eran individuos eda9.1eda9.1.

EDA9eda%.1

15 DDP

EDA9eda9.1

22 DDP

Figura IV.20. Silicuas de plantas silvestres y plantas heterocigotas EDA9eda9.1 a los
15 y 22 dias después de la polinizacion (DDP). Se observan semillas anormales dentro
de las silicuas heterocigotas de 15 DDP y maduras (22 DDP). Las semillas de las
silicuas de 22 DDP son mas pequeiias en tamafio y mas oscuras que las semillas
normales y ademas tienen una forma arrugada y colapsada. Las flechas indican
semillas homocigotas eda9.1eda9.1. Escala =1 mm.
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1 DDP 4 DDP 6 DDP 10 DDP 15 DDP

eda9.leda9.1

WT

Figura IV.21. Analisis del desarrollo de embriones silvestres (WT) y homocigotos
eda9.1eda9.1. Las micrografias muestran el desarrollo del embrion de semillas WT
y homocigotas eda9.1eda9.1, recogidas de la misma silicua en las diferentes etapas
y observadas con un microscopio de contraste de interferencia diferencial [1,4, 6 y
10 dias después de la polinizacion (DDP)] o con un microscopio binocular (15
DDP). Escala =100 pm.

IV.4.6 Analisis de complementacion de eda9.1eda9.1

Para dilucidar si el fenotipo de embrion letal observado en los analisis de
segregacion estaba ligado al gen EDA9, se realizO una estrategia de
complementacion a través de la transformacion de plantas heterocigotas
EDA9eda9.1 con la construccion Pro35S:EDAY, que expresa el cDNA del gen
EDA9 bajo el control del promotor 35S. Como resultado de esta transformacion se
obtuvieron 4 lineas T; de insercion unica del transgén, de las cuales se rescataron,
por PCR, los tres genotipos posibles para el gen EDAY (EDA9EDA9, EDAYeda9.1
y eda9.leda9.1). Hay que destacar que la construccion Pro35S:EDA9 logrd
rescatar individuos homocigotos eda9.leda9.1 de una poblacion heterocigota. Sin
embargo, estas plantas mostraron un fenotipo de esterilidad presentando silicuas

cortas sin semillas (Figura IV.22A y B).
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eda9.1eda9.1 EDASEDA9 eda9.1eda9.1

EDASedad-1 o FDA9:-EDA9 Pro35S:EDA9 Pro35S-EDA9
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eda9.1eda9.1 EDA9EDA9
WT EDA9eda9.1 ProEDA9:EDA9 Pro35S:EDA9

eda9.1eda9.1
Pro35S:EDA9

/—/%

Figura IV.22. Morfologia de inflorescencias fértiles y estériles (A) y de silicuas (B) de
plantas silvestres (WT), heretocigotas (EDA9eda9.1), homocigotas eda9.1eda9.1
transformadas con el cDNA del gen EDA9 bajo el control se su propio promotor
(eda9.1eda9.1 ProEDA9:EDAY), WT transformados con el cDNA del gen EDA9 bajo el
control del promotor 35S (EDAYEDAY9 Pro355:EDAY), y homocigotas eda9.1eda9.1
trasformados con la construccion anterior (eda9.1eda9.1 Pro35S:EDAY). Escala = 1,5
cm.

Con el fin de corroborar la correlacion fenotipo-genotipo de la mutacion
eda9.1, se realizd una segunda estrategia de complementacion en la que se utilizo

el promotor nativo EDA9Y (construccion ProEDA9:EDA9). Al igual que en el
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experimento anterior, las plantas heterocigotas EDA9eda9.1 se transformaron con
la construccion ProEDA9:EDA9 utilizando como vector A. tumefaciens. El
resultado de esta transformacion fue la obtencidon de lineas T; de insercion Unica
para el transgén. De estas lineas transgénicas, también se obtuvieron, por PCR,
plantas EDA9EDAY, EDAYeda9.1 y eda9.leda9.1, pero a diferencia del caso
anterior (Pro35S:EDAY), los individuos eda9.leda9.1 ProEDA9:EDAY, fueron
fértiles e indistinguibles de las plantas silvestres, obteniéndose asi una

complementacion completa del homocigoto eda9.leda9.1.

Las dos estrategias de complementacion utilizadas anteriormente, basadas
en la expresion del cDNA del gen EDA9 bajo el control del promotor 355 o de su
propio promotor, permitio el rescate de individuos homocigotos. Por ello, estos
resultados nos aportan nuevas evidencias que permiten afirmar que la mutacion del

gen EDAY est4 asociada con letalidad del embrion.

Las imagenes del microscopio confocal de las lineas homocigotas
complementadas con el promotor nativo del gen £DA9 (dado que tienen GFP en C-
terminal) demostraron que EDA9 se expresa en el embrion y en la semilla,
apoyando su esencialidad para estos procesos de desarrollo (Figura 1V.23). Los
estudios de microscopia confocal también confirmaron la expresion de EDA9 en

las células estomadticas, en el apice caulinar y en el apice radicular (Figura IV.24).

IV.4.7. Caracterizacion del fenotipo de esterilidad de eda9.leda9.1
Pro358:EDA9

Los analisis de complementacion, basados en la expresion del cDNA del
gen EDAY bajo el control del promotor 35S, pusieron de manifiesto que los
individuos homocigotos eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 presentaron un fenotipo de
esterilidad, caracterizado por silicuas cortas sin semillas (Figura IV.22). Tanto las
plantas EDAYEDA9 Pro35S:EDA9 obtenidas por transformacion de plantas
silvestres, como las obtenidas de la segregacion de plantas heterocigotas

transformadas con la misma construccidn mostraron que no existia efecto de
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sobreexpresion de EDAY que pudiera generar plantas estériles. Por otro lado, la
mayoria de las lineas transgénicas eda9.leda9.1 ProEDAY9:EDA9 fueron fértiles y
visualmente indistinguibles de las plantas silvestres. La esterilidad de los
individuos homocigotos eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 podria estar asociada a la
falta de expresion del promotor 35S en el tapete de la antera de arabidopsis
(Grienenberger y col., 2009; Skirycz y col., 2007). Esta idea estaria apoyado por
los estudios de expresion de EDA9 que mostraron que este gen se expresa durante
el desarrollo de la antera, sobre todo en el tapete (fundamentalmente en el estadio

9; Figura IV.23).

Silicua y Antera Antera Polen Polen
Embridén semillas (estadio 9) (estadio 9) (estadio 9) (estadio 13)

GFP

Campo claro

Combinacién

Figura 1V.23. Analisis de fluorescencia realizado mediante microscopia confocal en
plantas homocigotas eda9.1leda9.1 de 30 dias de edad complementadas con una
construccion que lleva la fusion de la proteina EDA9-GFP bajo del control del
promotor enddégeno de EDAY. De arriba a bajo se muestra la imagen de la sefial de
fluorescencia (GFP), la imagen en campo claro (transmitida) y la combinacién de
ambas imagenes. Escala = 50 pm, para las imagenes de los embriones, anteras y
polen. Escala = 500 pm para las imagenes de silicuas y semillas.

Para investigar las causas de la disfuncion de la fertilidad observada en las

lineas eda9.1eda9.1 Pro35S:EDAY, se visualizaron los granos de polen en estas
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plantas mediante microscopia electronica de barrido. Pudimos constatar la
presencia de un fenotipo de polen con forma andémala y reducida en estas plantas,
en comparacion con la morfologia observada en plantas silvestres (Figura IV.25).
Sin embargo, las plantas heterocigotas £DA%eda9.1, las silvestres sobreexpresoras
(EDAY9EDA9 Pro35S:EDAY), asi como las homocigotas eda9.leda9.1 'y
EDAYEDAY, que expresaban el cDNA del gen EDAY bajo el control de su propio
promotor, no mostraron ningun caracter diferencial en la morfologia del polen en
relacién con las plantas silvestres. Finalmente, los ensayos de germinacion de
polen in vitro realizados con las mismas lineas ensayadas previamente, mostraron
que, de todas las lineas utilizadas, unicamente el polen procedente de lineas

eda9.1eda9.1 Pro35S:EDAY fue incapaz de germinar (Figura IV.25).

Raiz

Apice caulinar  Apice radicular

Epidermis

GFP

Transmitida

Figura 1V.24. Analisis de fluorescencia realizado mediante microscopia confocal en
plantas homocigotas eda9.leda9.1 de 15 dias de edad complementadas con una
construccion que lleva la fusion de la proteina EDA9-GFP bajo del control del
promotor endégeno de EDAY. Las plantas crecieron en medio estindar MS1/5
durante 15 dias. De arriba a bajo se muestra la imagen de la sefial de fluorescencia
(GFP) y la imagen en campo claro (transmitida). Escala = 50pm.
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Imagen
electrénica Campo
de barrido claro

EDASEDAY
Pro35S:EDA9

EDA9EDAY9
ProEDA9:EDA9

EDA9edad.1

edad.7eda9.1
Pro35S:EDA9

eda9.1eda9.1
ProEDA9:EDAY9

Figura 1IV.25. Anadlisis de la morfologia (izquierda) y ensayo de germinacion
(derecha) de polen de plantas silvestres (WT), EDA9EDAY9 Pro35S:EDAY,
EDAYEDAY9 ProEDAY9:EDAY9, EDAYeda9.1, eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9 'y
eda9.1eda9.1 ProEDA9:EDAY. Las barras de tamaiio de las fotografias de la derecha
representan 200 pm y las de la izquierda 10 pm.

Para completar la caracterizacion del fenotipo de esterilidad masculina, se
realizo un estudio ontogénico de las anteras y de los granos de polen en las lineas
homocigotas eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9. Para ese proposito, se clasificaron los
botones florales desde los estadios 8 hasta el 13 (segiin Smyth y col., 1990), y se

analizaron por microscopia electronica de transmision (Figura IV. 26). En las
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anteras de eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 se formaron tétradas de microsporas
[estadio 7 de acuerdo con Sanders y col. (1999)] que progresaron en su desarrollo
hasta liberarse (estadio 8). Estos momentos iniciales del desarrollo de las
microsporas fueron similares en eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 y en plantas
silvestres. Sin embargo, a partir de ese momento las microsporas de eda9.leda9.1
Pro35S:EDA9 sufrieron un retraso en su desarrollo, en comparacion con las de
plantas silvestres, lo que condujo a un proceso de degeneracion después del estadio
de microspora polarizada (desde el estadio 9 en adelante).

A _ i Estadio 9 Estadio 13
Estadio 7 Estadio 8 A

eda9.1eda9.1
Pro35S:EDA9

B Estadio 7 Estadio 9
p A A

WT eda9.1edad.1 Pro35S:EDAS ~ WT edad.fedad.1 Pro355:EDAS

Figura IV.26. Analisis histologico de las anteras de plantas silvestres (WT) y plantas
homocigotas eda9.1eda9.1 transformadas con la construccion Pro35S:EDAY por
microscopia electrénica de transmision. A) Analisis del desarrollo del polen de los
estadios 7 a 13, de acuerdo con Sanders y col., (1999). AG, compuestos agregados,
Ba, baculo; Tp, trifina, Te, tectum. Escala = S pm para todas las imagenes excepto
primeros planos de los estadios 9 y 13 donde la escala = 0,5 pm. B) Micrografias
pertenecientes a secciones transversales de las anteras (estadios 7y 9 segiin Sanders y
col,, 1999) . AG, compuestos agregados; TC, células del tapete. Escala = Sum.

Al final del proceso de maduracién de las microsporas (estadio 13), la

mayoria de los granos de polen de eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 mostraron unos
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protoplasmas parcialmente reducidos o completamente colapsados. El baculo y el
tectum de la capa de exina, que es la capa tipica de la pared del grano de polen,
estan presentes en el polen de eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9. Sin embargo, los
intersticios de la exina no se rellenan completamente con trifina, como se observa

en el desarrollo de los granos de polen de plantas silvestres (Figura IV.26A).

Para confirmar cudl es exactamente la etapa del desarrollo del gametofito
afectada por la mutaciéon eda9. 1, se realizaron experimentos de tincidon con Hoechst
del nacleo de las microsporas de plantas homocigotas eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9Y
y silvestres en diferentes estadios de desarrollo (Figura IV.27). Para este
experimento, se seleccionaron las microsporas con formas mas proximas a las
silvestres durante las ultimas etapas de desarrollo, ya que la mayoria de ellas
estaban bastante malformadas. Hasta el estadio de microspora polarizada la tincion
del nucleo en eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 y plantas control indicd6 que su
desarrollo era similar. A partir de este momento, el desarrollo de las microsporas se
fue retrasando en eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 y no se pudo encontrar polen
bicelular o tricelular (Figura IV.27). Estos resultados indican que las microsporas
de eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9 no sufrieron la doble mitosis necesaria para llegar a
la etapa de polen maduro. Estos datos son concordantes con la microscopia
electronica de barrido, que reveld que los granos de polen maduros de las lineas
eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9Y mostraron formas colapsadas y reducidas y no fueron

capaces de germinar cuando se cultivaron in vitro (Figura IV.25).

El analisis del desarrollo de la antera indicé que la capa de las células del
tapete, necesarias para el desarrollo adecuado del polen, se formaba en las anteras
de eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9, no observandose ninguna alteracion morfoldgica
dréstica en esta capa celular (Figura IV.26B). Sin embargo, se observé claramente
en el estadio 9 una acumulacion de agregados en los loculos de la antera de
eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9. Es importante tener en cuenta que los granos de polen
en las anteras eda9.1eda9.1 Pro35S:EDAY inician el proceso de la degeneracion en

esta etapa del desarrollo (Figura 1V.26). En los l6culos de las anteras de plantas
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silvestres no se identifico esta acumulacion en el estadio 9. La acumulacion de
agregados observada en los loculos de la antera de eda9.1eda9.1 Pro35S:EDAY en
el estadio 9 (Figura IV.26B) se correlaciona temporalmente con la expresion de
EDA9 en el tapete y en el grano de polen (Figura IV.23). Estos resultados
confirmarian, por tanto, que la expresion de EDA9 es necesaria para el desarrollo

del polen maduro.

IV.4.8. Caracterizacion metabédlica de las lineas mutantes y sobreexpresoras

de los 3 genes de la familia PGDH

De una manera similar a los mutantes de la familia PGDH (Figura IV.15),
las lineas silvestres que sobreexpresan los tres genes de la familia PGDH no
mostraron ninguna alteracion drastica en el patréon de crecimiento cuando se
cultivaron in vitro, aunque algunos de ellos (OexEDAY) presentaron una reduccion
significativa en el crecimiento (Figura IV.17). Sin embargo, el anélisis
metabolomico, reveld un perfil metabolico claramente alterado tanto en las lineas
mutantes como en las sobreexpresoras cuando se compararon con los valores de las

plantas silvestres (Tabla IV.4).

El perfil metabolico de pgdhipgdhl y 3-pgdhl 3-pgdhl no fue idéntico, lo
que indica que PGDH y 3-PGDH realizan diferentes funciones metabdlicas en la
planta. Asi, en las partes aéreas de ambos mutantes, algunos metabolitos cambiaron
en la misma direccion en comparacion con los controles (tomando como 1 el valor
de las plantas silvestres para cada metabolito). Por ejemplo, el metabolito ornitina
aument6 en las partes aéreas de los dos mutantes en comparacion con las plantas
silvestres (1,37 para pgdhlpgdhl y 1,29 para 3-pgdhl 3-pgdhl). También se
observo una disminucién en los metabolitos glicina (0,66 y 0,81), prolina (0,45 y
0,85), acido glicérico (0,71 y 0,55), fructosa (0,84 y 0,68), glucosa (0,84 y 0,90),
galactinol (0,47 y 0,59), y rafinosa (0,39 y 0,51) respeto a plantas silvestres para
pgdhlpgdhl y 3-pgdhl 3-pgdhl, respectivamente. Sin embargo, otros metabolitos

solo cambiaron significativamente en uno de los mutantes (asparagina, metionina,
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acido citrico y acido succinico) o lo hicieron en sentido contrario (valina, acido

malonico) (Tabla IV.4).

WT eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9
el o,

~ ™~
Campo claro Hoechst Campo claro Hoechst

Tétrada

Microspora

Bicelular

Tricelular

Microspora
polarizada

Figura 1V.27. Analisis del desarrollo del polen de plantas silvestres (WT) y plantas
homocigotas eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9 mediante la tincion (Hoechst) del nicleo de
las microsporas. De arriba a abajo se muestran las imagenes desde el estadio de
tétrada hasta el estadio tricelular y de izquierda a derecha se muestran las imagenes
en campo claro y con la tincion Hoechst. Escala =25 pm.

En las raices de los mutantes se pudo observar un comportamiento similar

de algunos metabolitos (prolina, acido citrico, acido malico, galactinol, rafinosa)
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pero de nuevo otros cambiaron en sentido contrario (isoleucina, lisina, valina)

(Tabla IV .4).

El producto directo de la PGDH, el 3-PHP, no se pudo determinar ya que
los intermediarios fosforilados son dificiles de detectar mediante la técnica
utilizada en esta tesis. Sin embargo, la serina, el producto final de la ruta RFBS, si
que pudo determinarse. El contenido en este aminoacido se redujo
significativamente tanto en la parte aérea como en las raices de pgdhipgdhl pero
no se redujo en las raices de 3-pgdhl 3-pgdhl, e incluso aumento en la parte aérea

de este mutante.

La metabolémica de las plantas sobreexpresoras de los tres genes de la
familia PGDH mostré un aumento en el contenido de serina en partes aérea y raiz.
El aumento en el contenido de serina fue mayor en las raices que en las partes
aéreas de las lineas sobreexpresoras de PGDH y EDA9 respecto a las plantas
silvestres, mientras que en el caso de las lineas sobreexpresoras del gen 3-PGDH
los aumentos fueron similares en parte aérea o raiz. El mayor aumento del
contenido en serina en comparacion con el control se observo en el siguiente orden:
raices OexPGDH (4,19) > raices OexEDAY (2,75) > parte aérea OexPGDH (2,07)
> parte aérea OexEDAY9 (1,66) > parte aérea Oex3-PGDH (1,45) > raices Oex3-
PGDH (1,41) (Tabla IV .4).



140

ujani

Walid To

SI'OFT  T0'0FLLO TOOFETT T100FSOT  900FT €OOFHTT ETOFIST 800FHL'T  SOOFI TO0F960 TOOFSY0 900F1 TOOFTET T0°0F 001 021U}0oNs 0PIy
SO0FT  TO0FLLO €00F80T €00FSOT  $OOFI €OOFHOT 600FGET SO0OFIOT €00FT €0°0F860 TOOF680 SOOF T €0°0F60°T SO0FCOT ooranuid oproy
LOOFT  T00F6L'0 TOOFITT 1007980  SOOFI €O0F680 HOOFEOT TOOFISO SOOFT HO'OF680 900FS80  €00F I 100F00°T TO0F96°0  odrweinjgoxrd oproy

- - - - - - - - POOF T TO0OFSO'T PO'OFSLO  €00F 1 TOOFITT T0°0FLY0 OdLug[ew Op1oY
TIOFT  T00FOL'0 100FC0°T 10°0FI0'T  $OOFI TOOFOLO SO0F 680 €O0FLSO CTOOFI T00FH80 TOOFOL'O CTO0OFI TO0OF860 200F S0
90°0F I €00FLSO POOFOHT TOOFLSO  LZOFI TI'0OFILO €TOFSOT 6I'0F9L0  CTIOFI SOOFIOT €0°0F69°0 €I'0OFI LOOFEOT 80°0F 9L 09L1100ST OpIOY
POOFT  €OOFEIT TOOFITT TIOFGET  LOOFT SOOFLSO 60°0F 10T $0O0OF680 SOOFI #00FSO'T $OOFHO'T  €00FI SO0OFL6D SO0 FS80 021[921[3 0ploy
600F 1 T0°0F8ZT0 T00FHLO TO0OFG6HO  €00FT TO0OFIK0 TOOFTLO TOOFCTSO  SOOFI TOOFISO €00F00T €00FT T0O0FSSO €0°0FILO 02U9I1[T 0pIOY
SO'0FI  €0°0F 080 €00FL60 80°0FL6O  FOOFI TOOFISO €00FSLO €00OFLSO CTOOFI SOOFLEO TOOFILO  TOOFI T0°0F 680 T0°0FS60 OdLIpRWINy OPIOY
€0F1 IN0FIS0 9U0FTHT 6107 €T OI0FT E00F8LO L00FL60 WOFPLO  900F1 SO0FLEO LOOFISO  LOOF I LO0FLOT LOOFER0 e o FOmie
900FT T0°0F99°0 T0'0FI980 TO0FS80  SO0FI TOOFSSO LOOFSLO €00FLY0 €00FI TOOFE60 TO0F6H0 SOOFT €00F860 SO°0FTILO 0L OpIOY
W0FL  PO'OFLSO HOOFSI'T TO0OF8Y0  SOOFI €OOFIN0 SIOFEET 900FLOT  €00FI TOOFCTOT €0°0F680 SO0OFT H0°0FS8T'T £€0°0F80°1 09L1INq 0PIy
60071 POFOST PIOFSTT I0FEY0  600F1 T07991 ISOFRET SIOFRET  SO0T 1 1007560 WOFLE0 90051 S00FT60 L00FH60 o Vor
LOOFT  HOOFHO'T $OOFEIT T€0FSTT  SIOFI LOOFI60 9I0FO6IT ITOFLET SO0FT PI'0OFO00T LOOFE6D 600F T 9E0F6LTT #TOFI0T ooidipe 85@

mOUEﬂwho mOEo<

€0'0F T TO'0F880 €O0OFITT 1007860  vOOFI T00F96°0 SI0FITT €0°0F860 €OOFI TOOFSLO €OOFLIT $00OF [ TOOFIIT T0°0F T80 LN
OI0FT  €0°0FPI'0 OI'0FHCT €O'0FI60  9T0FT 900FPLO 60°0F060 SI'OFSEO  HOOF I POOF6L0 TOOF60T  TI°0FT 90°0F 0T [1°0F00°T BuISoIL],

- - - - SO'0FT TOOFLEO 90°0F IET €0°0F060 - - - PO0F 1 €0°0F SO'T $0°0 FS8°0 ougjojdu],
10°0F T T0°0F080 €00FSHTI TO0OFSTT  €00F 1 CTOOFSOT 900FOET €0°0F60°T +00F I TO0F 080 €OOFO00T SOOFT TOOFHIT TO'0F €60 BUIUOAI,
LOOF T TO0FIHT  LOOFSLT TIOF6IY  $OOFI SOOFSHT 800F99T LOOFLOT SO0FI €0°0FL6O TOOFTI0  €0°0F I T0°0FE€ET T0°0F T80 BULIOS
W00FT  T00FILO TOOFIET TOOFLLO  600FI 600FS8I'T 60°0FSTT POOFO080 HOOF I TOOFHLO TOOFSED CO0OF1 T0°0FS80 10°0FSH0 eujoid
SO0F T 100FT6'0 SOOFSET TO0F80T  $OOFI TO0OFHE0 60OFI0'T €O0FI60  +OOF T TOOFLED TOOF60T  HOOF I €0°0F90°T €0°0F 60T BUIUR[E[IUO]
PTOFT  $00FIS0 61°0F 160 80°0F890  LOOFT POOFTEO 90°0F9I'T €00FF90  OI0OFI 90°0FOL0 €I'OFITT  SOOFI POOF6TT 900 F LET BunILIQ
€00FT  TOOFO00T €00FIET €OOFHHT  COOFT €00FSIT CTOOFECT POOFLIT  €00FI TO0OFE60 TOOFE60  €OOFI TOOFEET €0°0F860 BUIUONOIN
POOFT  TO0F 990 90°0F6I'T TOOFLEO  HOOF T €00FSLO LOOFTOT SOOFISO €O0FI €0°0F6L0 TOOFOTT 800FI[ €00OFSIT 90°0FSET euIsI
SO0FT  TOOFISO €00FIIT TO0OFS60  $OOFI TOOFISO SIOFIIT €00FL6O CTOOFI TOOFTLO POOFEET  €00F1 €0°0FLOT T0°0F T80 BULONA[OS]
TI0FT  €0°0FE80 60OFSTT SOOFELT  SOOFI 800FLIT HO0OFSOT TOOFLLO 90°0F 1 €0°0FL8O €O0FBLO  90°0F I €0°0F I8°0 €0°0F 99°0 euioly
POOFT  POOFHI0 HOOFTHL TOOFE90  LTOFT TI°0FO0L0 TTOFHO'T SI0FSLO TIOFI LOOF 880 800F9S0 TIOFI €I0F68°0 61°0FECT eunEINO
SO'0FT  000FHO'T HOOFEYT TOOFTTT  $OOFIT €OOFIIL LOOFCET €0°0F980 HOOFI TO0F060 TOOFLLO $OOFT T0O0FLIT T0°0FS80 oonaedse oproy
SO0F 1 PIOFEL0 LIOFEST TI0F860  #HOFI $TOFI60 ECOFIOT SI0F990 TI0FT 0I'0F660 TIOFSIT  +I'0FT €I'0FSTT $TOFHOT euiSesedsy
LOOFT  TO0F8S0 €00FOTT T00F690 HOOFI €O0FH80 600FTIT 90°0F 690 600F 1 €0°0FI0°T $OOFS60 600F I HOOF 61T SO°0F 8ET eulugIy
900F1 T00FE60 €00FBET 1007860  €0OFI TOOFO080 SOOFFI‘T TOOFLYO +O0OF I 100F 160 TOOFISO 90°0F I €0°0FSST SO°0FLI‘T ¢ ‘eutuery
POOFT  TO0FLLO TOOFOI'T TOOFELD  LIOFT 600FT60 +TOFSET 90°0F890  900F I #0°0FCO'T $0'0F060  €00FI €O0F IET €0°0F 0T 1°q ‘eutue]y

soproeourury
LM HGDd-€ X0 6Vdd 20 HIH 20 LM HAOd-€ X0 6V X0 HADd Y20 LM [ypSd-g [ypsd LM [ypSd-g [yp3d
sa018Yy BIIJR AR $301RY BIIJL AR

'S0°0 > d un uod A\ [& 0309dSal $9)UIIYIP AUIWEBANBIYIUSIS UOS BILISOU UI SAI0[BA
s0T *sqyudtpuddapur sedruddsueay sedul] (6FIFX20) SOp 0 (HADI-EX20 ‘HADIX2Q) S} P Sensanul ¢ sa)udIpuodsariod sapudipudadopur SIUOBUIULIIIP
17 € $I 9p AS F vipdw e] uejudsaidaa sojep sof sedosdadxaauqos seyued se| vigg ‘SIUONBUINLINIP L P S F eIpdwr ef uejudsdaidar JA\ [9p A sdjuejnu
SO[ 3P SAIO[BA SOT “LAA [P SOIPIW SAIO[EA SO| & 0J93dSIA SOPEZI[BULIOU SOAIJB[IA SAIO[BA UOS S0P SO (HADI-EX20 ‘6VATX20 ‘HADIX?Q) Se1083.1dxd3.1q0s
seyuerd o (yypSd-g¢ [ypSd-¢ K [ypSdrypsd) saueinw ‘(LA\) sansaans sejued ap sdored A vaage dpaed Ud S0[OQEIAW IP SOADEB[I SAIO[BA ‘H°Al BIqEL




141

Resultados

PIOFT  CTO'0FS80  OI0FI0TT TI0FOTT  LOOFI POOFSLO SI0OFLEO POOFESD SOOFI SOOFFLO TI°0FLOT  €00OFI POOFETT €0°0F €60 20
SO'OFT  800FITT SO'OFLOT €O0OFHO'T  900F I SOOFHLO 9I0OFSIT SO'OF8OT  €O0OFI TOOFSEO TO0FI80 $O0OF I 90°0FOIT S0°0F 080 o[roeI)
900F T LOOFE60 800FTL LOOFLST LI'OFT LOOFI60 800FCTLO SOOFLY0  LOOFI $O'0OF890 90°0F6L0 LOOFI €0°0F 160 80°0F €F°1 eupsanng
LOOFT  TOFIFT T10F0IT HOOFTITL  800F1 SOOFLET OI'0F+6'0 SOOFEET  TO0OFT 90°0F8IT €00F860 ESI0FI €00OFLIT SO°0FHH0 09LI0JS0J OPIOY
PIOFT  SOOFELD SOOFOLO OI0F990 TI'0FI SO0F980 600F 60 SO0F680 LIOFI vI0OFTIT €I'0FS8O  I1TOFI 6T0FOIT ISOFHET [01001[D)
sono

OI'0FT  T0°0F9¥0 T00FTI'T T0OFISO SOOFI TO0FS80 SOOFE60 €0°0F6L0 OI0OFT TO0FI60 TO0OF080 €00OFI TO0FLLO T0°0F 660 BSO[rY.
9I0F T  100F$90  €00FLTT II0F960 80°0FT 90°0F9ET EI0FELT 800FTHT  HOOF I H00F66°0 €00FS8O  €00F I €0°0FEI'D H0°0F 160 SO[EYI],
LOOFT TO'0FLSD €00FSOT TOOFIS0D SOOFI TO0FS60 PODOF60°T T0VF680 SOOFI H00F680 60°0FL60  TOOFI T00FH0O'T T0°0F 960 BSOIROES
W00FT  T00FPIT TOOFTST T0OFHET $OOF1 €0°0F 880 PO'0OFS60 TO0FSSO LOOFI vOOFFI'T 800FISO  900FI SOOFCI'T HO0OF 10T 018JS0J -G-eso[nqry
90°0F 1 T0°0FL80 TOOFLET 100F860 POOFI TO0FT60 LOOFIIT T00FO060 SOOFI TO0FEC0 TOOF680 COOFI [00F96°0 20°0F€0T esouwey
LOOFT  T00F69°0 CTOOFCI'T T00FSSO $O'OFT €0°0F 650 OI0F880 €00F6H0 SOOFI TOOFLI0 TOOFSESD LOOFI T00F IS0 €0°0F 6€°0 esouyey
80°0F T T00FI90 T00FLO'T T00F9S0 800OFI v00F60'T SOOFETT €00FE60 TIOFT LOOFE60 TOOF6LO  900F I €0°0FSLO 80°0F€8°0 LA
SO0FT  TOOFLED TOOFLIT TO0FSHO +H00OF1 TOOFHH0 SO0OFSY0 T0°0F8E0  90°0F I 80°0F8IT 80°0F 160 - - - 01€JS0J -] -[0yisou]
90°0F 1 1007680 TO0FSTT 100FC0°T  +O'OFI TO0F980 POOFTIIT €0°0FLLO 90°0F I TO0FO060 TOOFEYD  SO'OFI TODFI60 T0°0F €90 [ousouy
80°0F 1  90°0FLED 90°0FSOT 900F8KT  +OOFI €0°0F L8O POOFELD TOVF 090 90°0F I ¥O'0FTE0 60°0F P60  €0'0F I TO0F 06°0 T0°0 F ¥8°0 es0oN|D

- - - - - - - - POOF 1 LOOFH80 90°0F L8O 90°0F I €0°0FSO°T $O°0OFOI' esojdagoon|n
900F 1 1007980 TOVF6ST TOOFI90 $0OF I TO0OF9H0 TIOFIIT HOOFESO SOOF [ T0°0F8S0 T00FLIO LOOFI T0°0F 650 T0°0FLHO [ounoe[en
LOOFT  TO0OFLLO TOOF9T'L T0°0FLSO €OOFT TO0F880 800FSOT TO0FSEO SOOFI COOFF60 T00FSEO COOFI 10°0F 680 TOOF 0T 2S00N,{
IF0OFT  SO0OFII'T SOOFSHT SO0FLYT LOOFT HOOFIFT LOOFG6LT SOOFS60  SOOFI COOFHOT 900FHOT  $OOF I LOOFEET LO0OFLLO 018J50J-9-2S0JINL]
I0F1T  T0FTW0 100FT60 000FPE0 $OOF T 90°0F6TT 90°0FLTT HOOFTIT  LOOFI COOFEOT vOOFSIT  €O0OF 1 T0O0F 890 €0°0Fp80 esojonLy
€00F T TOOFPET T00FSOT TOOFLKT  $00OF 1 €00FOET TI0FIET SOOFHIT  €O0OFI TOOFEIT TOOFI60 CO0F I T00FEGD €0°0F 91T Jonug

sojoyoaerjod £ sareonzy
LM HAOd-€X0 6V 20 HIDd 20 LM HAOd-€ Y0 6Vdd 20 HADd 20 1M [ypsd-g [ypsd LM [ypsdg 1yp3d
sao1ey BaI9E AR Saorey BaI9E dJed

ugrENuUNUoO) ‘p'AJ BIqe],







V. DISCUSION







Discusion 145

V. DISCUSION

V.1. Ruta fosforilativa de biosintesis de serina: nuevos datos sobre la
regulacion génica y los patrones de expresion de los genes de la familia
PGDH

La biosintesis de serina es un buen ejemplo de la complejidad del
metabolismo primario de las plantas. Se han descrito tres rutas diferentes de
biosintesis de serina (Kleczkowski y Givan, 1988; Ros y col., 2013), la ruta del
glicolato o fotorrespiratoria, la ruta del glicerato y la RFBS. La produccion de
serina a través de la ruta de glicolato o fotorrespiratoria se consideraba
cuantitativamente la mas importante, al menos en células fotosintéticas (Tolbert,
1980; Douce y col., 2001). No obstante, experimentos llevados a cabo entre los
afos 1970-90, utilizando altas concentraciones de CO, e inhibidores de la
fotorrespiracion, proporcionaron evidencias de que las rutas no fotorrespiratorias
podrian desempefiar un papel importante en el suministro de serina en las plantas
(Johnson y Hatch, 1969, Snyder y Tolbert, 1974; Platt y col., 1977; Servaites y
Ogren, 1977; Morot-Gaudry, 1980). Sin embargo, no se habian aportado evidencias
genéticas para las funciones fisiolégicas de estas rutas, hasta muy recientemente
cuando se caracterizé la dltima enzima de la RFBS (PSP; Cascales-Mifiana y col.,
2013).

Siguiendo la misma linea de investigacion iniciada por nuestro grupo, el
objeto de estudio de esta tesis doctoral ha sido la caracterizacion molecular y
funcional de la primera enzima de la RFBS de arabidopsis, mediante una estrategia
de ganancia y pérdida de funcion. Hemos identificado tres genes, que codifican
para posibles enzimas PGDH, que podrian ser los Unicos genes de la familia
PGDH. Una de las enzimas de la familia, la PGDH, ya habia sido caracterizada
bioquimicamente (Ho y col., 1999b). Sin embargo, no hay evidencias de la
actividad de las otras dos, EDA9 y 3-PGDH. Estas dos isoformas conservan el

100% de identidad de los residuos aminoacidicos que forman el sitio catalitico y el
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sitio de union al ligando en la isoforma PGDH por lo que asumimos que tienen
actividad PGDH. Esta hip6tesis vendria respaldada por el aumento significativo de
los niveles de serina, el producto final de la RFBS, en las lineas que sobreexpresan
EDA9 y 3-PGDH. De hecho, la serina fue el aminodcido que mas aumentd en
ambas lineas. Por ultimo, los mutantes pspl.lpspl.l mostraron los mismos
fenotipos de esterilidad masculina y embrion letal (Cascales-Mifiana y col., 2013)
que los mutantes eda9.1eda9.1, lo que corroboraria que ambas enzimas participan

en la misma ruta.

La familia PGDH mostr6 un patron de expresibn muy concreto y
especifico a nivel de drganos y tejidos. PGDH y EDA9 se expresaron
preferentemente en las raices, lo que apoyaria la idea de que la RBFS juega un
papel importante en el suministro de serina en drganos no fotosinteticos (Figura
IV.10). Ho y colaboradores (1998 y 1999b) mostraron que el gen PGDH se
expreso tanto en la parte aérea como en las raices, aunque de forma mayoritaria en
estas Gltimas y sobre todo cuando estan en presencia de luz al igual que ocurria con
la expresion de los genes PSAT y PSP (Figura 1.12, Ho y col., 1999a). Nuestros
resultados mostraron que la expresion de PGDH no fue mayor en presencia de luz
que tras 8 horas de oscuridad ni en parte aérea ni en raices. Del mismo modo, la
expresion de EDAQ9 tras un tratamiento de 8 horas de oscuridad no fue menor que
en presencia de luz ni en raices ni en partes aéreas. Al contrario, EDA9, y también
3-PGDH, se indujeron por los tratamientos de 8 horas de oscuridad en la parte
aérea. Las diferencias de expresién observadas entre los experimentos de Ho y
colaboradores (1999a) y los nuestros podrian deberse a la duracién de los tiempos
de exposicidn, ya que estos autores sometieron a las plantas a periodos oscuridad
de 7 dias. En este sentido, pudimos observar que los tratamientos de oscuridad
durante 24 horas reprimieron la expresion de los tres genes de la familia PGDH en
raices y partes aéreas. Estos efectos contrarios sobre la expresién génica
observados después de diferentes tiempos de exposicion a la oscuridad podrian

estar relacionados con el estado energético de las células (Figura IV.11A). Las
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condiciones de oscuridad de larga duraciéon implican un suministro de energia
reducido, proveniente de la actividad fotosintética, para las células. Asi, un nivel
energético bajo de la célula podria activar otros mecanismos implicados en la
represion de los genes de la familia PGDH y enmascarar la induccion observada en
los periodos de oscuridad. S6lo en periodos de oscuridad de menor duracién, que
se ajustan méas con condiciones naturales, podriamos observar la induccién. Por
tanto, nuestros resultados indican que algunos de los genes de la familia PGDH,
concretamente EDA9 y 3-PGDH, se inducirian en los periodos fisioldgicos de
oscuridad, sobre todo en dérganos fotosintéticos. Estos resultados apoyarian la idea
de que la RFBS podria ser relevante también en oOrganos fotosintéticos,
especialmente en la oscuridad, cuando la via de flujo de carbono a partir de
glicolato hacia serina deja de funcionar (Kleczkowski y Givan 1988; Ho y Saito
2001). Por ultimo, se ha propuesto que en los tejidos verdes, la ruta RFBS es
probablemente de poca importancia en comparacién con la via de glicolato durante
las horas de luz, cuando se lleva a cabo la fotorrespiracion (Ho y Saito, 2001). Sin
embargo, la expresién especifica de 3-PGDH en las partes aéreas, apoya el papel
de la ruta RFBS en los 6rganos fotosintéticos, incluso durante el periodo de luz
(Figura 1V.10). Esta funcion puede estar méas relacionada con determinados tipos

de células (no fotosintéticas) en estos érganos fotosintéticos.

Los tratamientos con serina durante 24 horas, que es el producto de la
actividad de la ruta RFBS, no reprimieron la expresion de ninguno de los tres genes
de la familia PGDH. Ademas, tratamientos prolongados produjeron una induccion
de la expresién de PGDH y EDAJY, sobre todo en la parte aérea. Estos resultados
inesperados no tienen una explicacion simple si se tiene solamente en cuenta el
efecto de la serina sobre la RFBS puesto que cabria esperar lo contrario. No
obstante, es posible que se deban de tener en cuenta otros parametros que incluyan
la homeostasis metabélica a nivel celular. En este sentido postulamos que la serina
podria tener un papel central en la regulacién transcripcional del metabolismo

primario como ya ha sido demostrado para la fotorrespiracion (Timm y col., 2013).
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Si nuestra hipotesis es cierta, el papel de la serina en las regulacién de las redes
transcripcionales, traduccionales y post-traduccionales deberia ser estudiado con

detalle.

Los experimentos de expresion génica realizados, indicaron que existe una
importante regulacion transcripcional de los genes de la familia PGDH, no solo a
nivel de drganos y tejidos, sino también a nivel de condiciones ambientales
(transiciones luz-oscuridad). Este fuerte control transcripcional no se observé con
el gen PSP, que se expresa de manera similar en todos los 6rganos estudiados
(Cascales-Mifiana y col., 2013). Por lo tanto, la presencia de los tres genes con
diferentes patrones de expresién, sugiere que el primer paso de la ruta RFBS podria

ser el cuello de botella en la regulacion de esta via a nivel transcripcional.

Esta tesis doctoral también aporta nuevos datos sobre el patron de
expresion tisular de los genes de la familia PGDH, a través de una bateria de
ensayos histoquimicos GUS realizados tanto en plantula como en planta adulta.
Los resultados de los ensayos GUS han mostrado un patron de expresion
caracteristico para el gen PGDH en los cotiledones, en los haces vasculares de las
raices y en flores, donde se observé una importante expresion en el estigma y en
los filamentos de la antera (Figura IV.6, IV.7). ElI gen 3-PGDH, se expresa
fundamentalmente en los cotiledones (la zona distal) y en la zona de unién entre la
raiz y la parte aérea, pero no hubo expresion en las raices, También la expresion
fue caracteristica en el estigma y en los haces vasculares del filamento de la antera
(Figura 1V.8). Por ultimo, en estadio de plantula, el gen EDA9 mostr6 una fuerte
expresion en apices, en estomas, en los cotiledones (zona distal) y en raices, donde
la expresion fue intensa en el cilindro central, en la zona de la columela de la
caliptra y en el meristemo. En plantas adultas, EDA9 mostrd una fuerte expresion
en los estomas, en las anteras, en los granos de polen y en el estigma (Figura 1V.9).
También se observd un patron de expresion caracteristico en las raices, a lo largo
de su vasculatura y meristemo. El analisis de la region promotora de los genes de la

familia PGDH mediante la aplicacion informéatica Promomer tool mostré que la
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regién promotora del genes de la familia PGDH contiene regiones consenso que
estan presentes en genes que controlan el desarrollo de las anteras, como es el caso
de los genes homeoéticos florales AGAMOUS. También contienen regiones
consenso presentes en genes que intervienen durante el desarrollo del polen.
Ademas, la aplicacion Arabidopsis eFP Browser (Winter y col., 2007) revel6
también un patron de expresion muy marcado de los genes de la familia PGDH,
especialmente EDA9, en los primeros estadios del desarrollo de la antera, de la
semilla 'y del embrion (fase globular), sugiriendo un papel importante de la enzima
EDA9 durante las fases iniciales del desarrollo de arabidopsis (Figura 1V.5 y

Anexo Tabla Suplementaria 4).

Finalmente, en la region promotora del gen EDA9, también se observo la
presencia de regiones consenso de elementos implicados en la respuesta a ABA en
el maiz, como el elemento ABRE (ABRECE3ZMRAB28) y el elemento
ABADESI2 de respuesta al ABA y a la desecacion (Tabla 1V.1). Ademas, en el
promotor de EDA9 se encontraron elementos presentes en los genes rab 21 de trigo
y arroz (ABREOSRAB21), todos ellos también relacionados con la respuesta al
ABA. En este sentido, es interesante destacar la expresion de EDA9 en las células
estomaticas. Nuestro grupo, habia demostrado previamente que los dobles
mutantes gapcpl gapcp2 presentan un fenotipo de insensibilidad a ABA, tanto a
nivel de germinacion como de regulacién de la apertura estomética (Mufioz-
Bertomeu y col., 2011a). Puesto que las GAPCp suministran los sustratos para la
RFBS, es posible que los fenotipos de insensibilidad a ABA en los estomas de
mutantes gapcpl gapcp2 estén relacionados con la falta de actividad de la RFBS.
No obstante esta hipGtesis tendrad que ser demostrada, estudiando la respuesta de

mutantes eda9.1eda9.1 a dicha hormona.
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V.2. Implicacion del gen EDA9 en el desarrollo de las anteras y del

embrion de arabidopsis

El estudio de los mutantes de los tres genes de la familia PGDH mostré que
la falta de expresion de PGDH y 3-PGDH no producia diferencias significativas en
el crecimiento de las plantas en condiciones estandar (Figura 1V.15). Sin embargo,
los mutantes eda9.1eda9.1 son inviables. Este resultado indica que el gen esencial
en la familia PGDH es EDA9, y que los genes PGDH y 3-PGDH pueden tener
otros efectos de compensacion y/o funciones especificas no esenciales bajo las

condiciones normales de crecimiento.

Los mutantes homocigotos eda9.leda9.1 presentaron un fenotipo de
embrion letal, indicando que la actividad de EDA9 es esencial para el desarrollo
del embrion. En concreto, los mutantes mostraron un retraso en el desarrollo del
embrion a partir de la etapa globular que finalmente llevé a su aborto. Seguln las
bases de datos de microarrays, EDA9 se expresa en los embriones a partir de la
etapa globular y es en el estadio de transicion globular a corazén cuando ocurren
los primarios pasos de diferenciacion del proplastidio (Devic, 2008). El retraso en
el desarrollo del embriéon mutante eda9.1eda9.1 estd probablemente relacionado
con el establecimiento de la RFBS en los plastos de los embriones en el estadio
globular, como ya habian comentado Cascales-Mifiana y colaboradores (2013).
Estos resultados corroboran que la falta de la actividad de la ruta RFBS, por
inactivacion de EDA9 durante el desarrollo embrionario, al igual que sucedia con
la enzima PSP1, hace que se vaya retrasando el desarrollo del embrion

conduciendo finalmente al aborto de éste.

Los analisis de complementacion realizados a través de las construcciones
Pro35S:EDA9 y ProEDA9:EDA9, que expresan el cDNA del gen EDA9 bajo el
control del promotor 35S y el propio promotor del gen EDA9, respectivamente,
recuperaron, en ambos casos, individuos homocigotos eda9.1eda9.1 (Figura 1V.22,

Tabla IV.3), confirmando la implicacion de EDA9 en el desarrollo del embrién
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indicada por los estudios de segregacion de semillas y por el andlisis ontogénico
del desarrollo del embrién. Sin embargo, los individuos eda9.leda9.1
Pro35S:EDA9, aislados de plantas EDA9eda9.1 Pro35S:EDA9, presentaron un
fenotipo de esterilidad, ya que no desarrollaron silicuas féertiles con semillas
(Figura 1V.22). En este sentido, nuestros resultados mostraron que las anteras
eda9.1leda9.1 Pro35S:EDA9 presentaban granos de polen inviables con
morfologias aberrantes (Figuras 1V.25 y 1V.26). Por el contrario, los individuos
eda9.1eda9.1 ProEDA9:EDA9 fueron fenotipicamente indistinguibles de las
plantas silvestres, formando silicuas normales con semillas (Figura 1V.22). Estos
resultados sugerian la existencia de un fenotipo de esterilidad masculina ligado al
alelo eda9.1 similar al observado en la plantas pspl.1pspl.1 complementadas con
la construccion Pro35S:PSP1 (Cascales-Mifiana y col., 2013). El desarrollo de las
microsporas en lineas eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9 se detuvo en el estadio de
microspora polarizada. Segun las bases de datos de microarrays, la expresion de
EDA9 en los estadios de microspora polarizada y bicelular se correlacionaria
temporalmente con las alteraciones observadas en el desarrollo del polen de
eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9 durante la maduracién. Sin embargo, los cruces
reciprocos revelaron que el alelo mutante masculino eda9.1 no tiene ninguna
diferencia significativa en la eficiencia de la transmision en comparacién con el
alelo silvestre, lo que indica que no hay defectos en los gametofitos masculinos
cuando los gametos son producidos por las anteras heterocigotas. Estos resultados
sugieren que la deficiencia de EDA9 no sélo podria afectar el desarrollo de
microsporas, sino también a la de otros tipos celulares de la antera que son

importantes para el desarrollo del polen.

Asi pues, nuestros resultados sugerian que los individuos eda9.1eda9.1
Pro35S:EDA9 también podrian tener afectado el tapete de la antera, como se
observé en pspl.1pspl.1 Pro35S:PSP1, dado que las construcciones portadoras del
promotor 35S no expresan su producto génico en esta capa celular en arabidopsis

(Skirycz y col., 2007; Grienenberger y col., 2009; Mufioz-Bertomeu y col., 2010b;
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Cascales-Mifiana y col., 2013). Asi, la construccién Pro35S:EDA9 permite estudiar
el fenotipo de eda9.leda9.1 en esta capa monoestratificada de células de las
anteras, la cual es crucial para que el polen alcance su viabilidad (Dong y col.,
2005; Yang y col., 2007). Mediante microscopia electrénica de transmision, se
observo que el tapete de plantas eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9 se forma y no
presenta diferencias drésticas con respecto al de las plantas silvestres (Figura
IV.26B) como las que si se observaron en las plantas pspl.1pspl.1 Pro35S:PSP1
(Cascales-Mifiana y col., 2013).

Se ha encontrado que varios genes que controlan el desarrollo del tapete
afectan la viabilidad y/o el desarrollo del polen (Colcombet y col., 2005; Yang y
col., 2007). Las células del tapete y de las microsporas se desarrollan en
comunicacién continua. Asi, las células tapetales juegan un papel importante en la
formacién de la pared del polen durante la microgametogénesis, secretando
compuestos en el léculo para la maduracion de las microsporas. Pudimos observar
que la trifina derivada del tapete (Dickinson y Lewis, 1973) no rellena los
intersticios de la exina en el polen de eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9. Asimismo, se
pudo ver una acumulacion de agregados densos a los electrones en el I6culo de la
antera de eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9 en estadios criticos del desarrollo del polen
(estadio 9). La composicion de estos agregados en el loculo de la antera no se
conoce, pero la naturaleza fibro-granular proteica de los depositos de trifina,
liberados por las células del tapete, podria ser una buena candidata. Estos depdsitos
no se detectaron en los controles silvestres en las mismas etapas de desarrollo
observadas en las anteras de eda9.1eda9.1 Pro35S:EDA9, lo que podria indicar que
los componentes liberados por el tapete no se incorporan adecuadamente en la
pared del polen de plantas eda9.1eda9.1 Pro35S:EDAS9, bien porque hay un desfase
temporal entre el desarrollo de los dos tipos celulares o por un problema en el
propio componente, que conduce a un suministro inadecuado de los productos del
tapete a la pared del polen. Dado que hemos encontrado una correlacion temporal

entre la expresion de EDA9 en el tapete y las alteraciones en el desarrollo de las
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microsporas en eda9.leda9.1 Pro35S:EDA9, proponemos que la ausencia de la
actividad EDA9 es de alguna manera, capaz de afectar al desarrollo tanto de las
microsporas como de las células del tapete que, a su vez, afecta a la maduracion del
polen. Por lo tanto, nuestros resultados apoyan el papel esencial de EDA9 en el
tapete para el desarrollo adecuado del polen.

Los mutantes eda9.1eda9.1 mostraron el mismo fenotipo de defectos en el
embrion y en el polen que los mutantes del gen PSP1 (Cascales-Mifiana y col.,
2013), lo que corrobora el papel esencial de la ruta RFBS en estos eventos de
desarrollo. El patrén de expresion de EDA9 es similar al de PSP1; ambos genes se
expresan en el embridn, en los meristemos, en las anteras y en el polen. Nuestros
resultados sugieren que el papel esencial de estos genes puede estar relacionado
con sus expresiones en tipos celulares muy especificos, donde el Unico suministro
de serina se originaria a partir de la ruta RFSB. Si ello es asi, otras vias
biosintéticas de serina, tales como la ruta del glicerato o la actividad de las
reacciones acopladas GDC:SHMT, tendrian poca relevancia bioldgica en el tapete,
en las microsporas o en las células de los embriones. Como la serina se transporta
por el floema (Riens y col., 1991; Hunt y col., 2010), la serina sintetizada en las
células fotosintéticas a través de la ruta fotorrespiratoria, podria ser suministrada
facilmente a las células no fotosintéticas. Si nuestra hipdtesis es correcta, algunos
tipos celulares podrian estar desprovistos de los transportadores de serina 0 no estar
convenientemente conectados al sistema vascular; incluso una combinacion de

ambos factores podria estar involucrada.

El andlisis metabolémico demostrd que los niveles de serina fueron
significativamente superiores en las plantas sobreexpresoras de los tres genes de la
familia PGDH en comparacién con los controles, lo que indica que las tres enzimas
de dicha familia podrian participar en la biosintesis de este aminoécido. Las lineas
OexPGDH y OexEDA9 mostraron un mayor nivel de serina en las raices que en las

partes aéreas. Dado que el promotor utilizado para sobreexpresar estos genes fue el
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35S, estos resultados indicarian un mecanismo de regulacion post-

transcripcional/traduccional controlando la actividad de las enzimas codificadas.

La sobreexpresion del gen PGDH provocé los mayores incrementos en
serina, tanto en las partes aéreas como en raices, en comparacion con la
sobreepresion de 3-PGDH y EDA9. Sin embargo, PGDH no es el gen crucial para
el desarrollo del embrién y la viabilidad de los granos de polen. Estos resultados
apoyarian que la funcién esencial de EDA9 esta relacionada con su expresion en
tipos especificos de células. La funcién de 3-PGDH parece ser de menor
importancia en nuestras condiciones experimentales porque el mutante 3-pgdhl 3-
pgdhl no mostr6 una reduccion de los niveles de serina y las plantas
sobreexpresoras de gen 3-PGDH fueron las menos eficientes en la biosintesis del
aminodacido. Sin embargo, el gen 3-PGDH podria tener una funcion en condiciones
especificas, como en las células fotosintéticas durante la noche. Este resultado
estaria apoyado por su alto nivel de expresion en la parte aérea y su induccion bajo
las exposiciones a oscuridad. También es interesante sefialar que los niveles de
serina no se redujeron, sino que aumentaron en las partes aéreas de los mutantes 3-
pgdhl 3-pgdhl. Este aumento puede estar relacionado con la activacion de la ruta

del glicolato por un mecanismo desconocido.

Un objetivo que seria importante abordar en el estudio de las interacciones
entre metabolismo y desarrollo seria la identificacién de las dianas metabdlicas que
se traducen en cambios en el desarrollo. En los seres humanos se ha demostrado
que la sobreexpresion del gen PGDH altera el metabolismo de la glucosa, afecta a
la morfologia celular, a la proliferacién celular y a la oncogénesis (Bachelor y col.,
2011; Locasale y col., 2011; Pollari y col., 2011; Possemato y col., 2011.; Ying y
col., 2012). Nuestros resultados indican que EDA9 desempefia una funcion esencial
en las células no fotosintéticas que se dividen activamente, tales como las células
de los embriones y de las anteras. Por lo tanto, la serina o sus derivados podrian ser

la conexion entre el metabolismo primario y el control de la progresion del ciclo



Discusion 155

celular en tipos celulares especificos. Esto podria estar relacionado con el papel de

la serina en la regulacién transcripcional (Timmy col., 2013).

Este trabajo demuestra que la RFBS desempefia una funcion esencial en el
metabolismo de la planta y su desarrollo, probablemente debido a que proporciona
serina a tipos celulares especificos en los que el suministro del aminoécido se
originaria solamente a partir de fuentes intracelulares. No obstante, se requiere mas
investigacion en el futuro para, por ejemplo, destacar la funcién especifica de la
RFBS en los tejidos fotosintéticos en atmdsferas con concentraciones elevadas de
CO,, en los que la contribucidon de la ruta del glicolato en el suministro de serina a

las plantas seria, a priori, minima.

V.3 Intereés biotecnoldgico de las vias de biosintesis de serina

Como se ha comentado anteriormente, existe cierta evidencia que sugiere
gue la serina puede estar implicada en las respuestas de las plantas a diversos
estreses ambientales (Kleczkowski y Givan, 1988). Por ejemplo, se ha comprobado
que se acumula serina en las plantas cultivadas en condiciones de baja temperatura
y de salinidad elevada (Ho y Saito 2001; Waditee y col., 2007). En un intento de
mejorar la tolerancia de las plantas al estrés salino y térmico (en concreto al frio),
Waditee y colaboradores (2007) disefiaron una estrategia para aumentar el
contenido de betaina en arabidopsis. Especificamente, transfirieron la enzima
PGDH de la cianobacteria Aphanothece halophytica a plantas de arabidopsis en las
que previamente se habia inducido la ruta de sintesis de betaina via la metilacion de
la glicina. Estos autores asumian que una mayor actividad de la enzima PGDH
aumentaria la disponibilidad del precursor serina para la sintesis de glicina y por
tanto de betaina (por la via de metilacion de la glicina). Se demostr6 que la
sobreexpresién de PGDH no sélo incrementaba la tolerancia a la sal y al frio en las
plantas con la ruta sintética de betaina sino también en plantas silvestres. El

mecanismo molecular por el que PGDH aumentaria la tolerancia de las plantas a
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estos tipos de estreses aln hoy sigue sin estar claro, aunque estos autores sugirieren
que la propia serina podria estar directa o indirectamente involucrada en dichos
mecanismos. Nuestros resultados sobre la expresion de los genes de la familia
PGDH revelaron que los genes PGDH y EDAS9, se inducen significativamente,
tanto en las partes aéreas como en las raices, en tratamientos con NaCl de larga
duracion (Figura IV.11A). En un tratamiento de corta duracion (250 mM NaCl
durante 24 horas) el gen PGDH se indujo en la parte aérea y en raices, mientras
que el gen EDA9 Unicamente se indujo en la parte aérea (Figura 1VV.11B). Estos
resultados proporcionan las primeras evidencias de la posible implicacion de la
familia PGDH en la respuesta a este tipo de estreses en plantas. En este sentido, la
serina sintetizada a través de la via fosforilativa podria afectar a la transduccién de
la sefial del ABA, que juega un papel central en la respuesta de las plantas al frio y
la salinidad. EI hecho de que los dobles mutantes de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa plastidial, que tienen la ruta fosforilativa blogueada, sean
insensibles a ABA podria apoyar esta idea (Mufioz-Bertomeu y col., 2011a, y
2011b). No obstante, se necesitardn mas experimentos que corroboren nuestros

resultados.

Por otra parte, el continuo aumento de la concentracion atmosférica de
CO,, como resultado de la actividad antropogénica, podria afectar negativamente a
la ruta del glicolato durante el dia, ya que la actividad de esta ruta es dependiente
de la concentracion de CO, atmosférico. Desconocemos cOmo estas condiciones
ambientales afectaran al suministro de serina en las plantas y, por lo tanto no se
sabe cuél podria ser el papel de la ruta fosforilativa en las nuevas condiciones
ambientales del futuro. En este sentido, se destaca que la contribucidn de la ruta
fosforilativa para proporcionar serina en las plantas C4, donde la fotorrespiracién
es muy limitada, podria ser mas importante que en las plantas C3. Ademas, las
interacciones de la via del glicolato con las vias no fotorrespiratorias en plantas C4
podrian ser completamente diferentes de las que ocurren en las plantas C3. Aungue

el conocimiento actual sobre este tema es limitado y no nos permite aventurar
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ninguna hipétesis con rotundidad, podemos suponer que podrian haber redes de
regulacidn capaces de coordinar las tres rutas de biosintesis de serina, las cuales
pueden diferir en grupos distintos de plantas. Hasta la fecha, todas estas redes
reguladoras siguen siendo desconocidas. Por lo tanto, es importante conocer la
contribucion real de las diferentes rutas biosintéticas de serina con el fin de
entender como estan coordinadas e integradas a nivel de toda la planta y como
podrian interactuar en los procesos de metabolismo y desarrollo.

La manipulacién de las vias de biosintesis de serina también podria tener
un impacto en el valor nutricional de los alimentos. La serina es un precursor de
otros aminoécidos, tales como metionina y cisteina, que suelen ser los aminoacidos
esenciales mas limitados en las plantas de cultivo (Ufaz y Galili, 2008). Este es un
problema para la alimentacion animal, cuya dieta tiene que ser suplementada con
0,1% de L-metionina, repercutiendo en el coste de la alimentacion. Por lo tanto,
podria ser muy interesante investigar la importancia biotecnolégica de las
diferentes rutas de biosintesis de serina para mejorar la calidad nutricional de los

cultivos.

A través de la aplicacion de las nuevas herramientas genomicas,
transcriptomicas y metabolémicas en lineas con ganancia y/o pérdida de funcion,
serda factible el estudio de las rutas biosintéticas de serina y de su interconexién, lo
que ayudaria a modelar el metabolismo de la planta y, por tanto, mejorar su

productividad y también la calidad de los alimentos.
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V1. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

Se han identificado y caracterizado molecularmente tres genes que codifican
para posibles enzimas de la familia PGDH (PGDH, 3-PGDH y EDA9) Estos
genes muestran un patron de expresion diferente y especifico a nivel de
organos, tejidos y celulas, sugiriendo que no son funcionalmente redundantes.
PGDH y EDAJ9 se expresan tanto en la parte aérea como en las raices, mientras
que 3-PGDH se expresa solo en la parte aérea. EDA9, también se expresa en los
primeros estadios del desarrollo del tapete de la antera, del polen y del embrion,
sugiriendo un papel importante de la enzima EDA9 durante procesos

especificos de desarrollo de arabidopsis.

Los mutantes de los tres genes de la familia PGDH muestran fenotipos
diferentes. Mientras que los mutantes simples de PGDH y 3-PGDH son viables
y no tienen fenotipo aparente en condiciones normales de crecimiento, los
mutantes homocigotos eda9.1eda9.1 del gen EDA9 son inviables. Este resultado
indica que el gen esencial en esta familia es EDA9, mientras que los otros dos
(PGDH y 3-PGDH) pueden tener efectos de compensacion y/o funciones

especificas no esenciales bajo condiciones normales de crecimiento.

Los estudios genéticos han demostrado que el gen EDA9 es esencial para la
viabilidad y el desarrollo del embrién. Concretamente, la ausencia de expresion
de EDA9 produce un fenotipo de embrion letal por un retraso en su desorrollo a

partir de la fase globular, que finalmente conduce a su aborto.

Se ha demostrado ademas que la ausencia de expresion de EDA9 afecta al
desarrollo correcto de las microsporas y, probablemente al de las células del
tapete de la antera, lo que provoca finalmente alteraciones en la maduracion y

viabilidad del polen.
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5)

6)

7)

Las plantas homocigotas eda9.1eda9.1 muestran los mismos fenotipos de
letalidad del embridn y de inviabilidad del polen que los mutantes pspl.1pspl.1,
lo que corrobora el papel esencial de la RFBS en estos procesos de desarrollo.
Se postula que el papel esencial de estos dos genes puede estar relacionado con
su expresion en tipos celulares muy especificos, en los que los Unicos
suministros de serina procederian de la RFBS intracelular. Nuestros resultados
sugieren que el aporte, via floema, de serina suministrada por las otras dos rutas
biosintéticas (glicerato y glicolato), tiene menor relevancia biol6gica en el

tapete, las microsporas y el embrion.

El perfil metabdlico de los mutantes pgdhlpgdhl y 3-pgdhl 3-pgdhl no fue
idéntico, lo que confirmaria que PGDH y 3-PGDH no son funcionalmente
redundantes. Los niveles de serina en las lineas sobreexpresoras de los tres
genes son significativamente superiores a los de las plantas control, lo que
indica que las tres enzimas de la familia PGDH podrian participar en la
biosintesis de este aminoacido. El nivel de serina en las raices es superior al de
las partes aéreas en las lineas OexEDA9 y 0oexPGDH. Dado que PGDH y EDA9
se expresaron bajo el control del promotor 35S, se deduce que existe un
mecanismo de regulacion postranscripcional/traduccional controlando la

actividad de estas enzimas.

Los resultados obtenidos en esta tesis han puesto de manifiesto la funcion
esencial de la RFBS en el metabolismo y el desarrollo de las plantas. Aunque se
da por supuesta la existencia de interconexiones entre metabolismo y desarrollo,
se desconocen cudles son los mecanismos que conectan ambos procesos.
Nuestros resultados indican que EDA9 desempefia una funcién esencial en las
células no fotosintéticas que se dividen activamente, tales como las células de
los embriones y de las anteras. Por lo tanto, la RFBS y/o la serina podrian
constituir una conexion crucial entre el metabolismo primario y el control de la

progresion del ciclo celular en algunos tipos celulares especificos.
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VIII. ANEXOS

Tabla Suplementaria 1. Lista de cebadores utilizados en la elaboracion de esta tesis

doctoral
Gen Cebador Secuencia Uso

Salk_048256 LP CAAATTCCAAAATGGGTGGAAC
Salk_048256 RP CTCGCAAAGATTACGAGATCTG Genotipado de SALK_048256 (pgdh1)
Lb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
Salk_149747 LP GTGGTCCTTGTTCTGTCTTCTATC
Salk_149747 RP GGGAGGTTAGCTGTGCAGTTAG Genotipado de SALK_149747 (pgdh2)

Atlgi7745  Lb13 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

(PGDH) CCCAAGCTTAATCATGCATTAGGGTTTGGTTTG

At1g17745PromHind3F
Atlg17745PromSpelR

GACTAGTTGCCATGACTCTTTTTTTTAATAATA

Clonaje del promotor del gen PGDH

Atlgl7745GFP-F
Atlg17745GFP-R2

ATGGCATTTTCATCTTCGTGTTC
GAGTTTAAGAAACACAAACTCTTCAATC

Clonaje del cDNA del gen PGDH

PD 4 RT For GGACAGGTTGGTAACATACTTGG ART-PCR de los mutantes SALK_048256
PD 4 RT Rev CATCAACTCCAATCGCCATTATC (pgdh1) y SALK_149747 (pgdh2)
GK155B09LP TTGGTGTTGTTTCAAAGAGGC
GK155B09RP TACATCGGTTCGTTCAATTGG Genotipado de GK_155B09 (eda9.1)
GABIS409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
GK867A04LP ACAAACAAATCACTTGCCCTG
GK867A04RP CCTCACGGCCAACCTTAGTCC Genotipado de GK_867A04 (eda.2)
GABIS409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
At4g34200PromHind3F  CCCAAGCTTGGGTGATTAATGCTAATTGGAAAG

At4g34200 Clonaje del promotor del gen EDA9 a partir

(EDA9)  At4g34200PromBamR  CGGGATCCTGACATTGCTACCGCTTTTGGAGTGTG  de la contruccién ProEDAY:GUS
ATA4g34200GFP-F ATGTCAGCCACCGCCGCCGCCTCCTCCTCGAT

Clonaje del cDNA del gen EDA9
ATA4g34200GFP-R GAGCTTGAGGAAAACGAACTCCTC
Atigaaz00Prompmelr | AGCTTTGTTTAAACGGGTGATTAATGCTAATIGGAA
A Clonaje del promotor del gen EDA9

At4g34200PromPacR CCTTAATTAAGACATTGCTACCGCTTTTGGAGTGTG
EDA 9RTFor GTTGGGAGAATTGCACCGAG ART-PCR de los mutantes GK_155809
EDA 9RTFor AGAATCAACAACACACCAAACTAGAG (eda9.1) y GK_867A04 (edad.2)
SM_3_37584 LP GGCAGATGCAAAGAGATGAAG
SM_3_37584 RP CCTTACTTAAACGCGCCTTATC G(g?pogtg;]al‘? de SM_3_37584
DSPM5 CGGGATCCGACACTCTTTAATTAACTGACACTC
GK_877F12 LP CCTTACTTAAACGCGCCTTATC
GK_877F12 RP GGCAGATGCAAAGAGATGAAG G(g?p‘gﬁ’go de GK_877F12
GABIB409 ATATTGACCATCATACTCATTGC

At3gloag0 Al3g19480PromHind3F  CCCAAGCTTGAGATATCTCACAAAAGCTTTCACT )

Clonaje del promotor del gen 3-PGDH

(3-PGDH) GACTAGTCATCGCGATGGCGGGAATATAATGTAAG

At3g19480PromSpelR

At3919480GFP-F
At3g19480GFP-R

ATGGCGACGTCTCTGAATCTATC
TAGTTTGAGGAAAACAAACTCTTC

Clonaje del cDNA del gen 3-PGDH

PD8 RT For CTCTGTTTTTCCCATCCGTCAG GRT-PCR del mutante SM_3_37584
PD8 RT Rev GCCTAGCTTCTCCGTTACGAG (3-pgdh1)
PD9 RT For CTTTGTACGAAGATCTCTCTTTGTG

PD9 RT Rev

GCGTCCAACAACCTTAAGCC

gRT-PCR del mutante GK_877F12
(3-pgdh2)
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Tabla Suplementaria 2. Valores absolutos de expresién, medidos a través de
Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS), de 45 érganos y/o estadios
de desarrollo para el gen PGDH (Atlgl7745). Los estadios de desarrollo
aparecen representados en la Figura 1V.3. Las diferentes categorias aparecen
ordenadas en orden descreciente de expresién. Para cada categoria se muestra
SD. Valores extraidos de Arabidopsis eFP

el valor medio de expresion +

Browser (Winter y col., 2007; detalles en el Apartado 111.12).

Organo / estadio de desarrollo

Expresion potencial

Hoja senescente

Flor, estadio 15 (sépalos)
Flor, estadio 12 ( pétalos)
Tallo, segundo entrenudo
Flor, estadio 15 ( Carpelos)
Primer nédulo de ramificacion
Flor, estadio 15

Semillas, estadio 3 (silicua)
Flor, estadio 15 ( pedicelo)
Hoja Caulinar

Flor, estadio 15 (estambres)
Flor, estadio 12

Hipocotilo

Flor, estadio 12 (sépalos)
Raiz de planta adulta

Apice de la inflorescencia
Flor, estadio 12 (carpelos)
Hoja de roseta, estadio 2
Flor, estadio 9

Raiz de plantula joven

Flor, estadio 10/11

Apice de transicion
Semillas, estadio 4 (silicuas)
Roseta basal después de la floracion
Flor, estadio 12 (estambres)
Semillas, estadio 5 (silicua)
Hoja de roseta, estadio 4
Hoja de roseta, estadio 6
Hoja, estadio 7( peciolo)
Hoja de roseta, estadio 8
Hoja, estadio 7 (mitad proximal)
Semillas, estadio 6 (silicua)
Hoja de la roseta, estadio 10
Hoja, estadio 7 (mitad distal)

1583,9 + 54,23
1288,9 + 55,02
1228,08 + 7,52
1111,03+ 21,2
1037,13 + 28,6
1052,2 + 33,38
918,98 + 34,29
835,56 * 24,56
824,28 + 22,78
813,95 + 20,34
795,96 + 31,69
778,71 +£3,19
775,86 + 44,64
723,51 + 15,65
694,96 + 19,5
659,81 + 31,02
682,11 + 17,94
605,16 + 49,69
598,66 + 23,34
587,7 £ 42,65
551,83 +41,05
542,9 + 35,09
534,41 +16,99
465,98 + 15,67
389,55 + 19,37
386,66 +£ 11,55
342,16 £11,39
302,55 £ 23,3
273,5+5,08
203,5+ 8,08
189,03 £8,9
182,13 + 18,96
170,03 + 2,68
176,85 + 0,81




Anexos

187

Tabla Suplementaria 2. Continuacion.

Organo / estadio de desarrollo

Expresion potencial

Roseta vegetativa

Tallo, Apice vegetativo
Cotileddn

Hoja de la roseta, estadio 12
Semillas, estadio 7(silicua)
Semillas, estadio 8 (silicua)
Hoja, estadios 1 + 2
Semilla embebida 24 h
Semillas, estadio 9 (silicua)
Polen maduro

Semillas, estadio 10 (silicua)

161,51 + 20,42
161,28 £ 10,22
150,81 £ 12,23
138,36 £ 7,42
114,35+ 0,67
70,68 + 6,72
52,18 + 7,96
37,76 £ 3,9
37,33 +£5,63
35,83 + 4,65
282111
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Tabla Suplementaria 3. Valores absolutos de expresion, medidos a través de
Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS), de 45 6rganos y/o estadios de
desarrollo para el gen 3-PGDH (At3g19480). Los estadios de desarrollo
aparecen representados en la Figura 1V.4. Las diferentes categorias aparecen
ordenadas en orden descreciente de expresion. Para cada categoria se muestra
el valor medio de expresion + SD. Valores extraidos de Arabidopsis eFP Browser
(Winter y col., 2007; detalles en el Apartado 111.12).

Organo / estadio de desarrollo

Expresion potencial

Hoja, estadios 1 + 2
Cotileddn

Hoja, estadio 7 (mitad proximal)

Flor, estadio 15 (pedicelos)
Hoja de la roseta, estadio 8
Hoja, estadio 7 (mitad distal)
Hoja de roseta, estadio 6
Hoja de roseta, estadio 4
Hoja de roseta, estadio 10
Roseta vegetativa

Flor, estadio 12 (sépalos)

Roseta basal después de la floracion

Hoja de roseta, estadio 12
Hoja, estadio 7 (peciolo)
Hoja caulinar

Hoja de roseta, estadio 2
Semillas, estadio 3 (silicua)
Primer entrenudo

Semillas, estadio 4 (silicua)
Tallo, segundo entrenudo
Flor, estadio 10/11

Flor, estadio 12

Semillas, estadio 5 (silicua)
Hipocotilo

Flor, estadio 15( sépalos)
Flor, estadiol5

Flor, estadio 15 (carpelos)
Flor, estadio 15 (pétalos)
Apice vegetativo

Hoja senescente

Flor, estadio 9

Flor, estadio 12 (pétalos)
Flor, estadio 15 (estambres)
Apice de transicion

256,2 + 8,85
185,13 £ 3,19
165,91 + 31,68

156,0 + 1,77
140,88 + 2,39
136,48 + 4,73

126,3 +£5,33
119,46 £5,11
118,98 + 8,28
118,73 £12,97
116,66 + 14,21
111,31 + 16,63

95,46 + 2,98

95,43+7,11

82,78 £2,76
77,88 +12,41

69,78 £5,25

64,1 £4,55

53,16 +5,18
48,08 £1,51

47,96 +2.3
40,44 +6,33

35,76 £4,92

31,9+2,36

31,1£3,79

29,15+ 3,9

28,53 + 3,77

27,23 + 3,47

248+431
22,01+2,01

25,9+ 3,32

20,8 £2,48

16,0 + 3,54

15,83 +1,31
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Tabla Suplementaria 3. Continuacion.

Organo / estadio de desarrollo

Expresion potencial

Flor, estadio 12 (carpelos)
Apice de la inflorescencia
Semillas, estadio 6 (silicuas)
Semilla seca

Flor, estadio 12 (Estambres)
Semillas, estadio 10 (silicua)
Semillas, estadio 7 (silicua)
Polen maduro

Semilla embebida 24 h
Semillas, estadio 8 (silicua)
Raiz de plantula joven
Semillas, estadio 9 (silicua)
Raiz de planta adulta

15,15+ 3,69
13,63 +1,08
10,61 £ 3,7
7,37 +£1,53
7,25+221
5,35+5,76
4,2 +237
2,38 +£0,98
2,63+1,49
1,86 + 0,82
1,61+0,43
1,4 0,47
1,15+0,14
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Tabla Suplementaria 4. Valores absolutos de expresion, medidos a través de
Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS), de 45 6rganos y/o estadios
de desarrollo para el gen EDA9 (At4g34200). Los estadios de desarrollo
aparecen representados en la Figura IV.5. Las diferentes categorias aparecen
ordenadas en orden descreciente de expresion. Para cada categoria se muestra
SD. Valores extraidos de Arabidopsis eFP
Browser (Winter y col., 2007; detalles en el Apartado 111.12).

el valor medio de expresion +

Organo / estadio de desarrollo

Expresion potencial

Apice vegetativo

Apice de transicion

Raiz de plantula joven

Raiz de planta adulta
Semilla embebida 24 h
Apice de la inflorescencia
Hipocotilo

Roseta vegetativa

Flor, esatdio 12 (pétalos)
Flor, estadio 15 (carpelos)
Flor, estadio 12 (carpelos)
Flor, estadio 9

Flor, estadio 12

Flor, estadio 12 (estambres)
Flor, estadios 10/11
Semillas, estadio 4 (silicua)
Semillas, estadio 5 (silicua)
Primer nddulo

Hoja, estadio 7 (peciolo)
Hoja de roseta, estadio 12
Semillas, estadio 6 (silicua)
Roseta basal después de la floracion
Tallo, segundo entrenudo
Hoja de roseta, estadio 10
Flor, estadio 15 (pedicelo)
Semillas, estadio 7 (silicua)
Hoja, estadios 1 + 2

Flor, estadio 15

Semilla seca

Hoja de la roseta, estadio 8
Hoja senescente

Polen maduro

Flor, estadio 12 (sépalos)
Flor, estadiol5 (sépalos)

1171,16 + 35,11
1057,08 + 38,6
996,81 + 43,51
985,16 + 60,72
974,35 £ 58,55
931,75+ 42,2
861,96 + 47,58
824,03 = 65,93
778,86 17,99
670,15+ 27,84
612,83 = 31,02
583,0 £ 30,91
566,66 * 53,56
565,35 * 26,02
561,18 + 17,67
555,66 + 16,31

552,6 + 8,59
543,5+ 15,25
499,48 + 6,09
497,68 + 6,15

486,58 + 30,51
440,46 + 42,56
384,46 + 17,38
370,81 + 38,29
350,88 + 17,15
326,28 £ 1,67
323,43 £40,21
291,75 +5,43
284,85 £ 71,56
266,88 + 18,92

238,9+ 2,24

231,98 + 21,95
231,76 £11,32
228,11 +6,43
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Tabla Suplementaria 4. Continuacion.

Organo / estadio de desarrollo

Expresion potencial

Hoja de roseta, estadio 6
Hoja de roseta, estadio 2
Hoja de roseta, estadio 4
Hoja, estadio 7 (mitad proximal)
Semillas, estadio 3 (silicua)
Cotileddn

Hoja, estadio 7 (mitad distal)
Hoja caulinar

Semillas, estadio 8 (silicua)
Flor, estadio 15 (estambres)
Flor, estadio 15 (pétalos)
Semillas, estadio 10 (silicua)
Semillas, estadio 9 (silicua)

224,28 + 31,16
214,58 + 18,63
210,95+ 10,61
211,7£12,07
186,95 + 4,62
181,1 + 12,07
156,6 + 7,18
134,58 + 11,93
126,9+ 7,82
117,2+5,08
101,86 + 7,33
83,25+ 16,18
78,25 £ 6,35
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