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RESUMEN

La L-serina es un aminodacido que forma parte de las proteinas ademas de
participar en los centros cataliticos de estas. También es la precursora de otras
moléculas esenciales como nucledtidos y lipidos, y participa en el metabolismo del
folato siendo dadora de moléculas de un carbono. A diferencia de los animales,
donde solamente existe una ruta de sintesis de serina, las plantas presentan varias
rutas metabdlicas. Una de ellas, la lamada ruta del Glicolato, esta relacionada con
la fotorrespiracion, y es considerada la mas importante a nivel cuantitativo. Hay
otras dos rutas no asociadas a la fotorrespiracidon. Una de ellas es conocida como
ruta del Glicerato y no ha sido caracterizada funcionalmente porque algunos genes
de la ruta no han sido identificados. La otra ruta no fotorrespiratoria es conocida
como Ruta Fosforilativa de Biosintesis de Serina (RFBS), y ha sido recientemente
descrita como esencial para el desarrollo de la raiz, del polen y del embridn. Se ha
demostrado que la RFBS interacciona con la asimilacién del amonio y del azufre. El
primer paso de la RFBS es la reaccion catalizada por la enzima fosfoglicerato
deshidrogenasa (PGDH) que cataliza la oxidacién del 3-fosfoglicerato en 3-
fosfohidroxipiruvato formando poder reductor en forma de NADH. En Arabidopsis
thaliana existen tres genes que codifican para esta enzima (PGDH1, PGDH2 vy
PGDH3). En estudios anteriores PGDH1 ha sido descrito como el gen esencial de la
familia génica PGDH. Por el contrario, se desconocen las funciones de los genes
PGDH2 y PGDH3. En esta tesis doctoral, hemos caracterizado los genes PGDH2 y
PGDH3. Los analisis metaboldmicos, fenotipicos y de expresiéon de los mutantes
simples, dobles y el triple de los genes PGDH, muestran que tanto PGDH2 como
PGDH3 son genes funcionales que afectan al desarrollo y metabolismo de la planta.
Los resultados obtenidos muestran que PGDH2 tiene un efecto mayor en el
crecimiento de la planta que PGDH3, presentando una funcién parcialmente
redundante con el gen principal de la familia, PGDH1. PGDH3, por el contrario,
podria tener una funcidn completamente diferente a los otros dos genes de la
familia PGDH, estando su funcién en la actualidad asociada a procesos relacionados
con la fotosintesis.

Por otro lado, hemos estudiado la participacion de la RFBS en el
metabolismo del nitrégeno y del carbono mediante una estrategia de ganancia de
funcion a nivel de las tres enzimas de la RFBS (PGDH; fosfoserina amino transferasa,
PSAT; vy fosfoserina fosfatasa, PSP) y a nivel de solo una (PGDH1), tanto en
condiciones ambientales como en condiciones en las cuales existe una baja tasa
fotorrespiratoria (elevado CO, que simula el cambio climatico), donde por tanto,
hay una menor actividad de la ruta del Glicolato. Es importante estudiar la funciéon
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de la RFBS en las condiciones ambientales actuales y en condiciones de alto CO,, ya
gue uno de los aspectos del cambio climatico es un aumento de este gas, que podria
estar alterando el metabolismo vegetal y especialmente el suministro de serina a
través de la ruta del Glicolato. Para ello obtuvimos lineas triples sobreexpresoras
(TriOex) para los tres genes principales de la ruta (PGDH1, PSAT1 y PSP1) y se
analizaron los cambios fenotipicos y metaboldmicos de estas lineas junto con
plantas sobreexpresoras del gen PGDH1 (Oex PGDH1) en condiciones de CO;
ambiental y elevado CO,. Los datos obtenidos muestran que la sobreexpresion de
la ruta a nivel de los tres genes no afecta al crecimiento de la planta en condiciones
ambientales de CO,. Sin embargo, si que es beneficiosa para el crecimiento de las
raices en condiciones de elevado CO,. Los resultados metabolémicos obtenidos
muestran que las lineas sobreexpresoras de la RFBS tienen afectado principalmente
el metabolismo de aminoacidos, incrementandose los niveles de estos. Ademas,
estas lineas son capaces de mantener la homeostasis del metabolismo de los
aminodcidos mejor que las plantas control en condiciones de elevado CO,. Cuando
nos centramos en el caso concreto del aminodcido serina podemos comprobar que
en las lineas sobreexpresoras (TriOex y Oex PGDH1) se consiguen niveles mayores
que en el control. Sin embargo, estos niveles son similares entre esas lineas,
independientemente de que se sobreexprese solo un gen o los tres. También se ha
conseguido un mayor contenido de almidén y proteinas en estas lineas
sobreexpresoras cultivadas en CO, ambiental y en elevado CO, comparado con los
controles crecidos en las mismas condiciones. En general, el cultivo de las plantas
en elevado CO; reduce el contenido en proteinas y aumenta el de almidén. Las
lineas sobreexpresoras de la RFBS cultivadas en condiciones de elevado CO,
mantienen su contenido proteico en niveles similares a los del control cultivado en
condiciones ambientales.

Por ultimo, en esta tesis también se ha querido estudiar el papel de la RFBS
en una planta con metabolismo Cs, con baja tasa fotorrespiratoria, donde el aporte
de serina a través de esta ruta no es tan importante. Para ello se usé una estrategia
de ganancia de funcidn, obteniendo plantas de maiz sobreexpresoras del gen
PGDH1 de Arabidopsis. En este caso, se observd un incremento del contenido de
almiddén en las lineas transgénicas de maiz en comparacién con el control. Sin
embargo, seradn necesarios estudios adicionales, ya que los resultados obtenidos se
han conseguido en condiciones ambientales y con un gen heterdlogo al genoma del
maiz, y faltaria comprobar cémo responden estas plantas transgénicas en otras
condiciones, como por ejemplo en ambientes enriquecidos en CO..
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RESUM

La L-serina es un aminoacid que forma part de les proteines a més de
participar en els centres catalitics d’aquestes. També es la precursora d’altres
molécules essencials com nucleotids i lipids, i participa en el metabolisme del folat
sent dadora de molecules d’'un carboni. A diferencia dels animals, que només
presenten una ruta de sintesis de serina, les plantes presenten varies rutes
metaboliques. Una d’aquestes, nomenada ruta del Glicolat, esta relacionada amb
la fotorespiracid, i es considerada com la més important a nivell quantitatiu. Hi ha
dues rutes no associades a la fotorespiracié. Una d’elles es coneguda com la ruta
del Glicerat y no ha sigut caracteritzada funcionalment perqué alguns gens de la
ruta no han sigut identificats. L’altra ruta no fotorespiratoria es coneguda com Ruta
Fosforilativa de Biosintesis de Serina (RFBS), i ha sigut recentment descrita com
essencial per al desenvolupament de I'arrel, del pollen y de I'embrié. S’ha
demostrat que la RFBS interacciona amb I’assimilacié del amonii del sofre. El primer
pas de la RFBS es la reaccio catalitzada per el enzim fosfoglicerat deshidrogenasa
(PGDH) que catalitza la oxidacié del 3-fosfoglicerat en 3-fosfohidroxipiruvat
formant poder reductor en forma de NADH. En Arabidopsis thaliana existeixen tres
gens que codifiquen per a aquest enzim (PGDH1, PGDH2 i PGDH3). En estudis previs
PGDH1 ha sigut descrit com el gen essencial de la familia génica PGDH. Per contra,
es desconeixen les funcions dels gens PGDH2 i PGDH3. Els analisi metaboldomics,
fenotipics i d’expressié dels mutants simples, dobles i el triple mutant dels gens
PGDH, mostren que tant PGDH2 com PGDH3 son gens funcionals que afecten al
desenvolupament i metabolisme de la planta. Els resultats obtinguts mostren que
PGDH2 te un efecte major en el creixement de la planta que PGDH3, presentant
una funcié parcialment redundant amb el gen principal de la familia, PGDH1.
PGDH3, per contra, podria tindre una funcié completament diferent als altres dos
gens de la familia PGDH, estant la seua funcidé associada a processos relacionats
amb la fotosintesis.

Per altra banda, hem estudiat la participacié de la RFBS en el metabolisme
del nitrogen i del carboni mitjancant una estratégia de guany de funcié a nivell dels
tres enzims de la RFBS (PGDH; fosfoserina aminotransferasa, PSAT; y fosfoserina
fosfatasa, PSP) i a nivell de només una (PGDH1), tant en condicions en les quals
existeix una baixa tassa fotorespiratoria (elevat CO, que simula el canvi climatic),
on per tant, hi ha una menor activitat de la ruta del Glicolat. Es important estudiar
la funcié de la RFBS en les condicions ambientals actuals i en condicions de elevat
CO,, ja que un dels aspectes del canvi climatic es un augment d’aquest gas, que
podria estar alterant el metabolisme vegetal i especialment el subministrament de
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serina a traves de la ruta del Glicolat. Per aixd vam obtenir linies triples
sobreexpressores (TriOex) per als tres gens principals de la ruta (PGDH1, PSAT1 y
PSP1) i s’analitzaren els canvis fenotipics i metabolomics d’aquestes linies
juntament amb plantes sobreexpressores del gen PGDH1 (Oex PGDH1) en
condicions de CO, ambiental i elevat CO,. Les dades obtingudes mostren que la
sobreexpressid de la ruta a nivell dels tres gens no afecta al creixement de la planta
en condicions ambientals de CO,. No obstant aix0, si que es beneficiosa per al
creixement de les arrels en condicions de elevat CO,. Els resultats metabolomics
obtinguts mostren que les linies sobreexpressores de la RFBS tenen afectat
principalment el metabolisme d’aminoacids, incrementant-se el nivell d’aquests. A
més, aquestes linies poden mantenir I'homeodstasi del metabolisme dels
aminoacids millor que les plantes control en condicions de elevat CO,. Quan ens
centrem en el cas concret de I'aminoacid serina podem comprovar que en les linies
sobreexpressores (TriOex i Oex PGDH1) s’aconsegueixen nivells més grans que en
el control. Tanmateix, aquests nivells sén similars entre aquestes linies,
independentment de que es sobreexprese només un gen o els tres. També s'ha
aconseguit un contingut més gran de midé i proteines en aquestes linies
sobreexpressores cultivades en CO, ambiental i en elevat CO, comparat amb els
controls crescuts en les mateixes condicions. En general, el cultiu de les plantes en
elevat CO; redueix el contingut en proteines i augmenta el de midd. Les linies
sobreexpressores de la RFBS cultivades en condicions d'elevat CO, mantenen el
contingut proteic en nivells similars als del control cultivat en condicions
ambientals.

Per ultim, en aquesta tesi també s’ha volgut estudiar el paper de la RFBS en
una planta amb metabolisme C,, amb una baixa tassa fotorespiratoria, on
I'aportacid de serina mitjangant aquesta ruta no és tan important. Per aix0 es va fer
servir una estrategia de guany de funcidé, obtenint plantes de dacsa
sobreexpressores del gen PGDH1 d'Arabidopsis. En aquest cas, es va observar un
increment del contingut de mido a les linies transgéniques de dacsa en comparacio
amb el control. No obstant aix0, caldra estudis addicionals, ja que els resultats
obtinguts s'han aconseguit en condicions ambientals i amb un gen heteroleg al
genoma de la dacsa, i faltaria comprovar com responen aquestes plantes
transgéniques en altres condicions, com per exemple en ambients enriquits en CO,.
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ABSTRACT

L-serine is an amino acid that is part of proteins as well as participates in
their catalytic centers. It is also the precursor of other essential molecules such as
nucleotides and lipids, and it participates in the metabolism of folate by giving one-
carbon molecules. Unlike animals, where there is only one serine biosynthesis
pathway, plants have several metabolic pathways. One of them, the so-called
Glycolate Pathway, is related to photorespiration and is considered the most
important at the quantitative level. There are two other pathways not associated
with photorespiration. One of them is known as the Glycerate Pathway and has not
been functionally characterized because some genes of the pathway have not been
identified. The other non-photorespiratory pathway is known as The
Phosphorylated Pathway of Serine Biosynthesis (PPSB), and has recently been
described as essential for root, pollen and embryo development. PPSB has been
shown to interact with ammonium and sulfur assimilation. The first step of PPSB is
the reaction catalyzed by the enzyme phosphoglycerate dehydrogenase (PGDH)
which catalyzes the oxidation of 3-phosphoglycerate to 3-phosphohydroxypyruvate
forming NADH. In Arabidopsis thaliana there are three genes coding for this enzyme
(PGDH1, PGDH2 and PGDH3). In previous studies, PGDH1 has been described as the
essential gene of the PGDH family. In contrast, the functions of the PGDH2 and
PGDH3 genes are unknown. In this thesis, we have characterized the PGDH2 and
PGDH3 genes. Metabolomic, phenotypic and expression analyses of single, double
and triple mutants of PGDH genes show that both PGDH2 and PGDH3 are functional
genes affecting plant development and metabolism. The results obtained show that
PGDH2 has a greater effect on plant growth than PGDH3, presenting a partially
redundant function with the main gene of the family, PGDH1. Moreover, PGDH3
may have a completely different function to the other two genes of the PGDH
family, and its function has currently being associated with processes related to
photosynthesis.

On the other hand, we have studied the involvement of PPSB in nitrogen
and carbon metabolism by a gain-of-function strategy at the level of the three PPSB
enzymes (PGDH; phosphoserine aminotransferase, PSAT; and phosphoserine
phosphatase, PSP) and at the level of only one (PGDH1). The studies were
performed at ambient conditions and at conditions in which there is a low
photorespiratory rate (elevated CO;), where there is a lower activity of the
Glycolate Pathway. It is important to study the role of PPSB under present
environmental conditions and under high CO, conditions, since one of the aspects
of climate change is an increase of this gas, which could be altering plant
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metabolism and especially serine supply through the Glycolate Pathway. The
obtained data show that overexpression of the pathway at the level of the three
genes does not affect plant growth under CO, environmental conditions. However,
it is beneficial for root growth under high CO; conditions. The metabolomic results
obtained show that PPSB overexpressing lines are mainly affected in the amino acid
metabolism, increasing their levels. In this respect, these lines are able to maintain
amino acid metabolism homeostasis better than control plants under high CO,
conditions. In the specific case of serine, we observed that overexpressing lines
(TriOex and Oex PGDH1) show higher levels than controls. However, these levels
are similar between these lines, regardless of whether only one gene or all three
are overexpressed. Higher starch and protein content was also shown by the
overexpressing lines grown at ambient and elevated CO, compared to controls
grown under the same conditions. In general, growing plants at high CO, reduces
the protein content and increases the starch content. PPSB overexpressing lines
grown under elevated CO, conditions maintain their protein content at levels
similar to those of the control grown under ambient conditions.

Finally, in this thesis we also studied the role of PPSB in a plant with C4
metabolism, with low photorespiratory rate, where the serine supply through the
Glycolate pathway may not be so important. For this objective, a gain-of-function
strategy was used, obtaining maize plants overexpressing the Arabidopsis PGDH1
gene. In this case, an increase in starch content was observed in the transgenic
maize lines compared to the control. However, further studies will be necessary,
since the results obtained were obtained under environmental conditions and with
a heterologous gene of the maize genome, and it remains to be tested how these
transgenic plants respond under other conditions, such as CO;-enriched
environments.
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1. INTRODUCCION

1.1 Metabolismo en plantas

El metabolismo es el conjunto de reacciones bioquimicas que ocurren
dentro de una célula y que incluyen una gran cantidad de reacciones moleculares
(Karp, 2017; Judge y Dodd, 2020). Estas reacciones bioquimicas se dan en todo el
conjunto de los seres vivos. En el caso de la célula vegetal estas reacciones pueden
ocurrir en la pared celular, en el citoplasma o en los organulos celulares.

El metabolismo vegetal se divide en primario o central que abarca
reacciones y vias absolutamente vitales para la supervivencia, y metabolismo
secundario o especializado que, aunque su ausencia no sea tan perjudicial, se ha
demostrado que cumple una multitud de funciones importantes para el
crecimiento y el desarrollo, incluida la interaccién de la planta con el medio
ambiente (Pott et al., 2019).

En el metabolismo primario estarian incluidas entre otras reacciones la
sintesis de aminodacidos, de proteinas y enzimas, de coenzimas y de materiales
estructurales, la duplicacién del material genético, el crecimiento o la absorcién de
nutrientes (Pott et al., 2019). El metabolismo primario vegetal incluye también el
metabolismo del carbono, que englobaria la glicdlisis y el ciclo de Krebs, el ciclo de
Calvin y la fotorrespiracion. Por ultimo, el metabolismo primario vegetal incluye
todos los procesos para la incorporacion del nitrogeno en forma de amonio (NH4"),
o nitratos (NOs) a partir de la ruta de la glutamina sintetasa/glutamato sintasa
(GS/GOGAT), y el metabolismo del azufre para su incorporacion a moléculas
organicas a partir del sulfato (SO4%).

El metabolismo secundario o especializado incluye reacciones que
sintetizan compuestos orgdnicos que no estan implicados directamente en el
crecimiento y el desarrollo, aunque si que influyen sobre estos. Por ejemplo,
muchos metabolitos secundarios sintetizados en plantas estdn implicados en la
defensa frente a patégenos (Ramakrishna y Ravishankar, 2011; Fang et al., 2019) .

El metabolismo primario y secundario estan estrechamente relacionados,
siendo algunos de los metabolitos sintetizados en el metabolismo primario los
precursores para la sintesis de los metabolitos secundarios. Esta interrelacién entre
el metabolismo primario y secundario hace que la modificacién del primero sea una
diana de gran interés biotecnoldgico. Asi, modificando una ruta del metabolismo
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primario, ademas de obtener un efecto directo sobre la misma ruta, se puedan
lograr cambios en productos finales del metabolismo secundario. Por ejemplo, se
pueden conseguir modificaciones de interés agronémico, como potenciar la
resistencia hacia un tipo de estrés o aumentar el contenido de algun metabolito
gue pueda tener interés biotecnoldgico. A continuacion, se describen con detalle
algunas de las rutas mas importantes del metabolismo primario y secundario
vegetal.

1.1.1 Metabolismo primario

1.1.1.1. Metabolismo del carbono.

Dentro del metabolismo del carbono cabe destacar, la glicdlisis, el ciclo de
Krebs y, en el caso mas concreto de las plantas, la fotosintesis y la fotorrespiracién.
Nos centraremos en estos ultimos.

Fotosintesis

La fotosintesis es el proceso que realizan los organismos fotosintéticos para
producir materia organica a partir de materia inorgdnica, mediante la utilizacién de
la energia de la luz. Durante este proceso, la energia luminica se transforma en
energia quimica, en forma de NADPH y de ATP para posteriormente ser utilizados,
entre otros, para la sintesis de hidratos de carbono a partir de la fijaciéon de CO,
(Baslam et al., 2021).

En el caso de las plantas este proceso se produce en los cloroplastos, unos
organulos especializados que presentan unas estructuras membranosas en su
interior, llamadas tilacoides, que contienen los complejos proteicos y moléculas
capaces de captar y transferir la energia luminica. Ademas, en el estroma de los
cloroplastos se encuentran la mayoria de las enzimas que utilizan esa energia para
convertir la materia inorganica en orgdnica.

La fotosintesis, tradicionalmente se ha dividido en dos fases: la fase
luminica y la fase oscura. En la fase luminosa, donde se da la reaccién fotoquimica,
se produce el transporte de electrones que se dirigen, desde el agua hasta el NADP?,
para finalmente generar poder reductor en forma de NADPH (Figura 1.1). El paso
de los electrones por los diferentes complejos conlleva la acumulacion de protones
en el interior del lumen tilacoidal, generando un gradiente que permite a la ATP
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sintasa de la membrana del tilacoide sintetizar, mediante fotofosforilacion, ATP a
partir del ADP y fosfato inorganico (Pi). La segunda fase de la fotosintesis es
conocida como la fase oscura y se realiza en el estroma de los cloroplastos. Esta
fase se conoce como ciclo de Calvin-Benson-Bassham (en honor a sus
descubridores), ciclo de Calvin o ciclo de fijacion del carbono.

Los complejos tilacoidales que participan en la fase luminosa de la
fotosintesis son el fotosistema Il (PSII), el complejo citocromo b6f, el fotosistema |
(PSI) y la ATP sintasa (que no interviene en el flujo electronico pero que genera ATP
por el gradiente electroquimico de H* creado) (Figura 1.1). Los complejos de la
cadena fotosintética se conectan mediante transportadores moéviles (pool de
plastoquinonas, plastocianina y ferredoxina), y finalmente, la enzima ferredoxina-
NADP*-reductasa (FNR) transfiere los electrones al NADP* (Figura 1.1). Los
fotosistemas son los complejos proteina/pigmento que tienen la capacidad de
captar la energia de los fotones y transformarla en energia redox. Se componen de
un centro de reaccidn, donde se produce la separacidn de carga de una clorofila
excitada, y de un complejo antena encargado de absorber la energia luminosa (LHC,
del inglés Ligth Harvesting Complex). En la antena se encuentra la mayoria de los
pigmentos fotosintéticos (clorofilas y carotenoides) que absorben las diferentes
energias de los fotones y que transfieren a los centros de reaccién. La transferencia
de energia entre los pigmentos de la antena se realiza desde pigmentos que
absorben mas energia (reciben fotones con menores longitudes de onda) hacia
pigmentos que absorben menos energia (longitudes de onda mayores). En los
centros de reaccidn se encuentran dos proteinas transmembrana unidas a un
dimero de clorofila a (P680 en el caso del PSIl y P700 en el PSI segun la longitud de
onda de luz a la cual absorben), un aceptor de los electrones (que recibe los
electrones del dimero) y un donador de electrones que devuelve los electrones
perdidos del dimero.

En el transporte lineal de electrones, los pigmentos del complejo antena
absorben la energia de los fotones y la transfieren a otros pigmentos hasta llegar al
centro de reaccion del PSIl (donde se encuentra el dimero de clorofilas P680). Al
excitarse, el P680 pierde un electron que es transferido a la feofitina, que
posteriormente lo transfiere secuencialmente a las quinonas QA y QB. La reduccién
de la quinona QB necesita 2 electrones y 2 protones (que proceden del estroma del
cloroplasto) lo que conduce a la formacién de PQH2 (plastoquinona reducida que
se ha formado tras dos actos fotoquimicos). La PQH2 pierde su afinidad por el
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centro de reaccion del PSIl y se incorpora al pool de quinonas libres presente en la
membrana del tilacoide. Desde este pool se dirige hacia el complejo citocromo b6f,
donde cede los dos electrones, mientras que los 2 protones se liberan en el lumen
tilacoidal. Esta oxidacién de la plastoquinona tiene lugar mediante el ciclo Q que se
compone de dos fases; en la primera, un electrén es transferido, via citocromo f, a
la plastocianina, que lo cederd al PSI, mientras que el otro es transferido, via el
citocromo b6, a una plastoquinona oxidada; en una segunda fase, otra PQH2 llega
al citocromo b6f donde se repite el proceso anterior, y por tanto la plastoquinona
oxidada recibe un segundo electrén, que junto con 2 protones del estroma,
regeneran otra PQH2 que se incorpora al pool. En el centro de reaccidn del PSI, el
dimero de clorofilas P700, que también habia perdido un electrén por la absorcion
de un fotdn, acepta el electrdn de la plastocianina, lo que le capacita para iniciar un
nuevo ciclo de excitacion. A través de una serie de transportadores ligados al centro
de reaccion del PSI, el P700 dona finalmente el electrén a la ferredoxina y esta a la
FNR. Cuando la FNR ha aceptado dos electrones es capaz de reducir el NADP* a
NADPH.

Como hemos visto, el transporte lineal de electrones se inicia con la
oxidacion del P680; pero écémo recupera ese electron perdido? El P680* recupera
su electrén del agua de una forma indirecta. A la parte periférica del PSII, que da al
lumen tilacoidal, se le asocia el complejo oxidante del agua, el cual tiene 4
manganesos (Mn) unidos a proteinas, y cada Mn cede un electrén al P680 cada vez
gue este pierde uno. Cuando el complejo tiene los 4 Mn oxidados (debido a que
han ocurrido 4 oxidaciones consecutivas del P680) se produce la hidrdlisis de dos
moléculas de agua que liberan un O, 4 protones y 4 electrones que reducen
nuevamente a los 4 Mn.

Este transporte lineal de electrones se conoce clasicamente como esquema
en Z, ya que, al representar cada uno de los elementos oxidorreductores de la
cadena respecto a su potencial redox aparece una Z invertida, correspondiendo las
dos lineas verticales con los saltos energéticos de los electrones que tienen lugar
en los dimeros de clorofilas a en los dos fotosistemas (Figura 1.2). El balance del
esquema en Z es el siguiente: a partir de dos moléculas de agua se liberan un 0, 4
H* (en el lumen tilacoidal) y 4 electrones que suplen los 4 perdidos por la oxidacién
de P680; por otro lado, se forman 2 plastoquinonas reducidas, que al oxidarse
mediante el ciclo Q introducen 8 H* al tilacoide, y 2 moléculas de NADPH.



1. INTRODUCCION

NADP+ | + H*

-------------- » Transferencia de protones
—— Transferencia de electrones

H* « H
poolde %

plastoquinona & Estroma

e 0 Tilacoide
a Lumen
H:0 ~ & — ¥
v v Plastocia :
H~ ......... H' » H*
Fotosistema Il Ciocromo B, f Fotosistema | ATP sintasa

Figura 1.1 Representacion esquematica de la cadena de transporte de electrones durante la
fotosintesis. Este transporte se inicia con la fotolisis del agua y acaba con la formaciéon de NADPH,
produciendo durante su recorrido un gradiente de protones entre el estromay el lumen para generar
posteriormente ATP a través de la ATP sintasa. Figura modificada de Johnson (2016).
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Figura 1.2. Representacion esquematica en Z de la cadena de transporte de electrones representando
los potenciales redox de todos los componentes implicados en la cadena de transporte de electrones.
Abreviaturas: PSII (fotosistema Il), PQ (pool de plastoquinonas), Pc (plastocianina), PSI (fotosistema l),
Fd (ferrodoxina). Figura modificada de Johnson (2016).
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El flujo principal de electrones en la cadena fotosintética es el lineal (desde
el agua hasta el NADP*). Se estima que para generar un ATP se necesita que
aproximadamente 4,66 protones pasen por la ATP sintasa desde el lumen del
tilacoide hasta el estromay por tanto el gradiente de protones generado por el flujo
lineal (12 H* por cada O; liberado), no seria suficiente para aportar los 3 ATPs
necesarios para fijar una molécula de CO,, como se explicard mas adelante. Se sabe
que, en paralelo a este flujo lineal, los electrones pueden seguir una ruta ciclica,
gue aumenta el gradiente de protones entre el lumen y el estroma y proporciona
ATP extra. Esta ruta ciclica se desarrolla en torno al PSI (los electrones del P700
vuelven al P700 a través de la federroxina, pool de quinonas, citocromo b6f y
plastocianina). También existe el denominado transporte electrénico pseudociclico
(ciclo agua-agua), que también produce ATP extra. En este ciclo, y como en el
transporte lineal, los electrones cedidos por el agua llegan a la ferredoxina y esta
los cede al oxigeno que formara agua nuevamente gracias a la accion de la
superodxido dismutasa y la ascorbato peroxidasa (esta ruta puede proporcionar ATP
cuando se dan casos en los que todo el NADP estd en su forma reducida).

La fase oscura de la fotosintesis se realiza en el estroma de los cloroplastos.
Aunque en esta fase la luz no participa directamente en los procesos que tienen
lugar, si que depende de las moléculas generadas durante la fase luminica, es decir,
del poder reductor en forma de NADPH y de ATP (Figura 1.3) y, ademas, algunas de
las enzimas implicadas en ella son activadas por la luz. Esta fase se inicia con la
participacién de la enzima Rubisco. Esta enzima es la mas abundante en la Tierray
tiene dos actividades. Por un lado, tiene actividad carboxilasa fijando una molécula
de CO; que conduce al ciclo de Calvin, y por otro, tiene actividad oxigenasa uniendo
una molécula de O, y rompiendo una molécula de ribulosa 1-5 bisfosfato en dos
moléculas, una de 3 carbonos [3-fosfoglicerato (3-PGA)] y otra de 2 carbonos [2-
fosfoglicolato (2-PG)], iniciando una ruta conocida como fotorrespiracion y que se
describird mds adelante. El que la Rubisco funcione con actividad carboxilasa u
oxigenasa depende de las concentraciones relativas del CO, y del O, en Ia
atmodsfera. Dado que la enzima tiene mas afinidad por el CO, que por el Oy, en
condiciones atmosféricas normales, la actividad carboxilativa es tres veces mayor a
la oxidativa.

Globalmente el ciclo de Calvin puede definirse como la carboxilacion por la
Rubisco de 3 moléculas de ribulosa 1,5 bisfosfato mediante la fijacion de 3
moléculas de CO,, generando 6 moléculas de 3-PGA. Esta primera parte del ciclo es
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1. INTRODUCCION

la fase de carboxilacidn. A continuacion, en la fase reductora, el grupo carboxilo del
3-PGA se convierte en el grupo aldehido del gliceraldehido-3-fosfato (GAP) en dos
pasos sucesivos: en el primero las 6 moléculas de 3-PGA se convierten en 6 de 1,3-
bisfosfoglicerato con el consumo de 6 ATPs, y en el segundo estas 6 nuevas
moléculas se transforman en 6 moléculas de GAP con consumo de 6 NADPHSs. Este
GAP puede encontrarse también en forma de dihidroxiacetona fosfato por la accidn
de una isomerasa. Por ultimo, en la fase regenerativa, 5 de las 6 GAPs formadas se
utilizan para regenerar las 3 ribulosa 1,5-bifosfato que comenzaron el ciclo,
mientras que la sexta se utilizara para la sintesis de sacarosa y almidén, siendo por
lo tanto el rendimiento neto del ciclo (Figura 1.4). Durante la fase regenerativa se
van formando moléculas glucidicas de 4, 5, 6 y 7 atomos de carbono hasta la
regeneracion de las 3 moléculas de ribulosa 1,5-bisfosfato, consumiéndose 3 ATPs.
Por tanto, la estequiometria del ciclo de Calvin es: por cada tres moléculas de CO,
se produce una molécula de triosa fosfato y se consumen 9 ATPs y 6 NADPHs.

Oz CO:2
Cloroplasto
Estroma
& i BRI m Ciclo de
Eiiaiaing )

= Calvin
[————— =

HEO CHEO

Fase luminica Fase oscura

Figura 1.3. Representacidon esquematica de la interconexion entre la fase luminica y la fase oscura de
la fotosintesis, en la cual, durante la fase oscura se utiliza el poder reductor en forma de NADPH y la
energia en forma de ATP, formados en la fase luminica, para la sintesis de moléculas organicas a partir
de CO; en la fase oscura. Figura modificada de Johnson (2016).
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Las triosas netas generadas durante el ciclo de Calvin son la base para la
sintesis de otros productos, ya sea en el mismo cloroplasto o en otros
compartimentos celulares, sirviendo para la sintesis de azlcares, aminoacidos o
acidos grasos. Los dos productos principales de la fijacién fotosintética del CO; son
el almidén (sintetizado en el cloroplasto) y la sacarosa (sintetizada en el
citoplasma).

R 3x[roP] 3xH0

3 x ribulosa

3 x ribulosa
5-fosfato [5C] osforibulosa

1,5-bisfosfato [5C]

xilulosa-5- 6 x ribosa
fosfato [5C] 5-fosfato [5C]

6 x 3-fosfoglicerato [5C]

<6x
6x|ADP|

sedoheptulosa-7-
: fosfato [7C]

sedoheptulosa-1,7- il

6 x 1,3 bisfosfoglicerato [3C]
bisfosfato [7C] ) i / &%
xilulosa-5- , eritrosa-d- dihidroxiacetona isomera ngllceraldeh|do'J 6x|NADP
fosfato [5C] * fosfato [4C]  fosfato (DHAP) [3C] 3‘f°5f[a3tg](GAP) ox @

1 x gliceraldehido
riciag 1 6BiTottatass 3-fosfato (GAP) [3C]
fructosa-6-fosfato [6C] fructosa-1,6-bisfosfato dihidroxiacetona
; ; [6C] 1aolEsa fosfato (DHAP) [3C)

Pi H0

metabolismo

Figura 1.4. Representacion esquematica del ciclo de Calvin-Benson-Bassham. Se inicia con la fijacion
del carbono del CO, a una mdélecula de ribulosa 1,5-bisfosfato para originar 2 moléculas de 3-
fosfoglicerato (esta primera parte se conoce como etapa de fijacion y es catalizada por la Rubisco). A
continuacion, se reduce el carbono fijado hasta formar gliceraldehido 3-fosfato usando NADPH como
poder reductor (etapa de reduccidn) y finalmente se regeneran las moléculas de ribulosa 1,5-
bisfosfato para comenzar de nuevo el ciclo (fase de regeneracion). Figura modificada de Johnson
(2016).
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1. INTRODUCCION

Fotorrespiracion

Como se indico previamente, la actividad oxigenasa de la Rubisco genera 3-
PGA, que se integra en el ciclo de Calvin, y 2-PG, que resulta téxico para la planta
porque inhibe algunas enzimas del ciclo de Calvin e implica una pérdida de los
carbonos fijados, por lo que esta Ultima molécula se debe metabolizar y reconvertir
en una molécula de 3-PGA mediante un proceso conocido como fotorrespiracion o
ruta C2 (Sage et al., 2012). Este proceso se lleva a cabo a través de tres organulos:
cloroplastos, peroxisomas y mitocondrias y el balance neto de la ruta conlleva la
pérdida de un carbono a través de una molécula de CO, y NH;*, que se recicla en
el ciclo fotorrespiratorio del nitrégeno (Voll et al., 2006; Liu et al., 2019). La
liberacion del CO, y del NH,* se lleva a cabo en una reaccidn enzimatica que se da
en la mitocondria, en la cual la enzima serina hidroximetiltransferasa (SHMT) junto
con el complejo enzimatico glicina descarboxilasa (GDC), convierten 2 moléculas de
glicina en una de serina produciéndose, ademas, la liberaciéon de CO, y NH,* (Figura
1.5). En primer lugar, una de las glicinas es desaminada y descarboxilada (en una
reaccidon que necesita tetrahidrofolato) por la GDC produciendo CO,, NH;* y 5,10-
metileno tetrahidrofolato. Este ultimo compuesto dona su carbono a la segunda
glicina generando la molécula de serina en una reaccién catalizada por la SHMT.
Esta reaccidén, como veremos en capitulos posteriores, constituye una de las rutas
de sintesis del aminoacido serina en la planta pudiendo salir del ciclo
fotorrespiratorio si las necesidades de la planta lo requieren. Pero la serina también
puede volver al peroxisoma, donde es transformada en hidroxipiruvato (por la
serina-glutamato aminotransferasa) y este en glicerato (por la hidroxipiruvato
reductasa) que sera transportado al cloroplasto donde, tras fosforilarse (mediante
la glicerato quinasa), formard 3-PGA que se incorporara al ciclo de Calvin.
Considerando dos moléculas de 2-PG (4 carbonos), el balance final de la ruta es la
formacion de una molécula de 3-PGA (se recuperan 3 carbonos) y un CO; (se pierde
un carbono).

Existen distintos tipos de metabolismos fotosintéticos relacionados con la
mayor o menor actividad oxigenasa de la Rubisco. Las plantas que al fijar el CO,
generan, como primer producto estable, un compuesto de 3 carbonos (3-PGA), se
denominan plantas Cs y, en ellas, la actividad oxigenasa de la Rubisco es inevitable,
lo que conlleva a pérdidas de productividad. Aunque la fotorrespiracién no se
puede eliminar en condiciones ambientales normales, lo que si puede conseguirse
es minimizarla aumentando la concentracion de CO; o reduciendo la presencia de
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O, en el ambiente donde funciona la Rubisco. Algunas plantas de zonas aridas
[plantas C, y CAM (metabolismo 4cido de las crasulaceas)] han desarrollado
mecanismos de acumulacion de CO, para reducir la incidencia de la
fotorrespiracion.

Cloroplasto

RuBisCO
Ribulosa
1,5-Bisfosfato

2-fosfoglicolato

>

Glicolato

Glicerato Glicolato

NAD* ),
NADH {2k

Hidroxipiruvato Glioxilato

.

Serina Glicina

Mitocondria

Figura 1.5. Respresentaciéon esquematica de la fotorrespiracion en plantas. La enzima serina
hidroximetiltransferasa (SHMT1) convierte junto con la glicina descarboxilasa (GDC) dos moléculas de
glicina en una molécula de serina, liberando CO, y NH,4*. Figura modificada de Liu et al., (2019).

Los tipos de metabolismo C4 y CAM surgieron evolutivamente para reducir
la actividad oxigenasa de la Rubisco y con ello reducir la tasa de fotorrespiracion
gue conlleva la pérdida de un carbono y de energia. Una de las diferencias entre
estos tres tipos de plantas es el tipo de metabolismo asociado en la fijacidn de CO..
En las plantas con metabolismo C; se carboxila una molécula de ribulosa 1,5
bisfosfato, mediante la Rubisco, para generar dos moléculas de 3 atomos de
carbono, el 3-PGA. Por el contrario, en el metabolismo C, o CAM, el primer
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1. INTRODUCCION

compuesto que se genera tras la fijacién de CO,, es un compuesto de 4 moléculas
de carbono, el oxalacetato (OAA) a partir del fosfoenolpiruvato (PEP) en una
reaccion catalizada por la fosfoenolpiruvato carboxilasa. Posteriormente, el OAA,
se reduce para formar malato o aspartato. Finalmente, estos acidos dicarboxilicos
son descarboxilados para liberar el CO, y ser usados por la Rubisco para la
carboxilaciéon de la ribulosa 1,5 bisfosfato en el ciclo de Calvin (enriqueciendo en
CO; el ambiente proximo a la enzima). Tanto en las plantas C; como en las CAM
existen tres subtipos en funcién de la enzima que participa en la descarboxilacion
(Yamori et al., 2014): subtipo NADP-ME (que utiliza la enzima mdlica dependiente
de NADP), subtipo NAD-ME (que utiliza a la enzima malica dependiente de NAD), y
el subtipo PCK (que utiliza a la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa).

Las plantas Cs;, C, y CAM presentan diferencias tanto en la disposicién y
distribucion de los tipos celulares encargados de la fijacién del CO, como en la
regulacién temporal de los diferentes procesos (Figura 1.6). En plantas Cs, el CO,
difunde a través de los estomas y los espacios intercelulares y llega directamente a
los cloroplastos. En las plantas Cy4, se diferencian dos tipos celulares implicados en
la fotosintesis, las células de la vaina y las células del meséfilo. Las células de la vaina
se distribuyen formando un anillo alrededor de los haces vasculares, mientras que
las células del mesofilo se encuentran bajo la epidermis rodeando a las células de
la vaina. De esta manera, es en las células del mesdfilo donde se produce la
carboxilaciéon del PEP para generar malato y este malato es transportado
posteriormente a las células de la vaina, donde es descarboxilado, aumentando la
concentracién relativa de CO; en el entorno de la Rubisco para su fijacién y
minimizando las posibles pérdidas por fotorrespiracién. Esta disposicidn, en la cual
se genera una alta concentracién de CO; alrededor de la Rubisco, permite que las
plantas que presentan metabolismo C,4 cierren parcialmente los estomas durante
el dia y puedan vivir en zonas aridas con altas temperaturas y alta radiacidn.

Por otro lado, en las plantas CAM, lo que se produce es una separacion
temporal de la captacion de CO; y su posterior fijacion. Por la noche, los estomas
permanecen abiertos y esto permite la entrada de CO; para su almacenamiento en
forma de malato en la vacuola. Posteriormente, durante el dia, el CO; es liberado a
partir del malato, aumentando de esta manera la concentracién relativa del CO,
para su fijacién en el ciclo de Calvin y minimizando por tanto la actividad oxigenasa
de la Rubisco. Esto permite que las plantas CAM tengan los estomas cerrados
durante el dia reduciendo las pérdidas de agua por transpiracién, lo que les permite

13



RUBEN CASATEJADA ANCHEL

vivir en ambientes daridos y secos y con diferencias de temperatura grandes entre
el diay la noche (Yamori et al., 2014).

Las plantas con metabolismo C; representan el 85% de las conocidas,
muchas de ellas con interés agrondmico como espinacas (Spinacia oleracea L.),
tomate (Solanum lycopersicum L.), o el arroz (Oryza sativa L.). Las plantas C4
representan el 5% y también tienen representantes de alto valor agronémico como
el maiz (Zea mays L.) o la cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.). En cuanto a
las plantas CAM, como las pifias [A. comosus (L.) Merr.] o especies del género
Agave, representan el 10% (Yamori et al., 2014).
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1. INTRODUCCION

Figura 1.6. Esquema de los diferentes tipos de metabolismo fotosintético en plantas C3, C4 y CAM. Las
plantas C;s fijan el CO,, que difunde a través de los estomas hasta los cloroplastos, en un compuesto
de 3 carbonos, el 3-fosfoglicerato (PGA). Por el contrario, en las plantas C4 y CAM unen el CO; a un
compuesto de 3 carbonos [fosfoenolpiruvato (PEP)] para formar uno de 4 carbonos [el oxalacetato
(OAA)]. Posteriormente, este OAA es reducido para formar malato. Por ultimo, el malato es
descarboxilado, liberando CO, que es usado por la Rubisco para carboxilar la ribulosal,5-bisfosfato
(RuBP). La diferencia entre plantas C4 y plantas CAM esta en que mientras en las plantas C, separan la
absorcidn de CO, y su union al fosfoenolpiruvato (PEP) para posteriormente fijarlo por la Rubisco en
dos tipos celulares diferentes (células del mesoéfilo y células de la vaina), en las plantas CAM, ambos
procesos ocurren en periodos diferentes del dia. En este caso, la absorcién del CO; se da por la noche
y su fijacidn durante el dia. El significado de las abreviaturas es la siguiente: CA (anhidrasa carbodnica),
NAD-ME (enzima maélica dependiente de NAD), NADP-ME (enzima malica dependiente de NADP),
NAD(P)-MDH [NAD(P)-malato deshidrogenasa], PCK (fosfoenolpiruvato carboxiquinasa), PEPC
(fosfoenolpiruvato carboxilasa), PPDK (piruvato fosfato diquinasa). Figura modificada de Yamori et al.,
(2014).

1.1.1.2 Metabolismo del nitrégeno y del azufre.

Las plantas también son capaces de captar nitrégeno y azufre inorganico e
incorporarlos a moléculas organicas para su uso en el crecimiento y desarrollo.
Estos procesos pueden considerarse también parte de la fase oscura de la
fotosintesis en la que la energia de la luz se utiliza para incorporar el nitrégeno y
azufre inorganico a materia organica.

Las plantas pueden incorporar el nitrégeno inorganico en forma de NO3;™ o
en forma de NH;" del suelo (Figura 1.7). En algunos casos, se dan relaciones
simbidticas entre plantas y bacterias diazotrofas que pueden reducir el N, de la
atmosfera a NH,4*, de tal manera que la planta aporta sustancias organicas a las
bacterias, y estas aportan nitrégeno en forma de NH;" a la planta.

El NOs o NH4* son absorbidos a través de las membranas de las células de
las raices mediante transportadores hacia el citoplasma (Figura 1.7). El NOs™ es
reducido a nitrito (NO;) por la enzima nitrato reductasa (NR) usando NADH o
NADPH como poder reductor. Este NO, es introducido en los plastos y reducido a
NH,4* por la enzima nitrito reductasa (NiR) usando ferredoxina como poder reductor.
Este NH;* procedente de la reduccién del NOs™ por la enzima NiR, en una reaccién
gue se da dentro del plasto, es usado por la GS plastidial, generando una molécula
de glutamina a partir de la union del NH,* al glutamato.
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Por otro lado, el NH,4* libre incorporado desde el suelo, se une al glutamato
para formar glutamina, en una reaccién catalizada por la enzima GS citosdlica,
mediante el consumo de ATP, y es transportada al plasto (Suarez et al., 2002;
Baslam et al., 2021), (Figura 1.7). Posteriormente, el grupo amino de la glutamina
(independientemente de su procedencia) es transferido a una molécula de 2-
oxoglutarato (2-OG) para formar dos moléculas de glutamato. Esta reaccion esta
catalizada por la enzima llamada GOGAT. De las dos moléculas de glutamato que se
forman en la reaccidn catalizada por la GOGAT, una se reutiliza para volver a formar
glutamina, en la reaccidon catalizada por la enzima GS plastidial y la otra molécula
de glutamato es usada para la sintesis de compuestos nitrogenados como
aminoacidos, bases nitrogenadas, poliaminas, etc. El nombre de la ruta de
asimilacion del NH;* y NOs™ en plantas se conoce como la ruta GS/GOGAT debido a
la accién de dichas enzimas (Sudrez et al., 2002; Baslam et al., 2021) (Figura 1.7).

La asimilacion de NH;* es todavia mas compleja, puesto que también se
genera NH,* durante la fotorrespiracidon y en las reacciones del catabolismo de
proteinas y aminodcidos. Asi en Arabidopsis thaliana (L.), Heynh. (de ahora en
adelante Arabidopsis) existen hasta 6 isoformas de la GSy 3 de la GOGAT implicadas
en procesos especificos del metabolismo del NH,*.

Las plantas también son capaces de asimilar compuestos inorganicos del
azufre e incorporarlos a moléculas organicas implicadas en el crecimiento y
desarrollo de la planta (Figura 1.8). Las plantas absorben azufre, en forma de SO.%,
a través de las células de la raiz, mediante unos transportadores llamados SULTRs
(Li et al., 2020). El SO4* una vez incorporado puede seguir varios caminos: puede
almacenarse en la vacuola, puede metabolizarse en las raices o bien puede ser
transportado por el xilema hasta los tejidos fotosintéticos para ser también
metabolizado e incorporado en forma de cisteina (Li et al., 2020). Una vez
incorporado en forma de cisteina, esta puede ser utilizada para la sintesis
metionina, de péptidos especializados como el glutatién (importante para el
balance redox de la planta o resistencia a estrés), o para la sintesis de compuestos
encargados en la proteccién frente a metales pesados, como las fitoquelatinas (Jez,
2019; Figura 1.8). El azufre también es muy importante en procesos de sulfatacion
de compuestos. Ademas, se ha visto que esta ruta de incorporacion de azufre
conecta con otras rutas metabdlicas mas especializadas, en las que se generan los
precursores necesarios para la sintesis de, por ejemplo, los glucosinolatos,
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moléculas encargadas de la defensa de la planta frente a patdgenos (Ravilious y Jez,
2012).

Membrana plasmatica

Citoplasma Mitocondria
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Figura 1.7. Ruta de asimilacién del amonio (NH4*) y del nitrato (NO3’) en plantas mediante la ruta
glutamina sintetasa/glutamina oxoglutarato aminotransferasa. Abreviaturas: 2-OG (2-oxoglutarato),
AA (aminoacidos), AMT (transportador de amonio), GIn (glutamina), Glu (glutamato), GOGAT
(glutamato sintasa), GS (glutamina sintetasa), NiR (nitrito reductasa), NR (nitrato reductasa), NRT
(transportador de nitrato), OAA (oxalacetato), PEP (fosfoenolpiruvato), PEPC (fosfoenolpiruvato
carboxilasa), PK (piruvato quinasa), Pyr (piruvato). Figura modificada de Baslam et al., (2021).

Existen dos vias de incorporacién del azufre, pero el primer paso para la
incorporacién del azufre es su activacién con gasto de ATP, mediante la enzima ATP
sulfurilasa, para formar adenosin 5’fosfosulfato (APS) (Figura 1.8). En la primera via
de incorporacidn, el azufre se puede incorporar a compuestos organicos mediante
sulfotransferasas (SOT), y para ello, a partir de APS y ATP se forma 3-fosfoadenosin-
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5-fosfosulfato (PAPS) por la accion de la APS quinasa. La PAPS puede ser usada por
las SOT como precursor de compuestos azufrados como los glucosinolatos,
jasmonatos y flavonoides. La otra via de asimilacién del azufre se da por completo
en el plasto, y una vez el azufre ha sido activado en su forma APS, la enzima
adenosin fosfosulfato reductasa (APR) reduce el SO4* del APS generando sulfito
(SOs%), que es reducido nuevamente a sulfuro (S*) por la accién de la sulfito
reductasa (SIR). Una vez formado el S* una parte puede salir del plasto y quedarse
en el citoplasma o ir a la mitocondria (en todos estos organulos se puede sintetizar
cisteina). El S es incorporado a la O-acetilserina (OAS) para formar cisteina
mediante la actividad de la enzima O-acetilserina tioliasa (OAS-TL; Figura 1.8) (Li et
al., 2020). Ademas de estas dos vias de incorporacion del azufre (desde el S* y PAPS)
también existe una ramificacion de la ruta de asimilacion reductiva del SO4* en la
que se forman los sulfolipidos a partir del SOs* formado por la APR.

La OAS que se utiliza para la incorporacién del S* proviene de la actividad
de la serina acetiltransferasa (SAT) que cataliza la reaccidn a partir del aminoacido
serina y de acetil-CoA (Figura 1.8). La L-serina (serina) en plantas proviene de tres
rutas metabdlicas: la ruta de la fotorrespiracion, la ruta del Glicerato y la ruta
Fosforilativa de Biosintesis de Serina (RFBS). EI metabolismo de la serina se
explicara en mas detalle en el siguiente punto y veremos la importancia que tiene
en el metabolismo del azufre y del nitrégeno.

Para la activacidn del SO4> y su incorporacién en cisteina se necesitan ATP
y poder reductor (ferredoxina reducida) que provienen principalmente de la
fotosintesis, por lo que existe una clara relacién entre la fase luminosa y la
asimilacion del azufre. Ademas, la serina por ser un compuesto carbonado vy
nitrogenado también nos indica que existe una relacion con la fijacidn del carbono
y del nitrégeno.
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Figura 1.8. Ruta de asimilacién del azufre en plantas. Abreviaturas: APK (APS quinasa), APR (APS
reductasa), APS (adenosin 5'-fosfosulfato), ATPS (ATP sulfurilasa), CBL (cistationina B-liasa), CGS
(cistationina y-sintasa), Cys (cisteina), Cyst (cistationina), GGT (y-glutamiltransferasa), GSH (glutation),
GSHS (glutation sintetasa), GST (glutatidn-S-transferasa), Glu (glutamato), GS-X (glutatidn conjugado),
Hcyst (homocisteina), Met (metionina), MS (metionina sintasa), OAS (O-acetilserina), OAS-TL (O-
acetilserina tiolasa), OPH (O-fosfohomoserina), PAPS (3'-fosfoadenosin 5'-fosfosulfato), R-OH
(precursor hidroxilado), SAT (serina acetiltransferasa), Ser (serina), SiO (sulfito oxidasa), SiR (sulfito

reductas

a), SOT (sulfotransferasa), Thr (treonina),

TS (treonina sintasa), X-CysGly (cisteinglicina

conjugada), y-EC (y-glutamilcisteina), y-ECS (y-glutamilcisteina sintetasa). Figura modificada de Li et
al., (2020).
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1.1.2 Metabolismo secundario

Mientras que el metabolismo primario comprende todos aquellos procesos
metabdlicos directamente implicados en el desarrollo y crecimiento de la planta,
muchos de ellos comunes con otros grupos de seres vivos, el metabolismo
secundario se refiere a todos aquellos procesos que sintetizan metabolitos no
esenciales para la vida de la planta. A pesar de esto ultimo, si que pueden
desempenar una funcién muy importante, como su interaccién con el ambiente
que le rodea o defensa frente a patdgenos o herbivoros (Fang et al., 2019;
Ramakrishna y Ravishankar, 2011). A los metabolitos sintetizados en el
metabolismo secundario se les denomina metabolitos secundarios. Muchos de
estos compuestos secundarios son usados en la industria farmacéutica o cosmética
e incluso con propdsitos nutritivos. Ademas, los metabolitos secundarios se
sintetizan a partir de las moléculas producidas en el metabolismo primario, por lo
gue ambos metabolismos estdn muy estrechamente interconectados.

Basados en el origen biosintético, los metabolitos secundarios se pueden
clasificar en tres grandes grupos: compuestos fendlicos, terpenos y por ultimo
alcaloides (Crozier et al., 2007).

Fenoles

Los compuestos fendlicos son moléculas que se caracterizan por poseer al
menos un anillo aromatico. Se han descrito miles de estructuras fendlicas, hasta
8000, y estdan muy generalizados a lo largo del reino vegetal (Crozier et al., 2007).
Estos compuestos se pueden dividir en flavonoides y no flavonoides.

Los flavonoides son moléculas polifendlicas que se componen de 15 dtomos
de carbono con dos anillos aromaticos conectados por un puente de tres carbonos
(Crozier et al., 2007; Figura 1.9). Estan en altas concentraciones en la epidermis de
las hojas o en la piel de los frutos y tienen una gran diversidad de funciones en las
plantas. Por ejemplo, estan implicados en la proteccién frente a los rayos
ultravioleta (UV), en la pigmentacidn de las flores, en la estimulacion de los nédulos
fijadores de nitrégeno o en la resistencia a enfermedades.
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Antocianidina Flavan-3-ol

Flavanona

Figura 1.9. Representacion esquematica de la estructura quimica de los flavonoides. En el centro de
la figura se representa el esquema principal de los flavonoides y en los laterales los diferentes
ejemplos de moléculas derivadas de la estructura general. Figura extraida y modificada de Crozier et
al., (2007).

Los no flavonoides son moléculas fendlicas de 6 carbonos, C6-C1 o C6-C3
derivados del acido benzoico o acido cinamico. Dentro de los no flavonoides, unos
que adquieren especial importancia, sobre todo en la industria alimentaria, son los
taninos, moléculas presentes en los vinos dandole el sabor y texturas caracteristicos
de cada bodega o marca. Otra funcién de los taninos ha sido para su uso en el
encurtido de pieles, ya que estas moléculas son capaces de hidrolizar las proteinas
de las pieles haciéndolas resistentes a la putrefaccién. Ademas, esta clase de
moléculas hace que muchas plantas sean astringentes, evitando asi, su consumo
por los animales herbivoros (Crozier et al., 2007).
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Terpenos

Los terpenos constituyen una clase de metabolitos secundarios muy
diversos, habiéndose aislado hasta 30000 diferentes (Humphrey y Beale, 2007).
Derivan del ensamblaje secuencial de unidades bdsicas de cinco carbonos llamadas
isoprenos. Abarcan estructuras, que van desde cadenas hidrocarbonadas lineales
hasta moléculas policiclicas muy complejas, y tamafios comprendidos entre el de
los hemiterpenos, con cinco 4tomos de carbono (C5), hasta el del caucho, con miles
de unidades de isopreno. En este grupo nos encontramos tanto metabolitos
primarios (como algunas hormonas vegetales: las giberelinas, citoquininas, etc.)
como secundarios (como por ejemplo los aceites esenciales implicados en los
aromas de las plantas) (Figura 1.10).

el ™
OH

N ~
(-) -Mentol Geraniol (+)-a-Pineno
(aceite esencial) (aceite esencial) (proviene de la resina de pino)
H
0 \w X H OH
b B g /
0 o ‘0
: N i
HO /
0 T(\ /\< CO,H
0 (0]
Artemisinina Giberelina A, (hormona vegetal)

(utilizada contra la malaria)

Figura 1.10. Ejemplos de terpenos y sus estructuras quimicas. Figura extraida y modificada de
Humphrey y Beale (2007).

Alcaloides

Los alcaloides se caracterizan por poseer uno o mas atomos de nitrégeno
formando parte de un heterociclo. Los alcaloides se sintetizan a partir de
aminoacidos o de sus derivados inmediatos. Estdn implicados en la defensa de las
plantas frente a patdgenos y herbivoros. Ademas, los alcaloides se usan en la
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industria farmacéutica o incluso como narcéticos o estimulantes (como por
ejemplo la morfina o la codeina; Figura 1.11). Otros ejemplos son la nicotina o la
cafeina, usados en la industria tabacalera o alimentaria respectivamente, y otros
son usados como sustancias psicotropicas como son la cocaina o la heroina (Zulak
et al., 2007).

Figura 1.11. Representacidn grafica de la planta Papaver somniferum a la izquierda de la imagen y
representacion de la estructura quimica de la morfina (en la esquina inferior derecha de la imagen)
gue se obtiene de esta especie vegetal. Figura modificada de Zulak et al., (2007).

1.2 Metabolismo de la serina

La serina es un aminoacido que forma parte de las proteinas ademas de
participar en las funciones cataliticas de muchas enzimas. Este aminodacido también
es precursor de muchas otras moléculas como los aminodcidos cisteina y
metionina, esfingolipidos, fosfolipidos y bases nitrogenadas. También participa en
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el metabolismo de moléculas de un carbono (Kalhan y Hanson, 2012; Ros et al.,
2014).

La serina, en mamiferos, se ha relacionado con la proliferacion celular, y
por tanto con el cancer, habiéndose relacionado alteraciones de la ruta de sintesis
de serina con distintos tipos de cancer (Kalhan y Hanson, 2012; Mehrmohamadi et
al., 2014; Diehl et al., 2019; Reina-Campos et al., 2020). También se ha podido
relacionar este aminoacido con el desarrollo del cerebro y del sistema nervioso
central, en el que tiene un papel importante en la actividad neuronal, o como
precursor de ciertos neuromoduladores como son la D-serina o glicina (Tabatabaie
et al., 2010).

Mientras que en animales solo se ha descrito una ruta de biosintesis de
serina, en plantas, hay hasta tres rutas metabdlicas que la sintetizan (Figura 1.12).
Una de ellas esta relacionada con la fotorrespiracion, llamada ruta del Glicolato, y
otras dos rutas, independientes de la fotorrespiracién, llamadas ruta del Glicerato
y RFBS (Ros et al.,, 2014). Se ha considerado que la mas importante a nivel
cuantitativo para aportar serina a la planta es la ruta del Glicolato (Douce et al.,
2001; Bauwe et al., 2010; Maurino y Peterhansel, 2010; Ros et al., 2013). Como ya
se ha comentado previamente, en esta ruta dos moléculas de glicina se convierten
en una molécula de serina en una reaccion catalizada por dos enzimas en la
mitocondria, el complejo GDC y la enzima SHMT liberando NH,"* y CO, vy
consumiendo tetrahidrofolato como cofactor (Cascales-Mifiana et al., 2013). Dado
gue esta ruta estd asociada a la fotorrespiracion, se considera que es mas activa en
los tejidos fotosintéticos y durante las horas de luz (Okamura y Hirai, 2017; Wulfert
y Krueger, 2018). Sin embargo, se ha propuesto que las otras dos rutas podrian
estar implicadas en la sintesis de serina en tejidos no fotosintéticos y en las horas
de oscuridad (Benstein et al., 2013). Mientras que la ruta del Glicolato se localiza
en la mitocondria, la del Glicerato se localiza en el citosol y peroxisoma, y la RFBS
integramente en el plasto (Kleczkowski y Givan, 1988; Igamberdiev y Kleczkowski,
2018).

La ruta del Glicerato estad catalizada por tres enzimas (Figura 1.12). La
primera de ellas es la 3-fosfoglicerato fosfatasa (PGAP) que convierte el 3-PGA en
glicerato. La segunda enzima de la ruta es la glicerato deshidrogenasa (GDH) que
oxida el glicerato a hidroxipiruvato; la tercera reaccién estaria catalizada por una o
dos enzimas aminotransferasas llamadas alanina-hidroxipiruvato aminotransferasa
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Figura 1.12. Representacion de las tres rutas de sintesis de serina en plantas y su conexién con otras
rutas metabdlicas. Las enzimas que participan en la ruta fosforilativa son la 3-fosfoglicerato
deshidogenasa (PGDH), la 3-fosfoserina aminotransferasa (PSAT) y la 3-fosfoserina fosfatasa (PSP). En
la ruta del Glicerato las enzimas que participan son: la 3-fosfoglicerato fosfatasa (PGAP), la glicerato
deshidrogenasa (GDH) y la alanina-hidroxipiruvato aminotransferasa (AH-AT). En la ruta del Glicolato
o fotorrespiratoria participan las la glicina descarboxilasa (GDC) y la serina
hidroximetiltransferasa (SHMT). En la glicdlisis representada en la figura se resaltan las enzimas
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPCp) y la fosfoglicerato quinasa (PGKp). Las lineas
discontinuas indican varias reacciones enzimaticas. Otras abreviaturas: Glc-6P (glucosa 6-fosfato), Fru-
6P (fructosa 6-P), Fru-1,6P, (fructosa 1,6 bisfosfato), DHAP (dihidroxiacetona fosfato), GAP
(gliceraldehido 3-fosfato), Pi (fosfato inorganico), 1,3-BisPGAP (1,3-bisfosfoglicerato), 3-PGA (3-
fosfoglicerato), 2-PGA (2-fosfoglicerato), PEP (fosfoenolpiruvato), Suc-CoA (succinil Coenzima A), OAA
(oxalacetato), 3-PHP (3-fosfohidroxipiruvato), 3-PS (3-fosfoserina), THF (tetrahidrofolato), 5,10-CH»-
THF (5,10-metilen-tetrahidrofolato), SAH (S-adenosilhomocisteina), SAM (S-adenosilmetionina).
Figura extraida y modificada de Ros et al., (2014).
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(AH-AT) y/o glicina hidroxipiruvato aminotransferasa para finalmente formar serina
(Figura 1.12). Mientras que la PGAP es una enzima citosdlica, el resto acttan en el
peroxisoma (Kleczkowski y Randall, 1988; Ros et al., 2014). No obstante, aunque se
han aportado evidencias bioquimicas de la existencia de esta ruta en plantas, su
funcién todavia sigue sin conocerse (Randall y Tolbert, 1971a, 1971b; Liang et al.,
1984; Kleczkowski et al., 1986; Kleczkowski y Givan, 1988; Kleczkowski y Randall,
1988; Ros et al., 2014). Tampoco se ha identificado el gen que codifica la enzima
clave de la ruta, la PGAP.

La otra ruta no fotorrespiratoria es la RFBS. Esta ruta presenta tres
reacciones enzimaticas secuenciales reversibles, en el que se parte de 3-PGA para
formar serina (Figura 1.12). La primera enzima de la ruta es la 3-fosfoglicerato
deshidrogenasa (PGDH) que a partir de 3-PGA forma 3-fosfohidroxipiruvato
utilizando NAD* como cofactor. El segundo paso de la ruta esta catalizada por la 3-
fosfoserina aminotransferasa (PSAT), que mediante una reaccion de
transaminacién transfiere el grupo amino del glutamato para formar fosfoserina y
se libera 2-OG. La ultima reaccion de la RFBS estd catalizada por la enzima 3-
fosfoserina fosfatasa (PSP) que convierte la 3-fosfoserina en L-serina.

Los genes que codifican para las enzimas de la RFBS de Arabidopsis ya han
sido clonados y se ha demostrado la actividad enzimatica in vitro de cada una de
las enzimas que codifican (Saito et al., 1997; Ho et al., 1998, 1999a, 1999b; Ho y
Saito, 2001). Se han identificado tres genes que codifican las tres isoformas de la
enzima PGDH: PGDH1 (At4g34200), PGDH2 (Atlgl7745) y PGDH3 (At3g19480)
(Toujani et al., 2013a). En el caso de la enzima PSAT, se han identificado dos genes:
PSAT1 (At4g34630) y PSAT2 (At2g17630) (Wulfert y Krueger, 2018). Por ultimo,
para la enzima PSP solo se ha identificado un gen llamado PSP1 (Atlg18640)
(Cascales-Mifiana et al., 2013).

Debido a la existencia de tres rutas de sintesis de serina en plantas, se ha
debatido sobre la funcién de cada una de ellas. Aunque a nivel cuantitativo se ha
considerado la ruta del Glicolato como la mas importante, al menos en tejido
fotosintético (Douce et al., 2001), se ha postulado que esta ruta sélo seria activa
durante las horas de luz, mientras que las otras dos rutas, serian importantes
durante las horas de oscuridad tanto en tejido fotosintético como heterétrofo, al
menos la RFBS, ya que los genes que codifican los enzimas de la ruta se expresan
en ambos tipos de tejidos (Ros et al., 2014). Otras posibles explicaciones sobre la
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presencia de distintas rutas son: i) que la serina que se produce a través de la ruta
del Glicolato no es suficiente para todos los tipos celulares, ii) que algunos tipos
celulares no presentan transportadores de serina para poder importarla, iii) o que
estos tipos celulares no estan conectados al sistema vascular de la planta. Estas
hipdtesis o una combinacién de todas ellas podrian explicar la existencia de varias
rutas de biosintesis de serina en plantas (Ros et al., 2014).

En trabajos previos de nuestro grupo se comenzd a dilucidar la posible
importancia de la RFBS. Utilizando dobles mutantes homocigotos para los dos
genes que codifican la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa plastidial (GAPCp),
se pudo observar que presentaban un fenotipo drastico de raices cortas y ademas
estas lineas eran estériles siendo incapaces de desarrollar polen maduro (Mufnoz-
Bertomeu et al., 2009, 2010a, 2010b). Esta enzima, podria estar implicada en el
desarrollo de la raiz principal, siendo importante para determinados tipos celulares
del meristemo apical de la raiz (Anoman et al., 2015). Sin embargo, al afiadir serina
al medio, estos dobles mutantes restauraban el desarrollo normal de las raices
(Figura 1.13) (Mufioz-Bertomeu et al., 2009). Esto podria ser debido a que esta
enzima aportaria el 3-PGA, precursor para la formacién de serina mediante la RFBS
en las raices, donde no ocurre la fotorrespiracion y por tanto no opera la ruta del
Glicolato (Figura 1.14) (Mufoz-Bertomeu et al.,, 2009). Ademas, los dobles
mutantes también eran capaces de recuperar el crecimiento de la raiz cuando eran
complementados con una construccién génica que expresaba el gen enddgeno
GAPCpl bajo el control de un promotor especifico de células heterdtrofas
[promotor del gen PHT (At5g43370) que codifica para el transportador de fosfato
1.2], ya que esta enzima es esencial para los meristemos de la raiz (Anoman et al.,
2015).

Trabajos mas actuales sobre la RFBS arrojan mas luz acerca de la funcién
gue podria tener esta ruta en plantas (Benstein et al., 2013; Cascales-Mifana et al.,
2013; Toujani et al., 2013a, 2013b; Flores-Tornero et al., 2015; Wulfert y Krueger,
2018). Estudios con mutantes silenciados o mutantes knockout para el gen PGDH1,
mostraron que estas lineas presentaban un crecimiento mucho menor tanto en la
parte aérea de la planta como de la raiz y ademdas no desarrollaban ni polen ni
embriones. Sin embargo, al crecer estas lineas en un medio suplementado con
serina, o bien complementando las lineas mutantes pgdhl con el gen enddgeno
PGDH1 junto con el promotor enddgeno del gen, el fenotipo de crecimiento enano
de la parte aéreay de la raiz se revertia (Benstein et al., 2013; Toujani et al., 2013a).
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Estos mismos fenotipos se volvieron a repetir en trabajos publicados con mutantes
homocigotos condicionales para el gen PSP1 (Cascales-Mifiana et al., 2013; Flores-
Tornero et al., 2015). Tanto los fenotipos de los mutantes PGDH1 como de los
mutantes del gen PSP1 confirmaban la hipétesis lanzada en los trabajos publicados
por Mufioz-Bertomeu et al., (2009). Estos resultados indicaban que la RFBS, podria
tener un papel fundamental tanto en el crecimiento como en el desarrollo
vegetativo de la planta y en el desarrollo del polen y del embrién. Asi, la serina
formada a través de la RFBS podria ser importante para determinados tipos
celulares y tejidos como en las células del tapete, encargadas del desarrollo del
polen, o en los meristemos de la raiz en donde se realiza la division celular. Esto
tiene sentido, ya que el patrén de expresion del gen PSP1 es muy especifico en
células del meristemo o células del tapete (Cascales-Mifana et al., 2013). Los
fenotipos asociados a la falta de actividad de la RFBS podrian estar relacionados con
la funcion de la serina como donadora de unidades de un carbono en procesos
metabdlicos de sintesis de nucledtidos y por lo tanto para la sintesis de acidos
nucleicos, en donde la demanda es alta en células en divisién y por lo tanto, en
tejidos como los meristemos (Kalhan y Hanson, 2012; Benstein et al., 2013). No
obstante, esta hipdtesis todavia no ha sido confirmada.
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Figura 1.13. La serina recupera el crecimiento de la raiz en dobles mutantes de la enzima GAPCp
(g1.1g1.1 g2.1g2.1). (A) Fotografia que muestra como una suplementacién del medio de cultivo con
0,1 mM de serina permite a las raices recuperar el crecimiento a los dobles mutantes, mientras que
no afecta al crecimiento en plantas silvestres (WT). (B) Representacidn del ratio de crecimiento de las
raices en dobles mutantes y WT en funcion de la suplementacién con diferentes concentraciones de
serina en el medio de crecimiento. Figura extraida y modificada de Mufioz-Bertomeu et al., (2009).
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Figura 1.14. Modelo propuesto sobre las rutas metabdlicas afectadas por la enzima gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPC) plastidial (GAPCp). Mutantes knockout en GAPCp reducen la sintesis
del 3-fosfoglicerato (3-PGA), el precursor para la sintesis de serina a través de la ruta fosforilativa de
sintesis de serina (RFBS). Ademas, también podria estar afectando a otras rutas metabdlicas como la
asimilacién de nitrégeno mediante la glutamina sintetasa/glutamina oxoglutarato aminotransferasa
(GS/GOGAT) al requerir 2-oxoglutarato que seria suministrado por una reaccién de la RFBS. Otras
abreviaturas: GABA (4dcido gamma aminobutirico), GAD (glutamato descarboxilasa), GAP
(gliceraldehido 3-fosfato), GK (glicerato quinasa), PGAP (fosfoglicerato fosfatasa), PGDH (3-
fosfoglicerato deshidrogenasa), PGK (fosfoglicerato quinasa), PGKp (PGK plastidial), Pi (fosfato
inorganico), PSAT (3-fosfoserina aminotransferasa), PSP (3-fosfoserina fosfatasa), 1,3-bisPGAP (1,3-
bis-fosfoglicerato), 3-PHP (3-fosfohidroxipiruvato), 3-PS (3-fosfoserina). Figura extraida y modificada
de Anoman et al., (2015).

Aunque inicialmente se asocié a la RFBS con una funcién durante el periodo
de oscuridad aportando la serina que no se produce por la fotorrespiracién, se ha
visto que el crecimiento y produccién de biomasa es dependiente de la RFBS
también en condiciones de luz (Wulfert y Krueger, 2018). En este caso se compard
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el crecimiento de la parte aérea de lineas silenciadas para el gen PSAT1 o PGDH1
junto con el grupo control, a altas y bajas intensidades de luz. Se observé que, en
plantas de 14 dias, el crecimiento de las lineas deficientes en la RFBS fue
drasticamente mas bajo que la linea control a altas intensidades de luz y ademas
estas diferencias eran mucho mayores que a bajas intensidades de luz (Figura 1.15).
Ademas, también se observo que la expresién de los genes PGDH1 Y PSAT1 estaban
inducidos en condiciones de alta luminosidad.
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Figura 1.15. La ruta Fosforilativa de Biosintesis de Serina es esencial para el crecimiento en presencia
de luz. En la parte superior (A) se muestran fotografias de plantas de lineas silenciadas para el gen
fosfoserina aminotransferasa 1 (PSAT1; mutantes ts-psatl.1 y ts-psatl.2) y el gen fosfoglicerato
deshidrogenasa 1 (PGDH1; ts-pgdh1.1y ts-pgdh1.2) en comparacion con el grupo control (WT) en alta
o baja intensidad. En el panel inferior (B) se muestran los valores de area foliar medidos en dos
tiempos diferentes (7 y 14 dias) en altas y bajas intensidades de luz para los mutantes (ts-psat1.1, ts-
psatl.2, ts-pgdhl.1vy ts-pgdhl.2) y el WT. Imagen modificada de Wulfert y Krueger (2018).
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En un intento de conocer los mecanismos por los cuales la RFBS regula el
crecimiento vegetal, nuestro grupo ha demostrado que esta ruta es un conector
esencial del metabolismo del carbono, con el del nitrégeno y el del azufre (Anoman
et al., 2019; Zimmermann et al., 2021a), necesarios para la biosintesis proteica y
por tanto para el crecimiento. En relaciéon con el metabolismo del nitrégeno,
utilizando lineas silenciadas para el gen PGDH1 y mediante experimentos con *Ny
14C marcado, se observé una menor incorporacion de estos isotopos a la sintesis de
proteinas ademas de una menor sintesis de componentes celulares importantes en
la divisién celular como son los fosfolipidos (implicados en la sintesis de membranas
celulares) o los nucleétidos (importantes para la replicacién del ADN) y por lo tanto
en el crecimiento (Zimmermann et al., 2021a). Se concluyé que la RFBS estaria
generando serina como precursor para la sintesis de estos compuestos.

La segunda reaccién de la RFBS, catalizada por la PSAT, no solamente
proporciona el sustrato para la ultima reaccidn de la RFBS, la fosfoserina, sino que
también proporciona 2-0OG, que es el sustrato en la ruta de asimilacion del NH,*
(ruta GS/GOGAT), que se produce también en el plasto. Nuestros estudios han
revelado que los mutantes de la RFBS tienen tasas de absorcion de NH;"* muy
elevadas asociadas a una alta actividad GS/GOGAT (Zimmermann et al., 2021a). Sin
embargo, como ya hemos visto, esa alta actividad no estd asociada a una mayor
incorporacién de aminodcidos a proteinas, sino a un incremento de la actividad
catabdlica.

Por otro lado se ha visto que la RFBS podria ser un punto de conexién con
el metabolismo de asimilacion de azufre en las plantas (Anoman et al., 2019). La
serina es el precursor de OAS y a partir de esta se forman compuestos azufrados
como la cisteina o el glutatién (Figura 1.16). En lineas mutantes de la RFBS, los genes
relacionados tanto en el transporte [SULTR2;1 o SULTR4;2 implicados en la
distribucion del azufre entre 6rganos y tejidos (Takahashi, 2010)] como con la
asimilacion del azufre (APRs) estaban inducidos sugiriendo una deficiencia en
azufre en estos mutantes. Sin embargo, los mutantes presentaban una mayor
cantidad de OAS tanto en tejidos fotosintéticos como en raices. Por otra parte, los
mutantes presentaban alteraciones de la distribucidn de azufre reducido en forma
de glutation entre drganos fotosintéticos y no fotosintéticos, presentando menores
niveles de cisteina y glutation en tejidos heterotréficos especificos. Por ultimo, en
un medio de crecimiento con serina los niveles de OAS y la expresion de los genes
implicados en el metabolismo del azufre en los mutantes de la RFBS recuperaban
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niveles similares a los de las lineas control (Anoman et al., 2019). Estos resultados
sugerian que la RFBS estaria implicada en la homeostasis del azufre entre tejidos
fotosintéticos y heterotréficos en plantas.
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del Glicolato al metabolismo del azufre. Enzimas implicadas en la ruta del Glicolato: Glicina
descarboxilasa (GDC); Serina hidroximetil transferasa (SHMT). Enzimas implicadas en la ruta de
asimilacién del azufre: APS quinasa (APK), ATP sulfurilasa (ATPS), sulfito reductasa (SIR), transportador
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Imagen modificada de Anoman et al., (2019).
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En relacidn con el metabolismo del azufre el metabolismo de la serina
también afecta a la sintesis de metabolitos secundarios como los glucosinolatos que
derivan de la asimilacién del SO4%. Se ha demostrado que existe una disminucién
en el contenido de glucosinolatos en lineas silenciadas del gen PGDH1 (Benstein et
al., 2013; Zimmermann et al., 2021b). Por otro lado, se ha observado en mutantes
silenciados del gen PGDH1 que los factores de transcripcion MYB34 y MYB51, que
regulan la sintesis de glucosinolatos, también regulan la expresién de los genes
implicados en la RFBS (Benstein et al., 2013). Ademas los genes implicados en la
sintesis de glucosinolatos presentan menor expresidon en mutantes condicionales
del gen PSP1 (Anoman et al., 2019).

Otra de las funciones de la RFBS podria estar relacionada con la respuesta
de la planta frente al estrés abidtico, como son la presencia de alta salinidad en el
suelo o las altas temperaturas. Se ha demostrado que la serina esta involucrada en
la tolerancia a varios estreses ambientales (Ho y Saito, 2001). En estudios recientes
se ha visto que la actividad de la enzima PGDH se incrementa bajo condiciones de
estrés salino en la remolacha azucarera (Kito et al., 2017). Otros trabajos también
han asociado la sobreexpresién del gen PGDH1 con una mayor tolerancia al estrés
salino (Rosa-Téllez et al., 2020). En este ultimo trabajo los autores observaron que
las plantas que sobreexpresaban el gen PGDH1 (Oex PGDH1) eran mas tolerantes
al estrés salino, mientras que las lineas que sobreexpresaban el gen PGDH3 (Oex
PGDH3) eran mas sensibles a estas condiciones. Ademads, se observaron cambios
metabdlicos en ambas lineas, por ejemplo las Oex PGDH3 presentaban mayor
cantidad de marcadores de estrés como son la prolina y la rafinosa. Estos resultados
podrian indicar el diferente papel de cada uno de los genes de la familia PGDH en
la respuesta al estrés producido por la salinidad.

En resumen, la RFBS es una ruta clave en la sintesis de serina para el
crecimiento y el desarrollo de la planta. Su funcidén podria estar relacionada con el
papel que desempefiaria como conector entre el metabolismo del carbono con el
metabolismo del nitrégeno y del azufre.

Al contrario de lo visto con los genes PGDH1 o PSP1, estudios con mutantes
para los genes PGDH2 o PGDH3 no mostraron fenotipos drasticos de crecimiento.
Ademds, estas lineas mutantes si que eran fértiles al contrario que lo que pasaba
con los mutantes para los genes PGDH1 y PSP1 (Benstein et al., 2013; Toujani et al.,
2013a). El estudio de los patrones de expresion de los genes PGDH mostré que
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mientras que los genes PGDH1 y PGDH?2 se expresan tanto en la parte aérea de la
planta como en raices (aunque mayoritariamente en raices), la expresion del gen
PGDH3 solo se da en la parte aérea (Toujani et al., 2013a). Ensayos histoquimicos
también mostraron un patrén de expresion especifico para cada gen. PGDH2 se
expresa en los meristemos de las plantulas, pero no en los de la planta adulta, y en
flores se expresa en el estigma y en las anteras. En el caso del PGDH1, se expresa
principalmente en el dpice vegetativo, en la zona distal de los cotiledones y hojas,
y por ultimo en las anteras, el estigma y los granos de polen. En raices, PGDH1 se
expresa en la vasculatura y en el meristemo. Por Ultimo, PGDH3 se expresa en la
parte aérea tanto de plantulas como de plantas adultas, también en el estigmay en
las anteras de las flores, pero no se expresa en raices (Toujani et al., 2013a). Sin
embargo, hasta la realizaciéon de esta tesis no se conocia la funcién de los genes
PGDH2 y PGDH3 en Arabidopsis.

1.3 Arabidopsis thaliana y Zea mays

El uso de organismos modelo para el estudio bdsico o aplicado es de suma
importancia en la investigacion en biotecnologia vegetal, al igual que otros campos
de la biologia. Para que un organismo pueda ser utilizado como modelo debe de
tener una serie de caracteristicas como, por ejemplo, que presente un ciclo de vida
corto, sea de pequefio tamafio, de facil manipulacién y faciles de mantener en
condiciones de cultivo o cria en el laboratorio. En el caso de las plantas, el
organismo modelo mas estudiado es Arabidopsis, que es una planta angiosperma
dicotiledénea que pertenece a la familia de las brasiciceas o cruciferas. Presenta
una amplia distribucidon en Europa, Asia y América del norte. El ciclo de vida
completo de la planta desde su germinacién hasta la maduracion y la formacién de
las primeras semillas es de alrededor de 6 semanas, siendo su metabolismo de tipo
Cs. Las flores tienen aproximadamente 2 mm de longitud y son capaces de
autopolinizarse. Las semillas presentan un tamafio alrededor de 0,5 mm vy se
forman en unos frutos delgados conocidos como silicuas. Las plantulas se
desarrollan en forma de roseta de entre 2 y 10 cm de didmetro. Las plantas
maduras, pueden tener un tamafio de unos 20 o 30 cm de alto (y en algunos casos
mas de 50 cm) y a menudo producen centenares de silicuas con hasta 5000 semillas
por planta (Meinke et al., 1998) (Figura 1.17).
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Se han recogido diferentes ecotipos de esta planta a partir de las
poblaciones naturales. Entre los ecotipos mas utilizados para andlisis
experimentales y moleculares estan el ecotipo Columbia y el Landsberg (Meinke et
al., 1998). Gracias al pequefio tamafio de las semillas y a la versatilidad de la
plantula a la hora de ser cultivada in vitro, las semillas de Arabidopsis pueden ser
sembradas en placas Petri y ser cultivadas en camaras de crecimiento en el
laboratorio o bajo condiciones de invernadero (Meinke et al., 1998; Woodward y
Bartel, 2018).

Un punto a favor para estudiar una planta modelo es que su genoma esté
secuenciado, ya que facilitard enormemente los estudios genéticos. En el caso de
Arabidopsis se secuencié su genoma completo en el afio 2000 siendo la primera
planta superior con su genoma completamente secuenciado. El genoma de
Arabidopsis es pequefio, en comparacidon con otras especies de plantas, y se
encuentra organizado en 5 cromosomas con un tamafio aproximado de 125
megabases que contienen mas de 25000 genes que codifican proteinas (Meinke et
al., 1998; Serino y Gusmaroli, 2011; Woodward y Bartel, 2018). Por otro lado, la
facilidad de manipulacidn, transformacién y de mutagénesis a través de mutagenos
guimicos, fisicos o biolégicos, o a través de herramientas moleculares (como la
reciente técnica CRISPR-CAS9) permite obtener una amplia coleccion de mutantes
qgue pueden ser depositados en colecciones. En el caso de esta especie se pueden
solicitar mutantes a través de algunos centros especializados, dos de los mas
importantes son: the Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC:
http://www.biosci.ohio-state.edu) en los Estados Unidos, y the Nottingham
Arabidopsis Stock Center [NASC (Scholl et al., 2000): http://Arabidopsis.info/] que
se encuentra en el Reino Unido. Ademas, existe una base de datos donde se
encuentra almacenada toda la informacién sobre los estudios realizados en los
genes de Arabidopsis, su genoma, secuencias de genes, etc. conocida como The
Arabidopsis Information Resource (TAIR: https://www.arabidopsis.org/) (Serino y
Gusmaroli, 2011).

Todas estas caracteristicas, incluyendo su pequefio tamario, su facil manejo
y cultivo en el laboratorio, asi como un tamafio pequeno del genoma y alto grado
de tolerancia a la homocigosidad, permiten que Arabidopsis sea una especie con
multiples beneficios para ser usada como planta modelo en los estudios en el
campo de la biologia vegetal.
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Ciclo de vida
de
Arabidopsis
thaliana

Figura 1.17. Morfologia (A) y ciclo vital (B) de Arabidopsis thaliana. Imagenes tomadas y/o modificadas
de Serino y Gusmaroli (2011) y Woodward y Bartel (2018).

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, la sintesis de serina
en plantas se da a través de tres rutas, una de ellas relacionada con la
fotorrespiracién (la ruta del Glicolato) (Ros et al., 2014). Debido a que Arabidopsis
presenta un metabolismo Cs, también es importante estudiar el papel de la RFBS
en plantas que presentan una tasa fotorrespiratoria mucho menor, como son las
plantas Cs. Es por ello que también se haya utilizado en esta tesis doctoral al maiz,
una especie monocotiledénea de la familia de las poaceas (gramineas) con
metabolismo C4 y con una gran importancia agroeconémica.

La planta del maiz es una planta domesticada por el ser humano, teniendo
constancia de su uso hace 10000 afios en la region del actual México (Ranum et al.,
2014). Mediante estudios moleculares y evolutivos se pudo determinar que el
ancestro de la planta del maiz proviene especificamente de la especie Z. mays
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subsp. parviglumis, una especie de planta que se engloba dentro de un grupo de 5
especies de plantas del género Zea y que se conocen vulgarmente como teosinte
(Stitzer y Ross-lbarra, 2018). En la actualidad el maiz y el teosinte son plantas
morfoldgicamente muy diferentes. Mediante un proceso de seleccion llevado a
cabo por el hombre ha llegado hasta nuestros dias la planta de maiz que
actualmente conocemos. Mientras que la planta teosinte tiene multiples ramas,
cada una con multiples mazorcas pequefias a lo largo de la longitud de la rama y
con un penacho (la flor masculina) en la punta de cada rama, la planta del maiz
presenta un solo tallo y el penacho de la flor masculina en la punta. Por otro lado,
la planta de teosinte es capaz de producir cientos de mazorcas pequenas con unos
10 granos por mazorca y englobados por una cascara dura (gluma), mientras que la
planta de maiz produce unas pocas mazorcas con muchos granos sin estar
encerrados dentro de esa cdscara, lo que permite que los granos sean mucho mas
faciles de cosechar y comer (Figura 1.18) (Yang et al., 2019).

B |

Figura 1.18. Representacion grafica de la planta teosinte (A) y de una planta de maiz cultivada (B)
junto con el fruto. Figura extraida de Stitzer y Ross-lbarra (2018).

El genoma del maiz es grande, en comparacion con el genoma que
encontramos en Arabidopsis, con un tamano de aproximadamente 2,5 gigabases y
aproximadamente 40000 genes anotados, y ademads, presenta una gran cantidad
de transposones (Nannas y Dawe, 2015). Los retrotransposones son los
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transposones mas comunes, aunque también se han descrito elementos de ADN
moviles llamados helitrones que causan el movimiento de grandes fragmentos de
ADN dentro del propio genoma. Ademads, se han dado eventos de poliploidia, en
concreto tetraploidia, en el genoma de la planta del maiz, dando como resultado
largas regiones tetraploides (Nannas y Dawe, 2015). Al igual que pasaba con
Arabidopsis, toda la informacién sobre el genoma, coleccidon de mutantes, mapas
genéticos, y secuencias de genes se pueden encontrar en una pagina web
(http://www.maizegdb.org).

El maiz, para el ser humano, tiene mucha importancia, ya que su consumo
como fuente de alimento por persona y por dia a nivel mundial esta entre los 50-
300 gramos. El cultivo de maiz se da en todo el mundo, aunque los mayores
productores a nivel mundial son Estados Unidos, China y Brasil (Ranum et al., 2014).
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la alimentacion y la Agricultura
(FAQO) se estima que en el afio 2012 se produjeron mas de 850 millones de
toneladas, siendo junto con el trigo y el arroz, uno de los cereales mas importantes
del mundo a nivel econdmico y en la alimentacién. El maiz es usado tanto para la
alimentaciéon humana como animal. Ademas, en los ultimos afios se ha utilizado
para la produccién de biocarburantes para la industria de la automocion.

Esta importancia a nivel econdmico hace de la planta del maiz uno de los
candidatos principales para su estudio a nivel bioldgico y biotecnoldgico. Asi, por
ejemplo, tenemos el caso del maiz BT, maiz transgénico mas resistente a plagas, al
gue se le ha introducido un gen que codifica una toxina de la especie bacteriana
Bacillus thurigiensis, que provoca la muerte de las larvas de los insectos al ingerir
trozos de la hoja de la planta que codifica esta toxina haciéndolo mas resistentes a
las plagas (Shehryar et al., 2019).

Por todos estos motivos se ha incluido a la planta de maiz entre las especies

de estudio de la presente tesis.

1.4 Interés biotecnolodgico en el metabolismo de plantas

Hemos visto en los capitulos anteriores como el metabolismo de las plantas
es muy diverso, desde la fijacién del carbono, el nitrégeno y el azufre inorgdnico,
hasta la sintesis de gran variedad de metabolitos secundarios. Ademas, las plantas
son capaces de modular su propio metabolismo en funcién de las condiciones
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ambientales o de la propia salud y edad de la planta. Asi, por ejemplo, la planta de
tabaco es capaz de aumentar su contenido de nicotina cuando es atacada por algun
insecto o herbivoro como mecanismo de defensa. Otro ejemplo similar es el caso
del tomate, que es capaz de producir y aumentar su contenido de triptéfano como
precursor para la sintesis de metabolitos de defensa frente a algun ataque por
herbivoros o insectos (Judge y Dodd, 2020). Debido a esta gran diversidad
metabdlica que se ha descrito en las plantas, estas son las dianas perfectas para su
uso en biotecnologia metabdlica o ingenieria metabdlica.

Cuando queremos modificar el metabolismo de una planta para un fin
concreto, estamos hablando de ingeniera metabdlica. La ingenieria metabdlica
puede o bien mejorar y modificar el metabolismo enddgeno o por el contrario
introducir nuevas capacidades metabdlicas para incrementar los niveles de
determinados productos o para disminuir o eliminar aquellos que pueden ser
perjudiciales (Farré et al., 2014). Existen diversas estrategias para modificar una
ruta metabdlica y poder obtener o bien el metabolito que es de nuestro interés o
bien sus precursores. Se puede introducir el gen de interés en la planta que
gueramos modificar o bien realizar una estrategia multigénica transformando la
planta con diversos genes. Hay diferentes estrategias descritas en Zorrilla-Lopez et
al., (2013):

A) Mejorar la actividad de las reacciones que pueden limitar la velocidad de
una ruta por sobreexpresion de una o varias enzimas (Figura 1.19). Como
por ejemplo el incremento de la actividad de la enzima fitoeno sintasa en
el tomate a partir de la introducciéon de un gen que codifica la misma
enzima procedente de la bacteria Erwinia uredovora para la sintesis de
carotenoides (Fraser et al., 2002).

B) Sobreexpresion de los genes implicados en la sintesis de precursores para
aumentar los niveles de estos y mejorar el flujo hacia la ruta metabdlica
gue se desee manipular (Figura 1.19). Por ejemplo, se modificaron las rutas
del 4cido mevalonico y del metileritritol-4-fosfato en tomate introduciendo
el gen de la 3-hidroximetilglutarii CoA reductasa de Arabidopsis
consiguiendo un aumento de fitoesteroles o bien transfomando plantas de
tomate con el gen de la 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa consiguiendo
un aumento en el contenido de carotenoides en este caso (Enfissi et al.,
2005).
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)

D)

Modificar los flujos de la ruta bloqueando la expresion de determinados
genes mediante ARN de interferencia (Figura 1.19). Como es el caso del
silenciamiento de los genes CHY1 y CHY2 en la patata (Solanum tuberosum
L.) que codifican beta-caroteno hidroxilasas, aumentando el contenido de
carotenoides (Diretto et al., 2007).

Por ultimo, también se puede promover el desarrollo de compartimentos
para el almacenaje de los metabolitos de interés (Figura 1.19). Por ejemplo,
se conoce que el gen Or en la coliflor (Brassica oleracea L.) promueve el
desarrollo de cromoplastos encargados de almacenar carotenoides (Lu et
al., 2006).

1. Incremento de la actividad enzimatica

_’6"""6_’\9”7

Sobreexpresién

2. Sobreexpresién de los genes implicados en la sintesis de precursores

— @ 1= == @ 111—@1

Sobreexpresion

3. Silenciamiento o represién génica
—@®---@0—©"eo@.u

4. Desarrollo de reservorios de metabaolitos

Compartimentos de

X / almacenamiento

Figura 1.19. Diferentes estrategias de modificacion de las rutas metabdlicas por ingenieria metabdlica:
1) Modificacién de la actividad enzimatica. 2) Sobreexpresion de los genes implicados en la sintesis de
precursores. 3) Silenciamiento génico por ARN de interferencia o antisentido. 4) Promocion de la

sintesis de compartimentos para metabolitos especificos. Figura modificada de Zorrilla-Lépez et al.,

(2013).
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Mediante el uso de algunas de estas estrategias existen claros ejemplos de
biotecnologia en plantas para la mejora de sus propiedades nutricionales. El
ejemplo mds conocido y que mas debate ha generado es el conocido caso del arroz
dorado, una variedad de arroz al que se le han introducido los genes que participan
en la ruta de sintesis del B-caroteno (provitamina A). El B-caroteno es una molécula
importante en la dieta del ser humano ya que es el precursor de la vitamina A. Dado
que la deficiencia en la dieta de vitamina A puede ocasionar enfermedades como
ceguera y el incremento de enfermedades infecciosas, sobre todo en poblaciones
como la asiatica donde la dieta basica es el arroz, se vio como una posible soluciéon
a estas carencias nutritivas, la produccion de un tipo de arroz que contuviera B-
caroteno en el grano. Esta variedad de arroz, conocida como arroz dorado por el
color del grano mas amarillento, fue modificada genéticamente para que produjera
B-caroteno en la parte comestible del arroz. Se modificé genéticamente
introduciéndole los genes que codifican las enzimas implicadas en la sintesis de esta
molécula, las enzimas fitoeno sintasa y licopeno B-ciclasa (a partir de los genes del
narciso [Narcissus pseudonarcissus]) y la enzima fitoeno desaturasa (a partir del gen
de la bacteria Erwinia uredovora). Estos genes se introdujeron en el arroz bajo el
control de un promotor de expresion especifico para el endospermo del grano de
arroz. De esta manera se consiguié la produccién de B-caroteno en el grano de arroz
(Ye y Beyer, 2000). Sin embargo, esta primera versién de arroz dorado generaba
solo 1,6 ug/g de arroz, por lo que se generd una segunda versidn que podia producir
hasta 23 veces mas (37 pg/g de arroz) (Paine et al., 2005).

Otros trabajos consiguieron aumentar los niveles de antocianinas en el
tomate (Butelli et al., 2008). Las antocianinas son pigmentos vegetales de tipo
flavonoide que dan coloracion (rojo, purpura, azul) a flores y frutos, y cuya funcion
es atraer a los animales para que los consuman y faciliten la dispersién de las
semillas. Se ha visto que ofrecen proteccidén contra algunas enfermedades como el
cancer o enfermedades cadiovasculares. El fruto de la planta del tomate no
contiene practicamente niveles de estos compuestos, por lo que, debido a la
importancia del tomate en la dieta, se selecciond como un buen candidato para la
mejora genética en la sintesis de antocianinas. Mediante ingenieria genética
introdujeron los genes Del y Ros1 de la planta Antirrhinum majus L., que codifican
factores de transcripcion implicados en la sintesis de antocianinas en las flores de
esta planta, bajo el control de un promotor especifico del fruto del tomate. De esta
manera consiguieron aumentar los niveles significativamente de antocianinas en el
tomate (Butelli et al., 2008).
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Sin embargo, en otros estudios que intentaron modificar genéticamente
una planta de interés para obtener una mayor cantidad de un metabolito en
concreto, se ha conseguido el efecto contrario, la acumulacién de metabolitos no
deseados. Un ejemplo de lo comentado anteriormente seria el trabajo presentado
por Licker et al., (2001), donde se le introdujo el gen que codifica la enzima S-linalol
sintasa, para la sintesis de linalol (un compuesto monoterpeno volatil responsable
de atraer a insectos polinizadores) en la especie vegetal Petunia hybrida. En este
caso, los resultados obtenidos no fueron los esperados, ya que se obtuvo mayores
concentraciones de un compuesto intermedio no volatil. Estos resultados nos
indican el complejo mecanismo de control que existe en el metabolismo en plantas
y la necesidad de un mayor conocimiento y mayor informacién en todos los
procesos que regulan el metabolismo.

Debido a la gran complejidad que ofrece el metabolismo vegetal, es
necesario una integracién de diversas areas de conocimiento como son la genética,
la bioquimica, la biologia molecular o la fisiologia vegetal. Mediante una estrategia
de combinacidn y fusién de diferentes campos de conocimiento se abre un abanico
de posibilidades y retos importantes, como es el obtener el conocimiento necesario
y mas amplio sobre las vias metabdlicas para comprender en mayor profundidad
todos los procesos que se desarrollan en el metabolismo vegetal, identificar los
genes que estan implicados y expresar los genes heterélogos que sean de interés
en el organismo huésped sin que se dafie o modifique drasticamente la planta de
estudio (Farré et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

Esta tesis doctoral se encuadra en un proyecto que tiene como objetivo
profundizar en la caracterizacion de los genes de la RFBS mediante una estrategia
por pérdida y ganancia de funcidn, y en concreto, conocer la funcidn de los genes
PGDH2 y PGDH3 y ampliar en el conocimiento de los genes de la familia PGDH.

Por otro lado, en esta tesis, se pretende comprender la interaccidn de la
RFBS con la ruta del Glicolato, tanto en condiciones de CO, ambiental como en
condiciones de alto CO, que simularian el cambio climatico, ya que la funcionalidad
de esta ultima ruta depende de la concentracién de CO, en el ambiente. Por ultimo,
uno de los objetivos de esta tesis ha sido estudiar cual es la funcién de la RFBS en
plantas con un metabolismo C; que presentan baja tasa de fotorrespiracidn. Los
objetivos concretos de la tesis son los siguientes:

1.

Profundizar en la caracterizacion de los genes PGDH2 y PGDH3, dos de
los genes de la familia PGDH, ya que su funcién es desconocida,
mediante la obtencion de una combinacién de dobles mutantes de los
tres genes PGDH y la obtencién del mutante triple.

Estudiar la funcidn de la RFBS en el metabolismo del nitrégeno y del
carbono en condiciones de CO, ambiental y de elevada concentracidn
de CO, mediante una estrategia de ganancia de funcidn. Para ello se
obtuvieron plantas de Arabidopsis triple sobreexpresoras de los tres
genes principales de esta ruta.

Estudio de la RFBS en plantas con baja tasa de fotorrespiracién, usando
como planta modelo el maiz, una planta con metabolismo C,. Para ello
se han obtenido plantas de maiz sobreexpresoras del gen PGDH1 de
Arabidopsis.
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3.1 Material bioldgico de estudio

Las especies vegetales utilizadas durante la realizacién de esta tesis
doctoral fueron Arabidopsis y maiz. Las especies bacterianas utilizadas para
obtener las diferentes construcciones con las que transformar posteriormente
plantas de Arabidopsis fueron Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens.

3.1.1 Arabidopsis thaliana

Respecto a Arabidopsis se utilizo el ecotipo Columbia (N-1092) obtenido del
NASC (Scholl et al., 2000). Este ecotipo fue empleado como fondo genético para la
obtencion de diferentes lineas transgénicas y como control silvestre (WT, wild type
de sus siglas en inglés). Ademas de las nuevas lineas generadas en esta tesis
también se utilizaron lineas mutantes condicionales del gen PSP1 (c-pspl)
obtenidas a partir del fondo genético psp1.1 (SALK_062391), mutantes simples del
gen PGDH1 (pgdhl-2; GK_155B09), del gen PGDH2 (pgdh2-2 y pgdh2-3 con
referencias SALK 149747 y SALK 048256, respectivamente) y del gen PGDH3
(pgdh3-1y pgdh3-2 con referencias SM_337584 y GK_877F12, respectivamente) o
lineas sobreexpresoras del gen PGDH1 ya obtenidas o aisladas previamente por
nuestro grupo (Cascales-Mifiana et al., 2013; Toujani et al., 2013a; Ros et al., 2014).

A partir de algunas de las lineas indicadas anteriormente se obtuvieron en
esta tesis doctoral lineas mutantes condicionales para el gen PGDH1 (c-pgdh1-2;
ver Apartado 3.8.4), asi como, una combinacidn de dobles y triples mutantes de los
genes PGDH (c-pgdhl-2 pgdh2-3, c-pgdhl-2 pgdh3-1, pgdh2-3 pgdh3-1, pgdh2-2
pgdh3-2y c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1; ver Apartado 3.8.5). También se generaron
lineas transgénicas triple sobreexpresoras de los genes PGDH1, PSAT1 y PSP1
implicados en la RFBS (Pro35S:PGDH1-GFP/Pro35S:PSAT1-GFP/Pro35S:PSP1-GFP
gue en esta tesis los nombraremos como TriOex; Apartado 3.8.6).

3.1.2 Zea mays

Durante la realizacion de esta tesis se empled la variedad B104 de maiz
como control y para generar lineas transgénicas, que fueron obtenidas tal y como
se indica en los Apartados 3.7.5y 3.8.7.
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3.1.3 Escherichia coli

Las cepas de E. coli utilizadas durante esta tesis doctoral fueron la DH5a y
DH10B. La cepa DH5a fue ampliamente utilizada en las transformaciones por
choque térmico, para la replicacién y manipulacién de plasmidos recombinantes,
mientras que la cepa DH10B fue la cepa administrada por el TAIR que contenia el
BAC F8D20 que se utilizd para la obtencién de la construccidon del gen PSATI
(Apartado 3.7.3).

El genotipo de DH5a es F- $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17(r’, m¢*) phoA supEA44 thi-1 gyrA96 relA1 \".

El genotipo de DH10B es F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZDM15
AlacX74 recAl endAl ara D139 A(ara, leu)7697 galU galK A" rpsL nupG

3.1.4 Agrobacterium tumefaciens

Para la transformacion de plantas se utilizé la cepa de A. tumefaciens
GV3101 pSOUP. Esta cepa posee resistencia a los antibidticos gentamicina,
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 (Furini et al., 1997; Koncz y Schell, 1986; Mullins et al., 2001), junto al
vector binario pSOUP, que contiene un gen de resistencia al antibidtico tetraciclina
(Hellens et al., 2000).

3.2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

3.2.1 Arabidopsis thaliana

3.2.1.1 Esterilizacion de semillas

Las semillas a esterilizar se colocaron en un tubo de 1,5 mL y se realizaron
dos lavados sucesivos de 15 minutos cada uno, en agitacidn continua, con 1 mL de
una solucion de etanol 70% y SDS al 0,05% (Dodecil Sulfato Sédico, SIGMA, Ref.
1667289). Una vez realizados estos dos lavados, la solucidn final se elimind y se
sustituyé por 1 mL de una solucién de etanol 70%, manteniendo de nuevo a las
semillas en agitacidon durante 5 minutos. Una vez transcurridos estos 5 minutos, las
semillas se depositaron y se dejaron secar en papel de filtro estéril dentro de una
cabina de flujo laminar horizontal en condiciones de esterilidad.
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Una vez secas se procedid a sembrar las semillas en el medio de cultivo
adecuado o se guardaron a 4°C hasta su uso en un tubo estéril de 1,5 mL.

3.2.1.2 Cultivo in vitro

Para el cultivo in vitro rutinario de Arabidopsis se utilizaron placas redondas
de 9 cm de didmetro o placas cuadradas de 12 cm de lado, que contenian un medio
de cultivo compuesto por 0,9 g/L de un preparado de DUCHEFA BIOCHEMIE (Ref.
P03769-05) compuesto por sales MS (Murashige y Skoog, 1962) y vitaminas
Gamborg (Gamborg et al., 1968), 0,9 g/L de MES (acido 2-N-
morfolinoetanosulfénico, SIGMA, Ref. 32K5465), 8 g/L de agar (PRONADISA, Ref.
SB090321), y el pH ajustado a 5,7 [ajustado  con  Tris
(tris(hidroximetil)aminometano; SIGMA, Ref. T6066) o KOH]. Este medio fue
designado como MS1/5.

Cuando fue necesario seleccionar plantas transgénicas las semillas fueron
sembradas en un medio similar al anterior excepto por contener una mayor
cantidad del preparado de sales MS con vitaminas Gamborg (2,25 g/L) y que
suplementamos con 0,5% (p/v) de sacarosa (este medio fue designado como
MS1/2). A este medio se le adiciond el antibidtico o herbicida correspondiente en
funcién del agente de seleccion de la linea transgénica a analizar. Las
concentraciones finales de los antibidticos utilizados se especifican en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Concentracidn de los antibidticos o herbicidas empleados
en el cultivo in vitro de Arabidopsis.

Antibiodtico Concentraciodn final (ug/mL)

Higromicina 25

Kanamicina 50
Fosfinotricina-BASTA 25

Para determinados experimentos de caracterizacién fenotipica y
metaboldmica in vitro se realizaron modificaciones del medio MS1/5 mediante la
adicidn de 0,5% (p/v) de sacarosa o de 0,1 mM del aminoacido serina.

La esterilizacién de los medios de cultivo in vitro para Arabidopsis se llevd
a cabo en un autoclave (20 min a 120°C, 105 Pa). Las sustancias termolabiles como
los antibidticos y los aminoacidos se esterilizaron por filtracion a través de filtros
estériles de 0,20 um (Whatman, Ref. FP30/0.2 CA-S) y se afiadieron al medio
esterilizado enfriado a unos 40-50°C. Se vertid 25 mL de medio en las placas
redondas y 75 mL de medio en las placas cuadradas.
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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. Antes de ser transferidas a cdmaras de crecimiento (Sanyo-MLR-351H o
IBERCEX H-900) para la germinacidon, las semillas sembradas en las placas se
estratificaron 3-4 dias a 4°C con objeto de favorecer y sincronizar la germinacion. El
cultivo permanecié los dias adecuados para cada experimento a una temperatura
de 22-25°C, humedad relativa 40-60%, un fotoperiodo de dia largo (16 h de luzy 8
h de oscuridad) y una intensidad de luz de 120 umol-m2s™. Cuando fue necesario
el cultivo in vitro en condiciones de alto CO,, las plantas se crecieron a una
concentracién ambiental de CO, de 2500ppm en las mismas condiciones de luz y
humedad.

3.2.1.3 Cultivo en invernadero

El cultivo de Arabidopsis en invernadero se realizd, de manera rutinaria, en
macetas de poliestireno cuadradas de 7x7x6,5cm y 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 proporcién 1:1 (v/v). Una vez depositadas las semillas sobre la
tierra, las macetas fueron colocadas en bandejas con agua, se recubrieron con
plastico transparente para crear un ambiente con alta humedad relativa y se
colocaron en una camara fria a 4°C. Al cabo de cuatro dias las bandejas se
transfirieron a las cabinas del invernadero, depositandose en lugares alejados de la
luz solar para evitar el sobrecalentamiento. Pasados dos dias, se hicieron
perforaciones en el plastico y 2-3 dias mas tarde se retirdé totalmente el plastico
protector y se colocaron las bandejas en zonas adecuadas para recibir luz directa.
El riego se realizé anadiendo agua a las bandejas cada 3-5 dias segun las
necesidades hidricas de las plantas. Una vez a la semana se adiciond solucién
nutritiva preparada por el servicio de invernadero del Servicio Central de Soporte
para la Investigacidon Experimental (SCSIE) en lugar de regar con agua.

En los experimentos de transformaciéon genética para obtener plantas
modificadas genéticamente las semillas se sembraron en macetas redondas de 12
cm de diametro (unas 20 semillas por maceta) y el resto del cultivo fue similar a lo
comentado anteriormente.
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Cuando fue necesario, algunas plantulas de cultivo in vitro se trasplantaron
a macetas con la mezcla anteriormente mencionada y se colocaron en bandejas en
las mesas del invernadero para su crecimiento.

En aquellos casos en que necesitamos obtener nuevas semillas, las plantas
se cultivaron en invernadero utilizando el sistema Arasystem (arabases y aratubos)
para evitar cruces no deseados. Ademas, cuando fue necesario se confirmaron los
genotipos utilizando sus agentes de seleccion y/o mediante andlisis diagndsticos
por PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa) de los genes (ver Apartado 3.4.2.1).

Las arabases y los aratubos se colocaron cuando las plantas estaban
empezando a desarrollar el tallo floral. Al final del ciclo bioldgico, cuando el botén
floral dejé de producir flores, se cesé el riego y se dejaron secar las plantas hasta la
desaparicién completa del color verde de las silicuas. Finalmente, las plantas se
transfirieron a sobres de papel para asegurar su secado completo, y 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 malla
decreciente, hasta dejar las semillas completamente limpias en tubos. Las semillas
se guardaron a 4°C hasta su uso.

Durante los diferentes ensayos comentados en los parrafos anteriores las
condiciones de crecimiento en la cabina del invernadero fueron de dia largo (16 h
de luz y 8 h de oscuridad), con una intensidad de luz aproximadamente de 130
pumol-m?2-s1, 50-70% de humedad relativa y una temperatura alrededor de 24°C
durante el dia y durante la noche. La luz natural fue suplementada con luz artificial
(lamparas de vapor de sodio y lamparas de vapor de mercurio) cuando fue
necesario.

3.2.2 Zea mays

3.2.2.1 Cultivo en invernadero

Para obtener plantas de maiz se sembraron sus semillas en macetas de
poliestireno (similares a las de Arabidopsis) que contenian perlita expandida con un
tamafio de particula de entre 1-5mm (Projar), se pusieron en bandejas y se regaron
con la solucién nutritiva del invernadero. Tras una semana las semillas habian
germinado y las plantulas tenian unas 2 o 3 hojas.

En el caso de las lineas transgénicas se realizaron ensayos de comprobacion
para confirmar la presencia del transgén mediante PCR (ver Apartado 3.4.2.1) o
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mediante la tolerancia al herbicida BASTA (agente de seleccion de estas lineas
transgénicas). Las plantulas control (B104) también fueron analizadas para
confirmar su genotipo. Para el andlisis de tolerancia se corté un fragmento de la
primera hoja y se depositd en una placa de Petri con una solucidén acuosa de BASTA
(131 mg/L), se sellaron las placas con cinta porosa Micropore Hypoallergenic y se
colocaron en las mismas condiciones de luz, humedad y temperatura que durante
el cultivo in vitro de Arabidopsis. Tras una semana en estas condiciones los
fragmentos de hojas de plantas silvestres o singénicas se volvieron amarillos,
mientras que los que pertenecian a plantas transgénicas mantuvieron su color
verde (de esta manera podemos identificar de una manera sencilla las plantas
transgénicas).

Tras comprobar el genotipo de las plantas de interés (controles B104 o
plantas transgénicas), mediante los métodos anteriores, estas se trasplantaron a
macetas o contenedores de 35 litros de capacidad con una composicién de sustrato
Kekkila y perlita en una proporcidén 3:1 (v/v) respectivamente. Las macetas se
regaron entre 1 y 2 veces por semana con solucién nutritiva en funcion de las
necesidades hidricas. Tras unos meses las plantas desarrollaron las inflorescencias
masculinas (de las cuales recogimos el polen) y femeninas (que se autopolinizaron)
para poder obtener la siguiente generacién. Cuando de la axila de alguna hoja
aparecia una pequefia mazorca sin abrir (inflorescencia femenina) esta se cubria
rapidamente con una bolsa de papel para evitar cruzamientos no deseados. Dado
gue en algunos casos existe un leve desfase temporal entre el desarrollo de la flor
masculina, que se desarrolla antes, y la flor femenina, se recogié el polen de cada
planta de manera individual y se guardé a 4°C hasta su uso. En el momento en el
qgue la flor femenina se desarrollé y aparecieron los estigmas filamentosos, se
procedio a polinizar cada flor con el polen de la misma planta dejdndolo caer sobre
los estigmas. Las autopolinizaciones de las plantas se prolongaron durante el
periodo en que la inflorescencia masculina generaba polen o mientras los estigmas
estaban receptivos.

Las condiciones de crecimiento en el invernadero fueron de dia largo (16 h
de luz y 8 h de oscuridad), con una intensidad de luz aproximada de 130 pumol-m"
2.5}, 50-70% de humedad relativa y una temperatura alrededor de 28°C durante el
dia y alrededor de 25°C durante la noche. La luz natural fue suplementada con luz
artificial (ldmparas de vapor de sodio y ldmparas de vapor de mercurio) cuando fue
necesario.
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3.2.2.2 Obtencion y limpieza de las semillas

Las semillas de maiz se separaron de la mazorca de forma manual, se
limpiaron y se procedié a realizar una esterilizaron superficial (para eliminar
posibles esporas y hongos) mediante 2 lavados sucesivos de 5 minutos en
soluciones alcohdlicas. En primer lugar, las semillas se introdujeron en matraces de
250 mLy se esterilizaron en agitacién suave en un primer lavado con etanol al 70%
con SDS al 0,05% durante 5 minutos. Una vez transcurridos los 5 minutos esta
solucidn se elimind y se realizd un segundo lavado con etanol 70% durante otros 5
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, las semillas se depositaron y se dejaron
secar en papel de filtro dentro de una cabina de flujo laminar. Una vez secas las
semillas se guardaron a 4°C hasta su uso en bolsas de papel.

3.2.3 Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens

3.2.3.1 Medio LB

Para el crecimiento y mantenimiento de las cepas de E. coliy A. tumefaciens
se uso el medio LB (del inglés Lysogeny Broth; Bertani, 1951 y 2004). 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
original también llevaba glucosa pero en la actualidad la formulacién no la lleva). El
pH se ajusté a 7 con NaOH. Cuando este medio de cultivo se requirié en estado
sélido se agregd 1,5% (p/v) de agar. Para la adicidn de antibidticos se procedio a
enfriar el medio autoclavado a unos 40-50°C. Las concentraciones finales de los
antibidticos utilizados se especifican en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Concentracidn final de los antibidticos de seleccidn en cultivo in vitro
de bacterias

Antibidtico Concentraciodn final (ug/mL)

Ampicilina 50
Espectinomicina 100

Gentamicina 25

Kanamicina 50

Tetraciclina 5
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3.2.3.2 Medio SOB

Durante el protocolo de preparacion de células competentes por choque
térmico (Apartado 3.6.1) el medio SOB (del inglés Super Optimal Broth) fue utilizado
para el crecimiento previo de las bacterias. Este medio de cultivo estd 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 MgCl, y 10 mM de MgSQ,. Este medio se esterilizd mediante el
autoclave en las condiciones ya descritas anteriormente.

3.2.3.3 Medio SOC

Para el proceso de transformacion de E. coli se usé el medio SOC (del inglés
Super Optimal Broth with Catabolic represor), un medio mas enriquecido para el
cultivo de bacterias. La caracteristica fundamental de este medio es que permite
obtener elevadas eficiencias de transformacion bacteriana mediada por plasmidos,
al crecer las células bacterianas en este medio después de ser transformadas por
choque térmico (Apartado 3.6.3). El medio SOC estd compuesto por 2% (p/v) de
triptona, 0,5% (p/v) de extracto de levadura, 10 mM de NaCly 2,5 mM de KCI. El pH
se ajustd a 7 con NaOH. Finalmente, después de autoclavar se agregaron las
soluciones estériles de MgCl, y glucosa a una concentracién final de 10 y 20 mM,
respectivamente.

3.2.3.4 Mantenimiento bacteriano

En funcidn del objetivo y el protocolo empleado las bacterias se cultivaron
en medio liquido o en medio sélido. Para el crecimiento en medio liquido de E. coli
y A. tumefaciens se utilizaron tubos Corning ® o matraces estériles de 15 o0 250 mL,
respectivamente. Los medios de cultivo con las bacterias inoculadas se colocaron
en un incubador orbital (COMECTA, Ref. 5312090) a 37°C para el cultivo de E. coli o
a 28°C para el crecimiento de A. tumefaciens (temperaturas dptimas para cada
bacteria) a una velocidad de agitacidn entre 200 y 250 revoluciones por minuto
(rpm) para mantener una adecuada aireacion.

Para el cultivo en medio sélido se utilizaron placas Petri colocadas en
posicién invertida (para evitar la condensacion del vapor de agua en la tapa) en una
estufa a la temperatura éptima de crecimiento de la cepa bacteriana empleada.

Los medios de cultivo (liquidos o sélidos) fueron suplementados con los

antibidticos de seleccion adecuados en funcidon de las resistencias especificas para
cada una de las cepas y los vectores usados.
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Para el mantenimiento a largo plazo de las cepas bacterianas se hicieron
glicerinados a partir de los cultivos liquidos. Para ello, se afiadieron 270 pL de
glicerol 80% (agente de criopreservacion no idnico; SIGMA, Ref. 49767-1L) a 1 mL
de cultivo bacteriano en crecimiento exponencial, se agitd y se guardd a -80°C.

3.3 Aislamiento de acidos nucleicos

3.3.1 Extraccion de ADN gendmico de Arabidopsis

Para la extraccién de ADN gendmico de cada planta se partié de unos 50 -
100 mg de material vegetal joven (trozo de hoja) que fue triturado a temperatura
ambiente en un tubo de 1,5 mL con ayuda de un pistilo de plastico. A continuacion,
se agregaron 400 uL de tampdn 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 agitaron los tubos vigorosamente durante 5 segundos en un vortex hasta
homogeneizar la muestra. En este paso, los tubos se mantuvieron a temperatura
ambiente hasta completar la homogeneizacion de las muestras a analizar.
Posteriormente se centrifugaron 2 minutos a 13000 rpm (esta y el resto de
centrifugaciones se realizaron a temperatura ambiente), y se recuperaron 300 uL
del sobrenadante que se transfirieron a nuevos tubos, evitando aspirar el
precipitado. A continuacidn, se afiadieron 300 pL de isopropanol, se agitaron y se
incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos, induciéndose asi la
precipitacién del ADN. Posteriormente se realizd una centrifugacion durante 5
minutos a 13000 rpm, recuperando de esta forma el ADN precipitado en el fondo
de los tubos. Tras eliminar el sobrenadante por decantacién, las muestras se
centrifugaron durante 5 segundos a 13000 rpm, se elimind el resto de solucidn con
ayuda de una pipeta y se dejo secar el precipitado durante unos 20 minutos.
Finalmente, el ADN precipitado se resuspendié en 100 pL de H,O MilliQ (mQ) y se
conservo el ADN extraido a 4°C hasta su uso.

3.3.2 Extraccion de ADN gendmico de maiz

El protocolo de extraccion utilizado para la extraccion de ADN gendmico de
maiz fue el mismo que el empleado para la extraccion de ADN gendémico de
Arabidopsis pero con algunas modificaciones. Para la extraccion de ADN gendmico
de cada planta se partié de unos 50 - 100 mg de material vegetal (trozo de hoja)
que fue triturado a temperatura ambiente en un tubo de 1,5 mL con ayuda de un

57



RUBEN CASATEJADA ANCHEL

pistilo de plastico. A continuacién, se agregaron 600 puL de tampdn de extraccién
[200 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 250 mM de NaCl, 25 mM de EDTA (pH 7,5 - 8,0) y
0,5% SDS] y se agitaron los tubos vigorosamente durante 5 segundos en un vértex
hasta homogeneizar la muestra. En este paso, los tubos se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta completar la homogeneizacidon de las muestras a
analizar. Posteriormente se centrifugaron 2 minutos a 13000 rpm (esta y el resto
de centrifugaciones se realizaron a temperatura ambiente), y se recuperé todo el
sobrenadante (aproximadamente 600 ulL) que se transfiri6 a nuevos tubos,
evitando aspirar el precipitado. Posteriormente, se afadié el mismo volumen de
cloroformo (600 pL) y se agitd vigorosamente en un vértex. Una vez
homogeneizadas las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 13000 rpm, se
recuperaron 400 ulL del sobrenadante de la fase acuosa y se transfirieron a un tubo
nuevo de 1,5 mL. A continuacion, se afiadieron 400 uL de isopropanol, se agitaron
y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos, induciéndose asi la
precipitacién del ADN. Posteriormente se realizd una centrifugacidon durante 5
minutos a 13000 rpm, recuperando de esta forma el ADN precipitado en el fondo
de los tubos. Tras eliminar el sobrenadante por decantacién, las muestras se
centrifugaron durante 5 segundos a 13000 rpm, se elimino el resto de solucién con
ayuda de una pipeta y se dejo secar el precipitado durante unos 20 minutos.
Finalmente, el ADN precipitado se resuspendié en 100 uL de H,O mQy se conservé
el ADN extraido a 4°C hasta su uso.

3.3.3 Extraccion de ADN plasmidico

El protocolo seguido para la extraccion de ADN plasmidico fue el mismo
tanto si se usd para secuenciar la muestra como para otros andlisis (restriccidn para
verificar la presencia o no de un determinado fragmento de ADN, transformacién
de Agrobacterium, etc.). El protocolo que se siguié fue el de lisis alcalina con SDS
con algunas modificaciones (Birnboim y Doly, 1979).

Este protocolo estd basado en tres soluciones (1, Il y 1ll) cuya composicién
se detalla en el texto. Para la extraccién de ADN plasmidico siguiendo este
procedimiento se partié de 3-5 mL de cultivo saturado de E. coli en un tubo de 15
mL. Este cultivo se centrifugé a 3500 rpm durante 15 minutos, eliminando
posteriormente el sobrenadante. El precipitado resultante fue resuspendido en 200
pL de la solucion | [50 mM de glucosa, 25 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM de EDTA
pH 8,0)] mediante pipeteo, para posteriormente, afiadir 300 pL de la solucién 11 (0,2
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N de NaOH, 1% de SDS) y 300 pL de la solucién Il [60 mL de acetato de potasio (5
M), 11,5 mL de acido acético glaciar, y 28,5 mL de H,0]. Entre la adicion de la
solucién Il y la solucién Il se incubd la muestra en hielo durante 5 minutos, y cada
vez que se ainadid una de las dos soluciones los tubos se agitaron. Tras la adicidn de
la ultima solucidn las muestras se centrifugaron durante 10 minutos y transferimos
el sobrenadante a un nuevo tubo. A continuacién, afiadimos 5 pL de ribonucleasa
(RNasa a 10 mg/mL) e incubamos durante 20 minutos a 37°C. Tras la incubacion,
afadimos 400 pL de cloroformo, agitamos y centrifugamos 10 minutos a 12000
rpm. Una vez centrifugado recogimos 600 pL del sobrenadante y los pasamos a un
nuevo tubo. ARadimos el mismo volumen de isopropanol y lo incubamos 10
minutos a -20°C para favorecer la precipitacion del ADN. Una vez transcurrido dicho
tiempo, centrifugamos 10 minutos a 13000 rpm y eliminamos el sobrenadante.
Afadimos 1 mL de etanol 70% frio y volvimos a centrifugar durante 5 minutos a
13000 rpm. Eliminamos el sobrenadante por decantaciéon y se centrifugd a las
mismas revoluciones durante 5 segundos para eliminar posteriormente el resto de
solucién con ayuda de una pipeta y se dejo secar el precipitado. Finalmente, el ADN
precipitado se resuspendié en 50 pL de H,O mQy se conservo a -20°C hasta su uso.

3.3.4 Extraccion de BACs

Para poder clonar el gen PSAT1 (ver Apartado 3.7.3) se utilizd como molde
el BAC (cromosoma artificial bacteriano) F8D20 proporcionado por el TAIR, que
contiene la regién gendmica donde se encuentra dicho gen. EI TAIR nos
proporciond la cepa de E. coli que lo mantenia, por lo que tuvimos que hacer una
extraccién de este BAC a partir de un cultivo saturado crecido a 37°C en medio
liguido LB suplementado con 50 pg/mL de kanamicina.

El protocolo de extraccidn consistié en centrifugar 1,5 mL del cultivo y
resuspender el precipitado celular en 200 plL de tampdn de resuspension (solucion
| del Apartado 3.3.3 suplementada con 5 mg/mL de lisozima). Se incubd esta
solucién bacteriana durante 5 min en hielo, se afiadié 400 pL de la solucién de lisis
(solucion 1l del Apartado 3.3.3), se agité suavemente por inversion del tubo varias
veces y se incubd nuevamente durante 5 min en hielo. Tras esta incubacion se
afiadid la solucién acida (solucién Il del Apartado 3.3.3), se mezcld suavemente y
se introdujo el tubo en el congelador de -80°C durante 15 min. A continuacién, se
descongeld y rapidamente se centrifugd durante 15 min a 12000 rpm a
temperatura ambiente. Del sobrenadante se pipetearon a un nuevo tubo de 1,5 mL
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un total de 750 pL, se anadieron 450 uL de isopropanol, se agitd la preparacidony se
volvid a introducir durante 15 min a -80°C. Tras este periodo se centrifugd durante
5 min a 12000 rpm a temperatura ambiente y se elimind el sobrenadante. El
precipitado se lavé con 1 mL de etanol al 70% enfriado a 4°C, se centrifugd durante
2 min a 12000 rpm, se eliminé el sobrenadante, y el precipitado se dejé secar a
temperatura ambiente. Una vez seco se anadieron 40 pL de TE [(10 mM de Tris-HClI
(pH 8,0), y 1 mM de EDTA (pH 8,0)] y se dejo resuspender el ADN a 4°C durante 12-
16 horas hasta su utilizacién. En caso de no utilizarlo inmediatamente la solucién
de ADN de tipo BAC se mantuvo a 4°C hasta su uso.

3.3.5 Extraccion de ARN total de plantas

Para la extraccidén de ARN de las diferentes muestras vegetales se usé el kit
IBI MINI Total RNA kit (ref: IB47343) siguiendo las especificaciones del fabricante.
Todas las soluciones y columnas usadas fueron las suministradas por el propio kit
ya que estan libres de RNasas, con lo que se permite una mayor proteccion frente
a la degradacién del ARN.

Se partié de material congelado en nitrégeno liquido, que se triturdé en un
mortero y del que se realizaron alicuotas de entre 50-70 mg. A estas alicuotas se
les afiadieron 500 pL de tampdn RB, 5 plL de B-mercaptoetanol y se agitaron con un
vortex. Posteriormente, las muestras se calentaron a 60°C durante 5 minutos y las
mezclas se cargaron en columnas de filtrado (para poder eliminar de la solucidn los
restos vegetales). A continuacion, se centrifugaron durante 1 minuto a 3500 rpmy
los filtrados se pasaron a tubos nuevos de 1,5 mL, se afiadieron 250 ulL de etanol
absoluto y se homogeneizaron por agitacion. Estas mezclas se cargaron en un
segundo tipo de columnas y se centrifugaron a 13000 rpm durante 1 minuto (con
este paso los acidos nucleicos se unieron a las columnas).

Tras un paso de lavado con el tampdn Wash Buffer (adicién de 400 plL vy
posterior centrifugacion en las mismas condiciones) se procedié a la degradacion
selectiva del ADN unido. Para ello, se afiadié y se mantuvo durante 15 minutos a
temperatura ambiente una solucién de desoxirribonucleasa (5 puL de DNasa y 45 L
de su tampdn). Tras este periodo de digestidn se afiadieron a la columna 400 pL de
tampon W1 para detener la reaccién de la DNasa y se centrifugd a 15000 x g
durante 30 segundos. Por ultimo, se hicieron 2 lavados con 600 pL con el tampdn
Wash Buffer con pasos intermedios de centrifugaciéon a 13000 rpm. Finalmente se
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hizo un ultimo paso de centrifugacion a la misma velocidad que la anterior durante
3 minutos para secar por completo la columna. Para la elucidn del ARN purificado
se afiadieron 40 uL de agua libre de RNasa y se centrifugd a 13000 rpm durante 1
minuto. El volumen eluido conteniendo el ARN se guardd a -80°C hasta su
utilizacion.

3.4 Analisis de los acidos nucleicos

3.4.1 Cuantificacion de acidos nucleicos

La determinacién de la concentracién de acidos nucleicos (ADN plasmidico
o ARN) se realizd mediante espectrofotometria con 1 pL de la muestra utilizando
un NanoDrop ND-1000, el cual indica directamente la concentracion del ADN o ARN
Yy su pureza. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa

La PCR es una técnica de biologia molecular en el cual se obtiene un gran
numero de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un bajo numero
de copias (Saiki et al., 1985, 1988; Mullis et al., 1986). Las amplificaciones mediante
PCR se llevaron a cabo partiendo de una cantidad de ADN molde de entre 10 ngy
50 ng (en una solucién acuosa), que podia ser bien ADN gendmico, plasmidico o de
BAC. En ocasiones, como molde se colocaron algunas células de E. coli o A.
tumefaciens, que con los primeros minutos de la PCR a 95°C se rompen y liberan
sus plasmidos en la mezcla de reaccidn (a esta técnica peculiar se la conoce como
PCR de colonia).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo de forma rutinaria en placas
multipocillos (VWR, Ref. 82006-636) o0 en microtubos (THERMO SCIENTIFIC, Ref. AB-
0266). Cada reaccion se realizé en 30 pL de mezcla que contenia: tampon de PCR
1X [Tris HCI 75 mM (pH 9,0), KCI 50 mM y (NH4)2504 20 mM], MgCl; 2 mM, 0,2 mM
de cada desoxinucledtido (dNTP), 0,5 uM de cada cebador, 0,9 U de Taqg polimerasa
y entre 10 y 50 ng de ADN. En caso de necesitar mas volumen de amplificacidn se
incrementaron las cantidades de la mezcla proporcionalmente.

Como polimerasa termoestable en las reacciones rutinarias donde no se
requeria una alta fidelidad, se uso la enzima Tag DNA Polimerasa Clean up (UVAT
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Bio, Ref. R-0202-01), mientras que cuando se requeria una amplificaciéon del ADN
de alta fidelidad se empled la enzima Phusion Hot Start Il DNA Polimerasa
(ThermoFisher Scientific, Ref. F-549S).

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp PCR
SYSTEM 9600 (APPLIED BIOSYSTEMS). Los parametros estandar del termociclador
para la amplificacién fueron: 10 minutos a 94°C, seguidos de 35-45 ciclos de 1
minuto a 94°C, 45 segundos a una temperatura de 1 o 2°C inferior a la menor
temperatura de hibridacidn de los cebadores utilizados en cada mezcla de reaccién
(para garantizar la correcta unidon de los mismos y evitar el mayor nimero de
uniones inespecificas durante el proceso), y un tiempo de extensién a 72°C, siendo
el tiempo de extensién de 1 minuto por cada 1000 pb de ADN a amplificar (o de 30
segundos por cada 1000 pb en el caso de la Phusion Hot Start || DNA polimerasa).
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 analisis. 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
condensacioén de la muestra. Los cebadores y sus secuencias respectivas utilizadas
en esta tesis se detallan en la Tabla 3.3.

3.4.2.1 PCR diagndstica

La PCR diagndstica se utilizé para genotipar los diferentes mutantes
empleados en esta tesis doctoral, en concreto para amplificar fragmentos de ADN
gendmico de los genes de la familia PGDH y del gen PSP1 en Arabidopsis, y del gen
heterdlogo PGDH1 de Arabidopsis en lineas transgénicas de maiz. Asi pues, para la
identificacion de los mutantes heterocigotos y homocigotos, se realizaron PCRs
diagnosticas utilizando un par de oligonucleétidos (LP y RP), que hibridan en el ADN
del genoma de Arabidopsis, localizados a cada lado del T-DNA (ADN de
transferencia) y un tercer oligonucledtido que hibrida con la insercion del T-DNA
(BP). Tras las distintas PCRs, los correspondientes productos se visualizaron en un
gel de agarosa lo que permitid la identificacién de los mutantes homocigotos y
heterocigotos a través del andlisis del patrén de bandas resultante. Este analisis
esta basado en la amplificacién de dos bandas de diferentes tamafios: una banda
de tamano menor correspondiente al alelo mutante homocigoto y otra de mayor
tamafio correspondiente al alelo silvestre (WT). El patrén de bandas también
permite la identificacion de plantas heterocigotas por la presencia de ambas
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bandas (Figura 3.1). En el caso del maiz, para realizar la PCR diagndstica se
emplearon cebadores que se unieran al transgén que amplificaba una region que
comprende el gen PGDH1 y el gen GFP (proteina verde fluorescente) de manera
que aquellas que presentaban banda tras realizar una electroforesis en gel de
agarosa se consideraron positivas para el transgén.

BP
— WT He Ho
T-DNA
\\
\\ 4
LP A y
e /
‘genoma W
RP

Figura 3.1. Esquema de la posicidn de los cebadores (imagen de la izquierda) y representacion de las
bandas esperadas tras la PCR en lineas silvestres (WT), heterocigotas (He) y homocigotas mutantes
(Ho) realizando una PCR con los tres cebadores (imagen de la derecha). LP y RP hacen referencia a
cebadores del genoma de la planta, mientras que BP hace referencia a un cebador de union en el T-
DNA.

3.4.3 Diseiio de cebadores

Para el disefio de los cebadores se usaron los programas informaticos
Jellyfish v1.5 y AmplifX 1.7.0.

Los criterios iniciales para el disefio de los cebadores utilizados en las
diferentes PCRs [para la identificacién de genotipos, para la PCR cuantitativa en
tiempo real (qRT-PCR), para secuenciar diferentes regiones de interés o para el
clonaje de secuencias en los vectores de interés] se pueden resumir en una
seleccion de fragmentos de entre 20-28 nucleétidos con un contenido alto de G+C
(alrededor del 50-60%). Las secuencias candidatas fueron valoradas
posteriormente en funcién de sus parametros de estabilidad y temperaturas de
hibridacion, procurando siempre que entre los cebadores de un mismo conjunto
(directo-reverso) ambas temperaturas fueran lo mas préoximas posibles para evitar
hibridaciones de baja especificidad. Asimismo, se procurd evitar secuencias de tres
0 mas citosinas o guaninas en las regiones terminales y se descartaron aquellos
cebadores que formaron dimeros. Ademds de estos criterios, en el caso de los
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cebadores disenados para qRT-PCR se comprobd que amplificaran un fragmento de
entre 100-200 pb (Udvardi et al., 2008). Estos criterios se usaron tanto para el
disefio de cebadores para Arabidopsis como para el maiz.

Una vez disefados los cebadores se utilizd la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) de la pagina del TAIR
(https://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp) para comprobar su especificidad y
gue no se unieran a otras regiones inespecificas en el genoma de Arabidopsis. En el
caso del maiz, se empled la herramienta BLAST de la pagina web del maize and
genomics database (https://maizegdb.org/) para comprobar la especificidad de los
cebadores disefiados para esta planta.

Los cebadores empleados en este trabajo se detallan en las Tablas 3.3y 3.4.

3.4.4 Purificacion de los productos de PCR

Para la purificacion del producto de PCR se utilizé el kit de ROCHE APPLIED
SCIENCE High Pure PCR Product Purification Kit (Ref. 11732668001). Mediante este
procedimiento se eliminan los restos de cebadores, sales, oligonucleétidos no
incorporados y la enzima ADN Polimerasa, que pueden interferir en las posteriores
reacciones de secuenciacion o clonaje. En caso de volumenes de PCR inferiores a
100 pL, se ajustd a dicho volumen con H,0 mQ. Posteriormente se le afiadieron 500
pL del tampdn de unién [3 M de tiocianato de guanidinio, 10 mM de Tris-HCl, 5%
de etanol (v/v), pH 6,6 (25°C)] y se mezcld por pipeteo para su homogenizacién. La
mezcla se introdujo en las columnas con filtro suministradas por el kit y se
centrifugd 1 minuto a 13000 rpm a temperatura ambiente, eliminando
posteriormente la solucién filtrada. Llegados a este punto, en el que el ADN estd
fijado a la matriz de la columna, se procedid a su lavado con sendas adiciones del
tampdn de lavado [20 mM de NaCl, 2 mM de Tris-HCI, pH 7,5 (25°C)] de 500 plLy
200 pL respectivamente, seguidas cada una de un paso de centrifugacién de 1
minuto a 13000 rpm y la posterior eliminacién del filtrado. El eluido final de la
muestra se realizé con 50 pL de tampdn de elucidon [10 mM de Tris-HCI, pH 8,5
(25°C)] por centrifugacién (13000 rpm, 1 minuto). EI ADN purificado se cuantifico
(ver Apartado 3.4.1) y se guardd a -20°C hasta su uso.
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Tabla 3.3. Lista de cebadores para Arabidopsis usados en este trabajo.

Gen Cebador Secuencia Uso
PD LP6 GAAGTGAGGGTGGGTTTTCTAGGG
PD RP6 CGGTGGCGTTTCACAAACAAC Genotipado para el
mutante pgdh1-2
S o Gabis409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
N
I
E)D 8 EDAS RT For GTTGGGAGAATTGCACCGAG
S a gRT-PCR para la linea c-
< At4g34200GFP-R GAGCTTGAGGAAAACGAACTCCTC pgdhl-2y las lineas triples
sobreexpresoras
EDA9 RT Rev AGAATCAACAACACACCAAACTAGAG
PD RP4 GGGAGGTTAGCTGTGCAGTTAG
PD LP4 GTGGTCCTTGTTCTGTCTTCTATC Genotipado para el
mutante pgdh2-2
" LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
EAN
N
R :Qc PD RP10 CTCGCAAAGATTACGAGATCTG
i .
O ppLpioh GGTTGTGACGCGTGAGATTG Genotipado para el
o mutante pgdh2-3
< LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
PD 4RT For GGACAGGTTGGTAACATACTTGG ART-PCR para el mutante
PD 4 RT Rev CATCAACTCCAATCGCCATTATC pgdh2-3
PD LP7-8RP9 GGCAGATGCAAAGAGATGAAG
PD RP7-8LP9b GGATGTAGCGTAATCTAGCACAAC Genotipado para el
mutante pgdh3-1
o DMSP5 CGGGATCCGACACTCTTTAATTAACTGACACTC
S —~
™
> E PD LP7-8RPY GGCAGATGCAAAGAGATGAAG
‘—| .
20 O ppRP7-8LPID GGATGTAGCGTAATCTAGCACAAC Genotipado para el
D mutante pgdh3-2
< Gabi 8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
PD8 RT For CTCTGTTTTTCCCATCCGTCAG ART-PCR para el mutante
PD8 RT Rev GCCTAGCTTCTCCGTTACGAG pgdh3-1
Para amplificar la region
PSAT1+1 For ATGGCGGCTACGACGAAC codificante del gen PSAT1
a partir del BAC F8D20
para generar la
o construccion
28 E PSAT1+ 1270 Rev AGCATGCTTAGCCTGGAAATC Pro35S:PSAT1-GFP en el
3 << vector pMDC86
oo
< & PSAT1+63 For ACCCAAATCATCATCTCAATCC
<

PSAT1 +305 rev
PSAT1+610 for

PSAT1 +994 for

CCAGATCCACGCCAGTTGT
AGTTGGAGCAAACTCCGGAC
GTGGAGAAGAAGAACCAGAGGAA

Cebadores usados para
secuenciar regiones del
gen PSAT1
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Tabla 3.3. Continuacion

Gen

Cebador

Secuencia

Uso

At4g35630
(PSAT1)

PSAT1+1189 for

M13 Forward

T7 PROMOTER
REV

AGATCAGTGGGAGGTATGAGAGC
TGTAAAACGACGGCCAG

TAATACGACTCACTATAGGG

Cebadores usados para
secuenciar regiones del
gen PSAT1

PSAT1+30 For

CGGAAGCAACAACACTCAGATT

RT-PCR para el gen PSAT1
de las lineas triples

PSAT1+162 rev CTCCATCTTGAACTTGAGTCGTT Sobreexpresoras
PSP_RP CTCGACAAGAGACCCCCAAG

Genotipado para el
PSP_LP CCGCCAAGATTGATTAGTCTG mutante psp1-1
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
2x35S -786 for GGTCACTGTCACAACGTCGC Para obtener la

construccion Pro35S:PSP1-

E'_ GFP en el vector pMDC100
_Nos + .
Q T-Nos +322 Bglll ¢ o A AGATCTCCGGCTCGTATGTTGTGTGG a partir del vector pMDC83
; Rev Pro35S:PSP1-GFP
<
g PMDC100Clo-478 CTGCTCTAGCATTCGCCATTC
E‘D for Para secuenciar la
S PMDCI00NptlI- AAGCTGCTCTAGCCAATACGC construcciéon Pro35S:PSP1-
< 838 rev GEP
PSP +36 rev AACTGGCACAACCCTTGAAGTAG
PSP2 RT For GATGCCAAGAATCGATGCTAC gRT-PCR para el gen PSP1
de las lineas triples
PSP2 RT Rev CTCGACAAGAGACCCCCAAG sobreexpresoras
8 At1g13320 For ACCTGCGGTAATAACTGCATCTA
o
Q Estandar interno para qRT-
[oY) PCR
T'_, At1g13320 Rev CCGAACATCAACATCTGGGTC
<
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Tabla 3.4. Lista de cebadores para maiz usados en este trabajo.

construccion

génica/gen Cebador Secuencia Uso

Cebadores usados
TGCCTAGGCTCTAGAGCCCTTATGTC  para la obtencién de
AGCCACC la construccidon génica

ProUbi:PGDH1-GFP en

el vector pMCG1005 a

GACTAGTGGGGAAATTCGAGCTCTT ~ Partir del vector

AGTGGT PMDCE3
Pro355:PGDH1-GFP

EDASGFP Xbal Avrll F

EDA9GFP Spel Rev

Cebadores usados
para el genotipado de
las plantas de maiz
transgénicas

At4g34200+2323 For TCAACCTGGTATGATCGGGACTG

ProUbi:PGDH1-GFP

GFP del 83+373 Rev CCTCCTTGAAATCGATTCCCTTA

Q Cebad d

S I EDA9 RT For GTTGGGAGAATTGCACCGAG ebadores usados

g T para la qRT-PCR de las

mn Q lineas de maiz

a0 O

< a sobreexpresoras de

2 —~ At4g34200GFP-R GAGCTTGAGGAAAACGAACTCCTC PGDH1
ZmActin2_RT-F GTTTGGATTGGTGGTTCCATTC Cebadores para el gen

de la actina 2 usados
como control positivo
en las PCRs realizadas
para la genotipacion
de las plantas de maiz
ZmActin2_RT-R GACTATGCCCGGACCAGATT y como estandar
interno en las qRT-PCR

Actina
(Zm00001eb366720)

3.4.5 Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar los productos de PCR se usé la técnica de electroforesis en
geles de agarosa. De forma rutinaria los productos de amplificacién del ADN se
separaron en geles de 0,5X TBE (45 mM de acido bérico, 45 mM de Tris-HCI pH 8,0
y 1 mM de EDTA), 0,8% de agarosa D-1 de baja electroendésmosis (PRONADISA,
Ref. 8016) y 0,5 pug/mL de bromuro de etidio.
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En aquellos casos en los que las bandas eran de un tamafio muy reducido
se aumentd la cantidad de agarosa hasta un maximo de 2%, para permitir una
correcta separacion y visualizacion.

La electroforesis se realizd a voltaje constante (80 voltios) y finalmente las
bandas de ADN se visualizaron iluminando el gel con luz UV a 254 nm de longitud
de onda en un transiluminador UVItec UVidoc-HD2/20.

Tras la electroforesis, para saber si los fragmentos amplificados eran los
esperados, estos se compararon con las bandas de tamafo conocido del marcador
llamado 100 bp plus (UVAT Bio. Ref: R-0404-01), que tiene un rango de 100 pb a 5
kb.

En aquellos casos en los que fue requerida la cuantificacién del producto
de PCR separado por electroforesis, se utilizé el marcador lambda-Hindlll (Takara,
Ref. 3403) y por comparacién de la intensidad de bandas se estimd su
concentracién. En este ultimo caso, para su preparacién se utilizé 1 uL de marcador
(0,5 pg), 1 uL de tampodn de carga 6X y 4 uL de agua destilada.

3.4.6 Extraccion y purificacion de bandas de ADN en gel de agarosa

Tras separar las muestras de ADN mediante electroforesis en geles de
agarosa/TBE, cuando fue conveniente, las bandas de interés se purificaron
siguiendo el protocolo especificado por el kit de MACHEREY-NAGEL PCR clean-up
Gel extraction, NucleoSpin® Extract Il (Ref. 740609.50).

Una vez separados los fragmentos de ADN mediante electroforesis, se
identificé la banda de interés bajo luz UV y se cortd el fragmento de gel que la
contenia. El fragmento de gel se deposité en un tubo de 1,5 mL y se afiadié el
tampdn NT. El volumen de tampdn utilizado en este paso se calculé a razén de 200
pL de tampdn por cada 100 mg de gel de agarosa. La muestra se incubd a 50°C hasta
que se disolvido el gel y posteriormente se cargd en una columna con su
correspondiente tubo de coleccidén. A continuacién, se centrifugd 1 min a 13000
rpm y se desechd el filtrado. A partir de este punto, los pasos siguientes tuvieron
como objetivo lavar la membrana de silice de la columna donde estaba fijado el
ADN. Para tal fin, se afiadieron 700 pL del tampdn NT3 y la muestra se centrifugé
otro minuto a 13000 rpm desechando nuevamente el filtrado. Este Ultimo paso se
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repiti6 nuevamente, pero en esta ocasion la centrifugacion duré 2 min para
asegurarnos de eliminar cualquier resto de la solucion. Finalmente, el ADN se eluyé
afadiendo 50 pL del tampdn NE a la columna, incubando la muestra durante 1 min
atemperatura ambiente, y como ultimo paso, centrifugando durante 1 min a 13000
rpm. El ADN purificado se cuantificé (ver Apartado 3.4.1) y se guardo a -20°C hasta
Su uso.

3.4.7 Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccién se realizaron con las
condiciones de reaccidon recomendadas por los respectivos fabricantes. En todos
los casos se utilizaron de 1 a 5 U de enzima por cada microgramo de ADN a digerir.
Las enzimas usadas para el disefio de la construccion del gen PSP1 unido al gen de
la proteina GFP y bajo el control del promotor 35S fueron Hindlll (Takara,
Ref:1060A) y Ec/136ll (Thermofisher, Ref: ER0251), mientras que para la
construcciéon pMDC100 Pro35S:PSP1-GFP fue Hindlll. En el caso de la construccion
ProHS:PGDH1-GFP se usaron las enzimas de restriccion Pmel (Thermofisher, Ref:
ER1341) y Spel (Takara, Ref: 1086A).

3.4.8 Ligacion de fragmentos de ADN

La ligacion de fragmentos de ADN se llevé a cabo utilizando 1U de la enzima
ligasa de INVITROGEN T4 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 relacién molar 1:3 (vector:inserto). La incubacion se
realizé durante un minimo de 16 horas a 16°C.

3.4.9 Analisis y secuenciacion de ADN

Los plasmidos obtenidos en la elaboracidn de las distintas construcciones
genéticas fueron secuenciados en el Servicio de Gendmica del SCSIE de la
Universidad de Valencia. Los alineamientos y las comparaciones entre secuencias
se realizaron a través de la aplicacion BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del NCBI (National Center for
Biotechnology Information).
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3.5 Analisis de la expresidon génica

3.5.1 Obtencion del cDNA

Para la obtencion del ADN complementario (cDNA) se usaron dos kits. El
primero de ellos es el FIREScript RT cDNA Synthesis KIT (Ref. 06-15-00050) de Solis
BioDyne. Para cada reaccién se afiadieron 0,5 uL del primer Oligo dT (100 uM), 0,5
pL de random primers (100 uM), 0,5 uL de dNTP mix (20 mM cada dNTP), 0,5 L de
RiboGrip RNase Inhibitor (40 U/uL), 2 uL del tampdn de reaccién RT (10x con DTT),
1 puL de FIREScript RT, el volumen necesario de muestra de ARN que corresponda a
2 ug de ARN y el volumen adecuado de agua libre de RNAsas para completar un
volumen final de 20 uL de reaccion. El otro kit que se empled fue el de ThermoFisher
Scientific Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit (Ref. K1641). En este caso, en
cada reaccidn se afiadié el volumen necesario para contener 2 ug ARN, 2 uL de la
mezcla de reaccion (que contiene el tampdn de reaccién, los Oligo dT, los dNTPs y
los random hexamer primers), 1 uL de la mezcla enzimdtica (que contiene la enzima
retrotranscriptasa y el RiboLock RNase Inhibitor), y el volumen de agua necesario
hasta completar un volumen final de 20 pL.

En ambos casos, e independientemente del kit utilizado, las mezclas de
reaccion se incubaron 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 afadieron 20 pL de agua mQ a cada tubo de reaccién y se guardaron
a -80°C hasta su uso.

3.5.2 PCR cuantitativa a tiempo real

Para realizar la PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) de los genes de
interés se utilizo el kit de TAKARA TB Green® Premix Ex Tag™ (Tli RNase H Plus) (Ref.
RR420L) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cada reaccidn contenia 7,8 uL de agua mQ, 0,4 uL de cada cebador a 10
mM, 10 pL de TB Green Premix Ex Taq, 0,4 uL de ROX Reference Dye (Estos dos
ultimos proporcionados por el kit) y 1 puL del cDNA. Para cada muestra de cDNA y
juego de cebadores se realizaron tres repeticiones.
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El analisis por gRT-PCR fue llevado a cabo usando un GeneAmp® 5700
Sequence Detection System (APPLIED BIOSYSTEMS, Ref. PN 4304472), que detecta
la fluorescencia emitida por el TB GREEN intercalado en la doble cadena de ADN. El
método de amplificacion fue el siguiente: 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15
segundos a 95°C, 30 segundos a la temperatura del cebador, y 1 min de extension
a 72°C. Tras los ciclos de amplificacion, se realizé una curva de disociacién de 72°C
a 95°C para confirmar la especificidad de la amplificacién del producto de PCR.

Como control de expresidn se utilizd el gen Atlg13320 en Arabidopsis y el
gen de la actina 2 en maiz, que tienen expresién constitutiva, seleccionados de
acuerdo con los principios metodolégicos expuestos por Czechowski et al., (2005)
y en funcién de la eficiencia de los cebadores. La abundancia relativa del nivel de
ARN mensajero fue calculada a través del método comparativo por analisis de los
diferentes parametros de Ct obtenidos de acuerdo con Pfaffl (2001).

3.6 Obtencidn de células competentes y procedimientos
de transformacion bacteriana

3.6.1 Obtencion de células competentes de Escherichia coli

Para la propagacion de plasmidos recombinantes y obtencién de las
construcciones descritas en el Apartado 3.7, se utilizaron células competentes de
E. coli, obtenidas a través del protocolo descrito por Inoue et al.,, (1990) con
modificaciones.

Se fabricaron células competentes de E. coli de la cepa DH5a. Para ello, 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 alcanzar un valor de absorbancia entre
0,5-0,7 a 600 nm. Alcanzado este punto, el cultivo se enfrié en hielo durante 10
min, para posteriormente centrifugar las células durante 10 min a 5000 rpm a 4°C.
Tras eliminar el sobrenadante por decantacion, el sedimento celular se resuspendié
agitando primero con el resto del sobrenadante para continuar posteriormente la
resuspensiéon con 10 mL de tampdn de transformacién (TB) frio [20 mM de PIPES
(acido piperazina-N,N’-bis(2-etanosulfénico)] a pH 6,7 ajustado con KOH, 20 mM
de CaCl,, 210 mM de KCly 50 mM de MnCl,]. La mezcla se mantuvo durante 10 min
en hielo y se centrifugd en las mismas condiciones. Acto seguido, se repitié la
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operacién resuspendiendo primero el precipitado bacteriano con el resto del
sobrenadante y, posteriormente, con 4 mL de TB frio. Finalmente, y con agitacion
suave continuada se afiadieron gradualmente 375 plL de dimetil sulféxido (DMSO;
VWR, Ref 23500-260). Esta solucidon se dejé reposar 10 min en hielo y se distribuyd
en alicuotas de 100 pL en tubos estériles de 1,5 mL. Cada alicuota se congeld
inmediatamente con N, liquido y se almacend a -80°C.

Para poder evaluar la eficiencia de transformacién de las células
competentes, transformamos alicuotas de 100 pL de células competentes con 5 plL
(50 pg) del plasmido pUC19 siguiendo el protocolo de Hanahan (1983) y Tartof y
Hobbs (1988). Se incubaron durante 16-18 horas y se calculd la eficiencia de
transformacidn con las siguientes formulas:

(nimero de colonias)
DNA de plasmido (ug)

ufc transformadas = X factor de dilucién

Volimen total de transformaciéon

actor de dilucion =
f Volumen sembrado

3.6.2 Obtencion de células competentes de Agrobacterium
tumefaciens

Para la obtencién de células competentes de A. tumefaciens se generd un
cultivo saturado en 10 mL de medio LBTG [medio LB suplementado con tetraciclina
(5 pg/mL) y gentamicina (25 pg/mL)]. A continuacidn, se inoculé 1 mL de este
cultivo en 100 mL de medio LBTG, y se incubd a 28°C a 250 rpm de agitacion
constante hasta alcanzar una densidad dptica a 600 nm de aproximadamente 1. Las
células de este cultivo se recogieron por centrifugacion en frio (4°C) a 5000 rpm
durante 10 minutos. El precipitado resultante se resuspendié en 1 mL de una
solucién a 4°C de CaCl; 20 mM. La suspension se dividio en alicuotas de 0,1 mL, que
se congelaron rapidamente con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

3.6.3 Protocolo de transformacion de Escherichia coli

La transformacién de células competentes de E. coli se realizd seglin una
adaptacion del método descrito por Mandel e Higa (1970).
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Las células competentes mantenidas a -80°C se pusieron en hielo durante
5 min para su descongelacion y se les afadid de 1 a 10 pL del plasmido
transformante (proveniente de la mezcla de ligacion o de recombinacidn). Tras
agitar el tubo las células con el pldsmido se dejaron reposar durante 30 min en
hielo. Transcurrido ese tiempo se realizé un choque térmico de 90 segundos a 42°C
en un bloque térmico, e inmediatamente después se colocd el tubo en hielo
durante 2 min. Seguidamente, se agregd 1 mL de medio SOCy se incubaron durante
una hora a 37°C en agitacion suave. Finalmente, se extendid parte del contenido de
la transformacion 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 extendié un
volumen diferente del cultivo (25, 100 y 500 pL) mediante el uso de bolas de vidrio
estériles y agitacion de la placa. Una cuarta placa con medio LB sin antibidtico se
sembré con 100 pl de bacterias transformadas para comprobar la viabilidad de las
células. Las colonias resistentes a los antibidticos de seleccidon resultaron visibles
tras un periodo de 12 a 16 horas después de la siembra. La presencia del vector de
transformacién en dichas colonias fue verificada por PCR de colonia. Las colonias
transformantes que resultaron positivas se cultivaron en 5 mL de medio LB (junto
con el antibidtico de seleccion del vector de transformacién), y tras una noche de
crecimiento a 37°C en agitacidn, se procedid a la extraccién y secuenciacion de los
plasmidos siguiendo el protocolo descrito en el Apartado 3.3.3. También se hicieron
glicerinados de las colonias positivas siguiendo el protocolo del Apartado 3.2.3.4
para posteriores usos.

3.6.4 Protocolo de transformaciéon de Agrobacterium tumefaciens

Para la introduccién de las construcciones en la cepa de A. tumefaciens
GV3101 pSOUP se utilizd el método de congelacién-descongelacién de Holsters et
al., (1978) con modificaciones. Se descongelé una alicuota de 100 uL de células
competentes y se afiadié 1 ug de plasmido. La mezcla se congelé rapidamente en
nitrégeno liquido y posteriormente se preincubd durante 5 minutos a 37°C. A
continuacion, se afiadidé 1 mL de medio LBTG. La mezcla resultante se incubd a 28°C
durante 4 h en agitacién suave. Seguidamente se centrifugd a 4000 rpm durante 10
minutos, se elimind el sobrenadante y las células se resuspendieron en 100 pL de
medio LBTG. Finalmente, la suspension transformante se sembrd en placas con
medio sélido LBTGK [LBTG suplementado con 50 pg/mL de kanamicina (el
antibiético de selecciéon para bacterias del vector de transformacién)]. Se
sembraron 25, 100 y 500 pL de la solucidn bacteriana de igual modo que con E. coli.
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Dichas placas se incubaron a 28°C en oscuridad. Las colonias resistentes a los
antibidticos de seleccién resultaron visibles a los 2-3 dias de la siembra. Las colonias
transformantes se verificaron mediante PCR de colonia como en el caso de E. coli.
Las colonias que resultaron positivas se lanzaron en 5 mL de medio LBTGK. Tras un
dia de crecimiento a 28°C en agitacion constante los cultivos se saturaron y se
procedid a obtener glicerinados para su almacenaje a -80°C (siguiendo el
procedimiento descrito en el Apartado 3.2.3.4 para E. coli).

3.7 Diseifio de las construcciones plasmidicas para la
obtencidn de plantas transgénicas

3.7.1 BAC y vectores de clonacion y transformacion

Para poder generar las nuevas lineas transgénicas empleadas en esta tesis
doctoral se emplearon los siguientes vectores y BAC:

pBeloBAC-Kan: BAC proporcionado por el TAIR que contiene clonado, entre
otros genes de Arabidopsis, el gen PSAT1. Este BAC se utilizé para la amplificacion
de dicho gen lo que permiti6 su posterior clonaje en el plasmido
pCR8®/GW/TOPO®. Como agente de seleccion presenta el gen de resistencia a
kanamicina (Figura 3.2).
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pCR8®/GW/TOPO®: Plasmido multicopia de 2817 pb utilizado para la
clonacién de productos de PCR en E. coli. Posee el gen marcador de resistencia al
antibiético espectinomicina. Este plasmido, que incorpora la tecnologia Gateway
de la empresa INVITROGEN, fue utilizado para clonar los productos de PCR
necesarios para la elaboracién de las diferentes construcciones del pMDC86 con los
genes de interés, aprovechando que se comercializa linealizado y posee, en cada
uno de sus extremos, un nucledtido de deoxitimidina en los cuales tiene
covalentemente unida una enzima topoisomerasa | del virus Vaccinia por cada
nucledtido (Figura 3.3).

T0P0
CCCTT
GGG

T

EcoR |
EcoR |

pCR S/GWJTOPO Figura 3.3. Esquema del plasmido

2817 bp PCR8®/GW/TOPO®. Extraido de la web
https://www.thermofisher.com/order/c
atalog/product/K250020

pMDC86 es un plasmido modificado por nuestro grupo a partir del
plasmido pMDC83 (Curtis y Grossniklaus, 2003) en el cual se ha sustituido el gen de
resistencia a higromicina por el gen de resistencia a BASTA. El vector de clonacién
pMDC83 se disefid para sobreexpresar genes de interés en Arabidopsis y para
estudiar la localizacidn subcelular de las proteinas que codifican dichos genes. Este
vector utiliza la tecnologia Gateway, basada en la utilizacién de un cassette
portador del sitio de recombinacidn att, que permite la 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 pMDC83 estd formado por 12513 pb; sus principales
caracteristicas son la presencia de dos genes de resistencia a kanamicina e

75



RUBEN CASATEJADA ANCHEL

higromicina (resistencia utilizada para bacterias y plantas, respectivamente).
Nuestro grupo modificé el pMDC83 sustituyendo el gen de resistencia a higromicina
por el gen que otorga resistencia al herbicida BASTA en plantas, llamando a este
nuevo pldsmido pMDC86. Ademds, pMDC86 al igual que pMDC83 presenta 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 fusidn en la cual la proteina fluorescente esta en posicidon C-terminal
(Figura 3.4).

2x 358 | ccdB |
gfp6his “nos TH Basta"

attR1 attR2

Figura 3.4. Esquema del T-DNA del plasmido pMDC86. Este plasmido deriva del pMDC83 al
cual se le sustituyo el gen de resistencia a higromicina por el gen de resistencia a BASTA.
Imagen extraida y modificada de Curtis y Grossniklaus, 2003.

pMDC83 Pro355:PSP1-GFP. Plasmido que se obtuvo en trabajos anteriores
por nuestro grupo (Cascales-Mifiana et al., 2013). Este vector fue disefiado para que
la secuencia del gen PSP1 estuviera bajo el control del promotor 35S y, ademas,
tuviera en su extremo C-terminal la proteina GFP. Este plasmido se usé como molde
para obtener mediante PCR el fragmento que contenia el gen PSP1, el promotor
35Sy el gen que codifica la GFP junto con el terminador NOS (Apartado 3.7.4).

pMDC83 Pro35S:PGDH1-GFP. Plasmido obtenido en trabajos anteriores
por nuestro grupo descrito en Toujani et al., (2013a). Este vector se disefid para
expresar la secuencia del gen PGDH1 bajo el control del promotor 35S. Ademas, en
su extremo C-terminal esta unida la proteina GFP. Este pldsmido se usé para
obtener la construccién génica ProHS:PGDH1-GFP (ver Apartado 3.7.2). Ademas,
también se empleé como molde para obtener mediante PCR el fragmento que
contenia el gen PGDH1, el promotor 35Sy el gen que codifica la GFP (ver Apartado
3.7.5).
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PMDC83 ProHS:PSP1-GFP. Plasmido obtenido en trabajos anteriores por
nuestro grupo descrito en Cascales-Mifana et al., (2013). Se disefié para expresar
el gen PSP1 bajo el control el promotor inducible por choque térmico HS (Heat
shock). Este plasmido se usé para la obtenciéon mediante enzimas de restriccion del
promotor HS, un promotor inducible por choque térmico, para generar la
construccién génica ProHS:PGDH1-GFP (ver Apartado 3.7.2).

pMDC100. Pldsmido que se usé como aceptor de la construccion
Pro35S:PSP1-GFP (procedente del vector anteriormente comentado) (Apartado
3.7.4). Es un vector que al igual que el pMDC83 utiliza la tecnologia Gateway para
lainsercién de productos de clonacién a partir de otros vectores (Figura 3.5), y lleva
dos genes que confieren resistencia a kanamicina, uno para bacterias y otro para
plantas. En nuestro caso, no usamos el pMDC100 para la obtencidn de una
construccién con la tecnologia Gateway, sino mediante una estrategia con enzimas
de restriccién (Apartado 3.7.4).

ccaB

@ Kan®

attR1 attR2

Figura 3.5. Esquema del T-DNA del plasmido pMDC100. Imagen extraida de Curtis y
Grossniklaus, 2003.

pPMCG1005. Vector binario para la transformaciéon de maiz mediada por A.
tumefaciens que contiene cuatro copias del promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor. Bajo el control de los 4 promotores 35S se encuentra el gen bar como
agente de seleccién para plantas que confiere resistencia a BASTA (Char et al.,
2017). También contiene un casete del promotor del maiz del gen de la ubiquitina
1 (Christensen y Quail, 1996) acoplado al primer intréon del gen de la alcohol
deshidrogenasa del maiz (Adh1) (Callis et al., 1987) y el terminador del gen de la
octopina sintasa de A. tumefaciens (Koncz et al., 1983). Este plasmido ha sido
empleado para la obtencion de plantas de maiz sobreexpresoras de PGDH1
mediante la construccidén ProUbi:PGDH1-GFP que se clond en este pldsmido.

pUC18/19. El pUC18/19 es un plasmido de 2686 pb derivado del plasmido
pBR322. En lineas generales, posee una region lacZ de clonaje multiple (pUC18
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presenta este sitio de clonaje multiple en sentido reverso), un sitio de lectura
abierto derivado del plasmido pMB1 y un gen de resistencia al antibidtico
ampicilina. Este plasmido fue utilizado para evaluar la calidad de las células
competentes de E. coli (Apartado 3.6.1).

3.7.2 Obtencion de la construccion génica ProHS:PGDH1-GFP

El promotor HS del gen que codifica la proteina HSP18.2 (At5g59720) es un
promotor fuerte inducible por choque térmico en plantas transgénicas (Matsuhara
et al., 2000). Para obtener la construccidén que tuviera la secuencia codificante del
gen PGDH1 fusionado al gen GFP, y que su expresion estuviera controlada por el
promotor HS, se utilizaron dos plasmidos construidos previamente por nuestro
laboratorio [pMDC83 Pro35S:PGDH1-GFP descrito en Toujani et al.,, (2013a) y
pMDC83 ProHS:PSP1-GFP descrito en Cascales-Mifiana et al.,, (2013)]. Ambos
plasmidos se digirieron con las enzimas de restriccion Pmel y Spel, lo que permitio
por un lado eliminar el promotor 35S de la construccién pMDC83 Pro35S:PGDH1-
GFP, y por otro separar de la construccién pMDC83 ProHS:PSP1-GFP un fragmento
de 1061 pb que contenia el promotor HS (852 pb). Mediante electroforesis se
identificaron y separaron los fragmentos de pMDC83 Pro35S:PGDH1-GFP sin su
promotor y el fragmento de 1061 pb conteniendo el promotor HS, se purificaron y
se ligaron, dando lugar a la construccién ProHS:PGDH1-GFP. La nueva construccion
fue secuenciaday posteriormente introducida en la cepa GV3101 de A. tumefaciens
para transformar plantas de Arabidopsis.

3.7.3 Obtencidn de la construccidon génica Pro35S5:PSAT1-GFP

La construccion para la obtencién de plantas sobreexpresoras del gen
PSAT1 consistid en el clonaje de la parte codificante de dicho gen en el plasmido
pMDC86 (obtenido por nuestro grupo; Apartado 3.7.1) para obtener el plasmido
pMDC86 Pro35S:PSAT1-GFP. El plasmido pMDC86 es similar al pMDC83 (Curtis y
Grossniklaus, 2003) salvo por el agente de seleccién en plantas, que en el pMDC83
proporciona tolerancia a higromicina y en el pMDC86 proporciona tolerancia a
BASTA.

El gen PSAT1 no contiene intrones, por lo que se utilizé el BAC F8D20 para
poder amplificar por PCR su region codificante. El producto de PCR resultante,
utilizando los cebadores PSAT1+1 For y PSAT1+1270 Rev (Tabla 3.3), se clond en el
plasmido pCR8/GW/TOPO del kit de INVITROGEN pCR®8/GW, TOPO® TA Cloning Kit
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(Ref. K2500-20), transformdandose posteriormente con dicho plasmido células
competentes de E. coli DH5a. Tras comprobar mediante secuenciacion que la
secuencia de interés no tenia mutaciones, esta regién codificante fue subclonada
en el plasmido pMDC86, utilizando la tecnologia Gateway, la cual estd basada en
los sitios de recombinacién att, usando la enzima recombinasa del kit de
INVITROGEN Gateway® LR Clonase® Il enzyme mix (Ref. 11791-100). El plasmido
pMDCB86 es portador de la proteina verde de fusién GFP que se dispone en fase de
lectura con el ADN introducido. El plasmido pMDC86 Pro35S:PSAT1-GFP generado
también fue comprobado por secuenciacion, pero en este caso, solamente las
regiones de insercion para confirmar que la GFP estuviera en fase de lectura con la
region codificante del gen PSAT1. Por ultimo, esta construccion se introdujo en la
cepa GV3101 de A. tumefaciens para transformar plantas de Arabidopsis.

3.7.4 Obtencidn de la construcciéon génica Pro35S:PSP1-GFP

Por otro lado, también se disefié la construccion del gen PSP1 bajo el
control del promotor 35S y unido al gen que codifica la proteina GFP en el plasmido
pMDC100. El plasmido pMDC100 fue elegido para obtener esta construccidn por
proporcionar tolerancia en plantas a kanamicina, y a pesar de tener sitios de
recombinacién del sistema Gateway, el clonaje de las secuencias en su interior fue
mediante enzimas de restriccion.

El fragmento Pro35S:PSP1-GFP se obtuvo mediante amplificacion por PCR
utilizando los cebadores 2x35S -786 for y T-Nos +322 Bglll Rev (Tabla 3.3) a partir
de la construccidn previamente obtenida por nuestro grupo pMDC83 Pro35S:PSP1-
GFP (Cascales-Mifiana et al., 2013). Tras comprobar mediante electroforesis con
una alicuota de la PCR que el fragmento amplificado tenia el tamafio adecuado y
no habia bandas inespecificas, se procedio a purificar el resto de la reaccion de la
PCRy se digirié con la enzima de restriccidén Hindlll, generando un amplicon con un
extremo 5’ cohesivo Hindlll y un extremo 3’ romo. Por otro lado, el plasmido
pMDC100 se digirié con Hindlll y Ecl1361l (que genera un extremo romo). De esta
forma, mediante purificacién de la banda correcta, separada en un gel de
electroforesis, conseguimos eliminar en el pMDC100 toda la region que se
encuentra entre las regiones de recombinacidn attR1 y attR2 y reemplazarla por el
fragmento Pro35S:PSP1-GFP. De esta forma conseguimos obtener un nuevo
plasmido, en este caso el pMDC100 que confiere resistencia a Kanamicina en
plantas y que lleva el gen PSP1 bajo el control del promotor 35S y unido a la GFP
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(pPMDC100 Pro35S:PSP1-GFP). Tras confirmar que los bordes de insercién eran
correctos mediante secuenciacion, se procedid a introducir este plasmido en la
cepa GV3101 de A. tumefaciens para transformar plantas de Arabidopsis.

3.7.5 Obtencidn de la construccidon génica de maiz

La construccién para la obtencion de plantas de maiz sobreexpresoras del
gen PGDH1 consistié en el clonaje de la parte codificante del gen, unida a la
secuencia de la proteina GFP, en el plasmido pMCG1005 (obtenido de la lowa State
University). El fragmento PGDHI1-GFP se obtuvo a partir del plasmido pMDC83
Pro35S5:PGDH1-GFP (descrito en Toujani et al., 2013a) mediante PCR utilizando los
cebadores EDA9GFP Xbal Avrll For y EDA9GFP Spel Rev (Tabla 3.4). Tras verificar
mediante electroforesis que el fragmento tenia un tamafo aproximado de 2656 pb,
el amplicén fue purificado y digerido con la enzima de restriccidon Spel para generar
un fragmento Spel cohesivo por un lado y romo por el otro. Por otro lado, el
plasmido pMCG1005 se digirid con Spel y Stul (esta ultima enzima genera un
extremo romo) para eliminar el intrén de arroz Waxy-a. Tras purificar el fragmento
correspondiente al plasmido (13220 pb) este se ligd con el fragmento PGDH1-GFP
para obtener la construccion pMCG1005 ProUbi:PGDHI1-GFP. Este plasmido
formado confiere resistencia a BASTA en plantas y, tras confirmar que la secuencia
introducida en el pldsmido era correcta mediante secuenciacion, se procedidé a
enviar dicho plasmido al servicio de transformacién de plantas de la lowa State
University para que obtuvieran plantas transformadas de maiz y nos las enviaran.

3.8 Transformacion genética de Arabidopsis y obtencion
de nuevas lineas

3.8.1 Protocolo de transformacién de Arabidopsis thaliana

Las plantas de Arabidopsis se transformaron mediante infeccion del botdn
floral con A. tumefaciens (Clough y Bent, 1998). Para la transformacién se
sembraron varias macetas, como se indicé en el Apartado 3.2.1.3, y las plantas se
cultivaron en invernadero hasta que los tallos florales alcanzaron una altura de
unos 15 cm.
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El primer paso de la transformacion consistié en agregar 1 mL de cultivo
saturado de A. tumefaciens, que contuviera el vector con el que desedbamos
transformar las plantas, a 200 mL de 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 centrifugacién a 4000 rpm durante 20 minutos a 4°C y resuspendidas
posteriormente en 400 mL de la solucién de transformacién [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 transformacién de las plantas de Arabidopsis se
realizd por inmersion de los botones florales en la solucion de transformacion con
las bacterias de A. tumefaciens. El tiempo de exposicién por maceta fue de 2
minutos, transformandose entre 6 y 12 macetas por cada construccidon. 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 himedas en
la solucién bacteriana. Tras un dia se hicieron algunas aberturas en las bolsas para
qgue fueran perdiendo la humedad vy, por ultimo, al dia siguiente se elimind la bolsa.
Varias semanas después de la agroinfiltracion las macetas se dejaron de regar para
que las plantas se secaran para la recoleccion de sus semillas.

3.8.2 Obtencidn de lineas transgénicas homocigotas

Las semillas obtenidas de las plantas transformadas se sembraron en placas
Petri con medio de cultivo MS1/2 suplementado con el antibiético adecuado para
la selecciéon de las plantas y cefotaxima para inhibir el crecimiento de A.
tumefaciens (ver Apartado 3.2.1.2). Las semillas sembradas en este medio se
estratificaron 3 dias a 4°C y posteriormente se colocaron en una cdmara durante 2
semanas en condiciones &ptimas de crecimiento. Las plantas que no han
introducido el T-DNA, no poseen el gen de resistencia al antibidtico de seleccién y
sufren un retraso en el crecimiento tras la germinacién, con escaso desarrollo
radicular y cotiledones que no adquieren coloracién verde, muriéndose finalmente
a los pocos dias. Los transformantes resistentes (T1) se trasplantaron a tierra,
crecieron en el invernadero y entre 40-50 dias después se recogieron sus semillas
T2.

Las semillas T2 se sembraron de nuevo en placas de medio MS1/2
suplementado con el antibidtico de seleccién. Tras un periodo de estratificacion de
3 dias a 4°C y tras la germinacién y crecimiento durante 2 semanas se realizo el
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analisis de la segregacion. Aquellas lineas que tenian una segregacién de 3
resistentes y una sensible para el antibidtico de seleccidon eran las lineas que
presentaban Unicamente una copia de T-DNA. Estas lineas se seleccionaron para la
obtencidon de la generacién T3, trasplantando a tierra entre 15-20 plantas
resistentes, y dejandolas crecer en el invernadero para obtener las semillas T3. Para
conocer qué plantas eran homocigotas dentro de cada linea, se sembraron unas
100 semillas por planta en placas con MS1/2 suplementado con el agente de
seleccion. Tras la estratificacidn, germinacién y crecimiento se seleccionaron los
tubos de semillas que presentaron una segregacién de 100% resistentes, que eran
los individuos homocigotos para el transgén.

3.8.3 Procedimiento para la realizacion de cruces entre lineas de
Arabidopsis thaliana

En cualquier investigacion en la que se estudien genes, una técnica de uso
frecuente es la de realizar cruzamientos para obtener lineas que incorporen varias
mutaciones, o lineas mutantes y transgénicas a la vez, u otras con varios transgenes
diferentes. En este apartado se describe como se realizan los cruces para el caso de
la especie estudiada, ya que dicho procedimiento puede ser algo diferente para
otras especies.

Tras sembrar los genotipos a cruzar y dejarlos crecer en condiciones de
invernadero se eligieron aquellas plantas con uno o varios escapos florales de unos
15 a 20 cm de altura. Por un lado, se eligio el parental femenino para preparar sus
flores para la polinizacion. En cada inflorescencia se eligieron las dos o tres flores
mas desarrolladas sin abrir, y utilizando lupas de aumento y pinzas se eliminaron
de ellas los sépalos, pétalos y estambres, quedando Unicamente los carpelos. Por
otro lado, del parental masculino se eligieron flores recién abiertas y se utilizaron
sus estambres para la polinizacion, ya que de esta forma estos tienen el polen en el
estadio correcto. Para realizar la polinizacién fue suficiente con frotar las anteras
con los estigmas del parental femenino. Tras unos dias se pudo observar en la
mayoria de los cruces realizados que los carpelos se transformaban en silicuas
pequeias, que tras su crecimiento y maduraciéon nos proporcionaron las posibles
semillas cruzadas.

En caso de que los dos parentales tuvieran agentes de seleccién, las
semillas fueron sembradas en MS1/2 suplementado con el antibidtico o herbicida
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correcto (el que proporciona el parental masculino). En caso de que alguno no
presentara tolerancia, ese parental fue seleccionado como femenino y las semillas
producidas tras el cruce se sembraron en medio MS1/2 suplementado con el
agente de seleccion del parental masculino, para facilitar su identificacion.

3.8.4 Obtencidon de plantas transgénicas condicionales para el gen
PGDH1

El mutante pgdhl-2 en homocigosis es letal, mostrando un retraso en el
desarrollo embrionario que conduce al aborto de los embriones, por lo que se
mantienen en heterocigosis (Toujani et al., 2013a). El alelo mutante pgdhl-2
proporciona tolerancia a sulfadiazina, asi que para asegurarnos de que las plantas
a transformar tenian el alelo mutado, hicimos un paso previo antes de sembrarlas
en las macetas de 12 cm de didmetro. Este paso consistié en sembrar estas semillas
provenientes de una madre heterocigota en medio MS1/2 suplementado con
sulfadiazina, y aquellas plantas tolerantes que habian crecido al cabo de 10 dias
fueron transferidas a dichas macetas. Para poder obtener este mutante en
homocigosis, y que fuera viable, se transformaron estas plantas heterocigotas
(PGDH1pgdh1-2) con la construccion ProHS:PGDH1-GFP para generar lineas de
mutantes condicionales fértiles al someterlas a choque térmico de 37°C durante
una hora al dia.

Las semillas obtenidas tras la transformacion fueron sembradas en medio
MS1/2 suplementado con sulfadiazina, cefotaxima e higromicina y las plantas
tolerantes fueron transferidas de forma individual a macetas y puestas en
condiciones de invernadero para su crecimiento (plantas T1). En el momento en
gue empezaron a florecer, fueron sometidas a choques térmicos diarios durante 1
hora a 37°C para que los embriones homocigotos no abortaran, ya que de esta
forma se consigue expresar el gen PGDH1. Las semillas T2 provenientes de estas
plantas se sembraron en un medio de cultivo MS1/2 suplementado con higromicina
para poder identificar aquellas lineas que tuvieran 1 inserciéon (al dar un ratio 3:1
de tolerancia:sensibilidad). Las semillas T2 con una insercion fueron sembradas en
medio MS1/2 con sulfadiazina para identificar aquellas que fueran ya homocigotas
pgdhl-2pgdhl-2. Aproximadamente 15-20 plantas de cada una de estas lineas
homocigotas tolerantes a sulfadiazina fueron transferidas de forma individual a
macetas para obtener la generacién T3 y buscar las homocigotas para el transgén
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sembrdndolas en higromicina. A estas lineas homocigotas para el transgén y
homocigotas para la mutacién se las designé como c-pgdh1-2.

Durante todo el proceso de obtencidn de estas lineas se realizaron andlisis
PCR para comprobar el genotipo de las plantas en relacion al alelo mutante pgdh1-
2 (las combinaciones de cebadores se muestran en la Tabla 3.3).

3.8.5 Obtencion de plantas dobles y triples mutantes para los genes de
la familia PGDH

En primer lugar, se generaron los mutantes doble homocigotos pgdh2-2
pgdh3-2y pgdh2-3 pgdh3-1 a partir de los mutantes simples. Para la generacion del
triple mutante y de otras combinaciones de mutantes se utilizo el doble mutante
pgdh2-3 pgdh3-1 que fue cruzado con las lineas condicionales (c-pgdh1-2).

La linea pgdh2-2 de la coleccion SALK es tolerante a kanamicina, mientras
que la linea pgdh3-2 de la coleccion GABI-Kat lo es a la sulfadiazina. Estas
tolerancias junto con la PCR diagnéstica para cada mutante (las combinaciones de
cebadores para cada gen se muestran en la Tabla 3.3), nos permitieron obtener el
doble mutante homocigoto pgdh2-2 pgdh3-2.

La linea pgdh2-3 de la colecciéon SALK tenia silenciada la tolerancia a
kanamicina, mientras que la linea pgdh3-1 de la coleccion SM “Suppressor-
Mutator” presentaba tolerancia a BASTA. En este caso utilizamos como parental
masculino la linea tolerante a BASTA y tras el cruzamiento sembramos las semillas
en medio MS1/2 suplementado con BASTA para comprobar que el cruce habia
salido correctamente. Estas plantas tolerantes se pasaron a maceta para obtener la
nueva generacion de semillas que eran segregantes, y mediante su siembra en
BASTA y la realizacion de PCRs diagndsticas (las combinaciones de cebadores para
cada gen se muestran en la Tabla 3.3) nos permitieron identificar el doble mutante
pgdh2-3 pgdh3-1.

Para la obtencién de las diferentes combinaciones de mutantes con las
lineas condicionales c-pgdhl-2 se utilizé el mutante doble obtenido en el paso
anterior (pgdh2-3 pgdh3-1) y se cruzd con las lineas c1-pgdhl-2 y c2-pgdhl-2.
Utilizando las tolerancias a agentes de seleccidon (pgdh3-1 a BASTA, pgdhl-2 a
sulfadiazina, y la construccidon que complementa al mutante anterior a higromicina)
y la realizacion de PCRs diagndsticas (las combinaciones de cebadores para cada
gen se muestran en la Tabla 3.3) nos permitieron ir rastreando tras los diferentes
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cruces los genotipos para al final obtener los dos nuevos tipos de doble mutantes
(c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdhl-2 pgdh3-1) y el triple mutante (c-pgdh1-2 pgdh2-3
pgdh3-1).

3.8.6 Obtencion de plantas triples sobreexpresoras de los genes de la
Ruta Fosforilativa de Biosintesis de Serina

Para la obtencién de las lineas triples sobreexpresoras de los tres genes
principales de la ruta fosforilativa de biosintesis de serina (PGDH1, PSAT1 y PSP1)
partiamos de plantas sobreexpresoras del gen PGDHI1 ya obtenidas y aisladas
previamente, y cuyo agente de seleccion es el gen de resistencia al antibidtico
higromicina (Toujani et al., 2013a). Se disefiaron dos construcciones, como se ha
comentado anteriormente, para sobreexpresar los genes que codifican las enzimas
PSAT y PSP en Arabidopsis. Estas dos enzimas participan en la segunda y en la
tercera reaccion de la RFBS, respectivamente, como ya se comenté en la
introduccién, mientras que la enzima PGDH participa en la primera.

Las dos construcciones obtenidas para este propdsito en esta tesis doctoral
se han disefiado con dos plasmidos distintos (uno para el gen PSAT1 y otro para el
gen PSP1), en el que cada uno presenta un agente de seleccién diferente (BASTA
para el plasmido que expresa el transgén que contiene PSAT1 y kanamicina para el
plasmido que expresa el transgén del PSP1) y también, a su vez, diferente al agente
de seleccion de las lineas sobreexpresoras de PGDH1 (higromicina). La presencia de
distintos agentes de seleccidon en cada una de las lineas sobreexpresoras permitid
obtener mas facilmente las lineas triple sobreexpresoras al poder utilizar la
seleccion por antibidticos durante la germinaciéon de las semillas.

Con cada una de estas construcciones se transformaron dos lineas
sobreexpresoras del gen PGDH1 (oexEDA9-L1 y oexEDA9-L2; Toujani et al., 2013a)
gue en esta tesis fueron renombradas como Oex PGDH1-L1 y Oex PGDH1-L2. Con
esta estrategia, y para cada una de las lineas oex PGDH1, se consiguieron por una
parte plantas sobreexpresoras para el gen PSAT1 y PGDH1, y por otra, plantas que
sobreexpresan PSP1 y PGDHI1. A partir de plantas doble sobreexpresoras
homocigotas se realizaron cruces hasta conseguir plantas sobreexpresoras
homocigotas para los tres transgenes. La identificacion de estas lineas homocigotas
para cada uno de los tres genes fue posible a los diferentes agentes de seleccién
empleados.
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3.8.7 Obtencion de plantas sobreexpresoras del gen PGDH1 en maiz

Las semillas de maiz obtenidas a partir de plantas transformadas por la
construccion génica  ProUbi:PGDH1-GFP, procedentes del servicio de
transformacidon de plantas de la lowa State University, fueron recibidas y se
procedio a la identificacion y aislamiento de las plantas que presentaran una sola
copia del transgén. Estas semillas enviadas estaban rotuladas como T1 y provenian
de las plantas transgénicas regeneradas tras la transformacion, por lo que si
utilizamos la terminologia anterior de Arabidopsis se corresponderian con la
generacion segregante T2 (donde ya podemos identificar las lineas que presentan
una copia del transgén mediante el ratio 3:1).

Utilizando la terminologia de la lowa State University, se sembraron las
semillas T1 para cada linea independiente y tras germinar se realizaron ensayos de
tolerancia a BASTA (ver Apartado 3.2.2.1) y PCRs diagndsticas para identificar las
plantas transgénicas y las singénicas (ver Tabla 3.4). Con los resultados pudimos
establecer la segregacion y, por tanto, cuantas inserciones del T-DNA presentaba
las plantas progenitoras. Tras este ensayo se identificaron aquellas lineas de una
insercion y dentro de ellas las plantas que fueron tolerantes a BASTA y positivas
para la PCR (y por lo tanto contienen el transgén de interés; estas plantas podrian
ser ya homocigotas o heterocigotas pero por los ensayos realizados no las
podiamos distinguir). Estas plantas seleccionadas tras crecer y florecer se
autopolinizaron para obtener la siguiente generacién de semillas. Una vez
obtenidas estas semillas se volvieron a sembrar y a analizar para identificar los lotes
de semillas homocigotas (que serian aquellas 100% tolerantes o PCR+ por ser su
progenitora homocigota).

Dado que el ciclo de vida del maiz es de entre 4 y 5 meses, durante la
realizacion de esta tesis se han podido obtener algunas lineas homocigotas, pero
para algunas otras nuestro grupo sigue haciendo ensayos para obtenerlas. A las
lineas sobreexpresoras del gen PGDH1 se las denomind ZmOex PGDH1.
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3.9 Cuantificacion de parametros morfologicos de las
plantas

La caracterizacion fenotipica de las diferentes lineas obtenidas se realizé
tanto en condiciones in vitro como en invernadero (Unicamente se caracterizaron
las plantas de Arabidopsis). Durante la caracterizacidn fenotipica in vitro se midio
el peso fresco tanto de la parte aérea como de las raices, asi como también la
longitud de la raiz principal. En la caracterizacidn fenotipica de las plantas crecidas
en invernadero se determind Unicamente el peso fresco de la roseta. Los pesos
evaluados se realizaron mediante una balanza OHAUS ANALYTICAL modelo PA124.
El tiempo transcurrido entre la escision del sistema radicular y la pesada de ambos
drganos se acortd lo maximo posible para evitar pérdidas de agua que pudieran
alterar el resultado final.

Para los analisis in vitro se utilizaron placas cuadradas en posicién vertical y
las plantas se dejaron crecer 14-15 dias. El medio de cultivo utilizado en la
caracterizacién fenotipica in vitro fue diferente en funcién del tipo de experimento
(ver Apartado 3.2.1.2). En el caso de la determinacién de los parametros en
invernadero se cultivaron las plantas de forma individual en macetas cuadradas y
se midieron las rosetas a los 30-40 dias.

3.10 Determinacion del contenido en almiddon

La recogida del material (de Arabidopsis o maiz) para la determinacion de
su contenido en almiddn se realizé coincidiendo con el contenido maximo de
almidon (final del dia o del periodo de luz). EI material vegetal se trituré en N,
liquido, se alicuotd en tubos con tapon de rosca de 1,5 mL (entre 40 y 60 mg) y se
anadié 1 mL de etanol 80%. Las muestras se mantuvieron en agitaciéon durante 15
min a 80°C y tras este periodo se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente (23-24°C). Se elimind el sobrenadante y se repitio el proceso
(1 mL de etanol 80%, agitacion a 80°C y centrifugacién). Tras eliminar el
sobrenadante el precipitado se lavd con 1 mL de agua mQ enfriada a 4°C agitando
en un vortex durante 30 segundos, tras lo cual se volvid a centrifugar a 14000 rpm
durante 10 min a 4°C. Tras eliminar el sobrenadante el precipitado se secé durante
30 min en un concentrador de vacio integrado (SpeedVac Eppendorf Concentrator
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Plus 5305 con bomba de vacio). En estos momentos los azucares solubles de la
muestra han sido eliminados y el precipitado contiene el almiddn.

Para la medida del almidén el precipitado seco fue resuspendido en 0,2 mL
de KOH 200 mM mediante agitacion en un vdrtex, e incubado durante 1 hora a
95°C. En caso de que el precipitado no se hubiera resuspendido totalmente en el
primer paso, las muestras se agitaron durante el periodo de incubacién a 95°C
reiteradamente hasta su resuspension total. Tras este periodo se afiadid acido
acético 1M hasta alcanzar un pH préximo a 5 (aproximadamente 40,8 uL) y se
centrifugd a 14000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.

Una vez que teniamos el almiddn resuspendido y con el pH en torno a 5 se
realizé el ensayo enzimatico para su cuantificacion utilizando el kit Enzytec™ Starch
(Ref. E1268, R-Biopharm) con algunas modificaciones en las instrucciones del
fabricante. Este ensayo de determinacién del almiddn se basa en que el almiddn se
hidroliza en D-glucosa a pH 4,6 en presencia de la enzima amiloglucosidasa (AGS).
La D-glucosa formada se determind con la ayuda de las enzimas hexoquinasa y
glucosa 6P deshidrogenasa (Glu-6P-DH) a pH 7,6. La D-glucosa es fosforilada dando
lugar a Glucosa 6P por la accién de la hexoquinasa. En presencia de Glu-6P-DH, la
Glucosa 6P se oxida por el NADP en D-gluconato-6-fosfato con la formacion de
NADPH. La cantidad de NADPH formada es estequiométricamente igual a la
cantidad de D-glucosa formada por la hidrdlisis del almidén. EI NADPH se determiné
por su absorcion a 340 nm. El protocolo utilizado consistié en alicuotar 8,6 uL de la
muestra en un tubo con tapén de rosca de 1,5 mL y se anadieron 17,3 uL del
reactivo AGS (en el caso del blanco de reaccién se utilizaron 25 pL de agua mQ).
Tras mezclar, la muestra se incubé durante unas 12-16 horas a 55°C. Tras este
periodo se adicionaron 87 plL de la solucién 1 (que contiene NADP y ATP) y 87 plL de
agua mQ. Tras mezclar se dejo reposar la mezcla durante 3 min y se realizé una
medida de absorbancia a 340 nm. Tras esta primera medida se adicionaron 1,5 plL
de la mezcla de Hexoquinasa y Glu-6P-DH, se mezclé, se mantuvo la reaccion
durante 15 min a temperatura ambiente y, por ultimo, se volvié a medir la
absorbancia a 340 nm. Las medidas se realizaron por triplicado para cada muestra.
Utilizando los factores de dilucién y la ley de Lambert Beer se calculd la
concentracién de almiddén por gramo de peso fresco de la muestra.
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3.11 Determinacidén del contenido de proteinas totales

El material vegetal (Arabidopsis o maiz) se trituré con N; liquido, se alicuoto
en tubos de 1,5 mL (unos 50 mg) y se afiadieron 0,5 mL de HCI 0,1 M. Las muestras
se agitaron durante 30 segundos con un vértex y se centrifugaron a 13000 rpm
durante 10 min a 4°C. Se recuperaron 100 pL del sobrenadante en un nuevo tuboy
las proteinas fueron precipitadas por la adicidon de 25 uL de acido tricloroacético
(TCA) al 100% mientras se mantuvo la mezcla en hielo durante 15 min. Las proteinas
formaron un precipitado al centrifugarse los tubos en las mismas condiciones
anteriormente indicadas. Tras eliminar el sobrenadante, el precipitado se lavé con
200 pL de TCA al 1% y se volvieron a centrifugar los tubos en las mismas
condiciones. Tras eliminar el sobrenadante se hizo un segundo paso de lavado con
400 pL de etanol absoluto y, tras centrifugar y eliminar el sobrenadante el
precipitado se dejo secar. Una vez seco el precipitado se resuspendié con NaOH 0,1
M. En funcién del material el volumen de resuspension fue diferente: para parte
aérea de Arabidopsis 200 uL, para raices de Arabidopsis 100 uL, para hojas o tallos
de maiz 100 plL y para raices de maiz 50 pL.

Las proteinas extraidas se cuantificaron con el reactivo de Bradford (Bio-
Rad, 500-0006), utilizando albimina de suero bovino (BSA) como estandar para
realizar la recta patroén.

3.12 Analisis por western blot

El Western blot que se presenta en el apartado de resultados fue realizado
por el Dr. Armand Anoman (antiguo miembro de nuestro laboratorio) tal y como se
describe en Casatejada-Anchel et al., (2021). No obstante, se considera que este
experimento es necesario incluirlo en esta tesis para integrarlo con el resto de
resultados obtenidos por mi, tal como se hizo en el articulo anteriormente citado y
en el que soy primer autor.

3.13 Analisis del perfil metaboldmico

Para la determinacién metaboldmica se utilizaron plantulas de 15 dias de
edad cultivadas in vitro. Las plantas se recogieron después de 8 horas de exposicion
a la luz. Se muestrearon por separado la parte aérea y las raices, que fueron
utilizadas para determinar el contenido de metabolitos en extractos derivatizados

89



RUBEN CASATEJADA ANCHEL

en metanol por cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS)
utilizando el protocolo descrito por Lisec et al., (2006) con algunas modificaciones
(ver Figura 3.6). En funcidn de las lineas a analizar, las condiciones de crecimiento
pudieron variar (las condiciones exactas se indicaran en los apartados especificos
de resultados).

3.13.1 Extraccion de los metabolitos

El material vegetal se recogid, se congeld rapidamente en N; liquido para
detener los procesos metabdlicos y se guardd a -80°C hasta su procesado. Para
realizar la extraccion de los metabolitos, el material se trituré en un mortero con
N liquido y se repartid en alicuotas de aproximadamente 50 mg en tubos de 1,5
mL con tapdén de rosca, anotando el peso exacto del material alicuotado para
posteriormente realizar los calculos en funcién del peso. A cada tubo se le
afiadieron 0,46 mL de metanol (Merck, cat. N2 1.06007.1000) y 20 pL de ribitol (0,2
mg/mL; Sigma, cat. no. 488-81-3). El metanol permite detener todas las reacciones
celulares y el ribitol se utilizd como control interno para la fase polar, ya que no
estd presente de forma natural en las muestras a analizar. Las muestras se agitaron
en un vortex durante 30 segundos y se incubaron durante 15 min a 70°C con
agitacién a 650 rpm en un agitador térmico (Eppendorf Thermomixer confort). Para
evitar el exceso de presidén durante este tratamiento los tubos se abrian y tapaban
cada 2 min. Tras la incubacidn se centrifugaron los tubos durante 10 min a 14000
romy el sobrenadante se transfirié a un tubo de 1,5 mL. A cada tubo se le afiadieron
0,25 mL de cloroformo (Merck, cat. N2 1.02444.1000) y 0,5 mL de agua mQ,
mezclandose en un vortex durante 15 segundos. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron durante 15 min a 4000 rpm y se transfirieron 0,15 mL de la fase
superior (fase polar) a dos tubos de 1,5 mL. Las muestras se secaron en el
concentrador de vacio integrado a temperatura ambiente y antes de cerrar los
tubos se introdujo en ellos N, gaseoso (este paso se realiza para evitar la oxidacién
de las muestras y que no se produzcan reacciones indeseadas por la presencia de
contaminantes en el aire). Finalmente, los tubos se almacenaron a -80°C hasta la
derivatizacion de las muestras (Figura 3.6). Por cada linea y tratamiento se
realizaron 6 réplicas bioldgicas.

3.13.2 Derivatizacion

Este apartado fue realizado en colaboracién con el laboratorio del Dr.
Alisdair Fernie (Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Potsdam-Golm,
Alemania) por un miembro de nuestro equipo, la Dra. Rosa-Téllez. De las muestras

90



3. MATERIALES Y METODOS

almacenadas en el paso anterior teniamos dos replicas técnicas, pero solamente
una fue enviada al laboratorio del Dr. A. Fernie, la otra se conservé como reserva.

Antes de proceder a la derivatizacidn, las muestras se volvieron a secar en
un concentrador de vacio durante 30 min. Se prepard una solucién de
metoxiaminacion [20 mg/mL de hidrocloruro de metoxiamina (Merck, Sigma,cat.
no. 593-56-6) en piridina pura (Merck, cat. no. 110-86-1)]. Se afiadieron 20 pL de
esta solucidon de metoxiaminacion a las muestras que se incubaron a 37°C durante
2 h con agitacion continua (900 rpm). Durante la incubacidn, se prepard una mezcla
de N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA; Macherey-Nagel, cat. N2
24589-78-4) con 20 pL/mL de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs). Se
afadieron 35 plL de la mezcla a las muestras que se volvieron a incubar a 37°C
durante 30 min con agitacién continua (900 rpm). Finalmente se transfirio todo el
volumen de cada muestra a un frasco de cristal y se procedid al analisis por GC-MS
(Figura 3.6).

) b c d
. Inactivacion enzimatica Agitar durante 10 min a 70°C
Homogeneizar . <

a = 460 uL Metanol enun termomixer a 650 rpm
Alicuotar, pesary > g
apidanm Mantener a 20 pL Ribitol
congelar rapidamente G i — )
. A I
——————

I
Transferir 150 pL del
Afiadir 250 uL CHCly sobrenadante aun
Secar el extracto enun

+500 pL dH,0 Eppendorf
o —— e concentrador de vacio
Transferir el Ve i
sobrenadante aun ortexar
Eppendorf
Centrifugar 10 min Centrifugar 15 min
11000g 11000g ———————
L. ——
% {Secar enun concentrador de
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Figura 3.6. Protocolo modificado de preparacidn de los extractos para los analisis metabolémicos. La
extraccion de los metabolitos (a-j) se realizd en nuestro laboratorio, la derivatizacion y la
cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS) (k-0) se realizaron en el laboratorio del
Doctor Alisdair Fernie en Alemania. MSTFA: N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida; FAME: ésteres
metilicos de acidos grasos. Esquema modificado de Lisec et al., (2006).
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3.14 Analisis de la actividad fotosintética

Los analisis de actividad fotosintética se realizaron en colaboracidn con el
laboratorio del Dr. Sergio Gonzalez Nebauer (catedratico en la Universidad
Politécnica de Valencia) tal y como se describen en Casatejada-Anchel et al., (2021).
Las plantas utilizadas para estos andlisis crecieron en macetas bajo condiciones de
invernadero durante 30 dias. Las medidas se llevaron a cabo 2 horas después del
comienzo del periodo de luz para permitir unas medidas correctas de fotosintesis.

3.15 Tratamiento estadistico de los resultados

Los valores experimentales indicados en este trabajo representan las
medias aritméticasy el error estandar de los resultados, que posteriormente fueron
evaluados mediante contrastes de hipdtesis, ajustando las variables respuesta a un
modelo lineal.

Para los analisis de los experimentos genéticos (obtencidn de las plantas
homocigotas de una insercién) se utilizé el test Chi-Cuadrado (Zar, 1996), que
permite poder verificar si los valores de pldntulas tolerantes y sensibles a los
agentes de seleccion estaban de acuerdo con las proporciones mendelianas o, por
el contrario, si se desviaban de estas. El p-valor utilizado como nivel de significacion
fue menor de 0,05, que nos permite asumir que valores superiores a este valor
indican que las diferencias observadas no son suficientemente significativas como
para rechazar la hipdtesis nula, y por tanto aceptar que las proporciones
observadas se ajustan a los valores esperados de segregacion.

Las comparaciones de las medias de los experimentos que enfrentaban al
grupo control con las diferentes lineas mutantes y/o tratamientos fueron realizadas
utilizando el tratamiento estadistico t-Student (T-test) mediante el programa
Microsoft Excel 2016. El nivel de significacién fijado, fue como en el caso del Chi-
Cuadrado, el de un p-valor menor a 0,05, asumiendo diferencias significativas entre
las medias cuando los valores de significacién fueron menores a este valor umbral.

Las diferencias estadisticas entre grupos fueron analizadas mediante el
analisis ANOVA de un factor y una prueba post hoc posterior (Tukey’s b o Games-
Howell en funcion de que las varianzas fueran iguales o diferentes,
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respectivamente) con el programa IBM SPSS Statistics. El nivel de significacidon se
fijo de nuevo en el 5% (p < 0,05).

Los analisis filogenéticos y de evolucién molecular se realizaron con la
versiéon X de MEGA (Kumar et al., 2018). El analisis basado en la expresién génica se
realizo utilizando la herramienta expressolog tree viewer de bioanalytical resource
for plant biology (Patel et al., 2012). El andlisis de expresidn y co-expresion de 2
genes se realizd con datos transcriptdmicos de repositorios publicos utilizando la
herramienta Genevestigator (https://genevestigator.com/; Hruz et al., 2008). Por
ultimo, las interacciones de los genes de la RFBS se obtuvieron utilizando la
herramienta GeneMANIA (Warde-Farley et al., 2010).

Para el andlisis de componentes principales (PCA) se utilizé la aplicacién de
la web MetaboAnalyst 5.0 (http://www.metaboanalyst.ca).
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4.1 Analisis de los mutantes de los genes PGDH1, PGDH2
y PGDH3

El andlisis del nivel de expresidn de los genes de la familia PGDH, mediante
gRT-PCR, mostrd que PGDH1 es el gen que mayor expresion presenta de los tres,
tanto en plantulas como en estados mas avanzados de desarrollo, seguido de
PGDH?2 (Figura 4.1). Tanto PGDH1 como PGDH2 se expresan principalmente en las
raices de plantulas y de planta adulta, pero también se expresan en silicuas, flores,
meristemos y hojas. Sin embargo, PGDH3 se expresa exclusivamente en los tejidos
de la parte aérea de la planta, principalmente en las hojas, siendo casi indetectable
en raices, tal y como ya han confirmado otros estudios de expresién génica
(Benstein et al.,, 2013; Toujani et al., 2013a). De acuerdo con la herramienta
Genevestigator, PGDH1 tiene unos niveles altos de expresion en las primeras fases
del desarrollo (durante la germinacion y en el estadio de plantula) y, aunque su
expresion disminuye, se mantiene durante todas las fases del ciclo de la planta. El
gen PGDH2, por el contrario, tiene una tendencia opuesta aumentando
progresivamente la expresion desde la fase de plantula hasta las fases de desarrollo
mas tardias (cuando la planta desarrolla flores y silicuas). Por Gltimo, la expresion
de PGDH3, es mayor en las etapas maduras que coinciden con la plena capacidad
fotosintética de la planta y se expresa menos en las etapas tempranas y tardias del
desarrollo.

En estudios previos, la caracterizacion de las lineas silenciadas del gen
PGDH1, mostraron que dichas plantas presentan una fuerte reduccion del
crecimiento primario de la raiz (Benstein et al., 2013), un fenotipo también
observado en los mutantes condicionales del gen PSP1 (c-psp1-1), el Unico gen que
codifica para la ultima enzima de la RFBS (Cascales-Mifiana et al., 2013). En este
caso anterior se tuvieron que crear estos mutantes condicionales para poder
estudiar su fenotipo, ya que el mutante knockout de ese gen es letal. El mutante
condicional c-psp1-1 es una linea transgénica knockout para el gen PSP1, a la cual
se le ha introducido un transgén que contiene el cDNA del gen PSP1 bajo el control
del promotor HS (Cascales-Mifiana et al.,, 2013). Este mutante presenta niveles
bajos de expresion del gen PSP1 en condiciones no inducibles, lo que lo hace viable
y, por tanto, adecuado para estudiar la funcién de PSP1 durante el desarrollo
vegetativo de la planta (Anoman et al., 2019; Cascales-Mifiana et al., 2013).

97



RUBEN CASATEJADA ANCHEL

Lo [l Parte aérea

D Raices

o
_

Expresién relativa

5 N i

PGDH1 PGDH2 PGDH3
Gen

|:| Raices .Tallos

T Silicuas

I:' Hojas . Flores

23

20

Expresion relativa
n

(1

00
PGDH1 PGDH2 PGDH3

Gen

Figura 4.1. Cuantificacion de la expresion relativa de los genes de la familia PGDH. (A) Analisis gRT-
PCR de los genes PGDH en parte aérea y raices en plantas crecidas en placa durante 15 dias. (B) Analisis
de la expresion relativa en diferentes érganos de plantas adultas crecidas en condiciones de
invernadero durante 40 dias. Los valores (media * SE; n = 3 replicas bioldgicas independientes) estan
normalizados respecto a la expresion de PGDH2 en la parte aérea (A) o tallos (B).

Para poder estudiar plantas con expresién reducida del gen PGDH1, ya que
el mutante knockout también es letal, disefiamos el mutante c-pgdh1-2 a partir de
mutantes knockout de PGDH1 (pgdh1-2) al que les introdujimos una construccion
que contiene el cDNA de PGDHI1 bajo el control del promotor HS (el mismo
promotor usado para las lineas c-pspl-1; ver Apartado 3.8.4 de Materiales y
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Métodos). Obtuvimos 5 lineas condicionales c-pgdhl-2 con diferentes niveles de
expresion de PGDH1 (Figura 4.2A). Cuando germinamos y crecimos las cinco lineas
en placas de cultivo bajo condiciones de cultivo no inducibles, todas las lineas
presentaron una reduccion del crecimiento primario de la raiz, el fenotipo mas
caracteristico de las lineas deficientes en la RFBS (Benstein et al., 2013; Cascales-
Mifiana et al., 2013) (Figura 4.2B y E). Al compararlas con las lineas condiciones para
el gen PSP (Cascales-Mifiana et al., 2013) se observé que la reduccién del
crecimiento de las raices en las lineas c-psp1-1 era mucho mas drdstica que en los
mutantes c-pgdh1-2 (Figura 4.2B). Dos de las lineas c-pgdh1-2 (c1-pgdhl-2 y c2-
pgdh1-2) que presentaban una mayor reduccién del crecimiento primario de la raiz
(Figura 4.2B) junto con unos bajos niveles de expresién del gen PGDH1 (Figura
4.2A), fueron seleccionadas para posteriores analisis. Las lineas c1-pgdhl-2 y c2-
pgdh1-2 mostraron niveles basales de proteina PGDH1 mas bajos que los controles
que expresaban PGDH1 bajo el control del promotor nativo (ProPGDH1:PGDH1)
(Figura 4.2C). Estas lineas recuperaron el crecimiento de la raiz tanto en condiciones
inducibles bajo choque térmico, como por la suplementacidn de serina al medio de
cultivo (Figura 4.2Dy E). En estado adulto, c1-pgdh1-2 y c2-pgdh1-2 fueron estériles
cuando las condiciones no eran inductivas, otro fenotipo asociado por la deficiencia
de la RFBS, mientras que la fertilidad de estas lineas se rescaté induciendo el gen
PGDH1 bajo condiciones inducibles (Figura 4.3).

Para estudiar mas a fondo el efecto de los genes PSP1 y PGDH1 en el
desarrollo vegetativo de la planta se compararon las dos lineas de c-pgdh1-2 (c1-
pgdhl-2, c2-pgdhl-2) y c-pspl-1 (cl-pspl-1 y c2-pspl-1) que presentaban el
fenotipo mas drastico (Figura 4.4). Ademas del crecimiento reducido de la raiz
primaria, las lineas c-pgdh1-2 también mostraron una reduccidn del peso fresco de
la raiz, mientras que las lineas c-psp1- 1 se vieron afectadas tanto en el peso fresco
de las raices como en el de la parte aérea en comparacion con los controles (Figura
4.4B y C). El crecimiento de las lineas mutantes condicionales en el invernadero
mostré que el peso fresco de la roseta también presentaba una disminucién mucho
mayor en las lineas c-psp1-1 que en las c-pgdh1-2 cuando fueron comparadas con
el control. Estos resultados demuestran que el fenotipo de las lineas c-psp1-1 es
mucho mas drastico que en las lineas c-pgdh1-2 (Figura 4.4D), y, por tanto, sugieren
gue los genes PGDH2 y PGDH3 podrian contribuir al crecimiento de la planta en los
mutantes condicionales c-pgdh1-2.
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Figura 4.2. Caracterizacion fenotipica y molecular de los mutantes condicionales de los genes PGDH1
y PSP1 (c-pgdhl-2 y c-pspl-1) de plantas crecidas en placa (durante 13 dias). (A) Andlisis de la
expresion de PGDH1 por qRT-PCR en cinco lineas transgénicas homocigotas antes y después de la
induccién del gen PGDH1 por choque térmico. Los valores de PGDH1 fueron normalizados respecto al
valor mas bajo de la linea c2-pgdh1-2. (B) Longitud relativa de la raiz primaria de las lineas c-pgdh1-2
y c-psp1-1 crecidas en placa. (C) Analisis por Western blot que muestra la expresién de la proteina de
fusién PGDH1-GFP en parte aérea y raices de la linea control (WT) y en los mutantes pgdhl
complementados con la construccion PGDH-GFP bajo el control del promotor de choque térmico HS
(c1-pgdhi1-2, c2-pgdh1-2) o bajo el control del promotor del gen PGDH1 (ProPGDH1:PGDH1 L1,
ProPGDH1:PGDH1 L2). Las plantas fueron crecidas bajo condiciones de induccion o de no induccion.
La sefial de una banda no especifica se muestra como control de carga de las muestras. (D) Longitud
relativa de la raiz primaria de lineas c-pgdh1-2 bajo condiciones de induccion o en presencia de 0,1
mM de serina en el medio de cultivo. (E) Foto representativa de plantas crecidas bajo condiciones de
induccién o en presencia de 0,1 mM de serina en el medio de cultivo. Los datos de caracterizacion
fenotipica (paneles A, B o D) son la media + SE (n 2 60 plantas), y las diferentes letras indican
diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05).

Para estudiar mas en detalle la contribucion de los genes PGDH2 y PGDH3
al crecimiento vegetativo de la planta se compard el crecimiento, tanto en placa
como en invernadero, de mutantes simples de PGDH2 (pgdh2-2, pgdh2-3), de
PGDH3 (pgdh3-1, pgdh3-2) y de mutantes dobles de PGDH2 y PGDH3 (pgdh2-2
pgdh3-2, pgdh2-3 pgdh3-1). No se observd un fenotipo de reduccion del
crecimiento diferente en los mutantes simples pgdh2-2 y pgdh2-3 respecto a las
plantas control cuando fueron crecidas en placas de cultivo, mientras que los
mutantes pgdh3-1y pgdh3-2 mostraron una reduccion del crecimiento de la parte
aérea del 15-25% respecto a los controles (Figura 4.5A-E). Sin embargo, en las
combinaciones de mutantes dobles de los genes PGDH2 y PGDH3 (pgdh2-2 pgdh3-
2, pgdh2-3 pgdh3-1) no se observaron fenotipos mas drasticos que con los
mutantes simples. De hecho, cuanto mas fuerte es el fenotipo del alelo mutante
PGDH3, mas débil es el fenotipo del doble mutante. Solo una combinacion de los
mutantes dobles (pgdh2-3 pgdh3-1) mostrdé un peso fresco de la parte aérea mas
bajo que el control (Figura 4.5B). En condiciones de invernadero, hubo una
reduccién general del peso fresco de la roseta tanto de los mutantes simples como
en los dobles ensayados, alrededor de un 20-30%, comparado con la linea control
(Figura 4.5E). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el
crecimiento entre los mutantes simples respecto a los dobles en ninguno de los
pardmetros analizados, ni en placa ni en maceta (Figura 4.5), lo que sugiere que, a
pesar de tener un patrén de expresion diferente, PGDH2 y PGDH3, no tienen un
efecto aditivo en el crecimiento de la planta.
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c-pgdh1-2 (condiciones de no induccion)

c-pgdh1-2 (37°C 1h)

Figura 4.3. Fotografias de plantas silvestres (WT) y de plantas mutantes condicionales para el gen
PGDH1 (c-pgdh1-2) crecidas en invernadero bajo condiciones de no induccién o induccién a 37°C
durante 1 hora cada dia.
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Figura 4.4. Comparacion de los mutantes condicionales PGDH1 (c-pgdh1-2)y PSP1 (c-psp1-1) crecidos
en placa (durante 17 dias) o en condiciones de invernadero (durante 46 dias). (A) fotografia
representativa de cada linea crecidas en placa. (B, C) peso fresco de la parte aérea y de las raices de
las lineas c1-psp1-1, c2-psp1-1, c1-pgdhl1-2, c2-pgdhl-2 y el control (WT) de plantas crecidas en placa.
(D) peso fresco de la roseta de plantas adultas (de los mismos genotipos utilizados en B y C) crecidas
en invernadero. Los valores representados son la media = SE (n > 100 plantas) y estan normalizados
respecto a la media calculada para el WT. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre
lineas (ANOVA, P < 0,05).
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Figura 4.5. Caracterizacion fenotipica de los mutantes simples y dobles de PGDH2 y PGDH3 (pgdh2-2,
pgdh2-3, pgdh3-1, pgdh3-2, pgdh2-3 pgdh3-1y pgdh2-2 pgdh3-2) crecidos en placa (durante 15 dias)
o en condiciones de invernadero (durante 46 dias). (A) fotografia representativa de cada linea crecidas
en placa. (B, C) peso fresco de la parte aérea (PA) y raices de mutantes simples, dobles y linea silvestre
(WT) crecidos en placa. (D) longitud de la raiz primaria de las lineas crecidas en placa. (E) peso fresco
de la roseta de plantas adultas crecidas en condiciones de invernadero. Los valores representados son
la media + SE (n = 100 plantas) y estdan normalizados respecto a la media calculada para el WT. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05).
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4. RESULTADOS

Tras esta caracterizacién fenotipica el siguiente paso fue realizar un estudio
metabolémico en los mutantes de los genes PGDH. Pare ello seleccionamos el doble
mutante que mostraba una reduccion significativa del peso de la parte aérea en
comparacién con el WT (pgdh2-3 pgdh3-1), asi como también los mutantes simples
que tienen los alelos del doble mutante seleccionado. Segin el PCA el perfil
metaboldmico de los mutantes simples pgdh2-3 y pgdh3-1 fue diferente tanto en
las raices como en la parte aérea y no se solapaban con el perfil de la linea WT
(Figura 4.6A). En la parte aérea, aquellos metabolitos que mejor explicaban las
diferencias entre pgdh2-3 y pgdh3-1 fueron el acido glicérico y la maltosa (Figura
4.7A). Los niveles de acido glicérico se redujeron un 50% en el mutante pgdh3-1 en
comparacién con el WT, siendo el valor mds bajo de las lineas ensayadas. La
maltosa, sin embargo, se incrementd notablemente en este mutante un 128%,
mientras que se redujo en el mutante pgdh2-3 (Tabla 4.1). Por otro lado, en las
raices los metabolitos que mejor explicaban las diferencias entre los dos mutantes
simples corresponden a la isoleucina, lisina, glutamina y acido isocitrico (Figura
4.7B), que mostraron tendencias opuestas (los dos primeros compuestos tenian
mayores niveles en el mutante pgdh2-3 y los dos uUltimos mayores niveles en el
mutante pgdh3-1; Tabla 4.2). De todos estos resultados cabe remarcar que los
niveles de acido glicérico fueron de nuevo mas bajos en el mutante pgdh3-1 que en
el resto de las lineas ensayadas (Tabla 4.2).

El perfil metabdlico del doble mutante pgdh2-3 pgdh3-1, también fue
diferente respecto a los mutantes simples. Sin embargo, en este caso, estaba
parcialmente solapado con el perfil del WT tanto en la parte aérea como en raices
(Figura 4.6A). De hecho, en el doble mutante varios metabolitos mostraron un valor
intermedio en comparacion con los mutantes simples, tal y como se visualiza en la
Figura 4.6B y en las Tablas 4.1 y 4.2. Un claro ejemplo es el metabolito serina, que
se redujo en el mutante pgdh2-3, se incrementd en el mutante pgdh3-1, y en el
doble mutante pgdh2-3 pgdh3-1 presentaba un valor intermedio respecto a los
valores del WT (Figura 4.6C y Tablas 4.1 y 4.2). Otros metabolitos de la parte aérea
en el doble mutante pgdh2-3 pgdh3-1 como el acido glicérico, lisina, arginina y
metionina mostraban niveles similares al WT. Ademas, metabolitos como la
ornitina, la prolina y la rafinosa mostraron una tendencia opuesta a la de los
mutantes simples (Figura 4.6B y Tabla 4.1). En raices, la isoleucina y el acido
isocitrico presentaban unos niveles similares al WT, mientras que otros, como el
acido glicérico y la putrescina, mostraron una tendencia opuesta a la de los
mutantes simples (Figura 4.6B y Tabla 4.2).
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4. RESULTADOS

Figura 4.6. Perfil metaboldmico de los mutantes simples y dobles de los genes PGDH2 y PGDH3
(pgdh2-3, pgdh3-1, y pgdh2-3 pgdh3-1). (A) Andlisis de los componentes principales (PCA) del perfil
metabolémico de las lineas mutantes en la parte aérea y en las raices. Los datos del analisis de la
cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-MS) se evaluaron utilizando el PCA con los dos
primeros componentes que representan al menos el 70% de la varianza metabdlica total. Los valores
entre paréntesis indican la contribucion relativa de cada componente a la varianza total observada en
el conjunto de datos. (B) Cambios mds relevantes en el contenido de metabolitos de la parte aéreay
raices de los mutantes PGDH en comparacion con la linea silvestre (WT). Los valores del contenido
relativo de los metabolitos estan representados como un mapa de calor, siendo el color rojo mayor
contenido respecto al WT y azul menor contenido respecto al WT. (C) Contenido relativo de serina en
las diferentes lineas mutantes PGDH. Los valores representan la media * SE, n 2 5 pools de 40 plantas.
Las diferentes letras indican diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05). Los resultados
mas detallados se presentan en las Tablas 4.1y 4.2.
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Figura 4.7. Metabolitos que explican las diferencias entre los mutantes simples y dobles de los genes

PGDH2 y PGDH3 (pgdh2-3, pgdh3-1, y pgdh2-3 pgdh3-1) en parte aérea (A) y raices (B) de acuerdo al
analisis realizado en el PCA.
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Tabla 4.1. Niveles de metabolitos en la parte aérea de los mutantes simples y
doble de los genes PGDH2 y PGDH3 (pgdh2-3, pgdh3-1, pgdh2-3 pgdh3-1)
comparados con la linea silvestre (WT). Los datos representan valores relativos
normalizados respecto a la media calculada para el WT (media + SE de al menos
6 determinaciones independientes). Las letras indican diferencias significativas
entre grupos (ANOVA, P < 0,05).

Metabolito WT pgdh2-3 pgdh3-1 pgdh2-3 pgdh3-1

Aminodcidos
Acido aspértico 1+0,01b 0,76+0,02a 1,33+0,01c 1,05+0,04 b
Alanina 1+0,02a 0,98+0,02a 1,41+0,03¢ 1,25+0,03 b
Alanina, B 1+0,02a 1,00 £ 0,04 a 1,86+0,04c 1,16 £0,04 b
Arginina 1+0,04 ab 1,10+0,04 b 1,59+0,05c 0,84+0,09a
Glicina 1+0,01c 0,55+0,02a 1,03+0,03 ¢ 0,83+0,02b
Isoleucina 1+0,01b 0,74+0,02a 1,20+ 0,03 c 1,20+0,02 ¢
Lisina 1+0,03a 1,08 £ 0,05 a 1,52+0,04b 0,95+0,06a
Metionina 1+0,02a 0,90+ 0,03 a 1,45+0,03 b 0,92+0,04a
Ornitina 1+0,03b 1,22 +0,05 ¢ 1,48 +0,05d 0,77+ 0,05 a
Prolina 1+0,02¢ 0,42+0,01a 0,90+0,01b 1,37 +0,02d
Prolina 4-hidroxilada 1+0,01b 0,73+0,01a 0,98+0,02b 1,11+0,03 ¢
Serina 1+0,01b 0,76+0,01a 1,45+0,01d 1,12 £+0,02 ¢
Treonina 1+0,01b 0,81+0,02a 1,34 +0,02d 1,11 +0,02 ¢
Valina 1+0,01b 0,74+0,02a 1,25+0,02d 1,12 +0,04 ¢

Acidos organicos

Acido butirico, 4-amino- 1+0,02a 0,94+0,02a 1,48 +0,04 b 1,51+0,06 b
Acido citrico 1+£0,03b 0,65+0,04a 1,10+£0,03 b 1,34+£0,11b
Acido fumarico 1+£0,02b 0,94 +0,02 ab 0,90+0,01a 1,15+0,02 ¢
Acido glicérico 1+0,02¢c 0,78+0,04 b 0,51+0,01a 1,06 £ 0,05 ¢
Acido malico 1+£0,02b 0,55+0,02a 0,96+0,02b 1,22 £0,06 ¢
Acido piravico 1+£0,02b 0,88+0,04a 1,29+0,04 ¢ 1,31+£0,03 ¢
Acido succinico 1+0,01b 0,83+0,02a 1,65+0,02d 1,25+0,04 c

Azlcares y azucares alcoholes

Fructosa 1+£0,01b 0,76 £0,03 a 0,76 +£0,02 a 0,83+0,03a
Maltosa 1+£0,02b 0,57+0,02a 2,28+0,05d 1,32+0,06 ¢
Myo-inositol 1+0,01b 0,54+0,02a 1,15+0,02¢c 1,31+0,04d
Rafinosa 1+0,02¢c 0,32+0,02a 0,65+0,02b 1,25+0,03d
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Tabla 4.2. Niveles de metabolitos en raices de los mutantes simples y doble de
los genes PGDH2 y PGDH3 (pgdh2-3, pgdh3-1, y pgdh2-3 pgdh3-1) comparados
con la linea silvestre (WT). Los datos representan valores relativos normalizados
respecto a la media calculada para el WT (media + SE de al menos 5
determinaciones independientes). Las letras indican diferencias significativas
entre grupos (ANOVA, P < 0,05).

Metabolito WT pgdh2-3 pgdh3-1 pgdh2-3 pgdh3-1

Aminoacidos
Acido Aspértico 1+£0,02b 0,69+0,02a 1,03+0,02 b 1,10+ 0,04 b
Alanina 1+£0,04b 0,77 £0,04 a 1,21+0,05¢ 1,02+0,03b
Alanina, B 1+£0,02b 0,72+0,01a 1,04 0,02 b 1,03+0,03b
Arginina 1+£0,02b 0,75+0,03a 1,39+0,05d 1,17+0,04 c
Glicina 1+£0,03b 0,67+0,03a 1,04+0,03b 1,03+0,05b
Glutamina 1+£0,06b 0,43 £0,06a 1,24 +0,09 b 1,27+0,13b
Isoleucina 1+£0,02b 1,35+0,04d 0,70+£0,02a 1,13+0,04c
Lisina 1+£0,03b 1,19+0,02 ¢ 0,80+0,03a 1,16 +0,04 c
Prolina 1+£0,02¢ 0,31+0,01a 0,84+0,02b 1,14 +0,03d
Prolina 4-hidroxilada 1+0,02b 0,62+0,01a 0,92+0,02b 1,10+0,03 ¢
Serina 1+£0,03b 0,55+0,01a 1,13+0,03 ¢ 0,92+0,03b
Tirosina 1+£0,03b 1,03+0,01b 0,84+0,04a 1,19+0,04c
Valina 1+£0,02b 1,09 + 0,03 bc 0,84+0,02a 1,13+0,04c

Acidos organicos

Acido butirico, 4-amino- 1+0,02b 0,84+0,03a 1,09 £ 0,03 bc 1,16 £0,04 c
Acido citrico 1+£0,03b 0,49+0,02a 0,94+0,02b 1,22+0,05¢
Acido glicérico 1+£0,02¢ 0,86+0,02b 0,61+0,01a 1,22+0,04d
Acido glutarico, 2-oxo 1+0,02b 0,56+0,02a 1,09+0,02c¢c 1,06 + 0,04 bc
Acido isocitrico 1+0,04b 0,50+0,02a 1,62+0,07c 1,03+0,07 b
Acido mélico 1+£0,02¢ 0,71£0,02a 0,83+£0,01b 1,17 +£0,04 d
Acido succinico 1+0,02b 0,56+0,01a 1,13+0,02c¢c 1,08 + 0,03 bc

Azlcares y azlcares alcoholes

Fructosa 1+0,02a 0,94+0,03a 1,33+0,03c¢c 1,10+ 0,03 b

Myo-inositol 1+0,02b 0,54 +0,01a 1,08 +0,02 b 1,07 +0,01b

Rafinosa 1+0,02¢ 0,50+0,01a 0,79+0,02b 1,16 £0,03 d
Varios

Acido fosférico 140,02 bc 0,97+0,03b 1,20+ 0,06 c 0,73+0,02a

Putrescina 1+0,05c 0,70£0,05a 0,78+0,05b 1,31+0,04d
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4.2 Caracterizacion fenotipica y metaboldmica de los
dobles y triples mutantes de la familia PGDH

Para llegar a un conocimiento mayor de la funcién de los genes de la familia
PGDH obtuvimos combinaciones de dobles y triples mutantes de los tres genes de
la familia (PGDH1, PGDH2 y PGDH3) bajo el fondo genético del mutante condicional
c-pgdh1-2. Obtuvimos dos lineas independientes con fenotipos similares para cada
combinacién (c1-pgdhl-2 pgdh2-3, cl-pgdhl-2 pgdh3-1, cl-pgdhl-2 pgdh2-3
pgdh3-1; c2-pgdh1-2 pgdh2-3, c2-pgdh1-2 pgdh3-1, c2-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1).
Los datos de caracterizacién fenotipica representados en las Figuras 4.8B-D y 4.9B
muestran la media de las dos lineas indicadas (c1 y c2) con la nomenclatura
siguiente: c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdhl-2 pgdh3-1y c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1.

Las diferentes combinaciones de dobles y triples mutantes condicionales
tenian un fenotipo muy drastico de crecimiento en invernadero, en ocasiones
morian antes de florecer y producir semillas, y en otras ocasiones la produccién era
muy limitada. Debido a esto, para el mantenimiento de estas lineas nos apoyamos
en lineas dobles y triples homocigotas para el transgén y para los alelos pgdh2-3 'y
pgdh3-1, mientras que para el alelo mutante del gen PGDH1 estas lineas eran
heterocigotas (PGDH1pgdh1-2). A partir de estas plantas heterocigotas para el gen
PGDH1 obteniamos semillas, tras choques térmicos diarios, que eran segregantes
para este gen, encontrandose entre ellas las cuadruples homocigotas. Estas se
identificaban por su tamafio y por PCR, mostrando siempre que, para cada linea
doble o triple, la planta que tenia los dos alelos mutados para el gen PGDH1 en
homocigosis era mucho mas pequefia que las que presentaban las combinaciones
PGDH1PGDH1 o PGDH1pgdhl-2 (este fenotipo enano era inconfundible por sus
raices cortas).

Para la caracterizacion in vitro, las semillas se sembraron en placas
cuadradas con medio MS1/5 suplementado con 0,5% de sacarosa, que se colocaron
en posicién vertical. Después de 7 dias de cultivo en una camara de crecimiento a
22°C, se seleccionaron las plantas que presentaban el fenotipo de raiz corta (dentro
de cadalinea) y fueron trasplantadas a nuevas placas con el mismo medio junto con
la linea WT, para ser posteriormente incubadas hasta los 15-16 dias. Una vez
transcurrido ese periodo de tiempo se midio el peso de la parte aéreay la longitud
de las raices, asi como también su peso.
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También se realizé un experimento de caracterizacidon fenotipica bajo
condiciones de invernadero. Al igual que la realizada in vitro, las plantas crecidas en
invernadero fueron genotipadas para detectar las lineas dobles o triples mutantes
homocigotas para todos los genes implicados. Mediante genotipacion, se
correlacioné que aquellas plantas que presentaban un menor tamafo de roseta
eran homocigotas para el genotipo deseado. Puesto que las plantas triples
mutantes homocigotas presentaban un crecimiento muy mermado y no eran
capaces de desarrollar tallo, después de 24 dias de crecimiento en invernadero, se
midid el peso fresco de la roseta de todas las lineas.

Al realizar el analisis fenotipico de los dobles y triples mutantes PGDH
pudimos comprobar que tanto PGDH2 como PGDH3 tienen un efecto en el
crecimiento de las plantas bajo el fondo genético del mutante c-pgdhl-2, que las
hace mas pequenfias que los mutantes simples condicionales c-pgdh1-2. Al contrario
de lo que se observd bajo un fondo genético silvestre (Figura 4.5), este efecto de
reduccion fue mucho mayor para el doble mutante del gen PGDH2 (c-pgdhl-2
pgdh2-3) que para el del PGDH3 (c-pgdhl-2 pgdh3-1), en todos los parametros
estudiados (Figuras 4.8 y 4.9). En condiciones in vitro, los mutantes c-pgdhl-2
pgdh2-3 desarrollaron el fenotipo mds drastico, siendo semejante a las lineas c-
pspl1-1 (Figura 4.4A y 4.8A). En comparacion con c-pgdhl-2 pgdh2-3, las lineas c-
pgdh1-2 pgdh3-1 presentaron una reduccion del crecimiento mucho mas débil en
el peso fresco de la parte aérea y de la raiz (Figura 4.8B y C). En relacion a estos
parametros de crecimiento, el triple mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1 no fue
significativamente mas pequeno que el doble mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 ni en
parte aérea ni en raices (Figura 4.8A-C). Ademas, el crecimiento de la raiz primaria
se vio mas afectado en el mutante doble c-pgdh1-2 pgdh2-3 que en el mutante
triple c-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1 (Figura 4.8A y D), sugiriendo que la mutacion de
PGDH3 tiene un efecto positivo en el crecimiento de la raiz primaria cuando los
genes PGDH1 y PGDH2 también estan mutados.

Al realizar los analisis de caracterizacién fenotipica bajo condiciones de
invernadero, el doble mutante c-pgdhl-2 pgdh3-1 y el mutante condicional c-
pgdh1-2 fueron los que presentaban un tamafio mayor entre las lineas mutantes,
sin embargo, el mutante c-pgdh1-2 fue mas grande que el doble mutante c-pgdh1-
2 pgdh3-1. Por otro lado, el doble mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3y el triple mutante
fueron los que presentaban un fenotipo mas drastico, con un tamafio mucho mas
pequeio que las demas lineas. En este caso, al igual que con los resultados
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obtenidos in vitro, el triple mutante fue ligeramente mds grande que el doble
mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3, confirmando el efecto positivo de la mutacion en el
gen PGDH3 sobre el crecimiento de la planta (Figura 4.9Ay B).

El PCA del perfil metabolémico de los dobles y triples mutantes indicaba
que c-pgdh1-2 pgdh2-3y c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1 estaban separados respecto
a las otras lineas, sobre todo en raices (Figura 4.10A). Curiosamente, en la parte
aérea, el triple mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1 tenia un perfil mas préximo al
WT que el doble mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 (Figura 4.10A). En raices, sin embargo,
el perfil del doble mutante c-pgdhl1-2 pgdh2-3 y el triple mutante fueron muy
similares, resultado que esta de acuerdo con los bajos niveles de expresidon del gen
PGDH3 en este 6rgano (Figuras 4.1B y 4.10A). Al representar los cambios de los
metabolitos en un mapa de calor, se observa que el mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 es
la linea donde se produjeron los cambios mas drasticos en comparacién con el WT,
especialmente en la parte aérea (Figura 4.10B y Tablas 4.3y 4.4).

En general, hubo un incremento de los niveles de metabolitos en los dobles
y triples mutantes en la parte aérea. Los metabolitos que mejor explicaban esas
diferencias, segun el PCA, entre los dobles y triples mutantes en la parte aérea
fueron la asparagina, glutamina, glicina y trehalosa (Figura 4.11A). De entre todos
los metabolitos analizados, los valores més elevados se encontraron en el mutante
c-pgdh1-2 pgdh2-3y correspondieron a los de |la asparagina y glutamina (Tabla 4.3).
Estos elevados valores y otros niveles altos del resto de aminodcidos analizados se
atenuaron en el mutante triple c-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1 cuando se compararon
con los valores del mutante doble c-pgdhl-2 pgdh2-3, especialmente los de
glutamina (Figura 4.10B y Tabla 4.3). Los niveles de trehalosa aumentaron en todos
los mutantes excepto en el mutante c-pgdhl-2 pgdh3-1 en el que se redujeron. La
mutacion en el gen PGDH3 redujo los niveles de acido glicérico tanto en el doble
mutante c-pgdhl-2 pgdh3-1 como en el triple c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1 en
comparacién con las otras lineas mutantes donde el gen PGDH3 era funcional
(Tabla 4.3), parecido a lo que ocurria con el mutante simple pgdh3-1 cuyos valores
también eran mas bajos cuando se compararon con el resto de mutantes analizados
(Tabla 4.1).
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Figura 4.8. Caracterizacion fenotipica de plantas crecidas in vitro (durante 15 dias) de los dobles y
triples mutantes (c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdh1-2 pgdh3-1y c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1), del mutante
condicional (c-pgdh1-2) y de plantas control (WT). (A) Foto de plantas representativas de cada linea
crecidas in vitro. (B y C) Peso fresco de la parte aérea (PA) y de las raices de plantulas de las diferentes
lineas crecidas en placas en comparacion con la linea WT. (D) Longitud de la raiz primaria de plantulas
crecidas en placa. Los valores representan la media + SE (n = 100 plantas obtenidas de un pool de las
dos lineas independientes de cada genotipo) normalizada respecto al valor de la media del WT. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05).
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Figura 4.9. Caracterizacion fenotipica de plantas crecidas en condiciones de invernadero (durante 24
dias) de los dobles y triples mutantes (c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdh1-2 pgdh3-1y c-pgdhl1-2 pgdh2-3
pgdh3-1), del mutante condicional (c-pgdh1-2) y de plantas control (WT). (A) Foto de plantas
representativas de cada linea crecidas en condiciones de invernadero. (B) Peso fresco de la roseta de
plantas crecidas en invernadero. Los valores representan la media * SE (n > 100 plantas obtenidas de
un pool de las dos lineas independientes de cada genotipo) normalizada respecto al valor de la media
del WT. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05).
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En raices, todos los mutantes mostraron un incremento de los niveles de
aminodcidos, siendo la alanina, asparagina y glutamina los que experimentaron el
mayor aumento. Al contrario que en la parte aérea, el efecto atenuante no se
observé en el triple mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1 cuando se compard con
el doble mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3. Los metabolitos que mejor explicaban las
diferencias entre lineas fueron la trehalosa y la serina. Los niveles de trehalosa se
incrementaron mucho mas en las lineas c-pgdh1-2 pgdh2-3 y c-pgdhl-2 pgdh2-3
pgdh3-1 que en los mutantes c-pgdhl-2 y c-pgdhl-2 pgdh3-1 como ya se habia
observado en la parte aérea (Tablas 4.3 y 4.4). Los cambios de serina en los
diferentes mutantes fueron especialmente interesantes (Tabla 4.4 y Figura 4.10C).
En la parte aérea los niveles de serina, tanto en el mutante condicional simple,
como en los dobles y en el triple fueron mas altos que en la linea control,
especialmente en aquellos que presentaban un fenotipo mas drastico (c-pgdhl1-2
pgdh2-3 y c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1; Figuras 4.8A y 4.10C, y Tabla 4.3). Sin
embargo, en las raices, los niveles de serina fueron mas bajos que en el WT en las
dos lineas con el fenotipo mas drastico de enanismo, mientras que fueron mucho
mas altos que el control en las lineas c-pgdh1-2 y c-pgdh1-2 pgdh3-1 (Figuras 4.8A
y 4.10C, y Tabla 4.4).
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Figura 4.10. Perfil metabolémico de los mutantes dobles y triples de la familia PGDH (c-pgdh1-2
pgdh2-3, c-pgdh1-2 pgdh3-1, c-pgdhl1-2 pgdh2-3 pgdh3-1) y del mutante condicional (c-pgdh1-2). (A)
Analisis de los componentes principales (PCA) de los perfiles metabdlicos de los mutantes PGDH en
parte aérea y raices. Los datos del analisis de la cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC-MS) se evaluaron utilizando el PCA con los dos primeros componentes que representan al menos
el 88% de la varianza metabdlica total. Los valores entre paréntesis indican la contribucién relativa de
cada componente a la varianza total observada en el conjunto de datos. (B) Cambios mas relevantes
en el contenido de metabolitos de la parte aérea y raices de los mutantes PGDH en comparacién con
la linea silvestre (WT). Los valores del contenido relativo de los metabolitos estan representados como
un mapa de calor. (C) Contenido relativo de serina en las diferentes lineas mutantes PGDH. Los valores
representan la media mean £ SE, n 2 6 pools de 40 plantas de dos lineas diferentes para cada genotipo.
Las diferentes letras indican diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05). Los resultados
mas detallados se presentan en las Tablas 4.3y 4.4.
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Figura 4.11. Metabolitos que explican las diferencias entre los mutantes dobles y el triple de los genes
PGDH (c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdhl-2 pgdh3-1, y c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1) y del mutante
condicional (c-pgdh1-2) en parte aérea (A) y raices (B) de acuerdo al anélisis realizado en el PCA.

117



RUBEN CASATEJADA ANCHEL

Tabla 4.3. Niveles de metabolitos en la parte aérea de los mutantes dobles y
triples PGDH (c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdh1-2 pgdh3-1, c-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-
1) y del mutante condicional (c-pgdh1-2) comparados con la linea silvestre (WT).
Los datos representan valores relativos normalizados respecto a la media
calculada para el WT (media + SE de al menos 10 determinaciones
independientes). Las letras indican diferencias significativas entre grupos
(ANOVA, P < 0,05).

c-pgdhi1-2
Metabolito wT c-pgdhi-2 Cp’; %‘L’Z 12 Cp‘; Z"ZIZ% 32 ZZZ:?E
Aminodcidos
Acido aspartico 1+£0,02a 1,01+0,03a 1,58+0,04c 1,25+0,03 b 1,32+0,06 b
Alanina 1+£0,02a 1,02+0,03a 1,60+ 0,05 b 1,82+ 0,06 bc 2,08+0,07c
Arginina 1+0,12a 1,68+0,10 b 2,25+0,11c¢ 4,07+0,30d 3,21+0,37 cd
Asparagina 1+0,12a 1,78+0,17 b 2,53+0,22b 517+0,45¢ 436+041c
GABA 1+0,03a 2,58+0,16 ¢c 1,88+0,07b 516+0,15e 3,67+0,27d
Glicina 1+0,06a 2,17+0,09b 2,28 +0,20 bc 4,04+0,41d 3,07 £0,19cd
Glutamina 1+0,12a 3,79+0,46 b 3,21+0,23b 22,48+1,69d 9,33+£1,12¢c
Isoleucina 1+£0,04a 0,94 £0,04 ab 1,08+0,03 b 0,87+0,03a 0,87+0,02a
Ornitina 1+0,11a 1,35+0,05b 1,72+0,05c¢ 2,58+0,07d 2,06 +0,14c
Serina 1+0,03a 1,27+0,02 b 1,51+0,10 bc 1,89+0,14c 1,83+0,12¢
Valina 1+0,03a 0,99+0,04a 1,33+0,03b 1,24+0,03 b 1,20+ 0,03 b
Acidos organicos
Acido fumarico 1+0,02a 1,51+0,05¢c 1,17 £0,05 ab 1,36 £ 0,04 bc 0,80+0,09 a
Acido glicérico 1+0,05a 1,70+£0,16 b 1,10+ 0,04 a 1,57+0,05b 1,12+0,08 a
Acido mélico 1+0,03a 1,41+0,04b 1,74+0,09 ¢ 1,64 £ 0,10 bc 1,70+ 0,08 ¢
Acido succinico 1+0,02a 1,50+0,02b 2,21+0,03 ¢ 2,16 +£0,10c 2,40+0,14 c
Azlcares y azlcares alcoholes
Fructosa 1+0,05a 2,28 £ 0,24 bc 1,94+0,12b 2,44 0,08 c 3,22+0,17d
Myo-inositol 1+0,04a 1,37+0,04b 1,12+0,02a 1,55+0,03 ¢ 1,25+0,09 ab
Rafinosa 1+0,05a 3,90+0,35¢ 2,26+0,18b 4,47 +0,28 c 2,48+0,16 b
Trehalosa 1+0,03b 1,22+0,03¢c 0,82+0,04a 2,44+0,14d 1,34 £ 0,18 abc
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Tabla 4.4. Niveles de metabolitos en raices de los mutantes dobles y triples PGDH
(c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdhl-2 pgdh3-1, c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1) y del
mutante condicional (c-pgdhl-2) comparados con la linea silvestre (WT). Los
datos representan valores relativos normalizados respecto a la media calculada
para el WT (media + SE de al menos 6 determinaciones independientes). Las
letras indican diferencias significativas entre grupos (ANOVA, P < 0,05).

Metabolito WT c-pgdhi-2 cpgdhi-2 cpgdhi-,2 C:;%‘:g%j
pgdh3-1 pgdh2-3 pgdh3-1
Aminodcidos
Acido aspartico 1+0,02a 1,11+0,03b 0,96 +0,02 a 1,00+0,02a 1,16 £0,03 b
Alanina 1+0,05a 4,45+0,14d 2,62+0,11b 3,46 +0,15¢ 3,07+0,12 bc
Arginina 1+0,03a 1,61+0,06 c 1,30+0,06 b 1,81+0,04c 2,12+0,09d
Asparagina 1+0,07a 3,75+0,33 ¢ 2,38+0,11b 3,26+ 0,29 bc 4,35+0,57 bc
GABA 1+0,04a 2,37+0,10¢ 1,60+0,10b 2,30+0,08¢ 2,73+0,12¢
Glicina 1+0,06a 1,62+0,08 b 1,30+£0,07b 1,38+0,15ab 1,46+0,14 b
Glutamina 1+0,05a 3,24+0,25¢ 1,99+0,12b 2,87 0,23 bc 3,92+0,34c
Isoleucina 1+0,02¢c 1,10+ 0,04 c 0,69+0,02b 0,57+0,02a 0,64 0,02 ab
Ornitina 1+0,04a 1,41+0,06b 0,95+0,06 a 1,41+ 0,07 bc 1,73+0,06 ¢
Serina 1+0,02¢ 1,75+0,03 e 1,51+0,06d 0,65+0,01a 0,73+0,01b
Valina 1+0,02b 1,25+0,05 ¢ 0,88+0,02a 0,91+0,04 ab 1,08 £0,04 b
Acidos organicos
Acido fumarico 1+0,02 bc 1,23+0,09c 0,93 +£0,02 ab 0,94 + 0,07 abc 0,80+0,04 a
Acido glicérico 1+0,04c 1,88 +0,15d 1,11+0,02 ¢ 0,63+0,02b 0,53+0,02a
Acido malico 1+0,03 be 1,15 +0,05 ¢ 0,96+ 0,02 b 0,81+0,01a 0,77+0,02a
Acido succinico 1+0,03a 1,37+0,05¢c 1,30 £ 0,02 bc 1,29 £ 0,04 bc 1,13 +0,05 ab
Azlcares y azucares alcoholes
Fructosa 1+0,02a 1,20+0,03b 1,20+0,03 b 1,20+0,05b 1,21+0,03b
Myo-inositol 1+0,02a 1,39+0,02 ¢ 1,09 +0,03 a 1,29+0,02b 1,27 +0,02b
Rafinosa 1+0,04a 2,00 0,09 ¢ 1,28 +0,05b 1,28 +0,04 b 1,21+0,05b
Trehalosa 1+0,03a 2,12+0,09 ¢ 1,64 +0,07 b 4,02+0,28d 4,42 +0,08d
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4.3 Analisis de expresion de los genes de la familia PGDH

Los analisis filogenéticos realizados con los tres genes de la familia PGDH,
basados en la similaridad de secuencias, indican que PGDH1 y PGDH3 estan mas
estrechamente relacionados entre ellos que con PGDH2 (Figura 4.12). Al comparar
las secuencias gendmicas se observé que el gen PGDH1 y PGDH3 presentaban una
similitud del 76%, mientras que el gen PGDH2 presentaba una similitud del 70% y
del 68% con el gen PGDH1 y PGDH3, respectivamente. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en nuestro grupo por Toujani et al., (2013a), en los que realizaron
un analisis de alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las proteinas
codificadas por los tres genes. La mayor similitud entre secuencias de aminoacidos
fue entre las isoformas PGDH1 y PGDH3 con un 79% de similitud, mientras que para
la isoforma PGDH2 presentaba una similitud del 77% con PGDH1 y 74% con PGDH3.

Similaridad de expresién
Rango
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Atdg34200 . 8
(PGDH1) 0.6
0,4
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At3g19480 -0,2
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Figura 4.12. Andlisis filogenético y de expresion de los genes PGDH de Arabidopsis. El arbol
filogenético se realizd con las secuencias nucleotidicas de los genes PGDH, como se describe en
materiales y métodos (ver Apartado 3.15). Por otro lado, para el analisis de expresidn génica se usé la
herramienta expressolog tree viewer (http://bar.utoronto.ca/), representado en un mapa de calor.

A pesar de los resultados anteriores, los analisis del patron de expresién de
los genes PGDH a través de los analisis in silico (http://bar.utoronto.ca/), indicaban
que PGDH1 y PGDH?2 estan mas relacionados entre si que con PGDH3 (Figura 4.12).
Los analisis de expresién de los genes PGDH usando datos de mRNAseq de la
herramienta Genevestigator mostraron una correlacidn positiva entre la expresion

120



4. RESULTADOS

de PGDH1 y PGDH?2 bajo diferentes condiciones ambientales. Sin embargo, el gen
PGDH3 mostraba una correlacidn negativa respecto a los otros dos (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Analisis de correlacidn de la expresion entre los genes PGDH1 y PGDH2 (A), entre PGDH1
y PGDH3 (B) y entre PGDH2 y PGDH3 (C) durante condiciones de estrés bidtico (puntos de color
amarillo) o estrés abidtico (puntos de color rojo). Los andlisis se realizaron a través de la pagina web
https://genevestigator.com/.

Para comprender la relacion existente entre los genes PGDH, llevamos a
cabo un analisis de expresion de los tres genes de la familia en los mutantes simples,
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dobles y triples. En ellos, se pudo observar que en los mutantes simples pgdh3-1y
pgdh2-3 ni el gen PGDH2 ni el gen PGDH3 se indujeron, respectivamente (Figura
4.14A y B). Tampoco se observaron cambios significativos en la expresion del gen
PGDH1 en los mutantes simples pgdh2-3y pgdh3-1, o en el doble mutante pgdh2-
3 pgdh3-1 (Figura 4.14A y B). Por el contrario, cuando estd ausente PGDH1 se pudo
observar una induccion del gen PGDH2 en la parte aérea de la planta (Figura 4.14C).
Este efecto de induccidon se podia ver tanto en los mutantes simples condicionales
c-pgdh1-2 como en el doble mutante c-pgdh1-2 pgdh3-1. Al contrario que PGDH2,
la expresiéon de PGDH3 no se indujo, sino que se reprimié tanto en el mutante
condicional c-pgdh1-2 como en el doble mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 (Figura 4.14C).
Estos resultados indican que la ausencia del gen PGDH1 induce la expresidon de
PGDH2, mientras que la ausencia de PGDH1 o de PGDH1 y PGDH2, en conjunto,
tiene el efecto opuesto en la expresion de PGDH3 reprimiéndola. Por tanto, el
analisis de la expresidn génica podria indicar una interaccién negativa entre el gen
PGDH3 y los otros dos genes a nivel transcripcional. Por otro lado, en raices, no se
observaron cambios en la expresion de PGDH2 en los mutantes c-pgdhl-2 y c-
pgdhl-2 pgdh3-1 (Figura 4.14D). En el caso del gen PGDH3, ya se habia comentado
gue este gen se expresa poco en raices, pero se observd una tendencia clara de
reduccién de expresién de PGDH3 en los mutantes c-pgdh1-2 y c-pgdhl-2 pgdh2-3
(Figura 4.14D). Estos resultados apoyarian el antagonismo de PGDH3 respecto a los
genes PGDH1 y PGDH?2 a nivel transcripcional.
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Figura 4.14. Andlisis de la expresion de los genes de la familia PGDH en lineas mutantes crecidas en
placas durante 15 dias y comparadas con la linea silvestre (WT). (A, B) Analisis de expresion por gRT-
PCR en los mutantes pgdh2-3, pgdh3-1y pgdh2-3 pgdh3-1 en la parte aérea (A) y en las raices (B). (C,
D) Andlisis de expresion por gRT-PCR en los mutantes c-pgdhl-2, c-pgdhl-2 pgdh2-3, c-pgdhl-2
pgdh3-1y c-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1 en la parte aérea (C) y raices (D). Los valores representan la
media £ SE (n >4 de un grupo de 30 plantas de dos lineas independientes para cada genotipo) y estan
normalizados respecto a los valores de expresion para cada gen en el WT en la parte aérea (Ay C) y
raices (B y D). * diferencias significativas respecto al WT (T-test, P < 0,05).
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4.4 Estudio de los parametros fotosintéticos,
conductancia estomatica y transpiracidon en los mutantes
PGDH3

Hemos visto que los mutantes simples del gen PGDH3 atentan los cambios
metabdlicos y fenotipicos desarrollados por los mutantes de los otros dos genes
PGDH (ver Tablas 4.3 y 4.4 y Figuras 4.8, 4.10 y 4.11). Esto nos llevd a pensar que la
funcién de PGDH3 era diferente a la de los genes PGDH1 y PGDH?2. Para entender
mejor la funcion del gen PGDH3 realizamos un estudio de analisis de coexpresion
de los tres genes de la familia a través de la aplicacién de Genevestigator.
Encontramos que los 25 genes mas correlacionados con PGDH3 codificaban para
proteinas localizadas en el cloroplasto (Tabla 4.5). Estos resultados concuerdan con
el patrén de expresion especifico de PGDH3 en los drganos fotosintéticos. Muchos
de estos genes estan implicados en procesos fotosintéticos, principalmente en
reacciones relacionadas con luz. Ocho de ellos, codifican para subunidades del
complejo NAD(P)H deshidrogenasa (NDH) presente en la membrana del tilacoide
de los cloroplastos (NDHM, NDHN, PNSB1, NDHU, PNSB3, PNSL3, PNSL1 y CRR3).
Otros genes correlacionados con PGDH3 son genes del complejo PGR5 (PGRL1A),
del complejo ATP sintasa (ATPD), o de proteinas implicadas en el ensamblaje de los
complejos PSII/PSI (LHCA6, TIC62, ZKT/MET1, o MPH1). Por ultimo, algunos genes
coexpresados junto a PGDH3 codifican proteinas que estan implicadas en las
reacciones de fijacién del carbono de la fotosintesis (SBPASE, GAPB, o RBCSB-1B).
Este patrén de expresion relacionado con la fotosintesis no se observd sin embargo
en los genes PGDH1 y PGDH?2 (Tablas 4.6 y 4.7, respectivamente). De acuerdo con
estos resultados preliminares, medimos el efecto de la deficiencia del gen PGDH3
en la fotosintesis y en otros pardmetros relacionados con este proceso en los
mutantes pgdh3-1y pgdh3-2. Los resultados obtenidos tanto en el mutante pgdh3-
1 como en el pgdh3-2 presentaron una reduccion de la asimilacion neta del carbono
y de la eficiencia cuantica del PSIl, ademas de una baja conductancia estomatica y
baja transpiracion (Tabla 4.8). Curiosamente, la actividad fotorrespiratoria, que
podria explicar los mayores niveles de serina en estos mutantes, no fue mayor en
comparacién con el control.
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Tabla 4.5. Genes coexpresados junto a PGDH3 de acuerdo con los resultados
en Genevestigator (https://genevestigator.com/). Resultados
obtenidos a partir de 799 estudios de RNAseq (At_RNAseq_ARABI_GL-6)
relacionados con perturbaciones.

obtenidos

Numero Nombre Coeficiente L
Descripcion
AGI del gen de Pearson
ARNm de la proteina de unién a la clorofila a/b de tipo Il del PSI
At1g19150 LHCA6 0,91 .
& (Lhca2*1). Forma el supercomplejo NDH-PSI.
Subunidad NDH-M del complejo NAD(P)H:plastoquinona
At4g37925 NDHM 0,90 deshidrogenasa (complejo NDH) presente en la membrana
tilacoidal del cloroplasto.
Codifica la subunidad NDH-N del complejo NAD(P)H:plastoquinona
At5g58260 ndhN 0,90 deshidrogenasa (complejo NDH) presente en la membrana
tilacoidal del cloroplasto.
Codifica una subunidad del complejo NAD(P)H deshidrogenasa
At1g15980 PNSB1 0,89 cloroplastica, implicada en el flujo ciclico de electrones alrededor
del fotosistema | para producir ATP.
Reduccidn clororrespiratoria L, CRRL, complejo similar a la NADH
At5g21430 ndhU 0,89 .
& deshidrogenasa U, NDHU.
Codifica la CHLOROPLAST RNA BINDING (CRB), una proteina de
At1g09340 CSP41B 0,88 unién a ARN. CRB es importante para el buen funcionamiento del
cloroplasto.
Proteina cloroplastica con actividad peptidil-prolil cis-trans
At3g10060  FKBP16-4 0,88 .
isomerasa.
Proteina localizada en el cloroplasto que modula la concentracién
At5g23060 CAS 0,87 citoplasmdtica de Ca®* y es importante para la regulacidn
estomatica en respuesta a un aumento externo de Ca®'.
Probablemente una subunidad del complejo NAD(P)H
At2g01590 CRR3 0,87 deshidrogenasa del cloroplasto, implicada en el transporte ciclico
de electrones del PSI.
Translocdn 62 en la membrana de la envoltura interna de los
At3g18890  TIC62 0,87 vortura
cloroplastos.
También llamada MET1, es una proteina TPR asociada al tilacoide
At1g55480 ZKT 0,87 que participa en la formacién y reparacion del supercomplejo del
fotosistema Il en Arabidopsis.
Subunidad del complejo NAD(P)H deshidrogenasa del cloroplasto,
At3g16250 PNSB3 0,87 que participa en el flujo ciclico de electrones alrededor del
fotosistema | para producir ATP. Contiene un clister 4Fe-4S.
Enzima cloroplastica sedoheptulosa-1-7-bisfosfatasa (SBPasa)
implicada en la reduccidon del carbono en el ciclo de Calvin,
At3g55800  SBPASE 0,86 P

concretamente en la fase de regeneracion de la ribulosa 1,5
bisfosfato.
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Tabla 4.5. Continuacién

Numero Nombre Coeficiente L
Descripcion
AGI del gen de Pearson
Proteina integral de la membrana del tilacoide que interactta con
los complejos del nucleo del PSIl y contribuye al mantenimiento de
At5g07020 MPH1 0,86 la homeostasis del PSIl tras la exposicion a condiciones de luz
fotoinhibitoria, participando en la proteccion y estabilizacion del
PSII bajo estrés fotoinhibitorio.
At1g49380 ccs1 0,86 Eamilia de proteinas cloroplasticas de la biogénesis del citocromo
Proteina con actividad ribonucleasa implicada en la maduraciéon del
At3g63140 CSP41A 0,86 L
rRNA plastidial.
At3g01440 PNSL3 0,85 Subunidad del complejo NAD(P)H situada en el lumen del tilacoide
del cloroplasto.
Subunidad delta de la ATPasa del cloroplasto. El ARNm es mdvil de
At4g09650 ATPD 0,85 i i
célula a célula.
PGRL1A, una proteina transmembrana presente en los tilacoides.
At4g22890 PGRLIA 0,85 Las. pIEfn.tas que carecen de.P(.BRLl muestran una.p.erturbacic')n del
flujo ciclico de electrones, similar a las plantas deficientes en PGR5.
PGRL1 y PGRS interactuan fisicamente y se asocian con PSI .
Gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa localizada en el
At1g42970 GAPB 0,85 cloroplasto que puede utilizar tanto NADH como NADPH para
reducir el 1,3-difosfato de glicerato.
Miembro de la familia multigénica de la subunidad pequefia de
At5g38430 RBCS-1B 0,85 .
& Rubisco (RBCS).
At1g18060 FBN-LIKE 0,85 Localizada en los cloroplastos.
Localizada en los cloroplastos. Proteina asociada a los lipidos de los
- PAP12 0,85 'Z P ' ' P!
plastos.
At4g28660 PSB28 0,85 Similar a la subunidad PsbW del fotosistema Il.
At2g39470 PNSL1 0,85 Proteina similar a la PsbP 2.
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Tabla 4.6. Genes coexpresados con PGDH1 de acuerdo con los resultados

obtenidos

en

Genevestigator (https://genevestigator.com/). Resultados

obtenidos a partir de 799 estudios de RNAseq (At_RNAseq_ARABI_GL-6)
relacionados con perturbaciones.

Numero
AGlI

Nombre
del gen

Coeficiente
de Pearson

Descripcion

At5g08300

At2g20420

At2g36530

At3g54110

At4g24330

At1g52410

At2g47510

At2g45300

At4g20360

ENO2

PUMP1

DUF1682

TSA1

FUM1

TUFA

0,78

0,77

0,75

0,73

0,73

0,72

0,72

0,72

0,71

Subunidad alfa de la Succinil-CoA ligasa.

Proteina de la familia ATP citrato liasa (ACL).

Participa en la tolerancia al frio dependiente de la luz y codifica una
enolasa. La proteina esta fosforilada en una tirosina y su estado de
fosforilacién se modula en respuesta al ABA en las semillas de
Arabidopsis.

Miembro de la familia de proteinas de desacoplamiento PUMP2.
Codifica una proteina de desacoplamiento mitocondrial AtUCP1
que participa en el mantenimiento del equilibrio redox de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial para facilitar el
metabolismo fotosintético. La interrupcion de UCP1 da lugar a un
fenotipo fotosintético. En concreto, se produce una restriccion de
la fotorrespiracion con una disminucion de la tasa de oxidacion de
la glicina fotorrespiratoria en la mitocondria. Este cambio conduce
a una reduccidn asociada de la tasa de asimilacion de carbono
fotosintético.

Proteina hipotética (DUF1682).

Contiene una nueva secuencia repetida de unidn al calcio. Se une a
la proteina TONSOKU (TSK) in vitro. Se localiza en pequefias
vesiculas citoplasmaticas en las células en interfase. En las células
sincronizadas para la division celular, TSA1 y TSK se relocalizan en
los extremos de los microtubulos del huso que estan por delante de
las cromatidas en separacion durante la metafase y la anafase de la
mitosis. Puede participar en la mitosis junto con TSK. Se expresa
preferentemente en la flor y el dpice del meristemo. Puede formar
multimeros.

Codifica una proteina localizada en la mitocondria. El gen FUM1
parece ser esencial, lo que sugiere que FUM1 puede desempefiar
un papel crucial como fumarasa en el ciclo del 4cido tricarboxilico.

Codifica la 1-carboxiviniltransferasa de 3-fosfoshikimato/5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato / EPSP sintasa implicada en la
biosintesis de corismato. El ARNm es movil de célula a célula.

Factor de elongacion de la traducciéon EF-Tu transcrito
nuclearmentey localizado en los plastos. Denominado AtRabElb en
DOI:10.1104/pp.013052. Sin embargo, un uso mas amplio en la
comunidad cientifica y mds publicaciones asignan el simbolo
RabE1lb a At5g59840.
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Tabla 4.6. Continuacion

Ndmero
AGI

Nombre
del gen

Coeficiente
de Pearson

Descripcion

At1g16300

At5g13280

At1g07920

At5g07350

At5g26710

At1g07920

At1g16520

At3g09820

At3g04680

At2g22250

At2g21160

At5g08690

At5g55070

At5g02870

GAPCP2

AK1

A3

TUDOR1

A3

NAIP2

ADK1

CLPS3

PAT

TRAP

RPL4D

0,71

0,71

0,71

0,7

0,7

0,7

0,7

0,7

0,7

0,7

0,7

Codifica una de las isoformas de GAPDH localizadas en el
cloroplasto/plastos (GAPCp1/At1g79530 y GAPCp2/Atlg16300).
Los dobles mutantes gapcp muestran un fenotipo drastico de
detencion del desarrollo de las raices, enanismo y esterilidad. Las
GAPCp son importantes para la sintesis de serina en las raices.

Asp quinasa inhibida por Lys y S-adenosilmetionina. Contiene
dominios reguladores que pertenecen a la familia de dominios ACT,
que permiten la unién a una extrema variedad de ligandos. Puede
funcionar como monémero o como dimero con la
acetohidroxidcido sintasa (HSDH).

Proteina de la familia del factor de elongacién Tu con unién a GTP.

Proteina de unién a ARN con actividad nucleasa esencial para la
respuesta al estrés. Participa en los mecanismos que actdan sobre
los ARNm que entran en la via secretora. Funcionalmente
redundante con TSN2.

Glutamil/glutaminil-tRNA sintetasa, clase Ic.
Proteina de la familia del factor de elongacién Tu con unién a GTP.

Proteina que interactia con NAI1, relacionada con el reticulo
endoplasmatico (RE) y en la formacion de vesiculas.

Participa en la sintesis de adenilatos y en el reciclaje de metilos.

Codifica una proteina nuclear que funciona en el procesamiento del
ARNm. Las mutaciones en este gen causan la letalidad del embrién
y la reduccidn de la transmision a través del gametofito femenino.
La sobreexpresién de una proteina CLPS3:TAP cambia los niveles
relativos de dos transcritos FCA procesados alternativamente.
También provoca una filotaxia y un desarrollo floral anormales, una
floraciéon temprana en dias largos y cortos, y un aumento de los
niveles de expresion de CUC1 y WUS

Codifica una aspartato aminotransferasa de tipo procariota con
actividad glutamato/aspartato-prefenato aminotransferasa (PAT)

Proteina asociada al translocon (TRAP), subunidad alfa

Codifica la subunidad beta de la ATP sintasa mitocondrial. Esta
subunidad estd codificada por una familia multigénica de tres
miembros (At5g08670, At5g08680, At5g08690) que comparten un
98% de identidad de secuencia a nivel de aminoacidos

Dihidrolipoamida succiniltransferasa

Familia de proteinas ribosomales L4/L1
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Tabla 4.6. Continuacion

Numero Nombre Coeficiente Descripcion
AGI del gen de Pearson
Codifica el citocromo c. Contiene dos elementos de sitio I
(TGGGCC/T), que interactian con un factor de transcripciéon de
dominio TCP, y una repeticidn telomérica interna aguas abajo, y son
necesarios para la expresion del gen Cytc-1. El promotor dirige la
At1g22840 CYTC-1 0,7 expresion preferente en los meristemos de las raices y los brotes y

en las anteras. Los mutantes dobles con CYTC-2 acumulan almidén
durante el dia, tienen un retraso en el crecimiento y el desarrollo y
una reduccion de las proteinas GA y DELLA que vinculan el
metabolismo celular y la homeostasis de GA

Tabla 4.7. Genes coexpresados junto a PGDH2 de acuerdo con los resultados
obtenidos en
obtenidos a partir de 799 estudios de RNAseq relacionados con perturbaciones
(At_RNAseq_ARABI_GL-6).

Genevestigator  (https://genevestigator.com/). Resultados

Numero

Nombre Coeficiente L
Descripcion
AGI del gen de Pearson

At2g17720 PaH5 0,76 COdIfIC.a una proIJI 4-h|fl|.I‘OXI|asa que’ modifica las proteinas
extensinas en las células ciliadas de la raiz.

At3g01720  ATSERGT1 0,74 Peptidil serina alfa-galactosiltransferasa.

At2g22480 PFK5 0,73 Fosfofructoquinasa 5.

At5g47730 ) 0,73 Proteina de la familia de transferencia de fosfatidilinositol similar a
Secl4p.

At3g05050 - 0,72 Proteina de la superfamilia de las quinasas.

At5g08300 - 0,72 Subunidad alfa de la Succinil-CoA ligasa.

At4g26910 - 0,72 Dihidrolipoamida succiniltransferasa.
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Tabla 4.7. Continuacion

Numero Nombre Coeficiente L
Descripcion
AGI del gen de Pearson
Contiene una nueva secuencia repetida de unién al calcio. Se une
a la proteina TONSOKU (TSK) in vitro. Se localiza en pequefias
vesiculas citoplasmaticas en las células en interfase. En las células
sincronizadas para la divisidn celular, TSA1y TSK se relocalizan en
At1g52410 TSA1 0,72 los extremos de los microtubulos del huso que estan por delante
de las crométidas en separacion durante la metafase y la anafase
de la mitosis. Puede participar en la mitosis junto con TSK. Se
expresa preferentemente en la flor y en el dpice del meristemo.
Puede formar multimeros.
At2g36580 - 0,71 Proteina de la familia de la piruvato quinasa.
At3g57630 EXAD 0,70 Codifica una glicoproteina gl.lcosﬂ transfera§a ExAD. Los mutantes
knockout muestran un fenotipo de pelo radicular truncado.
At4g16155 LPD2 0,70 Dihidrolipoamida deshidrogenasa.
At4g00500 - 0,70 Proteina de la superfamilia alfa/beta-hidrolasas.
Gen ERD13 inducido por la deshidratacién temprana, homdlogo
At2g30870 GSTF10 0,70 a las glutation S-transferasas del tabaco y del maiz. Codifica la
glutation transferasa perteneciente a la clase phi de las GST.
At3g09810 IDHE 0,70 Codlflca‘ una subun|d+ad caFaIltlca de la }somtrat.o deshidrogenasa
dependiente de NAD* localizada en la mitocondria.
Codifica una translocasa de aminofosfolipidos (ATPasa de tipo p)
implicada en la respuesta al frio. Se dirige a la membrana
At5g04930 ALA1 0,69 plasmatica tras su asociacién en el reticulo endopldsmico con una
subunidad beta de la proteina ALIS. El ARNm es movil de célula a
célula.
ifi . | la isoci hi
At2g17130 IDH2 0,69 Codi |ca‘ una subunld?d reg.u adora de a‘lsoutrat.o deshidrogenasa
dependiente de NAD* localizada en la mitocondria.
Probable prolina 4-hidroxilasa 7. Cataliza la formacion
ional de 4-hi iproli I ias -Xaa-Pro-
At3g28480 PaH7 0,69 postraduccional de . |drOX|pr? |.na en. as secuencgs aa-Pro
Gly- de las secuencias peptidicas ricas en prolina de las
glicoproteinas vegetales y otras proteinas.
At3g26440 - 0,69 Proteina transmembrana (DUF707).
At5g03630 ATMDAR2 0,68 Proteina de la familia piridina nucledtido-disulfuro oxidoreductasa.
At2g20420 - 0,68 Proteina de la familia ATP citrato liasa (ACL).
At2g04400 IGPS 0,68 Actua durante la biosintesis del triptéfano controlada por ERF109.
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Tabla 4.7. Continuacion

Numero Nombre Coeficiente -
Descripcion
AGI del gen de Pearson

At5g36880 ACS 0,68 Codifica una glcetil-coA sintetasa pléstidial. Esta enzima interviene
en la conversion de acetato en acetil-coA en los plastos.

At1g50360 VIII-A 0,68 Miembro de las proteinas similares a miosina.
Codifica una enzima malica dependiente de NAD (NAD-ME) que
no actua sobre el oxaloacetato, lo que indica que pertenece a la

At4g00570  NAD-ME2 0,68 EC 1.1.1.39. Es un miembro de la familia beta de NAD-MEs en las
plantas.

At2g20760 CcLC1 0,68 Proteina de cadena ligera de clatrina.

Tabla 4.8. Parametros fotosintéticos en plantas crecidas durante 30 dias de las
lineas de mutantes simples del gen PGDH3 (pgdh3-1 y pgdh3-2) y de plantas
control (WT). Ratio fotosintético (Ax; umol/ m?s), conductancia estomatica (gs;
mol/m?s), concentracién de CO, subestomdtica (C; mol/mol air), ratio de
transpiracion (E; mmol/m?:s), eficiencia fotosintética efectiva del fotosistema I
(PhiPS2) y ratio de fotorrespiracién (PR; pmol/m?:s). Cada valor representa la
media = SE (n = 10 determinaciones independientes). Para cada parametro las
letras indican diferencias significativas entre grupos (P < 0,05).

Genotipo An gs G
wT 7,14+0,10 a 0,145+ 0,004 a 313+2
pgdh3-1 520+0,17b 0,102 + 0,005 b 312+3
pgdh3-2 494+0,16 b 0,105 + 0,005 b 319+4

E PhiPS2 PR
wT 2,62+0,06a 0,117+0,001a 1,15+0,02a
pgdh3-1 1,85+0,07 b 0,098 + 0,003 b 1,05 + 0,05 ab
pgdh3-2 1,89 +0,08 b 0,087 £ 0,002 b 0,78+0,05b
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4.5 Anadlisis de expresion de las lineas triples
sobreexpresoras de los genes PGDH1, PSAT1 Y PSP1 de
Arabidopsis thaliana

Con el objetivo de poder estudiar la implicacién de la RFBS y la ruta del
Glicolato en el metabolismo del nitrégeno y del carbono se siguié una estrategia de
ganancia de funcién. Para ello, se generaron plantas triples sobreexpresoras de los
tres genes principales de esta ruta (ver Apartados 3.7.3, 3.7.4 y 3.8 de Materiales y
Métodos). Al realizar la transformacion de cada una de las dos lineas Oex PGDH1
(Oex PGDH1-L1 y Oex PGDH1-L2) con las construcciones génicas sobreexpresoras
del gen PSAT1 o del gen PSP1, se obtuvieron lineas dobles sobreexpresoras
independientes (sobreexpresoras para el gen PGDH1 y PSAT1 o sobreexpresoras
para el gen PGDH1 y PSP1). En la obtencion de las plantas sobreexpresoras para los
genes PGDH1 y PSAT1 procedentes de la linea Oex PGDH1-L1 se obtuvieron siete
lineas de eventos de transformacién independientes, de las cuales se eligié una a
partir de los analisis de expresion realizados de los dos genes (Unicamente hubo
una que tenia sobreexpresion para los dos genes). Para el caso de las
sobreexpresoras de los genes PGDH1 y PSP1 procedentes de la misma linea Oex
PGDH1 anterior, obtuvimos siete lineas independientes de las cuales se eligieron
dos en funcion de los analisis de expresidon para ambos genes (con los mismos
criterios de seleccién aplicados anteriormente). Lo mismo hicimos para obtener las
lineas dobles sobreexpresoras procedentes de la linea Oex PGDH1-L2, y en este
caso, para los genes PGDH1 y PSAT1 se obtuvieron seis lineas de las que se eligieron
las tres que presentaban mayor sobreexpresion para ambos genes. En el caso de
las lineas dobles sobreexpresoras para los genes PGDH1 y PSP1 procedentes de las
plantas Oex PGDH1-L2 obtuvimos siete lineas independientes de las cuales también
se eligieron tres (con los mismos criterios) (Figura 4.15).

Una vez elegidas las lineas dobles sobreexpresoras, tanto de los genes
PGDH1 y PSAT1 o de los genes PGDH1 y PSP1, se realizaron combinaciones de
cruces entre plantas dobles sobreexpresoras procedentes de la misma linea Oex
PGDH1. De esta manera pudimos obtener dos lineas independientes procedentes
de los cruces entre lineas dobles sobreexpresoras de origen Oex PGDH1-L1
(TriOex1-11 y TriOex1-40) y otras nueve procedentes de los cruces entre lineas
dobles sobreexpresoras de origen Oex PGDH1-L2 (TriOex2-4, TriOex2-8, TriOex2-
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11, TriOex2-26, TriOex2-35, TriOex2-47, TriOex2-49, TriOex2-55 y TriOex2-59)
(Figura 4.15).

A Oex PGDH1-L1 Oex PGDH1-L1
transformado con transformado con
Pro355:PSAT1-GFP Pro355:PSP1-GFP

[ |
. 4 — Se obtuvieron 7 lineas y se seleccionaron dos:
Se obtuvieron 7 lineas y se selecciond una: S S~
Oex PGDH1-L1-Oex PSAT1-10 X i

o Oex PGDH1-L1-Oex PSP1-24 _
Oex PGDH1-L1-Oex PSAT1-10 ST Oex PGDH1-L1-Oex PSAT1-10
X X
Oex PGDH1-L1-Oex PSP1-11 Oex PGDH1-L1-Oex P5P1-24
TriOex1-11 TriOex1-40
B Oex PGDH1-L2 Oex PGDH1-L2
transformado con transformado con
Pro355:PSAT1-GFP Pro355:PSP1-GFP
| |
Se obtuvieron 6 lineas y se seleccionaron tres: Se obtuvieron 7 lineas y se seleccionaron tres:
OexPGDH1-L2-Oex PSAT1-2 OexPGDH1-L2-Oex PSP1-21
Oex PGDH1-12-Oex PSAT1-9 0OexPGDH1-12-Oex PSP1-29
" Oex PGDH1-L2-Oex PSAT1-20 OexPGDH1-L2-Oex PSP1-32 /

Se cruzaron

Oex PGDH1-L2-OexPSAT-2 Oex PGDH1-L2-0exPSAT-2  Oex PGDH1-L2-OexPSAT-2 Oex PGDH1-L2-0exPSAT-9  Oex PGDH1-L2-OexPSAT-9
x x X X X
OexPGDH1-L2-Oex PSP-21 OexPGDH1-L2-Oex PSP-29  OexPGDH1-L2-Oex PSP-32 OexPGDH1-L2-Oex PSP-21  OexPGDH1-L2-Oex PSP-29

} ! } } }

TriOex2-11 TriOex2-59 TriOex2-47 TriOex2-49 TriOex2-35

Oex PGDH1-L2-OexPSAT-9  Oex PGDH1-L2-OexPSAT-20  Oex PGDH1-L2-OexPSAT-20  Oex PGDH1-L2-OexPSAT-20

X X X X
OexPGDH1-L2-Oex PSP-32 OexPGDH1-L2-Oex PSP-21 0OexPGDH1-L2-Oex PSP-29 OexPGDH1-L2-Oex PSP-32

} | ! !

TriOex2-4 TriOex2-26 TriOex2-8 TriOex2-55

Figura 4.15. Esquema de obtencidn de las lineas triple sobreexpresoras a partir de la linea Oex PGDH1-
L1 (A; llamadas TriOex1) o de la linea Oex PGDH1-L2 (B; llamadas TriOex2) transformadas con las
construcciones Pro35S:PSAT1-GFPy Pro35S:PSP1-GFP.
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Con las lineas TriOex obtenidas se realizé un ensayo de expresién para
analizar el nivel de expresidn de los tres genes en cada una de las lineas.

En casi todas las lineas analizadas se observé una sobreexpresion de los tres
genes en la parte aérea, sin embargo, el nivel de expresion variaba en funcién de la
linea analizada (Figura 4.16A). Para las lineas TriOex1, en parte aérea, ambas lineas
presentaron unos niveles de expresion similares del gen PGDH1. En ambas lineas
se observd un aumento significativo de expresidon para el gen PSAT1, pero
solamente la TriOex1-40 tuvo un mayor nivel de expresidn significativo del gen
PSP1. En el caso de las lineas TriOex2, la linea con mayor expresién del gen PGDH1
era TriOex2-49, seguida por la linea TriOex2-35. Por otro lado, la linea que
presentaba la mayor expresién del gen PSAT1 fue la linea TriOex2-47, linea que
también tenia el mayor valor de expresién para el gen PSP1.

Mientras que en la parte aérea Unicamente dos de las lineas ensayadas no
tuvieron sobreexpresiéon para alguno de los genes, en el caso de las raices nos
encontramos con que en 5 de ellas al menos uno de los genes no se sobreexpresaba
respecto al control (Figura 4.16). En este 6rgano, la linea que presentaba un mayor
nivel de expresién del gen PGDH1 fue la linea TriOex2-4. Por otro lado, la linea con
mayor expresion del gen PSATI era la linea TriOex2-8 (con un valor algo superior al
de las lineas TriOex2-35 y TriOex2-55). Con respecto al gen PSP1, la linea con mayor
nivel de expresion era la linea TriOex2-47. De las dos lineas TriOex1 obtenidas, en
raices, solo la linea TriOex1-40 presentaba un nivel de expresidon mayor al control
solo para el gen PSAT1 (Figura 4.16B).

En funcidn de los resultados de expresion obtenidos se eligieron las lineas
gue presentaban una mayor expresion de los tres genes teniendo en cuenta la parte
aérea y las raices. Por lo tanto, para continuar con los experimentos las lineas
elegidas fueron TriOex1-40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49 (teniendo estas
tres ultimas todos los genes sobreexpresados en los dos érganos).
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Figura 4.16. Analisis qRT-PCR de la expresion los tres genes principales de la RFBS, PGDH1, PSAT1 y
PSP1 en parte aérea (A) y en raices (B) en las diferentes lineas triples sobreexpresoras (TriOex) de
plantas de 14 dias crecidas in vitro comparadas con plantas control. Los valores representan la media
+ SE (n= 3 réplicas bioldgicas independientes). (*) Indica diferencias significativas respecto al WT (T-
test, P <0,05).

4.6 Analisis de expresion de las lineas sobreexpresoras de
maiz

Dado que el servicio de transformacion de plantas de la lowa State
University, donde se encargd la obtencién del maiz transgénico, nos envid las

semillas procedentes de las plantas derivadas de los callos transformados vy
regeneradas por ellos (semillas T1) y no sabiamos el nimero de inserciones del T-
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DNA de las plantas transgénicas originales, procedimos a su siembra vy
autopolinizacion para poder llegar a tener plantas homocigotas de una insercién.

Recibimos un total de 11 lineas de eventos independientes de
transformacion (ZmOex PGDH1-9, ZmOex PGDH1-11, ZmOex PGDH1-12, ZmOQOex
PGDH1-16, ZmOex PGDH1-19, ZmOex PGDH1-22, ZmOex PGDH1-23, ZmOex
PGDH1-27, ZmOex PGDH1-29, ZmOex PGDH1-31, y ZmOex PGDH1-33) y un control
(B104), y de cada una de ellas el nimero de semillas enviadas fue diferente (desde
17 semillas en la linea 9 a las mas de 1000 en la linea 11). Una vez sembradas las
semillas y germinadas se procedié a la identificacion de las plantas que presentaban
el transgén mediante PCR y, también, con un ensayo de tolerancia a BASTA.
Mientras que las semillas de las lineas ZmOex PGDH1-12 y ZmOex PGDH1-33 no
germinaron, todas las plantulas obtenidas de las lineas ZmOex PGDH1-9 y ZmOQex
PGDH1-29 fueron negativas para el transgén. En el resto de lineas aparecieron
plantas positivas o negativas para la presencia del transgén, y con las positivas se
hicieron dos grupos: uno de ellos se utilizd para hacer un analisis de la expresion, y
el otro se dejo crecer para autopolinizarse y que nos dieran la siguiente generacion.

Con las 7 lineas transgénicas viables se estudio la expresion tanto en hojas
como en raices y en ambos casos casi todas las lineas presentaron una elevada
expresiéon del gen PGDH1, a excepcidn de las lineas ZmOex PGDH1-11 y ZmQOex
PGDH1-23 que tenian una expresién similar al control. De las lineas
sobreexpresoras, la que mayor expresion tenia era la linea ZmOex PGDH1-27 tanto
en hojas como en raices, mientras que la linea con un menor nivel de expresion en
ambos drganos fue ZmOex PGDH1-16 (Figura 4.17A y B). Hay que tener en cuenta
gue el gen introducido y analizado es un gen procedente del genoma de Arabidopsis
y, por tanto, heterdlogo al genoma del maiz. Es por ello que los niveles de expresidn
son elevados, ya que las plantas silvestres del maiz con las que se comparan no lo
tienen y solamente existia una muy baja expresion residual (seguramente de su
propio gen enddgeno). En paralelo a los estudios de expresion se analizé el nivel de
expresion de la proteina PGDH1-GFP en cada una de las lineas transgénicas de maiz
junto con la linea control (B104) en hoja (Figura 4.17C). En todas las lineas se
observé la banda especifica de la proteina PGDH1-GFP con distintas intensidades
siendo las lineas ZmOex PGDH1-27 y ZmOex PGDH1-31 las que mayor sefial de
banda presentaban (Figura 4.17C). La linea ZmOex PGDH1-22 era la linea con menor
intensidad de banda, sin embargo, al observar la carga de la muestra era la que
menor carga presentaba (Figura 4.17C). De los estudios de expresion, se
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seleccionaron para su posterior caracterizacion las lineas ZmOex PGDH1-22, ZmQex
PGDH1-27 y ZmQOex PGDH1-31.

A B
35000~ 16000+
o 30000  14000-
2 2
S 25000 1A
o o
10000+
S 20000 S
@ ® 8000~
5 150001 =
X X 6000-
10000 pn—
0- 0
D A
F F &£ L& L F &F &F & F
g & & & & g & & & &
§ 5 & F 2 ¥ & & B 8
oev $°0 eéb o@ gd’-‘ Gow 690 $0° o@ égw
,\,8 N A '\/G A Lineas N N N /vs A Lineas
c
© & i & o
L kS & kS kS
& & & & &
s & 8 & A
> & & & & &
N
Q S S AF
‘ - — e e— —— }—PGDl—H-GFP
("2}
G
)
=

‘ “ “ L “ “ Bandas no especificas
. 3 [ - - !

Figura 4.17. Analisis por qRT-PCR en hojas (A) y en raices (B) de la expresién del gen PGDH1 de
Arabidopsis en plantas transgénicas de maiz (ZmOex PGDH1) cultivadas durante 20 dias en
condiciones de invernadero. Unicamente se muestran las lineas que fueron significativamente
diferentes respecto al control B104. Los valores representan la media + SE (n= 3 réplicas bioldgicas
independientes). (C) Analisis por Western blot que muestra la expresidn de la proteina de fusion
PGDH1-GFP en hojas de maiz de la linea control (B104) y en las lineas transgénicas de maiz
sobreexpresoras del gen PGDH1 de Arabidopsis. Las plantas fueron crecidas en invernadero. La sefal
de una banda no especifica se muestra como control de carga de las muestras.
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4.7 Caracterizacion de las lineas TriOex de Arabidopsis
thaliana

Las lineas TriOex seleccionadas a partir de los datos de expresion obtenidos
por qRT-PCR se caracterizaron fenotipicamente en condiciones in vitro con CO,
ambiental (400 ppm) y con alto CO; (2500 ppm). Junto con estas lineas TriOex se
ensayaron las dos lineas Oex PGDH1.

De las seis lineas sobreexpresoras crecidas in vitro en medio MS1/5 vy
cultivadas en condiciones de CO, ambiental no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento de la parte aérea respecto a la linea control (WT),
salvo en la linea triple sobreexpresora TriOex2-49 y la linea Oex PGDH1-L2 de la que
deriva, que presentaron un menor crecimiento de la parte aérea (Figura 4.18A).

Por otro lado, también se determind la longitud de la raiz principal en las
mismas condiciones indicadas anteriormente, y los resultados obtenidos muestran
gue la mitad de las lineas analizadas presentaban una longitud menor de la raiz
principal al ser comparadas con el WT (esta disminucién se encontrd en un rango
del 10-20%). En concreto, las lineas que presentaban este fenotipo eran dos lineas
triples sobreexpresoras (TriOex2-4, TriOex2-49) y la linea Oex PGDH1-L2 de la que
derivan (Figura 4.18B).

Los ensayos de caracterizacion fenotipica in vitro también se realizaron en
condiciones de alto CO,, para estudiar el papel de la RFBS cuando la ruta del
Glicolato, asociada a la fotorrespiracion, presenta una menor actividad. Al medir el
peso fresco de la parte aérea se observd que era mayor en todas las lineas en
condiciones de alto CO; (con incrementos entre un 35% hasta incluso mas del doble
en una de las lineas) comparandolo con ellas mismas en condiciones de CO,
ambiental (Figura 4.18A y C). En este ensayo no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento de la parte aérea en ninguna de las lineas TriOex
comparadas con el control. Solo se observé una disminucidn del peso de la parte
aérea entorno a un 25% en la linea Oex PGDH1-L2 (Figura 4.18C).

También se analizé el crecimiento de la raiz primaria en condiciones de alto
CO,. En este caso, al contrario de lo que ocurria en condiciones de CO, ambiental,
si que se aprecié un aumento significativo de la longitud de la raiz primaria en 3
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lineas al compararlas con el control. Este fenotipo se presentaba en tres de las
cuatro lineas TriOex (TriOex1-40, TriOex2-47 y TriOex2-49) con un incremento
entre un 7-12% de la raiz primaria en comparacién con el control (Figura 4.18D).
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Figura 4.18. Caracterizacion fenotipica de las lineas triple sobreexpresoras (TriOex) y sobreexpresoras
del gen PGDH1 (Oex PGDH1) en condiciones de CO, ambiental (400 ppm) (A y B) y de alto CO, (2500
ppm) (Cy D) de plantulas de 14 dias crecidas in vitro. Para ambas condiciones se midié el peso fresco
de la parte aérea (A y C) y la longitud de la raiz primaria (B y D). Los valores representan la media + SE
(n>100). (*) indica diferencias significativas respecto al WT (T-test, P < 0,05).
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4.8 Analisis metabolédmico de las lineas sobreexpresoras
de la RFBS en Arabidopsis thaliana

Una vez caracterizados los parametros de crecimiento de las lineas
sobreexpresoras de la RFBS procedimos a estudiar los cambios metabdlicos en
estas lineas en condiciones de CO, ambiental y de alto CO,. Al analizar y comparar
los valores relativos de los metabolitos en las lineas sobreexpresoras respecto al
control, en condiciones de CO, ambiental, se observé un aumento en el contenido
de aminoacidos a nivel general en la mayoria de las lineas sobreexpresoras, entre
los que cabe destacar a la treonina, asparagina, aspartato, glutamato y glutamina,
que forman parte del grupo de aminoacidos mas abundantes en las plantas
(aspartato y glutamato) y son las principales formas de transporte de nitrégeno
organico (aspartato, glutamato, asparagina, glutamina) (Tabla 4.9). Tras realizar un
PCA también pudimos observar que tres de estos metabolitos (asparagina,
glutamina y glutamato) eran los responsables principales de estas diferencias
respecto al control (Figura 4.19A). Los niveles de estos aminoacidos se
incrementaron en la mayoria de las lineas sobreexpresoras, y en el caso de la
glutamina y el glutamato este aumento fue significativo en las dos lineas Oex
PGDH1 (Oex PGDH1-L1y L2) y en tres de las cuatro TriOex (TriOex1-40, TriOex2-4 y
TriOex2-47). Para la asparagina los cambios fueron significativos en las dos lineas
Oex PGDH1 vy la linea TriOex2-4 (Tabla 4.9). Al analizar el contenido relativo de
serina en las dos lineas Oex PGDH1 y las lineas TriOex, se observé un incremento
en todas ellas respecto del control, siendo la linea TriOex1-40 la que menor
incremento en el contenido relativo de serina presentaba. Cuando se compararon
los niveles de serina entre las lineas TriOex respecto a las lineas Oex PGDH1 lo que
se observo a grandes rasgos es que no habia diferencias significativas entre ellas,
pero con valores algo inferiores (Tabla 4.9 y Figura 4.20A).

También se llevd a cabo un estudio metabolémico de estas lineas en
condiciones de alto CO,. En estas condiciones, en la parte aérea se observaron
cambios importantes en los niveles de aminodcidos, presentando un incremento
generalizado del contenido de estos respecto del control. Estos cambios son mucho
mas pronunciados que cuando las plantas crecieron en condiciones de CO,
ambiental (Tablas 4.9 y 4.10). Si observamos los metabolitos que explican las
diferencias, seguin el PCA, vemos que en este caso estan implicados la mayoria de
los aminoacidos, entre ellos la serina (Figura 4.19B). El contenido relativo de serina
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de las lineas sobreexpresoras respecto del control fue mayor en todas ellas, siendo
nuevamente la linea TriOex1-40 la que presentaba un menor incremento en el
contenido de serina (Figura 4.20B). Al igual que ocurria en condiciones de CO,
ambiental, las lineas TriOex mostraron valores de serina similares a los valores de
las lineas Oex PGDH1, a excepcion de la TriOex1-40 que mostraba valores
significativamente inferiores al resto de las lineas sobreexpresoras (Figura 4.20B).
Otro cambio importante observado en las lineas sobreexpresoras y que no se
observé cuando las plantas se cultivaron con niveles de CO, ambiental, fue la bajada
drastica en la mayoria de las lineas sobreexpresoras de los niveles de azucares
solubles fructosa y glucosa, que en algunas lineas llegd a reducirse mas del 75%
(Tabla 4.10).

Cuando comparamos el incremento del contenido de serina entre
condiciones de CO; ambiental y condiciones de alto CO, observamos que las
diferencias entre las plantas sobreexpresoras y los controles siempre fueron
mayores en alto CO, (Tablas 4.9 y 4.10 y Figura 4.20A y B). Por ello también
comparamos los niveles de metabolitos de las lineas crecidas en condiciones de alto
CO; respecto al control cultivado bajo condiciones de CO, ambiental (Tabla 4.11).

En primer lugar, se observd una disminucién en el contenido relativo de
mas de la mitad de los aminoacidos analizados en las plantas control crecidas con
alto CO, comparadas con los controles cultivados en CO, ambiental, siendo la
mayor disminucion en la glicina que llegé a reducirse mas del 80%. Sin embargo,
esta disminucion fue menos marcada en las lineas sobreexpresoras que en el
control (por ejemplo, homoserina, isoleucina, leucina, lisina u ornitina) e incluso en
algunos casos, en lugar de disminuir aumentd, como es el caso de la treonina o de
la serina (Tabla 4.11). El nivel de serina en plantas control crecidas en condiciones
de alto CO, también fue inferior significativamente (con una reduccién cercana al
50%) a su valor en plantas crecidas en condiciones de CO, ambiental (Tabla 4.11y
Figura 4.20C). Cabe destacar que en tres de las seis lineas sobreexpresoras los
niveles de este aminoacido fueron incluso mas altos que los valores del control
crecido en condiciones de CO, ambiental (Figura 4.20C). Resultados similares se
obtuvieron con la treonina, con valores inferiores en el control crecido en alto CO,
y valores superiores en las lineas sobreexpresoras, cuando se comparan con el
control crecido en condiciones ambientales de CO; (Tabla 4.11).
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Figura 4.19. Metabolitos de la parte aérea que explican las diferencias entre condiciones de CO,
ambiental (400 ppm) (A) y condiciones de alto CO, (2500 ppm) (B) de las lineas Oex PGDH1 y TriOex
respecto al control de acuerdo al analisis realizado en el PCA.

Por el contrario, otros aminoacidos como asparagina, aspartato, glutamato
y glutamina aumentaron en todas las lineas crecidas en alto CO; (incluso en el
control) al compararlas con el control crecido en condiciones ambientales de CO,.
En estos aminodacidos también se observd que las lineas sobreexpresoras tienen
niveles superiores al control crecido en las mismas condiciones (Tabla 4.11).

Por ultimo, otros de los cambios que también se observaron en la parte
aérea es un incremento generalizado de los acidos orgdnicos como citrato,
fumarato, malato, o succinato que son intermediaros del ciclo de Krebs, y de casi
todos los azucares analizados en condiciones de alto CO; respecto a CO; ambiental,
siendo la fructosa el metabolito con el mayor incremento que se da en todas las
lineas, incluido en el control crecido en alto CO; (Tabla 4.11). Resaltar que estos
cambios se observaron en todas las lineas cultivadas en alto CO; incluidos los
controles por lo que no deberian estar relacionadas con la sobreexpresion de los
genes de la RFBS sino con las condiciones de cultivo, en este caso condiciones no
fotorrespiratorias.
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Figura 4.20. Contenido relativo de serina en parte aérea en las lineas Oex PGDH1 y TriOex (TriOex1-
40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49). Los valores estdn normalizados respecto a la media del
control (WT) en condiciones de CO, ambiental (aCO,; 400 ppm) (A) y en condiciones de alto CO, (eCO5;
2500 ppm) (B). (C) Contenido relativo de serina de las lineas Oex PGDH1 y TriOex en condiciones de
eCO, respecto al WT en aCO, (los valores estan normalizados respecto a la media del WT en
condiciones de aC0,). Los valores representan la media mean = SE, n > 6 pools de 40 plantas para cada
genotipo. Las diferentes letras indican diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05). Los
resultados mas detallados se presentan en las Tablas 4.9, 4.10y 4.11.
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Tabla 4.9. Niveles de metabolitos en la parte aérea de las lineas sobreexpresoras
del gen PGDH1 (OexPGDH1-L1 y OexPGDH1-L2) y las lineas triple
sobreexpresoras (TriOex1-40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49) comparados
con la linea silvestre (WT) en condiciones de CO, ambiental (aCO5; 400 ppm). Los
datos representan valores relativos normalizados respecto a la media calculada
para el WT (media + SE de al menos 6 determinaciones independientes). Los
valores que son significativamente diferentes al WT estan resaltados en negrita
(T-test, P < 0,05).

WT Oex PGDH1 Oex PGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47 TriOex2-49

Metabolito aCo,  l1aC0,  L2aCO; aCo; aCo; aCo; aCo;
Aminodacidos
Acido aspartico 10,06 1,41+0,13 1,65:0,06 1,27:0,07 1,30+0,08 1,36%0,11 1,39:0,15
Alanina 1011 0,80+0,13 1,06+0,19 1,00+0,16 0,84+0,13 0,91%0,17 0,90+0,18
Alanina, B 10,03 1,18+0,07 1,34%0,02 1,31:0,08 1,26:0,06 1,15+0,10 1,31:0,14
Asparagina 10,19 2,00:0,40 2,62+0,70 1,66%032 1,890,348 1,94+0,43 1,55+0,31
Fenilalanina 10,03 1,08+0,07 1,04+003 1,17#0,05 1,120,038 1,02+0,05 1,05+0,09
Glicina 10,04 1,43+0,08 1,65:0,13 1,33:0,13 1,11+0,05 1,1240,06 0,88+0,06
Glutamato 10,08 1,86£0,23 1,710,226 1,50:0,18 1,820,25 1,64+0,26 1,34+021
Glutamina 10,13 2,14+0,22 2,03:0,14 1,96:0,37 2,47+0,12 1,99+0,40 145024
Homoserina 140,05 1,16+0,10 1,140,007 1,17+0,07 1,11+0,05 1,10£0,05 0,94+0,04
Isoleucina 140,03 1,15£0,05 1,13+0,03 1,18:0,07 1,09+0,05 0,970,004 1,09+0,07
Leucina 10,04 1,16+0,08 1,1840,02 1,12+0,08 1,06+0,05 0,99+0,05 1,07+0,08
Lisina 10,08 1,20£0,09 1,01+0,08 1,1540,12 1,32¢0,07 1,29+0,06 1,13+0,11
Metionina 110,04 1,14+0,11 0,98+0,04 1,1940,06 1,23+0,12 1,30£0,12 1,17+0,14
Ornitina 140,08 1,27+0,13 1,14%0,16 1,03:0,07 1,20£0,05 1,44%0,13 0,88+0,07
Prolina 140,06 1,14+0,12 1,20£0,09 1,26%0,11 1,04+0,07 0,81£0,05 0,99+0,09
Serina 140,07 2,14+0,19 2,3840,18 1,56:0,15 1,990,18 2,030,15 1,90:0,21
Treonina 10,03 1,40£0,08 1,46:0,04 1,33:0,08 1,44:0,07 1,32£0,06 1,33:0,11
valina 140,02 1,18+0,05 1,28£0,02 1,20:0,07 1,17+0,04 1,04+0,08 1,08+0,06
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Tabla 4.9. Continuacién

Metabolito WT Oex PGDH1 Oex PGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47 TriOex2-49
aC0, L1 aCO> L2 aCO; aC0oz aC0, aC0o; aC0oz
Acidos organicos
Acido nicotinico 1+0,05 0,54+0,06 0,50+0,02 0,80+0,08 0,52+0,04 0,56+0,05 0,60+0,07
Acido palmitico 1+0,08 1,27+0,09 1,17+0,06 1,42+0,26 1,20x0,14 1,52+0,25 1,85+0,47
Acido salicilico 1+0,20 1,09+0,17 1,21+0,23 1,87%0,26 1,15+0,15 1,25+0,22 2,27%0,38
Acido treénico 1+0,07 1,17+0,12 1,26%0,07 1,21+0,09 1,10+0,09 1,10+0,14 1,30+0,17
Citrato 1+0,04 0,94x0,05 1,30+0,06 0,88+0,04 0,86x0,06 0,91+0,06 0,89+0,06
Fumarato 1+0,04 0,89+0,07 0,92+0,13 1,09+0,06 0,94+0,03 0,80+0,06 0,88+0,06
Glicerato 1+0,06 0,85+0,05 1,09+0,09 1,04+0,06 0,94+0,08 0,84+0,05 0,84+0,05
Glicolato 1+0,08 1,10+0,05 1,33+0,11 1,15+0,10 0,99+0,07 0,76+0,18 1,01+0,05
Malato 1+0,04 0,96x0,05 1,40+0,04 1,06+0,05 1,09+0,06 1,00+0,06 1,02+0,09
Piruvato 1+0,32  2,94+1,54 - 1,23+0,60 - 4,11+1,54 2,72+0,74
Succinato 1+0,07 1,40+0,12 1,71#0,06 1,27+0,12 1,26x0,15 1,30+0,20 1,36+0,16
Azlcares y azlcares alcoholes
Eritritol 1+0,04 1,02+0,04 1,03x0,03 1,13+0,07 0,95+0,03 0,90+0,03 1,01+0,02
Fructosa 1+0,06 1,05+x0,09 1,15+0,12 1,21+0,10 0,78+0,08 0,94+0,12 1,06+0,08
Galactinol 1+0,04 1,03%x0,04 1,12+0,03 1,11+0,11 1,02%0,03 0,95+0,03 1,07+0,04
Glicerol 1+0,14 0,98+0,05 1,10+0,02 1,09+0,14 0,84x0,10 0,84+0,04 0,90+0,04
Glucosa 1+0,05 0,94+0,08 1,13+0,05 1,34%0,12 0,95+0,03 1,02+0,07 1,34%0,11
Myo-Inositol 1+0,05 1,19+0,09 1,31+0,03 1,22+0,05 1,15+0,06 1,01+0,05 1,06+0,06
Ribulosa 5P 1+0,02 1,04%0,04 1,36%0,06 1,30+0,11 1,18+0,07 1,19+0,09 1,27%0,06
Sacarosa 1+0,04 1,03%x0,08 1,19%+0,07 1,18+0,06 1,29+0,11 1,21+0,09 1,15+0,11
Otros
Fosfato 10,10 1,04+0,14 1,33+0,14 0,79+0,10 0,57+0,07 0,84+0,11 0,73+0,11
GABA 1+0,09 1,10+0,07 1,14+0,11 1,00+0,12 1,04x0,12 0,91+0,09 0,85+0,11
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Tabla 4.10. Niveles de metabolitos en la parte aérea de las lineas
sobreexpresoras del gen PGDH1 (OexPGDH1-L1 y OexPGDH1-L2) y las lineas
triple sobreexpresoras (TriOex1-40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49)
comparados con la linea silvestre (WT) en condiciones de elevado CO, (eCOg;
2500 ppm). Los datos representan valores relativos normalizados respecto a la
media calculada para el WT (media + SE de al menos 6 determinaciones
independientes). Los valores que son significativamente diferentes al WT estan
resaltados en negrita (T-test, P < 0,05).

. WT Oex PGDH1 OexPGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47 TriOex2-49
Metabolito

eCO, L1 eCO; L2 eCO; eCO; eCO; eCO; eCO,
Aminoacidos
Acido aspértico 1+0,02 1,74+0,08 1,62+0,07 1,33+0,03 1,45%+0,21 1,59+0,08 1,62+0,07
Alanina 1+0,11 0,74+0,16 0,80+0,12 0,92+0,11 0,63%+0,09 0,99+0,21 1,14+0,21
Alanina, B 1+0,09 1,47+0,10 1,65+0,07 1,42%+0,13 1,77+0,11 1,75+0,22 1,67%0,18
Asparagina 1+0,12 2,10+0,27 1,93+0,24 1,73+0,35 2,91+0,64 2,27+0,41 1,70+0,34
Fenilalanina 1+0,05 1,35+0,13 1,73+0,09 1,51+0,05 2,31+0,36 1,98+0,17 1,53+0,08
Glicina 1+0,05 1,46+0,11 1,77+0,10 1,500,214 1,66+0,1 1,79+0,11 1,43%+0,16
Glutamato 1+0,05 1,85+0,12 2,11+0,12 1,70%0,17 2,54+0,07 2,20%+0,15 1,72+0,20
Glutamina 1+0,13 1,91+0,16 1,61+0,12 1,41+0,10 2,81+0,21 1,79+0,11 1,22+0,18
Homoserina 1+0,05 1,30+0,09 1,62+0,11 1,52+0,18 1,70+0,15 1,89+0,17 1,29+0,19
Isoleucina 1+0,03 1,51+0,09 1,52+0,03 1,39+0,07 1,94+0,11 1,65+0,14 1,68+0,11
Leucina 1+0,03 1,51+0,10 1,53+0,03 1,37+0,05 2,01+0,15 1,71+0,16 1,78+0,13
Lisina 1+0,06  1,37+0,14 1,98+0,16 1,85%+0,26 2,60+0,20 2,55+0,33 1,95+0,23
Metionina 1+0,12  1,11+0,15 2,03+0,31 2,08+0,29 1,54+0,41 1,89+0,36 1,91+0,39
Ornitina 1+0,06  1,18+0,12 1,90+0,31 1,97%0,29 2,73:+0,24 3,08+0,27 1,69+0,28
Prolina 1+0,02 1,83+0,14 1,38+0,06 1,22%+0,05 2,02:+0,54 1,26+0,08 1,68+0,23
Serina 1+0,03 2,53+0,12 2,81+0,06 1,61%0,10 2,78+0,10 3,11+0,13 2,80+0,25
Treonina 1+0,02 1,79+0,11 2,02+0,04 1,57+0,08 2,16:+0,08 2,21+0,09 2,01+0,15
Valina 1+0,03 1,59+0,08 1,58+0,04 1,33+0,05 1,85+0,10 1,66+0,12 1,57+0,09
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Tabla 4.10. Continuacion

Metabolito WT Oex PGDH1 OexPGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47 TriOex2-49
eCO2 L1 eCO2 L2 eCO2 eCO2 eCO2 eCO2 eCO2
Acidos organicos
Acido nicotinico 1+0,07 0,34+0,02 0,31%+0,02 1,02+0,04 0,48%+0,04 0,38+0,06 0,66+0,07
Acido palmitico 1+0,17 0,86+0,06 2,38+1,60 0,98+0,19 0,95+0,10 0,96+0,06 1,20+0,19
Acido salicilico 1+0,21  1,13%¥0,13 1,06+0,17 0,82+0,13 0,85+0,12 1,00+0,08 1,03+0,14
Acido trednico 1+0,08 1,51+0,06 1,05+0,11 1,07+0,08 1,28+0,08 1,12+0,08 1,41%0,15
Citrato 1+0,05 1,11+0,06 0,89+0,07 0,80+0,04 1,20%+0,05 0,94+0,07 1,01+0,12
Fumarato 1+0,04 1,13¥0,04 1,05+0,07 1,04+0,07 0,91+0,23 1,02+0,05 1,13+0,08
Glicerato 1+0,08 0,96+0,09 0,54%+0,03 0,81+0,07 0,76+0,06 0,55+0,06 1,60+0,32
Glicolato 1+0,05 1,05+0,05 0,92+0,11 0,96+0,07 0,99+0,11 0,81+0,07 1,04:0,11
Malato 1+0,06 1,17+0,05 1,19+0,12 0,87+0,07 1,56+0,08 1,08+0,05 1,10+0,14
Piruvato 1+0,08 1,13%¥0,23 1,37+0,22 0,75+0,23 0,89+0,07 0,59+0,15 0,85+0,17
Succinato 1+0,03 1,68+0,07 1,82+0,11 1,07+0,04 1,50%+0,06 1,27+0,11 1,38+0,08
Azucares y azucares alcoholes
Eritritol 1+0,03 1,13¥0,06 1,09+0,05 1,14+0,04 0,92+0,06 0,89+0,14 1,14%0,05
Fructosa 1+0,05 1,04+0,03 0,42%+0,09 0,61+0,08 0,55+0,04 0,32+0,03 0,64+0,13
Galactinol 1+0,08 1,29+0,08 0,88+0,09 0,89+0,06 0,92+0,06 0,83+0,04 1,07+0,11
Glicerol 1+0,36 0,68+0,08 0,77+0,13 0,76+0,11 0,67+0,09 0,79+0,10 0,89+0,19
Glucosa 1+0,12 1,04+0,10 0,30+0,08 0,49+0,14 0,35+0,06 0,23+0,03 0,32+0,02
Myo-Inositol 1+0,09 1,98+0,08 1,03+0,15 0,94+0,11 1,43%+0,13 1,01+0,06 1,35%0,21
Ribulosa 5P 1+0,05 1,33+0,07 1,31+0,04 1,26+0,12 1,22+0,05 1,58+0,14 1,55+0,09
Sacarosa 1+0,02 1,21+0,05 1,00+0,05 1,09+0,05 1,21%+0,05 1,08+0,03 1,29+0,08
Otros
Fosfato 1+0,04 1,16%0,05 1,43+0,22 1,23+0,20 1,13+0,10 1,31+0,06 1,34%0,14
GABA 1+0,07 1,35+0,10 0,98+0,06 1,24+0,06 2,02+0,15 1,44+0,10 1,22+0,06
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Tabla 4.11. Niveles de metabolitos en la parte aérea de la linea control (WT), las
lineas sobreexpresoras del gen PGDH1 (OexPGDH1-L1 y OexPGDH1-L2) y las
lineas triple sobreexpresoras (TriOex1-40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49)
en condiciones de elevado CO, (eCO,; 2500 ppm) comparados con el WT crecido
en condiciones de CO, ambiental (aCO>; 400 ppm). Los datos representan valores
relativos normalizados respecto a la media calculada para el WT en CO;
ambiental (media + SE de al menos 6 determinaciones independientes). Los
valores que son significativamente diferentes al WT estan resaltados en negrita
(T-test, P < 0,05).

Metabolito WT WT OexPGDH1 OexPGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47 TriOex2-49
aCO2 eCO2 L1 eCO> L2 eCO2 eCO2 eCO2 eCO2 eCO2
Aminoécidos

Acido aspartico 1+0,06 1,19+0,03 2,06+x0,09 1,92+0,08 1,58+0,04 1,72+0,26 1,88+0,10 1,92+0,08
Alanina 1+0,11 0,75+0,08 0,55+0,12 0,60+0,09 0,69+0,08 0,47%+0,07 0,74+0,16 0,85+0,16
Alanina, B 1+0,03 0,85+0,07 1,26+0,08 1,41+0,06 1,21+0,11 1,51%+0,10 1,49+0,19 1,42+0,15
Asparagina 1+0,19 1,74+0,20 3,65+0,48 3,35+0,42 3,01+0,62 5,05+1,12 3,94+0,71 2,96+0,59
Fenilalanina 1+0,03 0,70%+0,04 0,94+0,09 1,21+0,07 1,06+0,03 1,61%+0,25 1,38+0,12 1,07+0,05
Glicina 1+0,04 0,17+0,01 0,25+0,02 0,31+0,02 0,26+0,02 0,29+0,02 0,31+0,02 0,25+0,03
Glutamato 1+0,08 1,19+0,06 2,19+0,14 2,50+0,14 2,02+0,21 3,02+0,09 2,61+0,18 2,05+0,23
Glutamina 1+0,13 6,92+0,88 13,22+1,11 9,73+1,55 9,73+0,70 19,43+1,48 12,41+0,74 8,42+1,22
Homoserina 1+0,05 0,59+0,03 0,76+0,05 0,95+0,07 0,89+0,11 1,00+0,09 1,11+0,10 0,76+0,11
Isoleucina 1+0,03 0,55+0,02 0,83+0,05 0,84+0,02 0,77+0,04 1,07+0,06 0,91+0,08 0,93+0,06
Leucina 1+0,04 0,51+0,02 0,78+0,05 0,78+0,02 0,70+0,03 1,03+0,08 0,88+0,08 0,91+0,06
Lisina 1+0,08 0,42+0,02 0,57+0,06 0,82+0,07 0,77+0,11 0,91+0,18 1,06%+0,14 0,81+0,10
Metionina 1+0,04 0,40+0,05 0,44+0,06 0,80+0,12 0,83+0,12 0,61%+0,16 0,75+0,14 0,76+0,15
Ornitina 1+0,08 0,39+0,02 0,46+0,05 0,74+0,12 0,77+0,11 1,06+0,09 1,20+0,10 0,66+0,11
Prolina 1+0,06 0,24+0,01 0,45+0,03 0,34+0,01 0,30+0,01 0,49+0,13 0,31+0,02 0,41+0,06
Serina 1+0,07 0,52+0,01 1,31+0,06 1,46+0,03 0,83+0,05 1,44%+0,05 1,61+0,07 1,45%0,13
Treonina 1+0,03 0,63+0,02 1,12+0,07 1,27+0,02 0,98+0,05 1,36+0,05 1,39+0,06 1,26+0,09
Valina 1+0,02 0,63+0,02 1,01+0,05 1,01+0,02 0,85+0,03 1,17+0,06 1,05+0,07 1,00+0,06
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Tabla 4.11. Continuacion

WT WT OexPGDH1 OexPGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47 TriOex2-49
aCo> eCO» L1 eCO> L2 eCO> eCO> eCO> eCO> eCO>

Metabolito

Acidos organicos
Acido nicotinico 1+0,05 1,48+0,10 0,51%+0,03 0,45+0,03 1,51+0,07 0,7+0,06 0,57+0,09 0,97+0,10
Acido palmitico 1+0,08 1,21+0,20 1,03+0,08 0,94+0,08 1,18+0,23 1,14+0,12 1,16+0,07 1,44+0,23

Acido salicilico 1+0,20 1,33+0,29 1,51+0,17 1,41+0,23 1,09+0,17 1,14+0,15 1,34+0,11 1,37+0,18
Acido treénico 1+0,07 1,57+0,12 2,36+0,09 1,65+0,17 1,68+0,12 2,01+0,13 1,76+0,12 2,20+0,23
Citrato 1+0,04 2,20%+0,10 2,45+0,13 1,96+0,15 1,76+0,10 2,65%+0,12 2,06+0,16 2,22+0,27
Fumarato 1+0,04 2,26%0,10 2,55+0,10 2,38+0,17 2,36+0,15 2,57+0,10 2,30%0,11 2,56+0,19
Glicerato 1+0,06 2,11%0,17 2,02+0,18 1,14+0,07 1,72+0,15 1,61+0,13 1,17+0,12 3,37+0,67
Glicolato 1+0,08 1,29+0,06 1,36+0,06 1,18+0,14 1,24+0,09 1,28+0,15 1,05+0,09 1,34+0,14
Malato 1+0,04 2,33%0,14 2,74+0,12 2,77+0,27 2,02+0,17 3,64%0,18 2,53+0,12 2,57+0,33
Piruvato 1+0,32 2,44%0,20 3,15+0,50 3,35+0,54 1,84+0,57 2,16%+0,17 1,44+0,37 2,09+0,41
Succinato 1+0,07 1,34%0,04 2,25+0,10 2,43+0,15 1,43+0,06 2,01+0,08 1,70+0,15 1,84+0,10

Azucares y azUcares alcoholes

Eritritol 1+0,04 0,49+0,02 0,55+0,03 0,53+0,03 0,56+0,02 0,45+0,03 0,43+0,07 0,56+0,02
Fructosa 1+0,06 9,42+0,43 9,80+0,27 3,96+0,85 5,78+0,77 5,15%0,36 3,04+0,25 6,00+1,21
Galactinol 1+0,04 1,27+0,10 1,63+0,10 1,12+0,11 1,13+0,07 1,16+0,08 1,05+0,05 1,36+0,14
Glicerol 1+0,14 1,18+0,42 0,80+0,10 0,91+0,15 0,90+0,13 0,79+0,10 0,94+0,12 1,05+0,22
Glucosa 1+0,05 4,51+0,55 4,7+0,43 0,82+0,08 1,36%0,14 1,60+0,28 1,02+0,13 1,44%0,08
Myo-Inositol 1+0,05 1,31%0,11 2,59+0,10 1,35+0,19 1,23+0,14 1,86+0,17 1,32+0,08 1,76+0,28
Ribulosa 5P 1+0,02 0,54+0,03 0,72+0,04 0,71+0,02 0,68+0,06 0,66+0,03 0,85+0,08 0,83+0,05
Sacarosa 1+0,04 1,00+0,02 1,22%#0,05 1,00+0,06 1,10+0,05 1,22+0,05 1,09+0,03 1,30+0,08
Otros
Fosfato 1+0,10 0,16+0,01 0,18+0,01 0,22+0,03 0,19+0,03 0,18+0,02 0,20+0,01 0,21+0,02
GABA 1+0,09 2,12+0,15 2,86+0,21 2,08+0,13 2,62+0,13 4,28+0,32 3,06%0,21 2,58+0,13

Ademas de los analisis realizados con la parte aérea en las diferentes lineas
ensayadas, también se realizé un analisis metabolémico de las raices en las dos
condiciones ambientales de CO; con las mismas lineas.

En condiciones de CO, ambiental se observé nuevamente, al igual que
ocurria en la parte aérea, que los mayores cambios que se apreciaban se producian
en el contenido relativo de aminoacidos, en el que se observé un aumento
generalizado de estos en las lineas sobreexpresoras (Tablas 4.9 y 4.12). Segun el
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PCA, los metabolitos que mejor explicaban las diferencias entre las lineas eran la
glutamina, asparagina, alanina, treonina y serina (Figura 4.21A). Los niveles de
glutamina y asparagina aumentaron en las dos lineas Oex PGDH1 y en las lineas
TriOex2-4 y TriOex2-47 respecto a la linea control, mientras que los niveles de
treonina y serina aumentaron en todas las lineas analizadas (con el mayor aumento
en el contenido relativo de serina; Tabla 4.12). En el caso de la serina, todas las
lineas presentaron un mayor contenido de este aminodcido, respecto del control,
siendo la linea TriOex1-40 la que menores niveles presentd, al igual que ocurrid con
la parte aérea (Figuras 4.20A y 4.22A, y Tablas 4.9 y 4.12). Al igual que lo que se
observé en la parte aérea las lineas TriOex no presentaron un mayor contenido de
serina que las Oex PGDH1. Cuando se compararon los niveles de serina entre las
lineas TriOex respecto a las lineas Oex PGDH1 se observé que no habia diferencias
significativas entre ellas, a excepcion de la linea TriOex1-40 que mostro valores mas
bajos en serina (pero superiores al WT; Tabla 4.12 y Figura 4.22A). También se
observaron cambios de otros metabolitos en todas las lineas como el aumento del
citrato y de la fructosa (Tabla 4.12).

Al comparar el andlisis metaboldmico de las raices en condiciones de
elevado CO, también se observaron los mayores cambios en el contenido relativo
de aminodcidos. Sin embargo, este cambio no fue tan generalizado como ocurria
en la parte aérea no observandose patrones tan conservados entre lineas como en
dicho érgano (Tablas 4.10 y 4.13), tampoco se evidenciaron diferencias tan claras
entre los perfiles de aminoacidos en condiciones de CO, ambiental y en alto CO,,
tal y como se habia observado en la parte aérea (Figuras 4.19 y 4.21). Segun el PCA
los metabolitos que explicaban mejor las diferencias entre lineas eran la glutamina,
la asparagina y sobre todo la serina, al contrario de la parte aérea donde numerosos
aminodcidos eran responsables de las diferencias (Figura 4.21B). En estos tres
aminoacidos se produjo un aumento significativo del contenido relativo en casi
todas las lineas, siendo especialmente interesante el incremento de serina que se
observé en todas las lineas sobreexpresoras comparadas con el control (Tabla 4.13
y Figura 4.22B). De nuevo, el contenido de serina entre las lineas Oex PGDH1 y las
lineas TriOex fue bastante similar a excepcién de la linea TriOex1-40 (que volvié a
dar valores mds bajos que el resto, pero superiores al valor del WT; Tabla 4.13 y
Figura 4.22B).

Por ultimo, cuando comparamos las lineas en condiciones de elevado CO,
respecto al control crecido en condiciones de CO, ambiental se observé un cambio
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en la gran mayoria de metabolitos analizados, tanto en las lineas sobreexpresoras
como en el control. Al contrario de lo observado en la parte aérea en la que se
produjo una disminucién del contenido de aminodcidos cuando las plantas crecen
en elevado CO; si las comparamos con el control crecido en CO, ambiental, en
raices se observd una tendencia opuesta, dandose un incremento generalizado de
los niveles relativos de estos. Cabe destacar nuevamente el incremento significativo
de asparagina, glutamato y glutamina, donde se observé un incremento tanto en el
control como en las lineas sobreexpresoras, siendo mayor este aumento en estas
Ultimas. Respecto a los niveles de serina se observé que mientras el control no varié
su contenido independientemente de la dosis de CO, utilizada, todas las lineas
sobreexpresoras presentaban mayor contenido de este aminodcido cuando se
comparaban sus niveles con el valor de serina del control crecido en condiciones de
CO, ambiental (Figura 4.22C). La glicina, a diferencia de lo que ocurre en la parte
aérea, no se redujo en el WT con CO; con respecto al control cultivado en
condiciones ambientales. En las lineas sobreexpresoras los niveles de glicina se
vieron incluso aumentados con respecto al control sin CO,. También se observaron
cambios generalizados en otros metabolitos asociados al cultivo en condiciones de
elevado CO,, tanto en plantas control como sobreexpresoras, como por ejemplo los
altos niveles de glicerato o de azucares solubles (glucosa y sobre todo fructosa).
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Figura 4.21. Metabolitos que explican las diferencias en raices en condiciones de CO, ambiental (400
ppm) (A) y en condiciones de alto CO; (2500 ppm) (B) de las lineas Oex PGDH1 y TriOex respecto al
control de acuerdo al analisis realizado en el PCA.
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Tabla 4.12. Niveles de metabolitos en raices de las lineas sobreexpresoras del
gen PGDH1 (OexPGDH1-L1 y OexPGDH1-L2) y las lineas triple sobreexpresoras
(TriOex1-40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49) comparados con la linea
silvestre (WT) en condiciones de CO, ambiental (aCO;; 400 ppm). Los datos
representan valores relativos normalizados respecto a la media calculada para el
WT (media + SE de al menos 6 determinaciones independientes). Los valores que
son significativamente diferentes al WT estan resaltados en negrita (T-test, P <

0,05).

Metabolito WT OexPGDH1 OexPGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4  TriOex2-47  TriOex2-49

aCO2 L1 aCO2 L2 aCO; aCO> aCo; aCo; aCOy
Aminodcidos

Acido aspéartico  1+0,08 1,26%0,08 1,23+0,03 1,05+0,04 1,17+0,04 1,31%0,04 1,15+0,05
Alanina 10,10 0,90+0,12 1,12+0,22 1,14+0,17 1,04+0,15 1,01+0,16  1,08+0,16
Alanina, B 1+0,08 1,16%0,07 1,19+0,08 1,07+0,06 1,23+0,08 1,23+0,07 1,01+0,08
Asparagina 1+0,10 1,80+0,23 1,77+0,19 1,32+0,10 1,85+0,17 2,01+0,24  1,59+0,25
Fenilalanina 1+0,09 1,48+0,07 1,29+0,02 1,16+0,06 1,58+0,05 1,69+0,06 1,49+0,07
Glicina 1+0,03 1,59+0,06 1,67+0,05 1,07+0,06 1,51+0,04 1,77+0,08 1,32+0,05
Glutamato 1+0,17 1,61+0,19 1,57+0,17 1,16+0,09 1,48+0,14 1,79+0,13  1,41+0,17
Glutamina 1+0,13 1,82#0,15 2,09+0,1 1,26+0,10 1,70+0,10 2,06%0,16  1,41+0,19
Homoserina 1+0,04 1,3240,06 1,29+0,06 1,16+0,08 1,17+0,04 1,43+0,03 1,19+0,06
Isoleucina 1+0,04 1,02+0,02 0,92+0,02 1,04+0,04 0,98+0,01 1,10+0,03  0,99+0,03
Leucina 1+0,04 1,12#0,02 1,04+0,02 1,09+0,04 1,09+0,02 1,15%0,03 1,02+0,02
Lisina 1+0,07 0,97+0,02 0,84+0,03 0,88+0,05 0,95+0,04 1,12+0,05 0,88+0,04
Metionina 1+0,07 1,05+0,04 1,16+0,07 1,07+0,09 1,06+0,06 1,33+0,09 1,19+0,07
Ornitina 1+0,12 1,01+0,08 0,95+0,08 1,00£0,07 1,01+0,06 1,31+0,10 1,09+0,12
Prolina 1+0,05 1,02+0,08 1,02+0,02 0,98+0,03 1,06+0,05 0,95+0,04 0,87+0,02
Serina 1+0,05 5,43+0,18 5,06+0,10 1,49+0,08 4,74+0,13 5,99+0,23  4,50+0,21
Treonina 1+0,05 1,58+0,07 1,54+0,03 1,19+0,06 1,69+0,03 1,87+0,05 1,54+0,08
Valina 1+0,04 1,19+0,03 1,10+0,01 1,09+0,04 1,17+0,02 1,25+0,03 1,11+0,03
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Tabla 4.12. Continuacion

WT OexPGDH1 OexPGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4  TriOex2-47  TriOex2-49

Metabolito aco, L1 acO, L2 aCO, aCo; aCo; aCo, aC0os

Acidos organicos
Acido nicotinico 140,03 1,01#0,02 0,95+0,02 1,11£0,01 1,1340,01 1,04+0,01  1,09+0,02
Acido palmitico 10,04 1,12+0,06 0,98+0,03 1,1040,07 1,13+0,07 1,34%0,11 1,35:0,11
Acido salicllico 140,08 1,35%0,08 1,11#0,13 1,07+0,09 1,11#0,10 1,20+0,08 1,25+0,14
Acido trednico  1#0,09 1,2040,11 1,14%0,04 1,10+0,02 1,10%#0,06 1,1840,05 1,12+0,05

Citrato 10,05 1,58+0,12 2,27+0,26 1,174#0,03 1,21+0,06 1,54+0,08 1,23+0,05
Fumarato 10,08 1,03£0,09 1,15+0,11 1,12+0,08 1,03+0,12 1,22#0,13  1,13+0,09
Glicerato 10,08 0,99+0,03 0,71%#0,05 1,14:+0,05 1,23+0,04 0,85:0,02  1,20%0,13
Glicolato 10,05 1,19+0,08 1,36%0,09 1,45+0,06 1,08+0,04 1,31#0,06 1,35+0,05
Malato 10,03 1,03+0,05 1,19%0,06 1,05:0,04 0,84+0,02 1,00£0,02  1,02+0,06
Piruvato 10,15 1,14%+0,10 1,31#0,09 1,00£0,14 1,08+0,05 1,55:+0,20  1,47+0,17
Succinato 10,04 1,29+0,08 1,76%0,09 1,45%0,06 1,14+0,07 1,33%0,05 1,41+0,09

Azlcares y azucares alcoholes

Eritritol 1+0,06 1,14+0,04 1,24+0,05 1,28+0,03 1,07+0,01 1,28+0,08 1,26+0,03
Fructosa 1+0,03 0,98+0,05 1,24+0,09 1,41+0,10 1,27+0,07 1,48+0,10 1,46+0,07
Galactinol 1+0,03 1,17+0,03 1,21+0,02 1,12+0,04 1,19%+0,02 1,20+0,04 1,17+0,04
Glicerol 1+0,14 1,06+0,15 1,08+0,18 1,05+0,21 1,27+0,22 1,50+0,40 1,09+0,14
Glucosa 1+0,05 0,8+0,04 0,89+0,06 1,07+0,06 0,97+0,03 1,02+0,04 1,09+0,08
Myo-Inositol 1+0,03 1,11+0,03 1,04+0,02 1,23+0,05 1,31+0,05 1,20+0,09 1,19+0,04
Ribulosa 5P 1+0,10 1,48+0,09 1,49+0,05 1,33+0,06 1,50%+0,13 1,60+0,07 1,62+0,09
Sacarosa 1+0,02 1,09+0,04 1,07+0,03 1,07+0,02 1,25%+0,03 1,19+0,02 1,21+0,03
Otros
Fosfato 1+0,04 1,31+0,04 1,42+0,02 1,25%+0,04 1,25%+0,03 1,24+0,07 1,28+0,05
GABA 1+0,09 1,08+0,12 1,42+0,10 0,96+0,09 1,08+0,09 0,97+0,11 0,77+0,07
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Tabla 4.13. Niveles de metabolitos en raices de las lineas sobreexpresoras del
gen PGDH1 (OexPGDH1-L1 y OexPGDH1-L2) y las lineas triple sobreexpresoras
(TriOex1-40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49) comparados con la linea
silvestre (WT) en condiciones de elevado CO, (eCO,; 2500 ppm). Los datos
representan valores relativos normalizados respecto a la media calculada para el
WT (media + SE de al menos 6 determinaciones independientes). Los valores que
son significativamente diferentes al WT estan resaltados en negrita (T-test, P <

0,05).

Metabolito WT OexPGDH1 OexPGDH1  TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47 TriOex2-49

eCO; L1 eCO2 L2 eCO2 eCO; eCO; eCO; eCO;

Aminodcidos
Acido aspartico 1+0,04 1,39+0,04 1,03+0,03 1,01+0,06 1,68+0,06 1,30+0,06 1,12+0,07
Alanina 1+0,15 1,40+0,19 0,93+0,16 0,81+0,14 1,05+0,15 0,83+0,13 0,96+0,22
Alanina, B 1+0,02 1,71+0,07 1,38+0,06 1,16+0,05 1,90+0,07 1,57%0,07 1,34+0,05
Asparagina 1+0,03 1,77+0,13 1,15+0,09 1,06+0,12 2,51%0,27 1,60+0,17 1,26+0,08
Fenilalanina 1+0,06 1,93%0,10 1,43+0,04 1,27+0,04 2,33%0,15 1,71%0,06 1,33+0,09
Glicina 1+0,02 1,59+0,04 1,41+0,04 1,18+0,03 1,840,06 1,73+0,05 1,34+0,06
Glutamato 1+0,03 1,65+0,08 1,17+0,06 1,02+0,05 2,35+0,13 1,61+0,11 1,32+0,09
Glutamina 140,05 1,91+0,09 1,34+0,08 1,12+0,05 2,78+0,15 1,77+0,09 1,44+0,10
Homoserina 1+0,02 1,44+0,02 1,15+0,04 1,08+0,06 1,56+0,06 1,38+0,04 1,03+0,14
Isoleucina 1+0,07 1,06+0,02 0,86+0,04 1,01+0,02 1,43#0,03 1,15+0,04 0,93+0,09
Leucina 1+0,06 1,16+0,03 0,95£0,05 1,07+0,02 1,62+0,05 1,30+0,04 1,02+0,08
Lisina 1+0,05 1,30+0,05 0,98+0,05 1,16+0,09 1,81+0,07 1,50+0,07 0,99+0,14
Metionina 1+0,07 1,12+0,06 1,18+0,06  1,06+0,09 1,42+0,09 1,27+0,10 1,03+0,09
Ornitina 1+0,11 1,06+0,05 0,81+0,05 1,03+0,07 1,81+0,06 1,49+0,10 0,96+0,16
Prolina 1+0,04 1,84+0,08 0,93+0,04 0,97+0,02 1,65%0,07 1,17+0,04 1,10+0,07
Serina 1+0,04 4,58+0,12 3,43+0,10 1,37+0,05 4,37+0,11 4,54+0,15 3,47+0,15
Treonina 1+0,06 1,65%0,03 1,23+0,06 1,11+0,04 2,18%0,06 1,63+0,05 1,35+0,10
Valina 1+0,06 1,23+0,02 0,96+0,04 1,03+0,03 1,58+0,04 1,25+0,03 1,02+0,08
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Tabla 4.13. Continuacién

WT OexPGDH1 OexPGDH1 TriOex1-40 TriOex2-4 TriOex2-47  TriOex2-49

Metabolito eCO, L1eCO;  L2eCO, eCO; eCO, eCO» eCO:

Acidos organicos
Acido nicotinico 1+0,01 1,16%+0,03 1,04:0,04 1,14+0,06 1,16%0,05 1,10%0,03 1,17+0,07
Acido palmitico 1+0,11 0,90+0,03 0,89+0,03 1,03+0,08 0,92+0,02 1,07%0,11 1,08+0,05

Acido salicilico 1+0,10 1,40+0,07 1,03+0,12 1,02+0,08 0,98+0,04 1,12+0,07 1,17+0,12
Acido trednico 1+0,03 1,39+0,03 1,00+0,03 1,06+0,05 1,30+0,04 1,12+0,04 1,12+0,06
Citrato 1+0,05 1,48+0,05 1,01+0,03 0,78+0,06 1,06+0,02 1,03+0,08 0,95+0,06
Fumarato 1+0,04 1,48+0,13 1,07+0,03 1,01+0,05 1,18%0,06 1,07+0,06 1,22+0,09
Glicerato 1+0,06 1,01+0,08 0,64%+0,07 0,78+0,07 1,02+0,05 0,70+0,03 0,88+0,11
Glicolato 1+0,04 1,23+0,07 1,07+0,04 1,05+0,06 0,99+0,04 1,09+0,05 1,12+0,08
Malato 1+0,02 1,11+0,06 0,86%0,05 0,77+0,04 0,92+0,04 0,80%+0,02 0,91+0,06
Piruvato 1+0,08 1,04+0,07 0,96+0,05 0,87+0,06 0,89+0,05 0,90+0,10 0,98+0,13
Succinato 1+0,02 2,07+0,19 1,36%0,08 0,85+0,06 1,06+0,07 1,05+0,07 1,41%0,06

Azlcares y azlcares alcoholes

Eritritol 1+0,04 1,21+0,06 1,32+0,07 1,31+0,08 1,03+0,04 1,25%0,04 1,14+0,09
Fructosa 1+0,04 1,16+0,02 0,75%+0,08 0,95+0,02 0,80%+0,02 0,82+0,02 1,15%0,06
Galactinol 1+0,05 1,24+0,07 1,08+0,04 1,15+0,05 1,13+0,04 1,10+0,06 1,21%0,06
Glicerol 1+0,07 1,10+0,06 1,23+0,07 1,13+0,11 1,14+0,15 1,48%0,18 1,29+0,27
Glucosa 1+0,03 0,77+0,03 0,59%+0,05 0,94+0,03 0,56+0,02 0,63+0,02 0,92+0,03
Myo-Inositol 1+0,02 1,25+0,02 0,95+0,03 1,06+0,03 1,10+0,03 1,08+0,04 1,22+0,04
Ribulosa 5P 1+0,07 1,28+0,13 1,35+0,17 1,15+0,12 1,25+0,09 1,18+0,07 1,24%0,31
Sacarosa 1+0,02 1,15+0,01 0,99+0,03 1,13+0,03 1,21+0,03 1,11+0,04 1,19+0,04
Otros
Fosfato 1+0,02 1,21+0,04 1,23%0,05 0,93+0,05 0,91+0,02 1,00+t0,05 1,01+0,06
GABA 1+0,08 1,77+0,25 1,04+0,09 1,25+0,07 1,410,048 1,06+0,06 1,24+0,15
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Tabla 4.14. Niveles de metabolitos en raices de la linea control (WT), de las lineas
sobreexpresoras del gen PGDH1 (OexPGDH1-L1 y OexPGDH1-L2) y las lineas
triple sobreexpresoras (TriOex1-40, TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49) en
condiciones de elevado CO, (eCO,; 2500 ppm) comparados con el WT en
condiciones de CO, ambiental (aCO,; 400 ppm). Los datos representan valores
relativos normalizados respecto a la media calculada para el WT en CO;
ambiental (media + SE de al menos 6 determinaciones independientes). Los
valores que son significativamente diferentes al WT estan resaltados en negrita
(T-test, P < 0,05).

WT WT OexPGDH1 OexPGDH1 TriOex TriOex TriOex TriOex

Metabolito aC0;  eCO, L1 eCO; L2 eCO, 1-40eCO; 2-4eCO, 2-47eCO; 2-49 eCO;

Aminodcidos

Acido aspartico 1+0,08 1,42+0,05 1,98+0,05 1,46+0,05 1,43+0,09 2,40+0,09 1,85%+0,09 1,59+0,1
Alanina 1+0,10 3,27+0,50 4,57+0,62 3,03+0,54 2,66+0,47 3,44+0,50 2,70%0,41 3,14%0,73
Alanina, B 1+0,08 1,08+0,02 1,84+0,08 1,48+0,07 1,25+0,05 2,05+0,07 1,69+0,08 1,44+0,06
Asparagina 1+0,10 2,89+0,10 5,10+0,38 3,32+0,26 3,06+0,34 7,24+0,79 4,63+0,51 3,65%0,23
Fenilalanina 1+0,09 0,85+0,05 1,64+0,08 1,22+0,03 1,08+0,04 1,98+0,13 1,45+0,05 1,13+0,08
Glicina 1+0,03 1,09+0,02 1,74+0,05 1,54+0,05 1,29+0,03 2,01+0,06 1,89+0,05 1,46+0,07
Glutamato 1+0,17 1,89+0,05 3,11+0,16 2,22+0,11 1,93+0,10 4,43+0,24 3,04%0,21 2,49+0,17
Glutamina 1+0,13 2,60+0,12 4,95+0,23 3,47+0,20 2,90+0,12 7,23+0,38 4,58+10,24 3,73%0,26
Homoserina 1+0,04 1,56+0,03 2,25+0,03 1,79+0,06 1,69+0,09 2,43+0,10 2,15+0,07 1,61%0,22
Isoleucina 1+0,04 1,69+0,12 1,79+0,04 1,46+0,07 1,72+0,04 2,42+0,05 1,94%0,07 1,58%0,15
Leucina 1+0,04 1,82+0,12 2,11+0,05 1,72+0,09 1,95+0,04 2,95+0,09 2,37+0,07 1,85%0,15
Lisina 1+0,07 1,18+0,06 1,54+0,06 1,16+0,06 1,37+0,11 2,14+0,08 1,78+0,09 1,17+0,17
Metionina 1+0,07 1,12+0,07 1,25+0,07 1,33+0,06 1,19+0,10 1,59+0,10 1,42+0,11 1,16+0,1
Ornitina 1+0,12 1,22+0,14 1,30%0,06 0,99+0,06 1,26+0,09 2,21+0,08 1,82+0,12 1,17+0,2
Prolina 1+0,05 1,44%0,06 2,65+0,12 1,34+0,06 1,40+0,04 2,39+0,10 1,69+0,06 1,5910,1
Serina 1+0,05 1,13+0,05 5,15+0,14 3,86+0,11 1,54+0,06 4,92+0,12 5,11+0,17 3,9+0,17
Treonina 1+0,05 1,75%+0,10 2,88+0,06 2,15+0,10 1,95+0,07 3,82+0,11 2,85+0,09 2,36+0,18
Valina 1+0,04 1,61+0,09 1,98+0,04 1,55+0,06 1,66+0,04 2,55+0,06 2,00+0,05 1,64+0,12
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Tabla 4.14. Continuacion

Metabolito WT WT OexPGDH1 OexPGDH1  TriOex TriOex TriOex TriOex
aCo; eCO; L1 eCO; L2 eCO; 1-40eCO; 2-4eCO; 2-47eCOz 2-49 eCO,
Acidos organicos
Acido nicotinico 1+0,03 0,77+0,01 0,90+0,03 0,80+0,03 0,88+0,04 0,90+0,04 0,85%+0,02 0,9+0,05
Acido palmitico 1+0,04 0,82+0,09 0,74%+0,03 0,73+0,02 0,84+0,06 0,75+0,02 0,88+0,09 0,89+0,04
Acido salicilico 1+0,08 1,25+0,12 1,75%+0,09 1,28+0,15 1,27+0,10 1,23+0,05 1,40%0,09 1,46+0,15
Acido treénico 1+0,09 1,26+0,04 1,75+0,04 1,26+0,04 1,34+0,07 1,64+0,04 1,42%0,05 1,41+0,08
Citrato 1+0,05 2,04+0,09 3,03+0,11 2,06+0,07 1,58+0,13 2,16+0,03 2,09+0,17 1,95+0,12
Fumarato 1+0,08 1,26+0,05 1,85+0,17 1,35+0,04 1,27+0,06 1,48+0,08 1,34+0,07 1,53+0,12
Glicerato 1+0,08 11,09+0,72 11,18+0,92 7,11+0,79 8,61+0,72 11,36%0,53 7,81%0,32 9,76+1,22
Glicolato 140,05 1,25+0,05 1,54+0,08 1,34+0,05 1,32+0,07 1,24+0,05 1,36+0,06 1,39%0,1
Malato 1+0,03 1,64+0,04 1,82+0,09 1,42+0,08 1,27+0,07 1,51+0,06 1,31+0,04 1,49+0,09
Piruvato 1+0,15 1,32+0,11 1,37+0,09 1,27+0,07 1,15+0,08 1,18+0,07 1,19+0,13 1,3+0,17
Succinato 1+0,04 2,48+0,04 5,13+0,47 3,36%*0,20 2,12+0,16 2,62+0,18 2,61+0,18 3,48%0,14
Azucares y azlcares alchooles
Eritritol 1+0,06 0,41+0,02 0,49+0,02 0,53+0,03 0,53+0,03 0,42+0,01 0,51+0,02 0,46+0,04
Fructosa 1+0,03 3,41+0,12 3,97+0,08 2,55+0,26 3,23%0,06 2,73+0,06 2,81+0,07 3,92+0,19
Galactinol 1+0,03 1,08+0,05 1,34+0,08 1,17+0,04 1,24%0,05 1,23+0,05 1,19+0,07 1,31+0,07
Glicerol 1+0,14 0,83+0,06 0,92+0,05 1,02+0,06 0,94+0,10 0,95+0,12 1,23+0,15 1,07+0,22
Glucosa 1+0,05 2,22+0,07 1,71+0,07 1,31+0,10 2,09+0,06 1,25+0,04 1,39+0,04 2,05+0,06
Myo-Inositol 1+0,03 1,67+0,04 2,09+0,04 1,59+0,05 1,76+0,04 1,83+0,05 1,80+0,06 2,03+0,06
Ribulosa 5P 1+0,10 0,62+0,05 0,79+0,08 0,84+0,10 0,71%0,07 0,77+0,06 0,73+0,04 0,77+0,19
Sacarosa 1+0,02 1,17+0,03 1,35+0,02 1,16+0,03 1,33+0,04 1,42+0,04 1,30+0,05 1,39+0,04
Otros
Fosfato 1+0,04 0,72+0,01 0,87+0,03 0,89+0,04 0,67+0,04 0,66+0,01 0,72+0,03 0,73+0,05
GABA 1+0,09 1,29+0,11 2,29+0,32 1,34%0,11 1,61+0,09 1,83+0,05 1,37+0,08 1,61+0,2
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Contenido relativo de serina
Contenido relativo de serina
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Contenido relativo de serina

Figura 4.22. Contenido relativo de serina en raices en las lineas Oex PGDH1 y TriOex (TriOex1-40,
TriOex2-4, TriOex2-47 y TriOex2-49). Los valores estan normalizados respecto a la media del control
(WT) en condiciones de CO, ambiental (aCO,; 400 ppm) (A) y en condiciones de alto CO, (eCO,; 2500
ppm) (B). (C) Contenido relativo de serina del WT y de las lineas Oex PGDH1 y TriOex en eCO; respecto
al WT en aCO; (los valores estan normalizados respecto a la media del WT en condiciones de aCO,).
Los valores representan la media mean + SE, n 2 6 pools de 40 plantas para cada genotipo. Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre lineas (ANOVA, P < 0,05). Los resultados mas
detallados se presentan en las Tablas 4.12, 4.13 y 4.14.
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4.9 Analisis proteico y de almidon de las lineas
sobreexpresoras de la RFBS en Arabidopsis thaliana y
maiz

Los analisis de contenido proteico y de almiddn se realizaron en Arabidopsis
con las lineas TriOex y con las lineas sobreexpresoras del gen PGDH1, y dichos
andlisis fueron realizados tanto en condiciones con CO, ambiental como con alto
CO..

En condiciones de CO, ambiental se observd un incremento significativo en
el contenido de almidén, respecto del control, en dos de las cuatro lineas TriOex
(TriOex2-47 y TriOex1-40) y en las dos lineas Oex PGDH1 (Figura 4.23A). En raices,
sin embargo, no se vieron cambios significativos en el contenido de almiddn
respecto al control en estas condiciones (Figura 4.23B).

Al analizar el contenido de almidén en condiciones de alto CO; se observé
un incremento generalizado de este en todas las lineas tanto sobreexpresoras
como controles, y tanto en la parte aérea como en raices, comparado con los
resultados obtenidos en condiciones de CO, ambiental. En estas condiciones
ambientales enriquecidas en CO,, el contenido de almiddn en la parte aérea de
todas las lineas sobreexpresoras fue significativamente superior al control,
mientras que, en raices, no se apreciaron diferencias significativas en ninguna linea
(Figura 4.23Ay B).

Los resultados obtenidos con el almiddén tanto para las lineas TriOex como
Oex PGDH1, nos muestran como la RFBS afecta al metabolismo del carbono. Por
otro lado, se han demostrado en trabajos previos que esta ruta esta conectada con
el metabolismo del nitrégeno y, ademas, la serina formada por esta ruta es esencial
para la sintesis, entre otros componentes celulares, de las proteinas (Ros et al.,
2014; Zimmermann et al., 2021a). Por esta razdn, no solo se evalud el contenido de
almiddn, sino que también se analizd el contenido en proteinas totales de cada una
de las lineas en las dos condiciones de CO..

En condiciones de CO, ambiental se pudo observar que existia un mayor
contenido de proteina en la parte aérea, tanto de las lineas TriOex como de las Oex
PGDH1 cuando se compararon con el control. Lo mismo ocurre en raices, donde
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cinco de las seis lineas presentaban un incremento significativo del contenido total
de proteinas (Figura 4.23Cy D).

Mientras que el contenido en almidén aumenté en condiciones de alto CO;
respecto a las condiciones ambientales de CO; en todas las lineas estudiadas (Figura
4.23A y B), en el caso de las proteinas este efecto se invirtio, mostrando un
contenido menor en alto CO; respecto a las condiciones ambientales de CO, (Figura
4.23C y D). En estas condiciones, sin embargo, cuatro lineas sobreexpresoras
incrementaron los niveles de proteinas en parte aérea con respecto a los controles
(Figura 4.23C). En el caso de las raices, todas las lineas salvo una (TriOex2-47)
incrementaron su contenido proteico respecto al WT (Figura 4.23D). Por ello, a
pesar de la disminucién del contenido de proteinas con respecto a condiciones de
CO; ambiental, el contenido proteico en las lineas sobreexpresoras en condiciones
de elevado CO; fue similar o incluso superior al valor del control en condiciones de
CO, ambiental (Figura 4.23Cy D).

Teniendo en cuenta que Arabidopsis es una planta con metabolismo Cs,
quisimos conocer el efecto de la RFBS en el metabolismo del carbono y del
nitrégeno en una especie con metabolismo Cs, como es el maiz, con una menor tasa
de fotorrespiracién. Para ello analizamos el contenido de almiddn y proteinas en
plantas transgénicas de maiz sobreexpresoras del gen PGDH1 de Arabidopsis
(ZmOex PGDH1). En este caso, no solo se obtuvieron resultados de las hojas y
raices, sino que también se midieron los contenidos en los tallos de tres lineas
ZmOex PGDH1 (ZmOex PGDH1-L22, ZmOex PGDH1-L27 y ZmOex PGDH1-L31) junto
con la linea control (B104). Estos analisis solamente se realizaron en condiciones de
CO, ambiental.

Respecto al contenido en almiddn, las lineas ZmOex PGDH1-L22 y ZmOex
PGDH1-L27 aumentaron de manera significativa su contenido tanto en hojas como
en tallos comparado con el control B104 (Figura 4.24A y B). La linea ZmOex PGDH1-
L31 solo aumentd significativamente el contenido de almidén en tallos. Sin
embargo, haciendo un andlisis estadistico en conjunto de los datos de las tres
lineas, las lineas sobreexpresoras presentan mayor contenido de almidén en hojas
y tallos que el control (analisis estadistico no mostrado). En raices, por el contrario,
no se observaron diferencias significativas respecto a B104 (Figura 4.24C).
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Figura 4.23. Andlisis del contenido de almidén (A y B) y proteinas (C y D) en condiciones de CO,
ambiental (400 ppm; barras blancas) y alto CO, (2500 ppm; barras grises) en la parte aérea (Ay C) y
en las raices (B y D) para plantas TriOex y Oex PGDH1 de 14 dias crecidas in vitro. Los valores
representan la media + SE (n = 12). (*) representa diferencias significativas respecto al control (WT; T-
test, P < 0,05).

Dado que los resultados obtenidos en el contenido de proteinas de las
lineas TriOex de Arabidopsis mostraban un incremento al sobreexpresar la RFBS
(Figura 4.23C y D), se analizo el contenido de proteina total en las lineas ZmOex
PGDH1. En este caso no se aprecid un incremento significativo del contenido
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proteico al compararlo con el control, con la Unica excepcidn de la linea ZmOex
PGDH1-31 en al que si que se observd un aumento significativo en el tallo (Figura
4.24D-F).
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Figura 4.24. Anélisis del contenido de almiddn (A, By C) y proteinas (D, E y F) en condiciones de CO,
ambiental en hojas (A y D), tallos (B y E) y raices (Cy F) en plantas ZmOex PGDH1 de 20 dias crecidas
eninvernadero. Los valores representan la media + SE (n = 12). (*) representa diferencias significativas
respecto al control B104 (WT; T-test, P < 0,05).
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5. DISCUSION

5.1 PGDH2 y PGDH3 contribuyen al crecimiento de la
planta

El andlisis de caracterizacion fenotipica de los mutantes condicionales para
los genes PGDH1 y PSP1 ha demostrado que el fenotipo de crecimiento de los
mutantes c-pgdhl es menos drastico que el de los mutantes c-psp1-1 en todas las
lineas estudiadas (Figura 4.2B). Estos resultados nos indican que es improbable que
las diferencias observadas se deban a una expresion génica o actividad enzimatica
residual diferente en los dos mutantes condicionales, y por tanto el fenotipo
observado se correlaciona con el genotipo. Las diferencias observadas en el
fenotipo entre c-pgdhl y c-psp1 indicarian que los genes PGDH2 y PGDH3 podrian
tener un papel en el desarrollo de la planta, y que por tanto explicarian que el
fenotipo de un triple mutante pgdh fuera similar al fenotipo del mutante psp.
Cuando estudiamos el fenotipo de mutantes simples pgdh2 o pgdh3 pudimos
comprobar que este ultimo mostré un crecimiento reducido cuando se cultivo in
vitro o en condiciones de invernadero, mientras que los mutantes simples para el
gen PGDH?2 sélo mostraron un crecimiento reducido en condiciones de invernadero
(Figura 4.5). Estos resultados podrian sugerir que la deficiencia del gen PGDH3
afecta mds al crecimiento de la planta que la falta de PGDH2, o, por el contrario,
que la actividad del gen PGDH1 puede compensar mejor la funcién del gen PGDH2
en el crecimiento que la del gen PGDH3. En apoyo de esta ultima idea estan los
fenotipos observados en las lineas mutantes que tenian el fondo genético mutante
c-pgdhl (c1-pgdh1-2 pgdh2-3, c1-pgdhi-2 pgdh3-1, c1-pgdhl-2 pgdh2-3 pgdh3-1;
c2-pgdh1-2 pgdh2-3, c2-pgdhl-2 pgdh3-1, c2-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1), donde la
deficiencia del gen PGDH2 condujo a fenotipos de crecimiento reducidos mas
drésticos que la deficiencia del gen PGDH3 en todas las condiciones ensayadas
(cultivo in vitro o en invernadero; Figuras 4.8 y 4.9). Por lo tanto, concluimos que la
actividad del gen PGDH1 puede compensar mejor los fenotipos de crecimiento
asociados a PGDH2 que los asociados a la deficiencia de PGDH3. También
concluimos que PGDH1 es el gen de la familia PGDH que mas contribuye al
crecimiento vegetativo de las plantas, como ya se ha estudiado en otros trabajos,
siendo importante para el desarrollo del embrién y del gametofito masculino
(Benstein et al., 2013; Toujani et al., 2013a).
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5.2 PGDH1 vy PGDH2 estan mas relacionados
funcionalmente entre si que con PGDH3

Los analisis filogenéticos de los genes de la familia PGDH revelan que los
genes PGDH1 y PGDH3 son los que estdan mas estrechamente relacionados. Sin
embargo, cuando analizamos el patron de expresion de los tres genes se
observaron diferencias, no solo a nivel de érgano, tejido y célula, sino también bajo
diferentes condiciones ambientales (Benstein et al., 2013; Toujani et al., 2013a).
Tanto el gen PGDH1 como PGDH2 estan altamente expresados en tejidos
heterotroficos, especialmente en los haces vasculares, mientras que PGDH3 se
expresa casi exclusivamente en tejidos fotosintéticos. Los fenotipos de crecimiento
mas drdsticos de los mutantes PGDH1 observados en otros estudios podrian estar
relacionados con su funcién en tipos celulares especificos como son los meristemos
(Benstein et al., 2013; Toujani et al., 2013a).

Los perfiles metabolémicos de pgdh2-3 y pgdh3-1 fueron claramente
diferentes al de la linea control, lo que indica que ambos genes son
metabolémicamente funcionales en plantas. Ademas, estos dos perfiles también
eran diferentes entre si (Figura 4.6 y Tablas 4.1 y 4.2). Los cambios metabolémicos
en el mutante pgdh3-1 fueron mas pronunciados en la parte aérea que en las raices,
mientras que en el mutante pgdh2-3 se observé una tendencia opuesta. Por
ejemplo, en la parte aérea del mutante pgdh3-1, el 68% de los metabolitos
cambiaron en mas de un 25% en comparacién con la linea control, mientras que
solo un 20% de ellos cambiaron mas de un 25% en raices. Por el contrario, en la
parte aérea el mutante pgdh2-3, solo el 40% de los metabolitos analizados
cambiaron mas de un 25% mientras que en raices ese porcentaje se incrementd
hasta el 64%. Estos resultados nos podrian indicar que la funcidn del gen PGDH3 es
mas importante en la parte aérea, mientras que la del gen PGDH2 seria mas
importante en raices tal y como sugieren los analisis de expresidn génica (Figura
4.1). Estos resultados también nos podrian indicar que los genes PGDH2 y PGDH3
estan implicados en procesos diferentes. Curiosamente, el PCA del perfil
metaboldémico obtenido del doble mutante pgdh2-3 pgdh3-1 mostré un
solapamiento parcial con el perfil metabolémico del control (Figura 4.6A), lo que
podria sugerir que la doble mutacién de ambos genes conduce a una compensacién
metabdlica parcial.
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La comparacion del perfil metabolémico de los mutantes dobles obtenidos
por combinacién de PGDH1 con PGDH2 o con PGDH3 (c-pgdh1-2 pgdh2-3, c-pgdh1-
2 pgdh3-1) y el mutante triple (c-pgdh1-2 pgdh2-3 pgdh3-1) mostré un aumento
generalizado del nivel de metabolitos en comparacion con los controles,
especialmente de aminoacidos (Figura 4.10 y Tablas 4.3 y 4.4). Este incremento
generalizado no solo podria estar relacionado con las funciones de los genes PGDH
sino también con la drastica reduccion del crecimiento observada en estos
mutantes (Figuras 4.8 y 4.9). Curiosamente, la ausencia de los genes PGDH1 vy
PGDH2 produjo mas diferencias en la parte aérea que las observadas en el mutante
triple, lo que apoyaria la idea de que el gen PGDH3 tiene un papel compensatorio
a los otros dos genes de la familia PGDH.

Los analisis de expresion génica muestran que cuando el gen PGDH1 esta
activo, no hay cambios en la expresion de los genes PGDH2 o PGDH3 en los
mutantes simples pgdh3-1 o pgdh2-3, respectivamente. Sin embargo, una
reduccion de la expresion del gen PGDH1 (en un fondo genético c-pgdhl-2) afecta
a la expresién de los otros dos genes de manera diferente, lo que apoya que el gen
PGDH1 es el principal gen de la familia PGDH. De acuerdo con esto, la expresion de
PGDH3 se reprimié tanto en el mutante simple condicional del gen PGDH1 (c-
pgdhi-2) como en el mutante doble PGDH1/PGDH?2 (c-pgdh1-2 pgdh2-3) lo que
apoyaria el patron de expresion opuesto del gen PGDH3 a los otros dos genes
(Figura 4.14). Estudios previos también apoyaban un patréon de expresion opuesto
del gen PGDH3 a los genes PGDH1 y PGDH2. Por ejemplo, se observd que bajo
condiciones a estrés por salinidad los genes PGDH1 y PGDH2 se inducian, mientras
que por el contrario PGDH3 se reprimia (Rosa-Téllez et al., 2020). En este mismo
estudio se observd que en lineas que sobreexpresaban PGDH1 el gen PGDH3 se
reprimia, especialmente en condiciones a estrés salino (Rosa-Téllez et al., 2020). Sin
embargo, los genes PGDH1 y PGDH2 sélo se reprimian en las plantas que
sobreexpresaban PGDH3 en condiciones estandar, pero no en condiciones de
estrés salino. Por otro lado, también se ha visto que el comportamiento bioquimico
de las isoformas PGDH2 y PGDH3 es diferente, siendo la PGDH3 muy sensible a la
inhibicidn por retroalimentacidn por serina mientras que la actividad de la PGDH2
es completamente insensible a este aminoacido (Benstein et al., 2013; Okamura y
Hirai, 2017).

Los fenotipos de crecimiento de los mutantes dobles y triple indican que el
mutante doble c-pgdhl-2 pgdh2-3 mostré la reduccion mas drdstica del
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crecimiento, incluso mas que el triple mutante (Figuras 4.8 y 4.9). Ademas, la
actividad del gen PGDH3 en la parte aérea, que es donde se expresa
mayoritariamente, es de alguna manera perjudicial en el mutante doble c-pgdh1- 2
pgdh2-3, pero no en el mutante simple c-pgdh1-2, lo que demuestra que PGDH3
compensa especificamente la funcion de PGDH2 en el crecimiento, como ya se
habia visto en el doble mutante pgdh2-3 pgdh3-1 (Figura 4.5).

Nuestros resultados indican que los genes PGDH1 y PGDH2 son
parcialmente redundantes, al menos en la parte aérea, donde PGDH2 se induce en
el mutante c-pgdh1-2 (Figura 4.14C). El anadlisis de la expresidn génica in silico,
muestran una correlacion positiva entre PGDH1 y PGDH2 (Figura 4.13). Esta
correlacidn positiva no solo se encuentra a nivel transcripcional, sino que de
acuerdo con el mapa de interaccidon en Arabidopsis, se observa una interaccion
fisica entre PGDH1 y PGDH2 (https://genemania.org/; AIMP, 2011; Casatejada-
Anchel et al., 2021). La falta de un fenotipo de crecimiento en el mutante pgdh2-3
junto con los fenotipos mostrados por el doble mutante c-pgdh1-2 pgdh2-3 con una
reduccion mucho mas drastica que el mutante simple c-pgdh1-2 (Figuras 4.5, 4.8 y
4.9), nos llevan a postular que las actividades de PGDH1 y PGDH2 se requieren
probablemente para aportar serina para procesos similares. PGDH2 podria
cooperar junto con PGDH1 en determinadas condiciones. Por ejemplo, PGDH2 se
induce su expresion en condiciones de estrés [bidticos o abidticos;
(https://genevestigator.com/)] donde podria ser necesario un aporte adicional de
serina.

Por otro lado, el mutante doble c-pgdh1-2 pgdh3-1 también mostré un
mayor fenotipo de crecimiento que el mutante simple c-pgdhl-2, lo que podria
sugerir que PGDH1 y PGDH3 son parcialmente redundantes (Figuras 4.8 y 4.9). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que los mutantes simples c-pgdh1-2 y pgdh3-1
ya muestran fenotipos de crecimiento (Figuras 4.5, 4.8 y 4.9) y, por lo tanto, el
fenotipo mas fuerte del doble mutante no indica necesariamente una redundancia,
sino un efecto aditivo de cada fenotipo individual del mutante. De hecho, PGDH3
se reprime en el mutante c-pgdh1-2 en lugar de inducirse su expresion (Figura 4.14C
y D), lo que apoyaria esta ultima idea.

Tras revisar los resultados obtenidos de la caracterizacién fenotipica y del
analisis metaboldmico (Figuras 4.8,4.9y 4.10, y Tablas 4.3 y 4.4) podemos observar
gue existe una correlacién negativa entre la inhibicion del crecimiento y los niveles
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de serina en la parte aérea. Los niveles mas altos de serina en la parte aérea se
encontraron en el doble mutante c-pgdhl1-2 pgdh2-3 y en el triple mutante c-
pgdhl1-2 pgdh2-3 pgdh3-1. Los altos niveles de serina de estas lineas podrian
deberse a un aumento general del contenido de aminoacidos asociado a la
reduccion drastica del crecimiento. Sin embargo, también podria deberse al
aumento de la actividad de la ruta del Glicolato en la parte aérea y al posterior
transporte de serina a las raices. En trabajos previos, se ha sugerido que hay una
interaccidon entre la RFBS y la ruta del Glicolato para mantener la homeostasis de la
serina en la planta (Anoman et al.,, 2019). Esto implicaria la induccién de la
biosintesis de serina en los érganos fotosintéticos y su transporte a los drganos
heterétrofos, como las raices.

Al contrario que en la parte aérea, las lineas que mostraron la reduccién
mas drastica de crecimiento presentaron los niveles mds bajos de serina en raices
(Figuras 4.8, 4.9 y 4.10, y Tablas 4.3 y 4.4). El gen PGDH2 parece desempefiar un
papel crucial en el suministro de serina a través de la RFBS que, en su conjunto,
podria ser cuantitativamente mds importante que el papel del gen PGDHI1. La
mutacion de PGDH2 (tanto en un fondo genético silvestre como en c-pgdhl-2)
redujo el pool de serina en raices, incluso a pesar de la drastica reduccion del
crecimiento de estas. Sin embargo, no se vio una reduccién del contenido en serina
en los mutantes simples c-pgdhl-2, probablemente, debido a la induccién de
PGDH?2 (Figura 4.14C). El hecho, de que PGDH2 es la Unica isoforma no sensible a la
inhibicidon por retroalimentacion por serina (hecho que si que ocurre con PGDH1 y
PGDH3) podria apoyar esta hipdtesis (Benstein et al., 2013; Okamura y Hirai, 2017).
En cuanto PGDH3, la falta de esta isoforma en la parte aérea, donde es
mayoritariamente activa, no dio lugar a una reduccion de los niveles de serina ni en
un fondo genético silvestre, ni en un fondo genético mutante c-pgdh1-2 o en el
triple mutante (Figura 4.10C y Tabla 4.3). Estos resultados refuerzan la hipdtesis de
que los genes PGDH1 y PGDH2 cooperan en la RFBS para aportar serina a érganos
especificos de la planta y que PGDH3 podria tener otras funciones en tipos celulares
especificos que podrian estar relacionados o no con el aporte de serina. En este
sentido, PGDH1 y PGDH2 interactuan transcripcionalmente con otros genes de la
RFBS como PSAT1 o PSAT2, pero todos ellos se encuentran en una red
transcripcional diferente a la de PGDH3 (https://genemania.org/; AIMP, 2011;
Casatejada-Anchel et al., 2021). Ademas, el hecho de que PGDH3 sea la isoforma
cuya actividad es mas sensible a la inhibicidon por retroalimentacién por serina
también estaria de acuerdo con esta hipdtesis (Benstein et al., 2013; Okamura y
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Hirai, 2017). En consecuencia, el fenotipo de crecimiento de los mutantes c-psp1-
1, en los que la RFBS esta completamente bloqueada, es similar a los de los
mutantes dobles PGDH1/PGDH2 (c-pgdh1-2 pgdh2-3), lo que de nuevo indicaria
que PGDH1 y PGDH2 son las principales enzimas que proporcionan sustratos a PSP1
a través de la RFBS.

5.3 Funcidn fisiolégica de PGDH3

Para intentar averiguar la funcién de PGDH3 en la planta realizamos
experimentos de coexpresion, y pudimos encontrar en ellos que la mayoria de los
genes coexpresados junto al gen PGDH3 estaban relacionados con la fotosintesis,
especialmente con las reacciones dependientes de la luz (Tabla 4.5). Este patron,
sin embargo, no se observé cuando realizamos los mismos analisis con los genes
PGDH1 o PGDH?2 (Tablas 4.6 y 4.7). En angiospermas, hay dos rutas implicadas en
el transporte ciclico de electrones del PSI, la ruta resistente a antimicina A
dependiente de PGR5 (Proton Gradient Regulation 5, de sus siglas en inglés) y del
complejo PGRL1 (PGR5-like Photosynthesus Phenotype 1) (Munekage et al., 2002;
DalCorso et al.,, 2008; Sugimoto et al., 2013; Shikanai, 2016) y la ruta NDH-
dependiente (Ifuku et al., 2011; Shikanai, 2016). Los mutantes de la ruta resistente
a antimicina A, pgr5, tienen reducida su habilidad para disipar el exceso de energia
luminosa del PSIl, por lo que se ha concluido que el complejo que contiene
PGR5/PGRL1 estad implicado en el cambio entre el transporte lineal y ciclico de
electrones (Munekage et al., 2002; DalCorso et al., 2008; Shikanai, 2016). PGRL1A
se expresa junto a PGDH3, lo que sugiere que podria interactuar de alguna manera
con la actividad del PSII. Otros genes relacionados con el PSII también se coexpresan
junto con el gen PGDH3, como son ZKT/MET o MPH1. MET1 es una proteina
asociada al tilacoide implicada en la formacién y reparacion del supercomplejo PSII
en Arabidopsis (Bhuiyan et al., 2015). Por otro lado, se ha sugerido que el papel de
MPH1 podria estar implicado en la proteccién y estabilizacion del PSIl bajo altas
intensidades de luz (Liu y Last, 2015). Los resultados de estos analisis de
coexpresidn obtenidos para el gen PGDH3 estan apoyados por el hecho de que los
mutantes PGDH3 presentan una eficiencia cuantica reducida del PSII (Tabla 4.8).

También vimos que muchos de los componentes de la ruta NDH-
dependiente (NDHM, NDHN, PNSB1, NDHU, PNSB3, PNSL3, PNSL1, CRR3, LHCA6) se
coexpresaban junto con el gen PGDH3. El complejo NDH del cloroplasto esta
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asociado al PSI formando el supercomplejo NDH-PSI (Shikanai, 2016). Este complejo
NDH reduce el pool de plastoquinonas en el flujo ciclico de electrones alrededor del
PSI, suministrando, junto con la ruta resistente a la antimicina A, ATP extra y
compensando la produccion de ATP/NADPH, particularmente bajo condiciones de
estrés ambiental (Shikanai, 2016). Sabemos que la actividad de PGDH estd acoplada
a la produccion de NADH (Benstein et al., 2013; Ros et al.,, 2014). Por ello
planteamos que la actividad de PGDH3 esta estrechamente asociada o interactua
con el flujo fotosintético de electrones, probablemente por la via de produccién de
NADH. Sugerimos que la mutacién de PGDH3 podria perturbar el equilibrio entre
ATP/NAD(P)H necesario para el metabolismo del plasto, perjudicando de esta
manera el flujo de electrones en la fotosintesis.

Un estudio muy reciente y que va de acuerdo con los resultados obtenidos
en este trabajo, arroja una posible funcién de PGDH3 (Héhner et al., 2021). En este
trabajo los autores asociaron el gen PGDH3 a la fotosintesis. Observaron como
mutantes de pgdh3 presentaban mayor “nonphotochemical quenching”, un
mecanismo de proteccidn en plantas para protegerse de los efectos nocivos de la
alta intensidad de luz cuando el proceso de absorcién de la energia luminosa supera
a la capacidad de uso de esa energia. Ademas, la tasa de fijacion de CO; disminuia
en estos mutantes. La funcidn propuesta por este trabajo a PGDH3 es que, esta
isoforma estaria implicada en el balance redox del estroma del tilacoide
transfiriendo la energia redox formada en forma de NADPH, por las reacciones
fotosintéticas, en forma de NADH a través de la reaccion catalizada por la actividad
PGDH, para usar el 3-PGA que se forma en el ciclo de Calvin y formar NADH. Este
NADH, posteriormente podria dejar el cloroplasto a través de la bomba de malato
especifica de NADH.

Ademas de la eficiencia cuantica del PSIl, otros parametros fotosintéticos
como la asimilacién neta de CO; o la apertura estomatica también se vieron
afectados en los mutantes simples del gen PGDH3 (Tabla 4.8). Estas alteraciones
podrian deberse a la reduccidn de la eficiencia cuantica del PSIl en estos mutantes,
pero no se puede descartar una interaccién directa de la actividad PGDH3 con estos
procesos fotosintéticos. En este sentido, encontramos algunos genes coexpresados
junto a PGDH3 que participan en las reacciones de fijacién del carbono de la
fotosintesis (SBPASE, GAPB, RBCSB-1B) o en la regulacidon estomatica como es el
caso de CAS, una proteina cloroplastica importante en la correcta regulacion
estomatica en respuesta a incrementos externos de Ca?'.
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El estudio metabolémico realizado en esta tesis doctoral puede estar
sesgado en el sentido de que no se detectaron metabolitos fotosintéticos, ya que
la mayoria de ellos estan fosforilados y no pueden ser determinados con precisidon
por el método de cromatografia de gases-espectrometria de masas utilizado. Sin
embargo, uno de los cambios metabdlicos mas importantes que distinguen a los
mutantes PGDH3, es el acido glicérico (Tablas 4.1 y 4.3). Este metabolito se redujo
en el mutante pgdh3-1 mucho mas que en el mutante pgdh2-3, mientras que en la
linea doble mutante c-pgdhl-2 pgdh3-1 y el triple mutante c-pgdhl-2 pgdh2-3
pgdh3-1, los niveles de acido glicérico siempre fueron mas bajos comparados con
el mutante simple c-pgdhl-2 y el doble mutante c-pgdhl-2 pgdh2-3. El acido
glicérico podria sintetizarse a partir del 3-PGA, el sustrato de la enzima PGDH, en
una reaccion catalizada por la PGAP. El 3-PGA es también el primer producto del
ciclo de Calvin, y dado que hemos visto que los mutantes pgdh3-1 muestran una
reduccién del ratio fotosintético, el contenido de 3-PGA podria estar disminuido en
este mutante lo que, a su vez, repercutiria en los niveles de acido glicérico medidos
en este estudio.

Nuestros resultados sugieren que la familia de genes PGDH sufrié una
divergencia evolutiva de la funcién probablemente asociada a su localizacion
celular especifica. Esta hipdtesis estaria apoyada por el hecho de que PGDH3 se
expresa en las células fotosintéticas activas de las hojas adultas, donde coexiste con
la ruta del Glicolato. Esta idea podria otorgar una nueva funcién para PGDH3 no
relacionada con la biosintesis de serina. Ademas, PGDH3 es la Unica isoforma de
PGDH que se acumula en condiciones fluctuantes de luz (Schneider et al., 2019;
Niedermaier et al., 2020).

Otra cuestidon importante que queda por aclarar es porqué la mutacién en
PGDH3 mejora el crecimiento respecto a los otros mutantes PGDH. Dado que esta
mejora en el crecimiento no se observdé en un fondo genético silvestre, la
explicacion mas plausible es que la reduccidn de la actividad fotosintética pueda
ser beneficiosa para los mutantes PGDH. Las lineas de Arabidopsis con una
reduccion de la actividad de la RFBS acumulan aminoacidos y azucares que no
pueden ser usados para el crecimiento (Cascales-Mifana et al., 2013). Lo mas
probable es que una actividad fotosintética reducida pueda modular y/o equilibrar
la homeostasis entre los carbohidratos y los aminodcidos, lo que puede beneficiar
la recuperacion del crecimiento.
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5.4 La sobreexpresion de la RFBS no afecta positivamente
al crecimiento de la planta en condiciones de CO;
ambiental

En los estudios con mutantes de PGDH1 hemos demostrado que una
deficiencia en esta ruta puede afectar al crecimiento vegetativo de la planta. Estos
resultados corroboran estudios previos que mostraron que el crecimiento de lineas
silenciadas del gen PGDH1 o del gen PSAT1, o lineas mutantes condicionales para
el gen PSP1 mostraron una reduccién del area foliar o del peso de la parte aérea, y
sobre todo un menor crecimiento de la raiz (Benstein et al., 2013; Cascales-Minana
etal., 2013; Wulfert y Krueger, 2018). Nuestro estudio junto con el resto de trabajos
confirman que, a pesar de la magnitud de la ruta del Glicolato, la RFBS es la ruta
determinante en el crecimiento de la planta.

Los analisis de la caracterizacion fenotipica de lineas triples
sobreexpresoras (TriOex) en condiciones ambientales de CO,, muestran que un
incremento de la expresion de los tres genes principales de la RFBS no produce un
mayor crecimiento, al contrario de lo que cabria esperar al observar la disminucién
de crecimiento en los mutantes (Figuras 4.16A y 4.18A; Benstein et al., 2013;
Cascales-Mifiana et al.,, 2013; Wulfert y Krueger, 2018). En este sentido,
observamos que, o no existen cambios o se produce una disminucién del
crecimiento de algunas lineas (Figura 4.18A). Otros estudios con plantas
sobreexpresoras de genes de la RFBS muestran un menor crecimiento de la parte
aérea en plantas sobreexpresoras del gen PGDH1 crecidas in vitro en condiciones
estandar (Rosa-Téllez et al., 2020), resultados que hemos podido comprobar al
menos en una de las lineas Oex PGDH1 ensayadas (Figura 4.18A).

El fenotipo mas claro de mutantes deficientes de la RFBS es la reduccion del
crecimiento de la raiz (Benstein et al., 2013; Cascales-Mifana et al., 2013; Toujani
et al., 2013a; Wulfert y Krueger, 2018). En trabajos previos donde se analizaron
lineas sobreexpresoras del gen PSP1, no hubo un incremento en el crecimiento de
la raiz respecto al WT (Cascales-Mifiana et al., 2013). En nuestro caso, un aumento
de la expresion de la RFBS en condiciones ambientales en las cuales es activa la ruta
fotorrespiratoria no tuvo un efecto positivo sobre el crecimiento de la raiz (Figuras
4.16B y 4.18B). Aunque dos de las cuatro lineas TriOex presentan una disminucion
en el crecimiento respecto de la linea control, no se aprecié una tendencia clara de
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crecimiento diferencial de la raiz de las lineas TriOex respecto al control. Por otro
lado, las lineas que sobreexpresan el gen PGDH1, solo una de ellas presentaba una
ligera disminucion en la longitud de la raiz. Es muy probable que la reduccién del
crecimiento de algunas lineas sobreexpresoras esté relacionado con un efecto dosis
de expresion del transgen, de manera que solo observamos reduccion del
crecimiento en las lineas con muy altos niveles de expresion de PGDH1, como son
las lineas TriOex2-49 y la Oex PGDH1-L2 de la que deriva.

Tomando en conjunto los datos de la parte aérea y de la raiz de las lineas
triples sobreexpresoras de la RFBS, concluimos que la sobreexpresion de la ruta
tanto a nivel del gen PGDH1, como a nivel de los tres genes principales de la ruta
(PGDH1, PSAT1 y PSP1) no afecta de una forma clara al crecimiento vegetativo de
la planta en condiciones de CO, ambiental, aunque un exceso de expresién podria
tener un efecto negativo sobre el crecimiento.

5.5 La sobreexpresion de la RFBS puede tener un efecto
positivo sobre el crecimiento de la planta en condiciones
de CO; elevado

El incremento de la concentracion de CO, asociado al cambio climatico
puede afectar a la nutricidn, al desarrollo y al metabolismo de vegetal (Takatani et
al.,, 2014; Gamage et al., 2018). Es por ello que en este trabajo también se ha
estudiado el efecto de concentraciones elevadas de CO, en el metabolismo y
crecimiento de las lineas TriOex y Oex PGDH1, y qué cambios se producen como
consecuencia de ello. Como ya se ha comentado anteriormente, estas condiciones
inhiben en mayor medida la ruta de sintesis de serina asociada a la fotorrespiracién.

Se han realizado pocos estudios sobre el papel de la RFBS en condiciones
de elevada concentracién de CO, ambiental. Solo se han publicado algunos
relacionados con mutantes silenciados del PSAT1 o del PGDH1, en los que se
comprobd que al crecer estas lineas en condiciones de alto CO; se produce una
mayor inhibicién del crecimiento que en condiciones de CO; ambiental (Benstein et
al., 2013; Wulfert y Krueger, 2018). Con estos resultados se concluyé que, aunque
la RFBS es la ruta que mas afecta al crecimiento vegetal, la ruta del Glicolato
también contribuye a mantener el crecimiento de la planta.
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En el caso de nuestras lineas sobreexpresoras y del WT, al comparar los
pesos frescos de la parte aérea entre las lineas crecidas en condiciones de elevado
CO, y esas mismas lineas en condiciones ambientales, observamos un incremento
de la biomasa aérea (Figura 4.18A y C). Este incremento de la biomasa ya se ha
asociado en la literatura a una exposicién de elevados niveles de CO,, ya que bajo
estas condiciones se ha observado que hay una mejora del ratio fotosintético de la
carboxilacién de la Rubisco junto con un aumento de la expresidn de los genes
relacionados con la fotosintesis o con el metabolismo del carbono (Gamage et al.,
2018). Por otra parte, estos resultados confirman que la RFBS es suficiente para
mantener el crecimiento de las plantas, incluso en condiciones de elevado CO,,
donde la actividad fotorrespiratoria es minima.

Cuando cultivamos las plantas en condiciones de alto CO, y comparamos
las lineas sobreexpresoras con las plantas control, la respuesta es diferente si
analizamos la parte aérea o las raices (Figura 4.18C y D). No se observaron cambios
significativos de crecimiento de la parte aérea respecto al control en la mayoria de
las lineas sobreexpresoras. Sin embargo, si que se pudo observar una mejora
significativa en el crecimiento de la longitud de la raiz primaria en las lineas TriOex
al compararlas con las raices de las plantas control. Una tendencia similar se
observé también en una de las lineas sobreexpresoras Oex PGDH1, aunque no fue
significativa (Figura 4.18D).

Los resultados de metabolémica mostraron que en todas las lineas
sobreexpresoras (tanto las TriOex como las Oex PGDH1) existe un mayor contenido
relativo de serina respecto al WT en las raices, mayor incluso que el control en
condiciones ambientales (Figura 4.22C y Tabla 4.14). Es posible que este mayor
contenido de serina pueda explicar en parte las diferencias de crecimiento de la raiz
entre TriOex y WT, pero no puede explicar el mayor crecimiento de las TriOex con
respecto a las Oex PGDH1. Por ello, pensamos que en este mayor efecto sobre el
crecimiento de la raiz observado en las lineas TriOex estén implicados varios
factores relacionados con el metabolismo en estas lineas.
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5.6 La sobreexpresion de la RFBS afecta al metabolismo
de aminoacidos

Los datos de metabolémica obtenidos con las lineas sobreexpresoras
permiten concluir que la sobreexpresién de la RFBS aumenta fundamentalmente el
contenido de aminodcidos tanto en condiciones de CO, ambiental como en alto CO,
y tanto en parte aérea como en raices, aunque el efecto es mds evidente en parte
aérea y sobre todo en condiciones de alto CO, (Tablas 4.9, 4.10, 4.12 y 4.13).

Resultados previos de nuestro grupo utilizando lineas Oex PGDH1 ya habian
observado un incremento del contenido de aminodacidos en las lineas Oex PGDH1
cultivadas en condiciones ambientales de CO, (Rosa-Téllez et al., 2020). Ademas,
en otro trabajo realizado con plantas sobreexpresoras del gen PSP1 también se
observé un incremento generalizado de los niveles de aminodacidos en plantas
cultivadas en CO; ambiental (Cascales-Mifiana et al., 2013).

Al comparar los perfiles metabolédmicos de las plantas cultivadas en elevado
CO; con los de las cultivadas en condiciones ambientales, pudimos apreciar que
existe una disminucién del contenido en un gran nimero de aminodcidos en la
parte aérea (Tabla 4.11), siendo esta disminucién mucho mas drastica en el control
que en las lineas sobreexpresoras (Oex PGDH1 y TriOex). Asi, en las plantas control
mas del 50% de los aminoacidos analizados redujeron sus niveles al compararlos
con los niveles en condiciones de CO, ambiental. Cabe destacar la bajada drastica
de los niveles de glicina (casi el 80%) y de serina (aproximadamente el 50%),
aminoacidos derivados directamente del ciclo fotorrespiratorio. Sin embargo, esta
reduccion fue atenuada en las plantas sobreexpresoras lo que confirma que la RFBS
puede compensar en gran medida la reduccidon del contenido en aminoacidos
asociados a la baja actividad fotorrespiratoria.

No todos los aminodcidos disminuyen cuando se cultivan las plantas en alto
CO,. En estas condiciones se observé también un aumento del contenido de
algunos aminodcidos como asparagina, aspartato, glutamato y glutamina,
aumentando en todas las lineas, incluso en el control, al compararlas con el control
cultivado en condiciones ambientales de CO, (Tabla 4.11). De todos estos
aminodcidos, el glutamato es el Unico que estd directamente asociado con la
actividad fotorrespiratoria. A través de la actividad de la glutamato-glioxilato amino
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transferasa, el glutamato cede su grupo amino al glioxilato para formar glicina. Si
se reduce la actividad fotorrespiratoria, disminuye el contenido de glicina y se
acumula glutamato tal como se observa en el perfil metabolédmico de las lineas
cultivadas en alto CO,. Ademas, el glutamato es el precursor del resto de
aminodcidos que aumentan bajo estas condiciones. El glutamato es el dador del
grupo amino para la formacién de aspartato en la reaccion catalizada por la
aspartato aminotransferasa, otro aminodacido que se acumula en alto CO,. A su vez,
la asparagina deriva del aspartato en una reaccién catalizada por la asparagina
sintasa. Por otro lado, el aminoacido que mas se acumula en condiciones de alto
CO; es la glutamina. Este aminoacido también deriva del glutamato en la reaccion
catalizada por la GS. Por tanto, la mayor acumulacidn de glutamato y aspartato en
las lineas sobreexpresoras puede indicar una mayor reduccién del flujo
fotorespiratorio en estas, tanto en condiciones fotorrespiratorias como no
fotorrespiratorias asociado a la mayor actividad de la RFBS, o bien que la RFBS
puede regular los niveles de estos aminoacidos por vias distintas a las
fotorespiratorias. Estos resultados apoyarian por tanto trabajos previos en los que
conectan a la RFBS con el metabolismo del azufre y del nitrégeno (Anoman et al.,
2019; Zimmermann et al., 2021a).

En otros trabajos en Arabidopsis también se ha mostrado un aumento de
los aminodcidos derivados de glutamato bajo condiciones de elevado CO;
(Watanabe et al., 2014). Estos aminoacidos son la principal forma de transporte de
nitrégeno reducido por la planta. También se ha comprobado que se encuentran
en mayor proporcién cuando se activa el catabolismo de las proteinas, para
movilizar el nitrégeno disponible cuando la planta presenta un déficit de este
elemento (Tegeder y Masclaux-Daubresse, 2018). Estudios realizados con plantas
bajo condiciones no fotorrespiratorias muestran que en estas existe una
disminucién en el contenido de nitrogeno principalmente en las hojas (Tabla 4.11;
Takatani et al., 2014; Gamage et al., 2018), que podria estar relacionado con el
menor contenido proteico observado bajo estas condiciones. Por tanto, el aumento
de los aminodcidos derivados del glutamato en altas concentraciones de CO; podria
ser una respuesta a la deficiencia en el contenido total de nitrégeno en la planta en
estas condiciones. En condiciones de baja actividad fotorrespiratoria, el nitrégeno
se estaria movilizando en forma de asparagina, aspartato, glutamato y glutamina
para su distribucién y transporte en aquellos érganos donde fuera necesario. El
aumento sobre todo de la glutamina y asparagina es mayor en las lineas
sobreexpresoras que en el control cuando se comparan con el control cultivado en
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condiciones ambientales (Tabla 4.11), lo que podria indicarnos que en estas lineas
la respuesta a la deficiencia de nitrogeno es mayor que en el control, lo que
explicaria ademads, que la disminucidn del contenido de aminoacidos no sea tan
drastica como en el control y que, por lo tanto, el contenido proteico, aunque baja
en alto CO,, se mantiene en niveles de la linea silvestre en condiciones de CO,
ambiental (Figura 4.23Cy D).

Nuestros resultados demuestran que el metabolismo de aminoacidos en
general no esta activado en condiciones de elevado CO; sino solo los derivados del
glutamato lo que podria afectar a la sintesis proteica por déficit de algunos de ellos.
Es decir, la menor disponibilidad de algunos aminodcidos en las plantas cultivadas
en condiciones de alto CO; podria, a su vez, ser una de las causas de la reduccion
del contenido proteico.

En estudios anteriores a esta tesis realizados con las lineas sobreexpresoras
del gen PGDH1 se observd que estas lineas conseguian tener unos niveles de serina
superiores al control en condiciones ambientales (Toujani et al., 2013a; Rosa-Téllez
et al., 2020). En nuestro caso, las lineas Oex PGDH1 y las TriOex presentan un
incremento de los niveles de serina tanto en la parte aérea como en las raices, en
condiciones de CO, ambiental y elevado CO,, comparandolas con la linea control
(Figuras 4.20Ay By 4.22A y B). En este sentido, se puede observar como en la parte
aérea de las lineas controles disminuye de manera significativa el contenido de
serina en alto CO, al compararlo con el contenido obtenido en condiciones
ambientales de CO, (Figura 4.20C). Es importante sefialar que los niveles de serina
en la parte aérea de las lineas sobreexpresoras cultivadas en alto CO; se mantienen
incluso por encima de los valores de los controles cultivados en condiciones de CO,
ambiental. El mantenimiento de estos niveles altos de serina en la parte aérea
podria ser la causa de la atenuacién de la caida de los niveles de los otros
aminoacidos en estas lineas, sobre todo los derivados del glutamato, ya que se ha
demostrado una implicacion de la RFBS en el metabolismo del nitrégeno
(Zimmermann et al., 2021a). Si esto es asi, nuestros datos sugieren que los niveles
de serina son esenciales para controlar la homeostasis del resto de aminodcidos en
la planta, y por tanto de los procesos que lleva asociados, fundamentalmente la
sintesis proteica.

La reduccion de los niveles de algunos aminoacidos en condiciones no
fotorrespiratorias estaria relacionada también con la acumulacion de
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intermediarios del ciclo de Krebs y sobre todo de carbohidratos solubles, que son
los que proporcionan esqueletos carbonados para la sintesis de aminoacidos. De
acuerdo con esto, encontramos que las plantas cultivadas en alto CO,, poseen
menores niveles de proteinas y mayor nivel de carbohidratos (solubles o almidén),
como discutiremos a continuacién. En las lineas sobreexpresoras, los mayores
niveles de aminodcidos comparados con los controles cultivados en las mismas
condiciones estdn asociados a una reduccién drdstica de azucares solubles en
condiciones de alto CO; (Tabla 4.10). Esta reduccion apoyaria la mayor demanda de
esqueletos carbonados en las lineas sobreexpresoras que en las lineas control para
la sintesis de aminoacidos. No obstante, esta reduccién también podria estar
relacionada con la mayor acumulacién de almidén en estas lineas que reduciria el
pool de azucares solubles como se discute posteriormente.

A diferencia de la parte aérea, en raices, no se produjo la bajada de los
niveles de algunos aminoacidos al cultivar las plantas en condiciones de alto CO,,
incluidos la glicina y la serina (Tablas 4.11y 4.14, y Figura 4.22C). Esto podria indicar
gue el metabolismo de aminoacidos en raices no se ve tan afectado por la actividad
de la ruta fotorrespiratoria. Por el contrario, si que encontramos aumentos de los
niveles de glutamina, glutamato, asparagina y aspartato al igual que ocurria en la
parte aérea (Tablas 4.11 y 4.14). Como ya se ha indicado, estos aminodcidos son
formas de transporte de nitrégeno reducido por los haces vasculares y por tanto
podrian provenir de la parte aérea.

Otro aspecto importante que discutir sobre los resultados obtenidos en las
lineas sobreexpresoras es que al sobreexpresar la RFBS, a nivel de los tres genes
principales (PGDH1, PSAT1 y PSP1), no se consiguen mayores niveles de serina que
cuando solamente sobreexpresamos un gen (PGDH1). Nuestros estudios muestran
una correlacion clara entre los niveles de serina y la expresion de PGDH1, siendo
los menores niveles de serina observados en la linea TriOex1-40 asociados con
menores niveles de expresion de este gen. Por otra parte, algunos estudios
relacionados con la actividad de las tres isoformas PGDH muestran que tienen una
sensibilidad diferencial a la regulacion de la actividad por retroalimentacién por
serina, siendo las isoformas PGDH1 y PGDH3 inhibidas por este aminodacido,
mientras que PGDH2 es insensible a la inhibicion por serina (Benstein et al., 2013;
Okamura y Hirai, 2017). Esto podria hacer que, aunque el gen PGDHI1 se
sobreexprese, la inhibicidon de la actividad de PGDH1 por el producto final de la
RFBS, que es la serina, esté generando un cuello de botella en la primera reaccién
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de la ruta que impide que el flujo hacia la sintesis de serina sea todavia mayor.
Nuestro trabajo confirma que el paso limitante en la RFBS es PGDH1 tanto a nivel
transcripcional como postraduccional.

5.7 Las lineas TriOex incrementan el contenido de
almidén y proteinas

La RFBS es un punto de conexién entre el metabolismo del carbono, del
nitrégeno y del azufre (Cascales-Mifana et al., 2013; Ros et al., 2014; Anoman et
al., 2015; Wulfert y Krueger, 2018; Anoman et al., 2019; Zimmermann et al., 2021a).
Debido al papel central de esta ruta se analizé el contenido de almiddn y proteinas
en las lineas sobreexpresoras de la RFBS.

En primer lugar, se observé un incremento del contenido de almiddn en
alto CO; respecto a condiciones de CO; ambiental tanto en las lineas
sobreexpresoras como en los controles. Esto Ultimo también se ha documentado
en otros trabajos, en plantas de patata o Arabidopsis, donde se observd un
incremento del contenido de almiddn al crecer las plantas en condiciones no
fotorrespiratorias (Katny et al., 2005; Teng et al., 2006; Watanabe et al., 2014).
Estos resultados estan relacionados con que en un ambiente rico en CO; se
incrementa el ratio de carboxilacién de la enzima Rubisco respecto de la actividad
oxigenasa, incrementando por tanto el flujo del carbono fijado por la Rubisco hacia
la produccion de carbohidratos y una mayor tasa neta de fotosintesis en plantas
con metabolismo C; (Drake et al., 1997; Takatani et al., 2014; Gamage et al., 2018).
Ademds, existe un mejor rendimiento fotosintético, ya que al haber una menor tasa
fotorrespiratoria no se pierde carbono en forma de CO; en la ruta fotorrespitatoria.
Esto mismo se puede ver en el incremento significativo que se observa en los
niveles de fructosa en la parte aérea en condiciones de alto CO,, siendo un aumento
del orden de hasta 10 veces mas en todas las lineas incluido el control respecto del
control en condiciones normales. Ademas de esto, también se observa un
incremento generalizado de los acidos organicos lo que muestra una induccion del
metabolismo del carbono en elevado CO, (Tabla 4.11).

Trabajos con mutantes del gen PGDH1 o del gen PSP1 o bien
sobreexpresoras para uno de estos dos genes por separado mostraron que
modificando la actividad de la RFBS puede afectar al metabolismo del carbono

180



5. DISCUSION

generando cambios a nivel de la glucolisis o en el contenido de azucares y acidos
organicos (Cascales-Mifiana et al., 2013; Toujani et al., 2013a). Al comparar el
contenido de almiddn en la parte aérea de las lineas sobreexpresoras de la RFBS
con los controles observamos un incremento significativo de almidén en casi todas
las lineas tanto en condiciones de CO, ambiental como en alto CO, (Figura 4.23A).
En ambas condiciones no se observaron grandes cambios en el contenido de acidos
organicos, pero si se observé un incremento de los niveles de sacarosa en algunas
de las lineas sobreexpresoras (Tablas 4.9 y 4.10). Por tanto, las lineas
sobreexpresoras acumulan mayor cantidad de las dos principales formas de reserva
de carbono en las plantas, sacarosa y almiddn. Estos resultados indican que la
mayor produccién de serina en las lineas sobreexpresoras podria ser suficiente para
su contribucién en el metabolismo vegetal y por lo tanto para su uso en la sintesis
de otros componentes celulares. Asi, la mayor sintesis de serina por la RFBS en las
lineas sobreexpresoras permitiria una menor salida de la serina del ciclo
fotorrespiratorio y por tanto una mayor regeneracion del 3-PGA para su
incorporacién en el ciclo de Calvin, acumulandose mas carbohidratos en forma de
almiddn y sacarosa.

En segundo lugar, también se ha demostrado una conexion de la RFBS con
el metabolismo del nitréogeno y del azufre que podria afectar a la sintesis de
proteinas. Trabajos con lineas deficientes en la RFBS mostraron una perturbacion
en la homeostasis del azufre y una mayor acumulacién de aminodcidos
relacionados con el metabolismo del nitrégeno asociado con un menor “turnover”,
todo lo cual podria estar relacionado con una menor sintesis de proteinas en estas
plantas (Anoman et al., 2019; Zimmermann et al., 2021a).

Cuando se analizaron los contenidos en proteinas totales en las plantas
ensayadas pudimos comprobar que las lineas TriOex presentaban un incremento
generalizado del contenido total de proteinas, tanto en la parte aérea como en las
raices, cuando fueron comparadas con los valores del control en las mismas
condiciones de CO; (Figura 4.23Cy D). Tomando en conjunto estos datos junto con
los datos de metaboldmica obtenidos se observa un cambio en el metabolismo del
nitrégeno reflejado por un incremento del contenido de aminoacidos, incluida la
serina, y este aumento iria asociado a un incremento en el contenido proteico
(Figuras 4.20, 4.22 y 4.23Cy D, y Tablas 4.9 a 4.14). Estos resultados sugieren que
la mayor disponibilidad de serina en las lineas sobreexpresoras estimularia el
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metabolismo del nitrogeno y del azufre para la sintesis de otros aminodcidos, y
finalmente, para la sintesis proteica.

Nuestros resultados también mostraron que el contenido de proteinas de
plantas cultivadas en alto CO, disminuye respecto a las condiciones de CO;
ambiental en todas las lineas (Figura 4.23Cy D). Otros trabajos ya han asociado una
disminucién del contenido proteico a un aumento en los niveles de CO; (Taub et al.,
2008; Wieser et al., 2008; Medek et al., 2017) lo que tiene un efecto negativo sobre
la calidad nutricional de los cultivos agricolas. Se han apuntado varias causas para
explicar esta disminucidn del contenido proteico al aumentar los niveles de CO,. Se
sabe que el aumento de este gas cambia la homeostasis del contenido del nitrégeno
en la planta, ya que cambia el ratio carbono/nitrégeno (Gamage et al., 2018).
Algunos estudios han demostrado que la asimilacién del nitrégeno disminuye
significativamente cuando las plantas se encuentran en un ambiente rico en CO,, lo
gue puede conducir a una disminucion de la produccion de nitrégeno organico
(como por ejemplo proteinas; Rachmilevitch et al., 2004; Bloom et al., 2010). Otros
autores explican que otra de las posibles causas de la disminucion del contenido de
nitrégeno en plantas podria relacionarse con la diluciéon del contenido de este al
incrementarse el crecimiento de la planta y aumentar el contenido de
carbohidratos a expensas de las proteinas (Gamage et al., 2018).

Independientemente del mecanismo por el cual se disminuye el contenido
proteico en condiciones de altas concentraciones de CO;, en las lineas
sobreexpresoras se consiguid mantener un nivel de proteinas similar al control en
condiciones de CO, ambiental (Figura 4.23C y D). Como ya se ha comentado, el
cultivo de las plantas en alto CO, afecta a la homeostasis del metabolismo de los
aminoacidos habiendo una disminucién generalizada de estos. Sin embargo, esta
disminucién es mucho menor en las lineas sobreexpresoras. Por ello, nuestra
hipotesis es que el nivel de sintesis proteica en condiciones de altas
concentraciones de CO; se puede mantener en las lineas sobreexpresoras en
niveles similares a los de los controles cultivados en CO, ambiental gracias a los
altos niveles de aminodcidos medidos en estas lineas.

Teniendo en cuenta los datos del contenido de almiddn y contenido de
proteinas de las lineas Oex PGDH1 y TriOex, podemos concluir que las lineas
sobreexpresoras poseen mayores niveles de ambos con respecto al control sin que
se afecte al crecimiento de la planta. Por tanto, la RFBS podria contribuir a la
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homeostasis carbohidratos/proteinas especialmente en condiciones de cambio
climatico. Estos resultados tienen un claro interés biotecnolégico y sugieren que la
ingenieria genética de la RFBS podria utilizarse como estrategia para aumentar la
calidad nutricional de las plantas en especial en condiciones de actividad
fotorrespiratoria reducida asociada al cambio climatico.

5.8 Plantas de maiz sobreexpresoras de la RFBS
contienen mas almidon

Los analisis realizados con plantas triples sobreexpresoras de la RFBS de
Arabidopsis, una planta con metabolismo C;, también se llevaron a cabo en una
planta con metabolismo Cs, el maiz, donde la ruta fotorrespiratoria tiene una menor
contribucidn a la sintesis de serina. Para ello utilizamos plantas transgénicas de
maiz que sobreexpresan el gen PGDH1 de Arabidopsis (ZmOex PGDH1). En estas
lineas se observé un aumento del contenido de almidén de todas las lineas a
excepcion de la linea ZmOex PGDH1-31 en hojas (Figura 4.24A y B). Al igual que
ocurre con las lineas sobreexpresoras en Arabidopsis, el aumento de almiddn solo
se observéd en la parte aérea de la planta (Figura 4.23A y 4.24A y B). En relacion al
contenido en proteinas, solo se observd un aumento significativo del contenido
proteico en el tallo de solo una de las lineas (Figura 4.24E). Los anlisis realizados
en maiz fueron en condiciones de CO, ambiental, y a pesar de que es una planta C4
con un sistema propio de concentracidon de CO; en las inmediaciones de la enzima
Rubisco, seria interesante realizar mas analisis en condiciones de alto CO,. Por otra
parte, hay que tener en cuenta que el gen PGDH1 de Arabidopsis es un gen exégeno
a la planta del maiz. Esta consideracion es importante porque es posible que el
expresar un gen exégeno no tenga la misma contribucién que sobreexpresar un gen
enddégeno propio, en este caso del maiz. Seria interesante, por tanto, realizar
futuros estudios sobreexpresando los genes propios de maiz.

No obstante, el aumento del contenido de almidén observado en plantas
de maiz sobreexpresoras de la PGDH1, podria tener efectos practicos muy
beneficiosos, ya que el maiz es una planta muy importante no solo por su utilizacion
agroalimentaria sino también para la produccidn de bioetanol como combustible.
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Las conclusiones obtenidas de esa tesis doctoral son las siguientes:

1. La actividad del gen PGDH1 puede compensar mejor los fenotipos de
crecimiento asociados a PGDH2 que los asociados a la deficiencia de
PGDH3. También concluimos que PGDH1 es el gen de la familia PGDH que
mas contribuye al crecimiento vegetativo de las plantas, como ya se habia
observado en otros trabajos, siendo importante para el desarrollo del
embrién y del gametofito masculino.

2. Nuestros resultados sugieren que la familia de genes PGDH sufrié una
divergencia evolutiva de la funcidn probablemente asociada a su
localizacién celular especifica. Los genes PGDH1 y PGDH2 son
parcialmente redundantes y cooperan en la RFBS para aportar serina a
drganos especificos de la planta mientras que PGDH3 podria tener otras
funciones en tipos celulares especificos que podrian estar relacionados o
no con el aporte de serina. Hipotetizamos que la actividad de PGDH3 esta
estrechamente asociada con el flujo fotosintético de electrones,
probablemente por la via de produccién de NADH contribuyendo al
balance redox del estroma.

3. El cultivo en alto CO; reduce los niveles de la mayoria de aminodcidos y
aumenta los niveles de acidos organicos implicados en el ciclo de Krebs,
asi como los niveles de azlcares, es decir menor relacién C/N. Esto
conduce a la acumulacién de almiddn y a la reduccidn del contenido total
de proteinas.

4. Lasobreexpresion de las enzimas de la RFBS aumento los niveles de serina
tanto en raices como en parte aérea. La sobreexpresién de las enzimas
PSAT y PSP junto con PGDH1 no aporta un mayor contenido de serina que
la sobreexpresién Unicamente de PGDH1. Por tanto, la enzima PGDH1 es
la limitante en la RFBS.

5. El mayor contenido de serina en las lineas sobreexpresoras tiene un
efecto positivo sobre los niveles de la mayoria de aminoacidos en especial
en condiciones de alto CO,, donde su biosintesis se ve comprometida. Asi,
en las lineas sobreexpresoras se atenua la reduccién de los niveles de
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aminoacidos en condiciones de alto CO,, aumentando los niveles de la
mayoria de ellos e incluso manteniendo en algunos casos niveles similares
a los de las plantas control cultivadas en condiciones de CO; ambiental. El
mantenimiento de niveles altos de serina en la parte aérea podria ser la
causa de la atenuacion de la caida de los niveles de los otros aminodcidos
en estas lineas. Si esto es asi, nuestros datos sugieren que los niveles de
serina son esenciales para controlar la homeostasis del resto de
aminoacidos en la planta, y por tanto de los procesos que lleva asociados,
fundamentalmente la sintesis proteica.

6. El efecto mitigador de la sobreexpresidn de la RFBS sobre el metabolismo
de los aminoacidos implica a su vez un aumento del contenido proteico
en las lineas de Arabidopsis sobreexpresoras y, sorprendentemente, un
mayor contenido de almidén con respecto al control sin que afecte al
crecimiento de la planta. Por una parte, el mayor contenido de serina de
la RFBS puede estimular la sintesis del resto de aminoacidos. Por otra
parte, el mayor contenido de serina de la RFBS implicaria que un menor
contenido de la serina fotorrespiratoria salga del ciclo y que se recicle de
nuevo a 3-PGA, aumentando de este modo la asimilacién de azlcares y
finalmente almacenandose en forma de almiddn.

7. Los cambios en los niveles de almidén al sobreexpresar la RFBS en
Arabidopsis pudieron confirmarse en plantas de maiz sobreexpresoras del
gen PGDH1 de Arabidopsis, no siendo asi con el contenido de proteinas.
Puesto que los cambios mds drasticos asociados a la RFBS, se observaron
en condiciones de cultivo en alto CO,; se necesitara repetir estos
experimentos en dichas condiciones.

8. A pesar de que la RFBS se expresa mayoritariamente en raices y de
observarse niveles mucho mas elevados de serina en las lineas
sobreexpresoras que en los controles, los efectos observados sobre el
metabolismo fueron menos evidentes en este drgano. Los cambios mas
importantes en las lineas sobrexpresoras de la RFBS en Arabidopsis con
respecto a los controles, se encontraron en los niveles de proteina. Estos
resultados apoyan que los aumentos de almidén observados en las partes
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aéreas de las lineas sobreexpresoras estan relacionados con la actividad
fotorrespiratoria.

. Elaumento de los niveles de CO, atmosférico afecta a la homeostasis del
carbono y del nitrégeno, favoreciendo el metabolismo de los
carbohidratos y reduciendo el de aminoacidos y proteinas. El efecto de la
RFBS sobre la homeostasis carbohidratos/proteinas es mas evidente en
condiciones de cambio climatico. Los resultados de esta tesis indican que
la ingenieria genética de la RFBS podria utilizarse como estrategia para
aumentar la calidad nutricional de las plantas en especial en condiciones
de actividad fotorrespiratoria reducida.
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