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Introduccidn

1.1 EL GIRASOL.

1.1.1 Historia, origen y botanica de Helianthus annuus L.

El girasol, Helianthus annuus L., comprende tres subespecies principales:
- Helianthus annuus ssp. lenticularis, girasol silvestre.

- Helianthus annuus ssp. annuus, girasol maleza.

- Helianthus annuus ssp. macrocarpus, girasol cultivado.

Su centro de origen es América del Norte, y su antecesor silvestre es una especie
diploide (2n = 2x = 34) perteneciente a la division Helianthinae, subfamilia Asteroideae
y familia Asteraceae (compuestas) (Seiler, 1997), siendo también el centro de
diversidad de dicha especie América del Norte (Figura 1).

El nombre latino del género alude a la forma y aspecto de la inflorescencia
mientras que el de la especie da cuenta de la anualidad del ciclo vegetativo-reproductivo
de la planta. EI género Helianthus comprende 68 especies, de las que Helianthus annuus
tiene la mayor extension geografica y es la mas variable del género. Dentro de esta
especie existen numerosos tipos o subespecies cultivadas como plantas ornamentales,

oleaginosas y forrajeras (Kesseli et al., 1997).

Figura 1. Distribucion mundial del cultivo de girasol. En verde se marcan las zonas de cultivo
(http://commons.wikimedia.org/wiki/File:SunflowerYield.png).
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Las variedades de girasol cultivadas en el mundo son el resultado de un largo
proceso de seleccion y adaptacion a distintos ambientes, dirigido normalmente a la
obtencion de plantas con mayor contenido en aceite. El girasol cultivado tiene una alta
produccion de semillas (aproximadamente 1.000 semillas/planta) y un tiempo
generacional corto de 70 a 100 dias. Se cultiva por su aceite y en segundo lugar por sus
proteinas. El aceite de girasol se caracteriza por su alto contenido en acido linoleico. Sin
embargo, en las ultimas décadas se han desarrollado variedades con composiciones de
acidos grasos modificadas, como son el girasol alto oleico (Soldatov, 1976; Garcés et
al., 1989; Martinez-Force et al., 1999) o las lineas de girasol alto saturado (Osorio et al.,
1995; Fernandez-Martinez et al., 1997).

1.1.2 Importancia economica.

Las razones del éxito de este cultivo se resumen en que el girasol es una planta
rastica de facil cultivo y buena adaptacion a una gran variedad de suelos. Su aceite ha
encontrado, desde el primer momento, una excelente acogida entre los consumidores y
ha obtenido el respaldo de cientificos y dietistas, especialmente, como sustituto de las
grasas de origen animal. La relativa sencillez de las técnicas industriales para su
extraccion, asi como su fécil conservacién, son otras de las ventajas para su
industrializacion y su comercio (Alba y Llanos, 1990).

En el mercado mundial de aceites, el de girasol es el cuarto en orden de
importancia. El aceite de girasol compite en el segmento de aceites de semilla de mejor
calidad junto con el de canola. En las campafias que van desde los afios 2008/2009 a
2012/2013, la produccion de aceites de girasol se encontrd entre el 8 y 9 % de la

produccién mundial de aceites vegetales (Tabla 1).
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Produccion (Millones de toneladas)

2008/09 2009/10 2010/11 2011/12 2012/13

Soja 211,64 260,25 263,59 238,73 269,5
Colza 57,81 60,96 60,55 61,56 59,3
Algoddn 41,08 38,91 43,56 46,62 447
Mani 33,07 33,74 36 35,34 37,2
Girasol 35,48 32,18 33,46 40,3 36,37
Copra 5,88 5,88 6,02 5,54 5,66

Total 396,7 444,13 455,72 441.39 466,87

Tabla 1. Produccién mundial de las principales semillas de oleaginosas (USDA, 2013
http://www.fas.usda.gov/oilsedds/Current/).

Segun datos de la FAO, en los dltimos veinte afios, la produccion mundial de
girasol, que oscilé en torno a los 23-30 millones de toneladas (Figura 2) se concentrd en
cuatro paises productores: la Federacion Rusa, que habitualmente aporta unas 6,5
millones de toneladas (Mt), la Unién Europea (de 4,8 a 6,5 Mt), Ucrania, (de 4,2 a 5,3
Mt) y en ultimo lugar Argentina de (3,5 a 4,5 Mt). El principal producto de la molienda
de girasol, y el que contribuye principalmente al precio de la semilla, es el aceite.
Ademas, se pueden extraer otros componentes como la harina, la cual se vende como

subproducto para la elaboracion de piensos compuestos.
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Figura 2. Evolucion de la produccion (Mt) y superficie cultivada (Mha) de semillas de girasol en las
Gltimas décadas a nivel mundial (FAOSTAT, 2012 http.//faostat.fao.org/).
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1.1.3 Morfologia y fisiologia.

La raiz de la planta de girasol es de tipo pivotante, sobrepasando a menudo en

longitud al tallo. Presenta ademas un sistema de raices secundarias y terciarias que

exploran el suelo en sentido horizontal. Ademas, el tallo es de consistencia semilefiosa y

maciza en su interior, siendo cilindrico, con un diametro variable entre 2 y 6 cm y una

altura hasta el capitulo entre 40 cmy 2 m.

La superficie exterior del tallo es rugosa,
asurcada y vellosa, excepto en su base. En la
madurez, el tallo se inclina en su parte terminal
debido al peso del capitulo. Las hojas son alternas,
grandes, trinervadas, largamente  pecioladas,
acuminadas, dentadas y de aspera vellosidad tanto en
el haz como en el envés. El nimero de hojas varia
entre 12 y 40, segln las condiciones del cultivo y la
variedad. El color también es variable y va del verde

oscuro al verde amarillento (Figura 3).

Figura 3. Parte aérea de la planta de girasol.

La inflorescencia consiste en un disco de 10 a 40 cm de didmetro (segun

variedades y condiciones de cultivo), que puede ser plano, concavo o convexo. El

capitulo es solitario y rotatorio y esta rodeado por bracteas involucrales. Estad formado

por un tejido de naturaleza esponjosa en el que se insertan las flores que nacen sobre su

cara superior (Figura 4A). El namero de flores varia entre 700-3.000 en variedades para

la produccion y extraccion de aceites o incluso 6.000 o mas, en variedades destinadas al

consumo directo.
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Figura 4. A) Seccién longitudinal de un capitulo de girasol; B) Flores liguladas (e) y tubulosas en
diferentes estadios de desarrollo: antes de abrirse (a); abriéndose (emergencia de estambres) (b); abierta
(c) y después de fecundadas (d) (Alba y Llanos, 1990).

El verticilo o anillo exterior del capitulo estd formado por flores liguladas,
estériles, dispuestas radialmente (Figura 4B-e), con una funcién de exhibicion y
atraccion visual para los insectos polinizadores. Las flores propiamente dichas son las
tubulosas, que estan en el interior del capitulo y forman espirales desde el centro (Figura
4B-a-d). Estas flores estan formadas por un ovario inferior, dos sépalos, una corola en
forma de tubo compuesta por cinco pétalos, y cinco anteras unidas a la base del tubo de

la corola.

El fruto es un aquenio de tamafio comprendido entre 30 y 20 mm de largo, 2 y
13 mm de ancho, 2,5 y 5 mm de grueso (Figura 5). Las flores del centro del capitulo
generalmente no se transforman en fruto. El pericarpio (envuelta exterior del fruto) es
duro y fibroso, y queda pegado a las semilla menos en sus aristas. La membrana seminal
crece con el endospermo y forma una pelicula fina que cubre el embrion de la semilla y
asegura la adherencia entre el pericarpio y ésta. Los cotiledones representan la reserva

energética de la semilla, y entre estos esta la gémula.
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Figura 5. Seccion longitudinal de un aquenio: 1. Pericarpio; 2. Gémula; 3. Cotiledén; 4. Membrana
seminal (Vranseanu, 1997).

La duracion del ciclo del girasol depende de la variedad y el momento de la
siembra, y se divide en varias etapas (Alba et al., 1990). La germinacion y emergencia
van desde la siembra hasta la aparicion de los cotiledones. En funcién de la humedad y
temperatura puede durar de 10 a 30 dias. La formacion de las primeras hojas va desde la
emergencia hasta la aparicion de 4-5 pares de hojas. Durante estas fases se produce un
rapido crecimiento de la raiz, lo que condiciona el posterior vigor de la planta. En esta
etapa, la disponibilidad de agua es muy importante, siendo perjudicial tanto la falta
como el exceso de la misma. Esta fase dura entre 15 y 25 dias.

A partir de ese momento tiene lugar la fase de crecimiento mas activa y de
méaxima absorcion de elementos minerales del suelo, que dura hasta el principio de la
floracion. Cuando se forma el botédn floral es cuando la planta es mas sensible al estrés
hidrico. Esta fase tiene una duracion entre 40 y 50 dias. La floracion comprende todo el
periodo en el que las flores se van abriendo.

Las primeras flores en abrir son las de la parte exterior del capitulo y continian
con la apertura de los anillos exteriores hasta el centro, a razén de 1 a 5 anillos diarios.
En esta etapa se determina el namero de flores que se convertiran en semillas. En este
momento la planta es muy sensible a la falta de agua y las temperaturas elevadas. Las
flores liguladas (pétalos amarillos) que rodean el capitulo se secan y empiezan a caerse
un dia después de abrirse las tltimas flores del centro del mismo. El proceso tarda en
completarse entre 10 a 12 dias. La polinizacion y fecundacion, llevada a cabo por
insectos, es generalmente alégama (fecundacion cruzada entre flores distintas). Los
ovulos una vez fecundados reciben sustancias de reserva hasta que se convierten en

semillas maduras.
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La fase de maduracion de la semilla va desde el final de la floracidn, hasta el
estado de madurez fisiologica. Durante este periodo se llena la semilla y se produce la
biosintesis del aceite. Esta finaliza cuando la semilla tiene aproximadamente un 40 % de

humedad. El periodo de maduracion puede durar entre 35y 50 dias.

1.1.4 Mejora del cultivo de girasol.

En el cultivo de girasol ha sido continua la busqueda de nuevas variedades con
mejores rendimientos. Estas implicaban una mayor produccion de semillas y aceite, la
resistencia a enfermedades y parésitos, tales como el jopo (Orobanche cumana), la roya
(Puccinia helianthi), o el mildiu (Plasmopara helianthi), y la tolerancia a condiciones
de cultivo adversas, como la sequia o la elevada salinidad de los suelos; todas ellas
encaminadas a incrementar el rendimiento final del cultivo. Estos objetivos se han

afrontado utilizando diversas estrategias.

La mejora clasica de este cultivo se ha basado en aprovechar la gran variabilidad
genética natural que posee el girasol. Gracias a este factor, desde los primeros
programas de mejora, que comenzaron en Rusia a finales de siglo XIX, se ha
conseguido reducir hasta uno el nimero de capitulos por planta, incrementar el tamafio
de las semillas (Vranceanu, 1977) y pasar de variedades con un contenido de aceite del
30 % (1912-1926) a variedades con un rendimiento de aceite de entre el 45-50 % a
principios de los afios 60. Estas mejoras confirieron a esta planta, ornamental en sus
inicios, la consideracién e importancia que hoy posee como oleaginosa de produccion
(Robbelen et al., 1989).

Posteriormente, se desarrolld la mejora mediante la obtencion de hibridos,
aprovechando el fendmeno de la heterosis o vigor del hibrido de primera generacion. La
mejora mediante la heterosis dio sus primeros frutos en Canada a mediados del siglo
pasado, pero debido a que sobre el parental hembra tenian lugar tanto autopolinizacion
como polinizacién cruzada, los porcentajes de hibridacion fueron relativamente bajos
con un 50 % (Rdbbelen et al., 1989). Este problema se soluciono a principios de los
afios 70 obteniéndose hibridos mediante la introduccion en la linea parental hembra del
caracter androesterilidad citoplasmica. Este caracter se transfiere de una generacion a
otra por via materna y esta relacionado con la produccién de una proteina mitocondrial

alterada que impide la produccion de polen (Kéhler y Horn, 1991). La linea masculina
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utilizada para obtener hibridos, ademas de producir polen, debe tener los genes
restauradores de la fertilidad, para que los hibridos de primera generacion puedan

producir polen y semillas de manera normal.

Sin embargo, tanto la variabilidad genética natural del girasol como la
conseguida mediante la hibridacion son en ocasiones insuficientes para conseguir lineas
con unas caracteristicas determinadas. Por lo tanto, es necesario recurrir a otras técnicas,
como la mutagénesis o la ingenieria genética, con el fin de obtener variedades con una

serie de caracteres demandados por la industria.

1.1.4.1 Mutagénesis.
Para mutagenizar semillas, se pueden emplear dos procedimientos.

Mutagénesis quimica. Consiste en sumergir las semillas en soluciones de
mutagenos quimicos que o bien reaccionan directamente con el ADN, como ocurre con
los agentes alquilantes como el etilmetanosulfonato (EMS), o bien indirectamente por
medio de la formacion de un metabolito a partir de ellos que si tiene propiedades
mutageénicas, caso de la azida sodica que es efectiva sélo en algunas especies vegetales
(McCourt etal., 1987).

Mutagénesis fisica. En este caso las semillas se someten a radiaciones
ionizantes como rayos-X para asi producir roturas en la doble cadena de ADN, algunas
de las cuales seran reparadas por mecanismos celulares propios que introduciran

modificaciones en el material genético.

Mediante técnicas de mutagénesis es posible obtener mutantes de oleaginosas
con modificaciones en la composicion de acidos grasos de su aceite. Asi, utilizando
EMS en soja (Glycine max), se han obtenido mutantes con un menor contenido en acido
linolénico (18:3), reduciéndolo de un 7 % a un 3 % (Wilcox y Cavins, 1985). También
se han obtenido mutantes con alto contenido en acido estedrico (18:0), que se
incremento en esta semilla desde un 5 % a un 30 % (Graef et al., 1985). En el caso de la
colza (Brassica sp.), se han obtenido mutantes alto oleico con hasta un 87 % de acido
oleico (18:1) en su aceite utilizando el agente EMS (Auld et al., 1992; Ricker y
Rébbelen, 1995). En girasol, se han utilizado para la obtencion de nuevas lineas
mutagénicas diferentes agentes como son azida sodica, EMS o rayos-X (Osorio et al.,

1995). Estas lineas mutagénicas seran descritas en el apartado 1.1.6 de la Introduccion.

8
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1.1.4.2 Ingenieria genética.

Actualmente, el uso de la biotecnologia en la mejora del girasol se restringe a la
utilizacion de marcadores moleculares, siendo uno de los pocos cultivos de importancia
mundial que no cuenta con variedades transgénicas en el mercado, fundamentalmente
debido a la ausencia de un protocolo de transformacion eficiente. Estos protocolos
requieren un sistema de cultivo in vitro capaz de producir un nimero importante de
individuos transformados y que sea ademas reproducible y confiable, algo que ain no se

ha logrado con plantas de girasol (Alibert et al., 1994).

1.1.5 El aceite de girasol.

1.1.5.1 Caracteristicas generales.

El aceite de girasol se caracteriza por su alto contenido en &cidos grasos
insaturados (85-91 %), representados en la mayor parte por los acidos linoleico y oleico.
El hecho de que practicamente no contenga &cido linolénico le confiere una razonable
estabilidad oxidativa.

Existe una fuerte relacion inversa entre el contenido de &cido linoleico y oleico,
causada por el genotipo y la temperatura durante la formacién de la semilla. En la
mayoria de los casos el aceite de girasol es rico en acido linoleico conteniendo entre 50
a 70 % de dicho &cido graso, mientras que el acido oleico suele suponer del 15 al 45 %
(Murphy, 1993). A altas temperaturas de desarrollo se produce un incremento en la
cantidad de &cido oleico, a expensas del linoleico. También se ha descrito la relacién
inversa entre la temperatura y el contenido de estearico (Lajara et al., 1990). Asi mismo,
existen ligeras variaciones en cuanto al contenido de los &cidos linoleico, palmitico y
oleico en las semillas respecto a la posicion relativa de estas dentro del capitulo, asi los
dos primeros aumentan mientras que el oleico disminuye desde el perimetro hacia el

centro del mismo (Zimmerman y Fick, 1973).
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1.1.5.2 Composicion del aceite de girasol.

El aceite de girasol estd formado mayoritariamente por triacilglicéridos (TAG) y
una pequefia parte de diacilglicéridos (DAG), fosfolipidos y acidos grasos libres, el
resto son sustancias que se pueden agrupar en el término genérico de insaponificables.
En la Tabla 2 se representan los porcentajes de las clases mayoritarias de TAG en un
aceite de girasol comdn, con aproximadamente un 57 % de acido linoleico (Merrien,
1996).

En general, en el aceite de girasol el 97-98 % de las especies de TAG estan
formadas por tres &cidos grasos insaturados o por dos insaturados y uno saturado. El
contenido de &cidos grasos libres es del orden del 0,5 %, igual que en otras semillas
oleaginosas (Campbell, 1983). Los fosfolipidos mayoritarios, que suponen alrededor de
un 2 % del aceite total crudo, son fosfatidilcolina (PC; 48,7 %), fosfatidilinositol (PI;
27,9 %), fosfatidiletanolamina (PE; 21,2 %) y &cido fosfatidico (PA; 2,2 %) (Chapman,
1980).

Clase de TAG Mol%
OLL 28,0
LLL 19,0
OOL 15,6
POL 13,0
PLL 9,1
EOL 6,4
000 51
EOO 1,2
PLE 11
PLP 0,9
BLL 0,6

Tabla 2. Especies de triacilglicéridos en aceites de girasol comun: (P, palmitico; E, esteérico; O, oleico; L,
linoleico; B, behénico). No se han representado los triacilglicéridos en proporciones menores a 0.5 %.
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En la fraccion insaponificable hay sustancias de naturaleza muy diversa como
hidrocarburos, carbohidratos, esteroles y tocoferoles. En el aceite girasol, el contenido
total de tocoferoles es del orden de 700 mg/Kg, valor similar al que se encuentra en
otros aceites vegetales como el de soja (Glysine max), maiz (Zea mays) y semilla de
algodén (Gossypium herbaceum) (Landers y Rathmann, 1981). El porcentaje con
respecto al peso total, es del 0,06 % de a-tocoferol, y un 0,01 % [3-tocoferol, el primero
posee una alta actividad vitamina E, y el segundo es un buen antioxidante natural
(Warner y Mounts, 1990).

El aceite de girasol desde el punto de vista de su valor calorico y del grado de
asimilacion por el organismo humano, se sitla entre los mejores aceites vegetales.
Compuestos como tocoferoles, lecitinas, y otros componentes, contribuyen a elevar su

valor nutritivo (Gunstone et al., 1994).

1.1.6 Modificacion de la composicion del aceite de girasol.

Ya que las propiedades fisicoquimicas del aceite de girasol no son las adecuadas
para su uso directo en la fabricacion de productos que requieran grasas plasticas o solidas
(margarinas, snacks, productos de bolleria, etc.) se llevaron a cabo programas de
mutagénesis con el fin de seleccionar lineas con un mayor contenido en &cidos grasos
saturados para su uso industrial (Osorio et al., 1995). Entre ellas cabe destacar las lineas
CAS-3 (alto estarico) y CAS-5 (alto palmitico). Como podemos observar en la Tabla 3,
en el caso de CAS-3 se obtiene una proporcién en acido estearico del 26,1 % (p/p), cuatro
veces superior a la que presenta la linea control CAS-6, la cual presenta una composicion
de &cido esteérico del 7,1 % (p/p).

Acidos Grasos (%, p/p)
Linea 16:0 16:1 16:2 18:0 18:1 18:12!' 18:2 18:3 20:0 22:0

CAS-6 8,0 0,2 - 7,1 30,5 0,3 519 0,6 0,3 1,1
CAS-9 5,6 0,1 - 6,4 80,1 0,9 53 01 0,3 1,2
CAS-3 54 - - 26,1 14,2 - 51,3 - 1,4 1,3

CAS-5 315 44 0,7 28 12,7 3,6 40,4 16 1,5 0,8

Tabla 3. Composicidn tipica de acidos grasos en distintas lineas de girasol. 16:0 (acido palmitico), 16:1
(4cido palmitoleico), 16:2 (4cido palmitolinoleico), 18:0 (Acido esteérico), 18:1 (4cido oleico), 18:14''
(&cido vaccénico), 18:2 (acido linoleico), 18:3 (acido linolénico), 20:0 (&cido araquico), 22:0 (acido
behémico).

11
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En el caso de la linea CAS-5, los contenidos en acido palmitico (31,5 % p/p)
fueron cuatro veces superiores al de la linea control CAS-6 (8,0 % p/p). Ademaés, se
desarrollaron lineas con la composicién de sus &cidos grasos insaturados modificada. En
este caso podemos destacar la linea CAS-9 (Soldatov, 1976) (alto oleico, bajo
linoleico). Cuando comparamos esta linea con la linea control observamos un aumento
del &cido oleico a valores del 80 % (p/p) y una drastica reduccién de los niveles de
acido linoleico (5,3 % p/p), siendo diez veces menor que la presentada en la linea
control CAS-6 (51,9 % p/p).

1.2 LIPIDOS DE PLANTAS: ESTRUCTURA Y
DISTRIBUCION.

1.2.1. Naturaleza y funcion de los lipidos.

Clasicamente se han definido a los lipidos como la fraccion de los seres vivos
soluble en disolventes organicos. Esta definicion resulta poco rigurosa, por lo que
Christie (1987) propuso definir a los lipidos como la fraccion de los seres vivos
compuesta por los 4&cidos grasos y las sustancias derivadas biosintética o
funcionalmente a partir de estos. Estos son constituyentes esenciales de las células y
componen un grupo quimico variado y heterogéneo. Al igual que en el resto de seres
vivos, los lipidos desempefian importantes funciones bioldgicas en las plantas
(Harwood, 1996), estas pueden clasificarse en:

Funcion estructural. Los lipidos son componentes basicos de las membranas
celulares, que actGan como barreras delimitando tanto las células como los
compartimentos celulares. Asimismo, en estas membranas son el soporte de
importantes procesos celulares como la captacién de luz, las reacciones de transporte de
electrones o la generacién de adenosin trisfosfato (ATP).

Reserva energética. Las especies vegetales oleaginosas acumulan lipidos en la
semilla o en los frutos generalmente en forma de TAG. En las semillas estos se emplean
para alimentar al embrion, representando una fuente de energia mas concentrada que los
carbohidratos o proteinas. En el caso de los frutos su funcién es atraer a herbivoros que

contribuyan a la dispersion de las semillas.
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Funcion regulatoria. Los lipidos son intermediarios activos en procesos
biologicos fundamentales como la transduccion de sefiales, actuando como precursores
en la sintesis de hormonas como el &cido jasmonico y de segundos mensajeros como el
inositol-fosfato. Intervienen también en procesos como la fotoproteccion, la
modificacion post-traduccional de proteinas, el reconocimiento celular y la adaptacion
al frio.

Funcion protectora y aislante. Los lipidos también actian como componentes de
la cubierta protectora en la superficie de muchas plantas, en forma de ceras, cutina y

suberina.

1.2.2. Acidos grasos.

1.2.2.1. Definicién y clasificacion.

Los &cidos grasos son biomoléculas orgédnicas formadas por una cadena
hidrocarbonada larga y un grupo carboxilo terminal que suele contener un nimero par
de atomos de carbono (Coultatet, 1996). Son compuestos insolubles en agua en su
forma protonada y ricos en energia. Se pueden clasificar en funcion de su longitud de

cadena o del numero y posicion de los dobles enlaces (Tabla 4).

Longitud de la cadena Numero de dobles enlaces
4-6 carbonos Acidos grasos de Saturados No presentan ningun
cadena corta doble enlace, siendo
8-12 carbonos Acidos grasos de moléculas lineales

cadena media

14-18 carbonos Acidos grasos de Insaturados ~ Un doble enlace
cadena larga (monoinsaturados) o
20 0 mas Acidos grasos de mas de un doble
carbonos cadena muy larga enlace

(poliinsaturados)

Tabla 4. Clasificacion de los acidos grasos segun su longitud de cadena o el nimero de dobles enlaces
(Los dobles enlaces suelen ser de configuracion cis, y cuando hay mas de uno, suelen estar separados al
menos por un grupo metileno).
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1.2.2.2. Nomenclatura.

Los acidos grasos se pueden nombrar de diferentes formas, pudiendo emplearse
la nomenclatura sistematica o la abreviada, teniendo la mayoria de ellos ademas un
nombre comUn. La nomenclatura sistematica sigue las reglas adoptadas por la IUPAC,
donde se indica la longitud de la cadena, el nimero, posicion y configuracion de los
dobles enlaces contando el niUmero de atomos de carbono a partir del grupo carboxilo
(carbono A). En la nomenclatura abreviada el acido graso se simboliza por dos nimeros
separados por dos puntos, indicando el primero la longitud de la cadena y el segundo el
namero de dobles enlaces. A continuacion, se indica la posicion en la que se encuentra
el doble enlace, ya sea contando el nimero de atomos de carbono a partir del grupo
carboxilo (A) o a partir del grupo metilo terminal (n 6 ®). Finalmente, se indica la

configuracién cis (c) o trans (t) del doble enlace.

1.2.2.3. Acidos grasos mas frecuentes en la naturaleza.

Los &cidos grasos son abundantes como componentes fundamentales de los
lipidos, pero en estado libre (no esterificados) sélo aparecen en pequefias cantidades. En
la naturaleza existe una gran diversidad de acidos grasos, pero no todos tienen la misma
importancia. Se han descrito unos 300 tipos distintos de &cidos grasos, siendo los méas

comunes aquellos entre 12 y 22 atomos de carbono (Tabla 5).

Nombre comun Nombre sistematico Nombre abreviado
Ac. Léurico Dodecanoico 12:0

Ac. Mirisrico Tetradecanoico 14:0

Ac. Palmitico Hexadecanoico 16:0

Ac. Palmitoleico  Cis-9-hexadecenoico 16:1 w7c

Ac. Esteérico Octadecanoico 18:0

Ac. Oleico Cis-9-octadecenoico 18:1 ®9¢

Ac. Linoleico Cis,cis-9,12-octadecadienoico 18:2 w6¢,9¢

Ac. a-linolénico  Cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico  18:3 w3c,6¢,9¢
Ac. y-linolénico Cis,cis,cis-6,9,12-octadecatrienoico  18:3 w6¢,9¢,12¢

Ac. Aréquico Eicosanoico 20:0
Ac. Gonddnico Cis-11-icosenoico 20:1 @9c
Ac. Behénico Docosanoico 22:0
Ac. Ertcico Cis-13-docosenoico 22:1 ®9¢c
Ac. Lignocérico  Tetracosanoico 24:0

Tabla 5. Acidos grasos mas comunes en los lipidos de reserva en plantas: Ac. (acido).
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Los &cidos grasos considerados mayoritarios, que constituyen en la mayoria de
los casos méas del 95 % del total, son el palmitico, estearico, oleico, linoleico y
a-linolénico (Harwood, 1979). Ademas de los &cidos grasos mencionados en la Tabla 5,
existen también &cidos grasos con estructuras poco frecuentes, caracteristicos de
determinados grupos o especies vegetales. Estos acidos grasos presentan dobles enlaces
en posiciones poco comunes, triples enlaces, ramificaciones, sustituyentes como grupos

hidroxi, epoxi o anillos de ciclopropeno.

1.2.2.4 Estructura tridimensional.
Como se muestra en la Figura 6, los dobles enlaces con isomeria cis (B)
introducen “codos” en las cadenas hidrocarbonadas, afectando con ello a sus

propiedades fisicas como, por ejemplo, el punto de fusion.

Acido Acido Acido
estearico oleico elaidico

(18:0) (18:1 A%9) (18:1 A®Y
Pf=69 °C Pf=16°C Pf= 44 °C

Figura 6. Estructura de los &cidos grasos y puntos de fusion; A) &cido estearico (18:0), B) &cido oleico
(18:1 A™) y C) 4cido elaidico (18:1 A %).
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No sucede lo mismo con los dobles enlaces en configuracion trans (C), que no
introducen mas que un pequefio angulo en la cadena, los que supone un cambio menor
en las propiedades fisico-quimicas del compuesto y su comportamiento es mas parecido
al de los acidos grasos saturados (A). Por ejemplo, el angulo que introduce el doble
enlace cis en la molécula del &cido oleico, hace que su punto de fusion baje desde 69 °C
del &cido estearico hasta los 16 °C del acido oleico. El doble enlace trans, sin embargo,
no distorsiona tanto la molécula, por lo que el punto de fusion en el caso del acido

elaidico baja hasta los 44 °C.

1.2.3 Lipidos complejos de plantas.

Los lipidos complejos o glicerolipidos son ésteres de glicerol y acidos grasos y

se clasifican como lipidos neutros o lipidos polares.

Los acilgliceroles ¢ acilglicéridos (lipidos neutros) estdn formados

exclusivamente por acidos grasos esterificados con una molécula de glicerol (Figura 7).

I
R/LO (|3| HO
o - o
HO HO
1(3)-MAG 2-MAG
I I I
T /g O/\R

0 o) 0
3 PN
R/\o HO R o
o)

N e

o
1,2(2,3)-DAG 1,3-DAG TAG

Figura 7. Estructura de los acilglicéridos. MAG: monoacilglicéridos, DAG: diacilglicéridos, TAG:
triacilglicéridos, R: cadena de 4cido graso.
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Dependiendo del nimero de &cidos grasos que se unan a la molécula del glicerol
se clasifican en monoacilglicéridos (MAG), DAG o TAG. Los TAG son los mas
abundantes y los principales constituyentes de los aceites, los MAG y DAG son
intermediarios metabolicos suyos. Los acilgliceroles son solubles en disolventes no
polares, como el hexano.

Los fosfoglicéridos o fosfolipidos son lipidos polares, estan formados por una
molécula de glicerol con dos acidos grasos esterificados en las posiciones sn-1y sn-2 y
un grupo fosfato con un sustituyente en la posicion sn-3. Segun el sustituyente del grupo
fosfato se clasifican los distintos tipos de fosfolipidos. En la Tabla 6 se recogen los
principales fosfolipidos, junto con sus sustituyente, carga eléctrica y abundancia de cada
uno de ellos. Los lipidos polares son solubles en disolventes polares, como el
cloroformo o el metanol. En los tejidos fotosintéticos son también importantes los

galactolipidos.

Sustituyente Fosfolipido Carga Funcion/Abundancia
o o Intermediario metabolico
H Acido fosfatidico -1
Trazas
_ o ) Intermediario metabdlico
Etanolamina Fosfatidiletanolamina 0 _ _
Cantidades apreciables
Colina Fosfatidilcolina 0 Grandes cantidades
Serina Fosfatidilserina -1 Minoritario
) o Abundante en tejidos
Glicerol Fosfatidilglicerol -1 o
fotosintéticos
Inositol Fosfatidilinositol -1 Minoritario

Tabla 6. Principales fosfolipidos, naturaleza de su sustituyente, carga eléctrica, abundancia y funcién
de cada uno de ellos.
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1.3 BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS Y
TRIACILGLICERIDOS EN PLANTAS.

1.3.1 Biosintesis de acidos grasos.

La sintesis de novo de acidos grasos en semillas y tejidos no verdes tiene lugar
en el interior de los plastidios, mientras que en los tejidos verdes se desarrolla en los
cloroplastos. Es llevada a cabo mediante la accion combinada de dos sistemas
multienzimaticos: la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y las sintasas de &cidos grasos
(FAS). El primer paso de este proceso es la formacién de malonil-CoA a partir de acetil-
CoA vy bicarbonato, paso catalizado en el interior del plastidio por la ACC (Harwood,
1988). Teniendo en cuenta que la molécula de acetil-CoA no puede cruzar la membrana
plastidial, esta debe ser generada dentro del propio plastidio a partir de intermediarios
de la glucdlisis. Estos intermediarios pueden ser sintetizados en el interior del propio
plastidio o ser importados activamente desde el citosol. Esta es una ruta metabolica
primaria, siendo esencial para el crecimiento y desarrollo de las células en las semillas
(Ohlrogge y Jaworski, 1997). El siguiente paso consiste en la extension sucesiva de las
cadenas de acilos en dos unidades de atomos de carbono llevada a cabo por la accion del

complejo enziméatico FAS (Figura 8).

En la naturaleza encontramos dos tipos de FAS; la FAS de tipo | esta presente en
animales y levaduras, donde las actividades enzimaticas y las proteinas transportadoras
de acilos (ACP por acyl carrier protein) estan localizadas en uno o dos polipéptidos
multifuncionales. En cambio, la FAS tipo Il (o disociada) se encuentra en procariotas y
plantas, donde las enzimas que lo componen estan totalmente disociadas. En ambos
casos, las cadenas crecientes de acilos estdn unidas a una pequefia proteina acidica

llamada ACP mediante un enlace tioéster.
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CO,+ ATP ADP + Pi

Acetil-CoA Malonil-CoA

Malonil-ACP

PLASTIDIO
4:0-ACP

16:0YACP —» 16:1-ACP

}

18:0-ACP—» 18:1-ACP

Figura 8. Esquema general de la biosintesis de acidos grasos en plastidios de semillas oleaginosas. ACC,
acetil-CoA carboxilasa. FAS I, 11, 111, complejo acido graso sintasa I, 11, 11l. SAD, estearato desaturasa.

Una vez que la cadena de acil-ACP llega a 16 ¢ 18 carbonos es sustrato para
distintas reacciones en el plastidio. EI 18:0-ACP es el sustrato de la estearil-ACP
desaturasa (SAD), que introduce un doble enlace en la posicién A? formando oleil-ACP
(18:1-ACP). Esta es una enzima soluble que se localiza en el estroma del plastidio

donde normalmente muestra una elevada actividad (Harwood, 1996).

La biosintesis intraplastidial de los acidos grasos termina con la hidrdlisis de los
acil-ACP, llevada a cabo por las acil-ACP tioesterasas (Fat por fatty acid thioesterase)
que liberan una molécula de ACP y un acido graso libre. Estos acidos grasos libres se
exportan fuera del plastidio y son esterificados con coenzima A (CoA) gracias a la
accion de las acil-CoA sintetasas. Los acil-CoA formados son intermediarios en
nUMerosos procesos bioquimicos como son la sintesis de los lipidos de membrana,

sintesis de lipidos de reserva y la B-oxidacion.
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1.3.1.1 Enzimas que realizan el paso de condensacion. Complejo FAS.

La extensién de las cadenas de acilos tiene lugar mediante ciclos de
condensacion-reduccion-deshidratacion-reduccion, reacciones llevadas a cabo por
enzimas que residen en los complejos FAS: sintasa de -cetoacil-ACP (KAS), reductasa
de 3-oxoacil-ACP (KR), dehidratasa de hidroacil-ACP (DH), y reductasa de enoil-ACP
(ENR) (Figura 9).

Como ya se ha mencionado, el complejo FAS de plantas es de tipo Il. Este tipo
de sistema esta totalmente disociado, con cada componente codificado por un gen
independiente que cataliza un paso individual de la ruta biosintética.

La condensacion se inicia entre las moléculas de malonil-ACP y acetil-CoA.
Esta condensacidn esta catalizada por la enzima KAS 111 (Jaworski et al., 1989), enzima
que da nombre al complejo FAS I1l. Aunque KAS III puede catalizar mas reacciones
ademas de ésta (Gonzalez-Mellado et al., 2010), se considera que la enzima KAS | es la
que lleva a cabo la sintesis de cadenas acilicas de 4 a 16 atomos de carbono mediante
condensaciones sucesivas de 2 unidades de carbono procedentes del malonil-ACP.
Posteriormente, el palmitil-ACP (16:0-ACP) generado sirve como substrato de la FAS
I1 (KAS I1) que dard lugar al estearil-ACP (18:0-ACP), de 18 dtomos de carbono..

La expresion de todos estos genes implicados en la sintesis de novo de &cidos
grasos esta estrictamente regulada y sincronizada. En semillas de Brassica napus, donde
se han estudiado los niveles de expresion, se obtienen las mayores acumulaciones de
mensajeros de estos genes entre los 20 y 29 dias después de floracion (DDF), que

coinciden con el periodo de mayor sintesis de acidos grasos (O’Hara et al., 2002).
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Figura 9. Reaccion de la sintasa de &cidos grasos. *La primera reaccién de condensacion esta catalizada
por la enzima B-cetoacil-ACP sintasa 111 (KAS 111) que utiliza acetil-CoA y malonil-ACP como sustratos.
Las siguientes reacciones de condensacion hasta la sintesis de palmitil-ACP las cataliza KASI. La
elongacion de palmitil-ACP hasta estearil-ACP lo realiza KAS Il. Modificado de Harwood (2005).

1.3.1.2 Importancia de las proteinas portadoras de acilos.

Las ACP son esenciales en la sintesis de novo de los grupos acilos llevada a cabo
por el complejo FAS. Como se ha descrito anteriormente, en plantas encontramos el
complejo FAS tipo I, donde las ACP son unas proteinas de pequefio tamafio (~9 kDa),
solubles y de naturaleza acidica. Estas proteinas se unen a los grupos acilos durante los
procesos de elongacién de los mismos como vimos en el apartado 1.3.1.1. (Figura 9).
Las ACP presentan dos formas, la forma apo-, que al carecer del grupo prostético es
inactiva y la forma activa llamada holo-ACP.

La holo-ACP sintasa (acpS) transfiere el grupo 4-fosfopantoténico (4’-PP) desde
una molécula de CoA a un residuo de serina de la ACP (Figura 10), produciéndose asi
la forma ACP activa u holo-ACP.
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Figura 10. Activacion de la apo-ACP a holo-ACP por la accion de la holo-ACP sintasa.

El crecimiento de la cadena de acilo tiene lugar estando esta unida a la
molécula de 4°-PP de la holo-ACP mediante un enlace tioester. Estas moléculas que se
denominan acil-ACP actlan como sustrato con una gran variedad de enzimas de esta
ruta metabolica como tioesterasas, desaturasas o aciltransferasas. Estudios anteriores
han destacado la estabilizacion que se produce en la molécula de ACP tras la conversion
de la forma apo a la holo, permitiendo una mayor flexibilidad de la mismas durante la
interaccidn con las proteinas del complejo FAS (Kim et al., 2006). En bacterias, la ACP
se expresa a niveles altos y es codificada por un solo gen (Maiti y Ghosh, 1996;
Magnuson et al., 1993), mientras que en plantas se encuentran varias isoformas de estas
proteinas, que se expresan de forma diferente en los distintos tejidos de las mismas. Asi,
en Arabidopsis, se han determinado cinco isoformas plastidiales y tres mitocondriales
(Mekhedov et al., 2000). En todos los casos las ACP son codificadas por genes
nucleares, siendo las proteinas posteriormente transportadas a los plastidios o
mitocondrias. Las ACP mitocondriales no estan relacionadas con la sintesis de TAG,
sino que son necesarias para la sintesis de grupos acilos de tamafio corto o medio
esenciales para la sintesis del &cido lipoico (Shintani y Ohlrogge, 1994; Gueguen et al.,
2000). Aunque la regulacion de estas isoformas ain no esta completamente estudiada,
hay indicios que apuntan a que estas muestran caracteristicas especificas dependiendo
del fragmento acilico esterificado y de la reaccion en la que intervienen (Jyoti et al.,
2007; Bonaventure y Ohlrogge, 2002).
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1.3.1.3 Liberacién de acidos grasos. Acil-ACP tioesterasas.

Las enzimas Fat hidrolizan el enlace tioester que une los grupos acilos a las
holo-ACP en los acil-ACP. Estos grupos acilos quedan liberados para poder ser
transportados al citosol y empleados en diferentes rutas metabdlicas, entre ellas, la
biosintesis de glycerolipidos (Figura 11). La especificidad de las Fats tiene un papel
muy importante en la composicion final de los aceites. De ahi que exista interés en la
caracterizacion de las mismas en distintas especies vegetales, para asi determinar su

especificidad, y la posibilidad de ser modificadas y empleadas en la mejora de plantas

oleaginosas.
CO .+~ ATP ADP+Pi
B scc A
Acetil -CoA Malonil -Coa + ACP
Malonil -ACP |
FASIII JJ'
PLASTIDIO /’I CITOSOL
4:0 ACP /
FAST | Fat /\ -
da
16:0 TACP -~ /-’I — 3160 5 160 -CoA
FASII l Fat /ﬁ »
180 ACP Z / > 18:0 & 153:0-CoA
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181 .AcP —=—>181 s 199 Coa
- @
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. . . asid
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Figura 11. Transporte de los grupos acilos desde el interior del plastidio al citosol. Los grupos acilos son
liberados por las tioesterasas (Fat) en el interior del plastidio y activados en la parte externa del plastidio
por la acil-CoA sintetasa. ACC, acetil-CoA carboxilasa. FAS, complejo acido graso sintasa. SAD,
estearato desaturasa.
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Las Fat son proteinas homodimeras, codificadas por genes nucleares. Se clasifican
en dos grupos bien diferenciados en funcion de su secuencia génica y su especificidad por
los distintos acil-ACP: FatA y FatB. Dichos genes son paralogos, derivan de la
duplicacion de un gen mas antiguo (antes de la separacion de las distintas familias de
plantas), aparentemente del tipo de las FatB (Jones et al., 1995). Las Fat del tipo A
(FatA), u oleoil-ACP tioesterasas presentan alta especificidad por 18:1-ACP, y menor por
16:0-ACP y 18:0-ACP, mientras que las del tipo B (FatB) tienen preferencia por acidos
grasos saturados. Dentro de las FatB hay dos grupos llamados FatB1 y FatB2, el primero
con especificidad por cadenas de 8 a 14 carbonos (se han encontrado s6lo en especies que
acumulan &cidos grasos de cadena media), y el segundo con especificidad por cadenas de
14 a 18 carbonos (Jones et al., 1995).

Mientras que los genes FatA estan muy conservados en todas las plantas
superiores, posiblemente porque el acido oleico es el precursor de la mayoria de los
acidos grasos encontrados tanto en fosfolipidos como en triglicéridos, los genes de Fat
tipo FatB muestran mayores divergencias, con una cierta variabilidad de especificidades
de sustrato. Al comparar las secuencias de ambos tipos de Fat podemos distinguir una
serie de segmentos con distinto grado de conservacion (Figura 12). Esta estructura se
conserva dentro de los dos grupos, existiendo regiones con gran homologia entre ambos y
regiones mas especificas de cada tipo (Facciotti y Yuan, 1998). En la Figura 12 se
representan esquematicamente las distintas regiones encontradas en los dos tipos de

enzimas Fat.

Fat A 1000000000001 A
Fat B [ e i

L] FatA [ Homologia alta en ambas
M FatB [ Homologia parcial en ambas

Figura 12. Esquema de las secuencias de tioesterasa de acidos grasos FatA y FatB, sin el péptido de
transito. Modificada de Facciotti et al. (1998).
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Ambas Fat presentan en el extremo amino terminal un péptido de transito a los
plastidios de aproximadamente unos 60 aminoacidos (aa) (Mayer, 2005) el cual es
eliminado una vez transportado al compartimento plastidial. En ambos casos, el péptido
es muy variable, dado que su secuencia no afecta a la funcion.

A continuacion del péptido de transito, las FatBs tienen una region conservada
entre ellas, altamente hidrofobica, de unos 35 aa. Este dominio esta ausente en las FatAs.
Tras el peptido de transito, ambas Fat presentan una region parcialmente homdloga
seguida de una regién no homdloga. Posteriormente se localizan 2 cajas muy conservadas
entre ambos tipos de proteinas donde encontramos una histidina y una cisteina con papel
catalitico (Yuan et al., 1996).

1.3.2 Coenzima Ay las acil-CoA sintetasas.

Los &cidos grasos libres producidos por las Fats son rapidamente activados a sus
correspondientes acil-CoA por la acil-CoA sintetasa (LACS por long chain acyl-CoA
synthetases). Los acil-CoA son importantes metabolitos involucrados tanto en rutas
biosintéticas, donde actdan como intermediarios donadores de acilos, como

degradativas, siendo los principales intermediarios lipidicos de la B-oxidacion.

1.3.2.1 El coenzima A.

El CoA actua como transportador transitorio de grupos acilos. En su molécula
pueden distinguirse partes derivadas de diferentes precursores: adenosin difosfato
(ADP), una molécula de &cido pantoténico (Vitamina del grupo B) y un resto de
R-aminoetanotiol (Figura 13). Ninguna de ellas participa directamente en su funcién
primaria salvo el R-aminoetanotiol, pero si se eliminan de su estructura el resultado
suele ser una dréstica reduccién de su actividad, por lo que parecen ser importantes en el
reconocimiento del cofactor por parte de las distintas enzimas (Kornberg y Pricer,
1953). En la sintesis de este cofactor un grupo hidroxilo del acido pantoténico se une a
una porcion del ADP quedando unidos a través de un enlace fosfato-éster. EI grupo
carboxilo del acido pantoténico se une finalmente al B-aminoetanotiol por un enlace
amida. El grupo tiol de la molécula R-aminoetanotiol sera el grupo que reacciona para

formar un enlace tioester con el acido graso dando lugar al acil-CoA.
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Figura 13. Estructura del lignoceril-CoA. Se muestran las diferentes moléculas que forman la molécula
del acil-CoA.

Los acil-CoA son metabolitos necesarios en la biosintesis de glicerolipidos y
TAG, siendo la composicion del conjunto de acil-CoA un factor importante a la hora de
determinar el perfil de acidos grasos presentes en los TAG. Ademas, en la germinacion
de las semillas, los acil-CoA se ven implicados en procesos degradativos como la R3-
oxidacion, necesarios para suplir las necesidades energéticas del embrion (Goepfert y
Poirier, 2007). La B-oxidacion en los primeros estadios de la germinacion de las
semillas, implica la hidrolisis de los TAG, la activacion de los grupos acilos a sus
correspondientes acil-CoA vy la degradacion de las cadenas de acil-CoA hasta acetil-
CoA, sustrato utilizado como fuente de carbono y produccion de energia. El estudio del
conjunto de acil-CoA en la germinacion también da informacion acerca de como las
semillas son capaces de asimilar los diferentes grupos acilos presente en los TAG. La
determinacion del tamafio y composicion del conjunto de acil-CoA es también
importante en los estudios de control del flujo de la biosintesis de &cidos grasos (Ramli
et al., 2005).

1.3.2.2 Acil-CoA sintetasas de cadena larga.

Las enzimas LACS estan incluidas en la superfamilia de las proteinas
dependientes de adenosin monofosfato (AMP). La reaccion que catalizan implica la
esterificacion de una molécula de &cido graso con una de CoA libre (Introduccion
1.3.2.1), con el correspondiente consumo de una molécula de ATP. ElI mecanismo de
accion esta bien definido (Figura 14) y consta de dos etapas; una primera en la que se
activa el acido graso a acil-AMP y otra segunda que corresponde a la acilacion del CoA
(Schnurr et al., 2002).
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AcidoGraso + ATP €«=—=> Acil-AMP + PPi (1)

Acil-AMP + CoA Acil-CoA + AMP (2)

Figura 14. Reaccion de activacion del grupo acilo por la acil-CoA sintetasa.

En plantas, encontramos varias formas de LACS con localizacion especifica, que
participan en diferentes procesos metabolicos. En Arabidopsis, se han determinado
nueve formas de LACS (Shockey et al., 2002), las cuales han sido bien estudiadas a fin
de entender la relacién entre su localizacion y el papel que juegan en el metabolismo
vegetal. Las formas AtLACS6 y AtLACS7 se localizan en los peroxisomas y su
actividad esta relacionada con la activacion de los acidos grasos en la B-oxidacion,
siendo esenciales para la germinacion de las semillas en Arabidopsis (Fulda et al., 2002;
2004). Las formas AtLACS1 y AtLACS?2, las cuales se expresan en diferentes rganos y
se localizan en el reticulo endoplasmatico, estan implicadas en la formacién de la
cuticula (Schnurr et al., 2004; Lu et al., 2009). Al mismo tiempo, las forma AtLACS1 y
AtLACS4 estan involucradas en la sintesis de lipidos especificos en el grano de polen
siendo esenciales para la reproduccion de las plantas (Jensen et al., 2011). En las
semillas de oleaginosas, existe un continuo flujo de acilos desde su lugar de sintesis en
el plastidio, hasta el reticulo endoplasmatico, donde ya en forma de acil-CoA seran
empleados por distintas aciltransferasas que catalizaran la incorporacion de los acidos
grasos en las tres posiciones de la molécula de glicerol, formando los TAG (Figura 15).

A este respecto, la forma AtLACS9 presenta unos altos niveles de expresion en
semillas durante su desarrollo y esta localizada en la membrana del plastidio, siendo la
primera candidata a estar involucrada en la activacion de los grupos acilos que son
exportados desde el interior del plastidio hacia el citosol. Sin embargo, estudios de
genética reversa indicaron que esta enzima no era fundamental para sintesis de TAG de
reserva, ya que el correspondiente mutante insercional presenté un fenotipo normal.
Solamente cuando esta mutacion fue combinada con otras, como la correspondiente al
gen de la AtLACSLI, se detectdé una merma en la acumulacion de aceite, lo que indico

gue en este proceso estan implicadas varias formas de LACS (Zhao et al., 2010).
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Figura 15. Esquema del transporte de los grupos acilos. Se representa el paso de los grupos acilos que han
sido sintetizados en el interior del plastidio hasta el reticulo endoplasmatico. ACC; acetil-CoA
carboxilasa, FAS; complejo acido graso sintasa, Fat; acido graso tioesterasa, SAD; estearato desaturasa,
ODS; oleil desaturasa, LDS; linoleil desaturasa.

1.3.3 Proteinas de unién a los acil-CoA.

Las proteinas de union a acil-CoA (ACBP por acyl-CoA binding proteins) son
pequefias proteinas (10 kDa aproximadamente) presentes en plantas y animales que
participan en el transporte de los acil-CoA dentro de la célula, evitando su
metabolizacion por parte de otras enzimas como son las hidrolasas, acetil-CoA
carboxilasas o acil-CoA sintetasas (Faergeman et al., 2002; Knudsen et al., 2000; Xiao
et al., 2009). Las primeras ACBP se caracterizaron a partir de tejidos cerebrales de
raton, donde se comprobd su efecto de inhibicibn competitiva sobre las
benzodiacepinas, de ahi que se denominaran inicialmente proteinas inhibidoras del
diazepan (Guidotti et al., 1983). La primera secuencia genética aislada y clonada de
ACBP en plantas fue en Brassica napus y Arabidopsis thaliana, basada en la similitud
entre estas secuencias y la de ACBP en animales (Engeseth et al., 1996, Hills et al.,
1994).
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A través del analisis genético se determinaron distintas formas de ACBP en
plantas. En Arabidopsis, la familia de las ACBP esta formada por seis miembros,
clasificadas desde AtACBP1 a AtACBP6 (Figura 16).

13 87 92
AtACBP6 Tipol
1 94 180217 315 338
ACB ANK AtACBP1
1 104 190 255 330 354 Tipo 11
ACB ANK AtACBP2
1 14 362 .
E AtACBP3 Tipo III
112 103 183 441 GGB
El— T ~wcee
122 104 184 442 648 Tipo VI
=ik ke AtACBP5

Figura 16. Esquema de las seis secuencias de AtACBP segin Xiao et al. (2011). En rojo se muestra la
zona comin de unién al acil-CoA. En verde la zona de unién ankyrin repeat y en azul la zona
correspondiente a kelch motif.

AtACBP6 es la méas pequefia del grupo, se localiza en el citosol y presenta un
Unico dominio (Figura 16, ACB), dominio que es caracteristico en esta familia de
proteinas (Chen et al., 2008). AtACBP1 y AtACBP2, con una homologia entre ellas del
72 % en sus secuencias aminoacidicas, presentaron un dominio hidrofébico en el
extremo N-terminal y cinco dominios transmembrana del tipo ankyrin repeat en el
extremo C-terminal inmediatamente después del dominio de unién a los acil-CoA (Chye
et al., 2000, Li et al., 2003). Ambas enzimas han sido localizadas en la membrana
plasmatica y en el reticulo endoplasmatico (Chye et al., 1999). AtACBP3 fue
identificada Unicamente en el espacio extracelular (Leung et al., 2005), mientras que
AtACBP4 y AtACBP5, son las proteinas de mayor tamafio de la familia, y estan
localizadas en el citosol. AtACBP4 y AtACBP5 ademas del dominio ACB, presentaron
cada una cinco dominios del tipo kelch motifs. Tanto los kech motif como los motivos
ankyrin, se han descrito como estructuras de interaccién entre las ACBP con otras
proteinas (Leung et al., 2004; Li et al., 2004). Estudios anteriores sugirieron que la
proteina AtACBP6, al estar localizada en el citosol, representa un papel importante en la
acumulacién de TAG en el desarrollo de las semillas (Hills et al., 1994), sin embargo
resultados mas recientes indican que ademas de AtACBP6, AtACBP4 y AtACBP5
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también se ven involucradas en la transferencia de los grupos acil-CoA desde el
plastidio al reticulo endoplasmatico (Xiao et al., 2011), compartimento celular donde se
lleva a cabo la sintesis de TAG. En la Figura 17 se representa la posible localizacién de

las enzimas ACBP.
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Figura 17. Esquema de la posible localizacion de las proteinas de union a los acil-CoA (ACBP) en el
interior de la célula. FAS; complejo acido graso sintasa, Fat; acido graso tioesterasa, SAD; estearato
desaturasa, PA; acido fosfatidico, PC; fosfatidilcolina, PL; fosfolipidos, DAG; diacilglicéridos, TAG;
triacilglicéridos.

1.3.4 Biosintesis de los TAG.

1.3.4.1 Sintesis activa de lipidos de reserva.

Los TAG constituyen la reserva de carbono de las semillas oleaginosas destinada
a alimentar al embrion. En la semilla madura, los TAG se encuentran densamente
empaquetados formando oleosomas (Murphy et al., 1993; Herman et al., 1994). La
acumulacién de aceite implica un incremento en el nimero y tamafio de los oleosomas
gue consisten en gotas de aceite envueltas por una monocapa de fosfolipidos y proteinas
Ilamadas oleosinas. EI 98 % de los lipidos acumulados por la semilla durante su
desarrollo son TAG, que se sintetizan en el reticulo endoplasmatico a travées de una ruta

que fue dilucidada por primera vez por Kennedy (1961).
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En esta ruta estan implicadas tres aciltransferasas diferentes y una fosfatidato
fosfatasa (Figura 18). En plantas los acilos se transfieren a una molécula de glicerol-3-
fosfato. Las aciltransferasas usan acil-CoA como donador de acilos, pero difieren en las
especies de acil-CoA que aceptan. Los acilos se van incorporando de forma especifica
en las tres posiciones, en funcion de la especificidad de las enzimas que intervienen
(Slabas et al., 2001).

Citosol
Acil-CoA Acil-CoA Reticulo endoplasmatico
Glicerol-3-P ;& 1-Acilglicerol-3P ; 1,2-Diacilglicerol-3P
GPAT LPAAT
CDP-colina PPasa MAGAT

LAcil-CoA

DAG-PC-V‘ 1,2-Diaci|g|icerol/_\
CMP
\\_”Monoacilglicerol

Fosfatidilcolina

CoA DAG:DAGT
Acil-CoA — | DAGAT
LPCA PDAT N
) 2-lisofosfatidilcolina
Acil-CoA

Triacilglicerol

Cuerpos lipidicos
en formacion

Figura 18. Formacidn de triacilglicéridos en plantas. DAGAT; diacilglicerol aciltransferasa, DAG:DAGT,;
diacilglicerol:diacilglicerol transacilasa, DAG-PCT; diacilglicerol fosfatidilcolinatransferasa, GPAT;
glicerol 3-fosfato aciltransferasa, LPAAT; lisofosfatidato aciltransferasa, LPCAT; lisofosfatidilcolina
aciltransferasa, MAGAT; monoacilglicerol aciltransferasa, PDAT; fosfolipido diacilglicerol
aciltransferasa, PPasa; fosfatidato fosfatasa.

1.3.4.2 Reacciones implicadas en la biosintesis de los TAG.

En el primer paso de la ruta, la enzima acil-CoA: glicerol-3-fosfato
aciltransferasa (glicerol 3-fosfato aciltransferasa; GPAT) cataliza la primera reaccion de
acilacion, que sucede en la posicion sn-1 del glicerol-3-fosfato. En el siguiente paso, la
acil-CoA: sn-l-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (lisofosfatidato aciltransferasa;
LPAAT) cataliza la segunda reaccion de acilacién, produciendo PA mediante la
transferencia de un acilo a la posicion sn-2. EI PA es un importante precursor en la

sintesis de lipidos polares y neutros.
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La enzima 3-sn-fosfatidato fosfohidrolasa (fosfatidato fosfatasa, PPasa)
hidroliza el fosfato de la posicion sn-3 del PA, produciendo una molécula de fosfato
inorganico y otra de diacilglicérido. Esta enzima es importante también en la
transduccion de sefiales (Waggoner et al., 1999) y se ha publicado la existencia de
varias isoformas en plantas (Carman et al., 1997; Pearce et al., 1998). Las PPasas
presentan una clara preferencia por PA con dos &cidos grasos insaturados y sobre
aquellas especies del tipo 1-palmitil-2-oleil (Ichihara et al., 1991). Los productos de la
PPasa son los DAG, precursores de la mayoria de los lipidos de membrana
extracloroplasticos asi como de los TAG.

La acil-CoA:1,2-diacilglicerol aciltransferasa (diacilglicerol aciltransferasa,
DAGAT) cataliza la altima acilacién, que se produce en la posicion sn-3 de los DAG
formando los TAG. Un reciente trabajo realizado sobre las semillas de girasol y cartamo
(Banés et al, 2013) muestra que la enzima DAGAT en girasol presenta una mayor
afinidad sobre 18:2-CoA comparado con 18:1-CoA, mientras que en el cartamo el
resultado fue el contrario. El nivel de actividad y la especificidad de esta enzima varia

en funcion de las especies estudiadas.

1.3.4.3 Rutas alternativas para la sintesis de triacilglicéridos.

Durante muchos afios se ha mantenido que la Unica ruta para la biosintesis de
TAG en plantas, animales y microorganismos era la ruta de Kennedy (Introduccién
1.3.4.2). Sin embargo, en las dos Ultimas décadas se han descrito rutas alternativas para
la sintesis de TAG.

La primera de éstas fue la de la diacilglicerol:diacilglicerol transacilasa
(DAG:DAGT, Figura 18) de la mucosa intestinal en roedores (Lehner et al., 1993). En
plantas, los experimentos de marcaje han demostrado que existen reacciones de
transacilacion entre DAG en microsomas de cartamo (Carthamus tinctorius L.) (Stobart
et al., 1997), y en semillas de ricino (Ricinus communis) en desarrollo (Mancha et al.,
1997).

Por otra parte, se ha identificado una fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa
(PDAT) en levaduras y plantas (Dahlgvist et al., 2000). Esta enzima cataliza la
transferencia del grupo acilo desde la posicion sn-2 de distintos fosfolipidos (PC y
lisofosfatidilcolina) al diacilglicerol, resultando una ruta de sintesis de TAG que difiere

de la ruta de Kennedy. Esta enzima utiliza diferentes fosfolipidos como donadores de
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acilos y acepta grupos acilos que van desde C10 a C22. Su especificidad es también
diferente dependiendo de la especie que se estudie, pudiendo tener un papel importante
en la incorporacion de acidos grasos inusuales en las moléculas de TAG de plantas. En
el caso de Arabidopsis se ha aislado y caracterizado una linea knock out para la PDAT
(Mhaske et al., 2005). El contenido de TAG y su composicion de &cidos grasos no
estaban muy afectados en las semillas del mutante, indicando que esta actividad no es la
principal responsable en la sintesis de TAG en esta especie.

Ambas enzimas, DAGAT y PDAT, llevan a cabo la acilacion de DAG. Estudios
realizados sobre las semillas de girasol y cartamo (Banas et al., 2013) mostraron que la
relacion de actividad de PDAT frente a DAGAT fue significativamente mayor en el
caso de las semillas de cartamo que en las de girasol. La diacilglicerol: fosfocolina
transferasa (DAG-PCT) (Slack et al., 1983) transfiere el grupo polar de la PC a una
molécula de DAG, dando lugar a un DAG de composicién diferente al primero que
puede ser incorporado a la fraccion de TAG. Finalmente, el conjunto de acil-CoA
presente en la semilla podrian también esterificarse a la lisofosfatidilcolina (LPC),
rindiendo una molécula de PC mediante la accion de la acil-CoA: lisofosfatidilcolina
aciltransferasas (LPCAT), (Stobart, 1986) y de este modo, incorporarse en la ruta de
sintesis de TAG.

1.3.5 Modificacion de los grupos acilos como intermediarios de la
sintesis de TAG.

En muchas semillas oleaginosas, algunos acidos grasos sintetizados de novo no
intervienen inmediatamente en la formacion de los TAG. Estos acidos grasos pueden
sufrir desaturaciones u otras modificaciones y pasar, posteriormente, a formar parte de
TAG, fosfolipidos, ceras, esfingolipidos, etc, a través de varios mecanismos. Asi, la
oleil-PC desaturasa (ODS) o A'? desaturasa es la enzima responsable de la conversion
del &cido oleico a acido linoleico. Es una enzima de localizacion microsomal (Dubacq et
al., 1976) y de gran importancia, ya que este acido graso es esencial para la mayoria de

organismos superiores.
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A diferencia de la SAD, la ODS no desatura acil-ACP sino acidos grasos unidos
a lipidos polares, es una acil-lipido desaturasa (Murata et al., 1995). En semillas de
cartamo se observd que el oleil-CoA (18:1-CoA) se incorpora a la PC, ocurriendo
posteriormente su desaturacion, de manera que el linoleato aparece unido a la PC antes
que a cualquier otro lipido analizado (Stymne et al., 1978). Asi pues, la LPCAT es la
enzima responsable de la transferencia del 18:1-CoA a la posicion sn-2 de la PC (Figura
19). El producto principal de esta reaccion es el 1-acil-2-oleil-PC, que es el sustrato de
la ODS, existiendo un acoplamiento funcional entre estas dos enzimas (Murphy et al.,
1985).

El linoleil-CoA (18:2-CoA) recién formado pasa al conjunto de acil-CoA
mediante un intercambio de acilos catalizado por las propias aciltransferasas, y a partir
de ahi puede entrar en las rutas biosintéticas anteriormente descritas. El intercambio de
acilos entre acil-CoA y PC juega un papel determinante en el nimero de insaturaciones
presentes en los &cidos grasos que componen el aceite final (Stobart et al., 1983).

Ci-Ry
C,(18:1)
DAG-PCT
LPCAT C3-P-Colina
fosfatidilcoli i
: osfatidilcolina e
Conjunto os (|: ] Diacilglicérido
Acil-CoA l |2' 2 DAGAT
\ C1Ry Cs Ci-Ry
LPCAT X | |
C;(182)  DAG-PCT TZ-RZ
Cs-P-Colina CsRs

PDAT

fosfatidilcolina > Triacilglicérido

=~ 2-lisofosfatidilcolina

Figura 19. Formacion de triacilglicéridos y su relacion con la fosfatidilcolina. DAGAT; diacilglicerol
aciltransferasa, DAG-PCT; diacilglicerol fosfatidilcolinatransferasa, LPCAT; lisofosfatidilcolina
aciltransferasa, ODS,oleato desaturasa; PDAT; fosfolipido diacilglicerol aciltransferasa.
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El 4cido linolénico (18:3A%%1>%) es muy abundante en la naturaleza, por ser el
principal componente de las membranas tilacoidales de los cloroplastos, representando
el 65 % de los lipidos de la hoja. La sintesis del 18:3 la llevan a cabo las A*® desaturasas
mediante la introduccion de un tercer doble enlace al 18:2. Esta enzima esta unida a
membrana y se ha comprobado que existen dos sustratos diferentes en funcion de la
localizacion de la isoenzima: linoleil-PC (cuando se encuentra en las membranas del
reticulo endoplasmatico, como la ODS), y linoleil-MGDG (monogalactosil diglicérido)

en las envueltas cloroplasticas.

Por Gltimo, los &cidos grasos pueden ser también elongados hasta tener mas de
20 atomos de carbono, formando los denominados &cidos grasos de cadena muy larga.
Normalmente, éstos se encuentran formando parte de los lipidos de superficie de las
plantas, aunque hay algunas semillas oleaginosas que los acumulan en su aceite. Las
enzimas que los sintetizan son las elongasas y estdn presentes en el reticulo

endoplasmatico (Barrett et al., 1998).

14 UTILIZACION DE LA RESERVA LIPIDICA EN LA
GERMINACION.

Durante la germinacion de las semillas oleaginosas se produce la degradacion de
los lipidos de reserva acumulados durante el desarrollo de las mismas y la sintesis de
nuevos lipidos, fundamentalmente glicerofosfolipidos y galactolipidos (para formar
membranas celulares) y en menor medida TAG (Harwood, 1975; Wilson et al., 1986).
Las lipasas son las encargadas de degradacion de los TAG que estan almacenados en los
oleosomas (Figura 20). La especificidad en la degradacidn de sustratos por las lipasas se
ha estudiado en diferentes especies de plantas y existe cierta controversia, en cuanto a la

hidrolisis de las distintas especies moleculares de los TAG durante la germinacion.
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Estudios llevados a cabo con la especie Pinus edulis parecen indicar que las
lipasas son inespecificas para las especies de TAG durante la germinacion (Hammer et
al., 1994). Sin embargo, en otras especies como Glycine max (Yoshida, 1984), Zea mays
(Lin et al., 1986) o Brassica napus (Hills et al., 1988), se ha visto que hay especies
moleculares que son hidrolizadas preferentemente debido a cierta especificidad de
sustrato de estas enzimas. Asi, en girasol se han observado dos fases diferentes, una
inicial con alta actividad catalitica y preferencia por moléculas de TAG con al menos
dos &cidos oleicos; y una segunda, con menor tasa de degradacion por moléculas con
dos éacidos grasos saturados acompafiadas por un &cido oleico (Fernandez-Moya et al.,
2000).

Lipasas Acidos grasos libres
Oleosoma — 3

)J\N\/VWCW
HO'
o
HOJOJ\AANWCH:s
)WWCW

CoA-sH

ATP

Conjuntode acil-CoA

Reticulo
endoplasmatico

Sintesis de glicerolipidos

NADH Acetil-CoA

Figura 20. Accion de la acil-CoA sintetasa sobre los grupos acilos liberados de los oleosomas antes de ser
dirigidos al reticulo endoplasmatico para la sintesis de glicerolipidos. Los &cidos grasos libres pueden
entrar en el peroxisoma y son activados a acil-CoA donde son sustratos en la ruta de la B-oxidacion.
TAG,; triacilglicéridos, ABC; ATP- binding cassett transporter, FFA; &cidos grasos libres, LACS; acil-
CoA sintetasa.

Los grupos acilos son transportados a los peroxisomas y activados a sus
correspondientes acil-CoA entrando en la ruta B-oxidativa con la correspondiente
produccion final de energia en forma de ATP, o bien, activados a acil-CoA en el citosol
y dirigidos al reticulo endoplasmatico donde se llevara a cabo la sintesis de moléculas

necesarias en el desarrollo de la planta (Graham, 2008) (Figura 20).
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OBJETIVOS

La Tesis Doctoral se enmarca dentro de la caracterizacion de la ruta biosintética
de é&cidos grasos en semillas de girasol, que el Grupo de Genética y Bioquimica de
Lipidos de Semillas del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de
Productos Vegetales del Instituto de la Grasa esta llevando a cabo desde el afio 1995.

Los objetivos que se proponen son los siguientes:

Primero: Purificacion y clonacién de los genes que codifican a las holo-ACP de

girasol implicadas en la sintesis de aceite.

Segundo: Caracterizacion bioquimica de las actividades acil-ACP tioesterasa
empleando las diferentes isoformas de ACP de girasol.

Tercero: Estudios de localizacion de acil-ACP tioesterasas de girasol.

Cuarto: Purificacion, clonacidn, localizacion y caracterizacion de las acil-CoA
sintetasas de cadena larga (LACS) en semillas girasol.

Quinto: Estudio de la familia de proteinas de unién a los acil-CoA (ACBP) en
semillas de girasol.

Sexto: Anélisis del conjunto de acil-CoA en la formacion de las semillas,
desarrollo del cotileddn y hoja en diferentes lineas de girasol.
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3.1 ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

3.1.1 Escherichia coli.

3.1.1.1 Estirpes de E. coli utilizadas.
Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han empleado tres cepas de E. coli,
tanto para clonar como expresar los distintos genes objeto de estudio. Dichas celulas, asi

como sus genotipos, vienen descritos en la Tabla 7.

Cepa Descripcion
BL21 (DE3)pLysS F- ompT hsdSg(rs- mg-) dcm galy(DE3)
Cepa de expresion para los vectores (Novagen).
XL1-Blue MRF’ D(mcrA)183D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173endAl
SUpE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proAB lac*
IZDM15 Tn10] (Tet")
K27 F-, tyrT58(AS)?, fadD88, mel-1

Tabla 7. Estirpes de E. coli empleadas en este trabajo.

3.1.1.2 Cultivo de E. coli en medio liquido y sélido.

Los cultivos liquidos de Escherichia coli se realizaron en medio Luria-Bertani
(LB) (Sambrook et al. 1989), cuya composicion fue: 10 g/l NaCl, 10 g/l triptona 'y 5 g/l
extracto de levadural. EI pH del medio se ajustd a un valor de 7,0 y se esterilizd en
autoclave a 120 °C y 1 atmosfera de presion durante 20 min.

Los antibi6ticos, esterilizados por filtracion, se afiadieron al medio de cultivo
cuando fue preciso a las concentraciones siguientes: ampicilina (100 pg/ml),
cloranfenicol (25 pg/ml), kanamicina (100 pg/ml) y gentamicina (50 pg/ml).

Los indculos liquidos, se realizaron en tubos de 15 ml que contenian 3 ml de
medio, incubandose durante 15 h a 37 °C y agitacion continua a 220 rpm.

Para el cultivo en medio solido se utiliz6 el mismo medio LB descrito antes,
solidificado con agar de grado bacteriologico al 1,5 % (p/v). Los antibidticos, se
incorporaban a partir de una disolucion concentrada esterilizada por filtracién que se

afiadia aproximadamente a 55 °C, justo antes de extender el medio en placas de Petri.
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3.1.2 Agrobacterium tumesfaciens.

Durante el desarrollo de este trabajo se ha utilizado la cepa GV3101/pMP90 de A.
tumesfaciens (Koncz y Schell, 1986), la cual se empled en los procesos de

agroinfiltracion en plantas de tabaco (N. benthamiana) (Tabla 8).

Estirpe Genotipo Compafiia
GV3101/pMP90 rpoH+ hrcA+ Invitrogen, California

Tabla 8. Estirpe de A. tumesfaciens usada en este trabajo.

3.1.2.1 Condiciones de cultivo.

El Agrobacterium tumesfaciens se incub6 a 28 °C durante 16 h. Los cultivos en
medio sélidos crecieron en placas de Petri, mientras que los cultivos liquidos lo hacian
en tubos o matraces erlenmeyer estériles con agitacion continla en incubadores
orbitales a 200 rpm. En este caso se utilizaron los antibidticos gentamicina (50 pg/ml) y
kanamicina (100 pg/ml), los medios de cultivo fueron los descritos para E. coli en el
apartado 3.1.1.2 de Materiales y Métodos.

3.1.3 Girasol (Helianthus annuus).

3.1.3.1 Lineas empleadas.

En el presente trabajo se emplearon diferentes lineas de girasol (Helianthus annuus
L.) anteriormente descritas en el apartado de Introduccién 1.1.6. La linea empleada como
control fue CAS-6, que presenta un perfil estandar de &cidos grasos. CAS-3 es una linea
mutante con alto contenido en acido estearico, 26 % (Tabla 3), que contrasta con el 6-8 %
que suele encontrarse en la linea control. La Linea CAS-5 presenta un fenotipo alto
palmitico, con contenido de dicho acido graso del 30 % (Osorio et al. 1995). La linea
CAS-9, es una linea alto oleico, y por tanto, presenta contenidos elevados de acido oleico

y bajos de &cido linoleico (<5 %).
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Todos estos mutantes se desarrollaron en distintos programas de mutagenesis que
se han llevado conjuntamente en el Instituto de la Grasa (IG-CSIC, Sevilla) y el Instituto
de Agricultura Sostenible (IAS-CSIC, Cérdoba).

3.1.3.2 Condiciones de cultivo.

Las semillas se sometieron a un tratamiento de higienizacién por agitacién durante
unos 5 min en una solucion de lejia al 50 % con unas gotas de Triton X-100. Se aclararon
a continuacion con agua y se germinaron en placas de Petri con perlita expandida himeda
en condiciones de oscuridad y a 25 °C durante los primeros dos dias. Posteriormente, se
pasaron a macetas pequefias con turba himeda donde continué el crecimiento y tras dos
semanas, se trasplantaron a macetas de 2 litros de turba.

Las plantas se crecieron en camaras de cultivo con temperatura y fotoperiodo
controlado. La iluminacion se realizd con tubos fluorescentes que produjeron una
densidad de flujo de fotones de 300 umoles m?s™ y un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h
de oscuridad. La temperatura de crecimiento fue de 25 °C/15 °C (dia/noche). El riego en
las camaras se realiz6 de forma automatica tres veces al dia y el abonado mediante

fertirrigacion dos veces por semana.

3.1.4 Tabaco (Nicotiana benthamiana).

Las semillas de tabaco fueron germinadas en macetas pequefias con turba humeda.
Tras dos semanas, se trasplantaron a macetas de 2 litros de turba. El crecimiento de las
plantas se llevo a cabo en camaras de cultivo con temperatura y fotoperiodo controlado
en condiciones similares a las descritas en el apartado 3.1.3.2 de Materiales y Métodos.
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3.2 METODOS DE MANIPULACION DE ACIDOS
NUCLEICOS.

3.2.1 Aislamiento del ARNm.

Aproximadamente 0,1 g de tejido fue congelado en N, liquido y triturando en un
mortero con una maza estéril hasta la formacion de un polvo fino. EI ARN total fue
aislado usando el kit comercial Spectrum Plant Total RNA (Sigma-Aldrich, Alemania).

A partir de este ARN total y utilizando el Kit GenElute mMRNA Minipre (Sigma-
Aldrich, Alemania) se realiz6 la extraccion del ARNm, siguiendo las instrucciones del
fabricante. EI ARNm obtenido se resuspendid finalmente en 33ul de solucion TE (10
mM Bis(Hidroximetil)aminometano-TrisHCI, pH 8,0, 1 mM EDTA) libre de ARNasa,
y se guardo a -80 °C.

3.2.2 Sintesis de ADNCc a partir de ARNm.

La sintesis de ADNc a partir del ARNm extraido, tal y como se indica en el
apartado 3.2.1 de los Materiales y Métodos, se realizé con el kit Ready-To-Go™
T-Primed First-Strand de Amersham Biosciences (EEUU). Este kit utiliza la
retrotranscriptasa del virus “Moloney Murine Leukemia Virus” (M-MuLV) y un
cebador oligo(dT) para generar la primera cadena de ADNc (3’RACE). Después de la
primera sintesis de ADNCc, el molde esta listo para realizar las diferentes reacciones de
PCR. EIl cebador utilizado incorpora a su vez una secuencia que contiene una diana de

restriccion Notl-(dT)s.
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3.2.3 Transformacion genetica.

3.2.3.1 Preparacion de células competentes de E. coli para transformacion

mediante choque térmico.

El método seguido fue el descrito por Sambrook et al., (1989). Las cepas de E.
coli utilizadas fueron BL21 (DH5-a)), K27 y XL1-Blue. Para su preparacion se siguio el
protocolo siguiente:

Las células se cultivaron a 37 °C en medio LB solido durante la noche. Pasado
este tiempo se usO una sola colonia para preinocular 5 ml de medio LB y se cultivd en
agitacion continua a 37 °C hasta que la densidad 6ptica del cultivo (DOgg) fue 0,3 (3 h
aproximadamente). El preindculo se afiadié a 100 ml de LB precalentado a 37 °C en un
matraz de 500 ml con una DOgq inicial de 0,015. Este se incubd a 37 °C en agitacion
(200 rpm) hasta que la DOggo fue de 0,48. A continuacion el cultivo se enfrio 10 min en
hielo, se transfirio a tubos de centrifuga previamente enfriados en hielo, y se centrifugo
durante 5 min a 4 °C y a 3.000 rpm, en una centrifuga Sorvall (modelo RC5C). Tras la
centrifugacion se descarto el sobrenadante y las células sedimentadas se resuspendieron
en 30 ml de solucion TjBI (100 mM RbCI, 50 mM MnCl,-4H,0, 30 mM AcK, 10 mM
CaCly, 15 % glicerol; ajustado a pH 5,8 con acético 0,2 M y esterilizado por filtracién)
previamente enfriada. Las células se mantuvieron en hielo durante 10 min, se
sedimentaron y se resuspendieron en TjBIl (10 mM MOPS, 10 mM RDbCI, 75 mM
Cl,Ca, 15 % glicerol; ajustado a pH 7,0 con NaOH, esterilizado por filtracidn)
previamente enfriado en hielo. Finalmente las células se distribuyeron en alicuotas de

200 pl, se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a —80 °C.

3.2.3.2 Transformacion de E. coli mediante choque térmico.

El método utilizado para la transformacion fue el descrito por Sambrook et al.,
(1989). La transformacion de células competentes por choque térmico se realizd
afiadiendo el ADN en un volumen méximo de 10 pl a 200 pl de la suspension celular
(10° a 10° células transformantes por microgramo de plasmido), previamente
descongelada (Materiales y Métodos 3.2.3.1). Tras 20 min de incubacion en hielo, se
sometian a un choque térmico a 42 °C durante 100 s y, posteriormente, se mantenian
durante 3 min en hielo. Despues se afiadia 700 ul de medio LB y se incubaba a 37 °C, con

agitacion, durante 1 h. Finalmente, las células se centrifugaban en una centrifuga para
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tubos eppendorf Spectrafuge™ Mini Centrifuge (Labnet international, EEUU) a 8.000
rpm, durante 30 s y tras eliminar la mayor parte del sobrenadante, se sembraron en placas
de Petri con medio LB con los antibi6ticos apropiados. Las placas fueron incubadas a 37
°C durante 10 - 12 h.

3.2.3.3 Preparacion de células competentes de Agrobacterium.

El método seguido fue el descrito por An y Ha (1988). La cepa de A. tumesfaciens

utilizada fue GV3101/pMP90. Para su preparacion se siguié el siguiente protocolo:

Las celulas se cultivaron a 28 °C en medio LB solido suplementado con
gentamicina (50 pg/ml) y kanamicina (100 pg/ml) durante 16 h. A continuacién se
prepar6 un cultivo de 5 ml de medio LB a partir de una sola colonia, y se crecio con
agitacion continua de 200 rpm a 28 °C durante otras 16 h. Transcurrido este tiempo, se
inocularon 50 ml de medio LB con 2 ml del cultivo resultante y se incub6 con agitacion
continua de 200 rpm a 28 °C hasta que la DOgy alcanzé un valor de 0,5. A
continuacion, el cultivo se enfrio durante 10 min en hielo, posteriormente se transfirio a
tubos de centrifuga Sorvall RC5C (Termo scientific, Massachussets) y se centrifugd a
3.000 x g, a 4 °C durante 5 min. Tras la centrifugacion se descart6 el sobrenadante y las
células precipitadas se resuspendieron en 1 ml de disolucién 20 mM CaCl, previamente
enfriada en hielo. Finalmente las células se distribuyeron en alicuotas de 100 ul y se

congelaron en N liquido. Dichas alicuotas se conservaron a -80°C.

3.2.3.4 Transformacion de Agrobacterium mediante choque térmico.

El método utilizado para la transformacion fue descrito por An y Ha (1988). La
mezcla de ligacion (Materiales y Métodos 3.2.10) que contenia el fragmento de ADN
ligado al plasmido pSal3 (cedido por la profesora Mee-Len Chye, Universidad de Hong
Kong), se afiadio sobre 100 ul de células competentes previamente descongeladas en
hielo. Las células se mantuvieron 5 min en hielo y pasado este tiempo se las sometié a
un choque térmico durante 5 min en N liquido, seguido de una incubacién a 37 °C en
un bafio de agua durante 5 min. A continuacion se afiadio 1 ml de medio LB liquido y se
incubaron a 28 °C durante 2-3 h con agitacion continua, de manera que las bacterias
pudiesen expresar los genes de resistencia a antibioticos. Transcurrido este tiempo, el

cultivo se centrifugd durante 30 s, se descartd el sobrenadante y las células precipitadas
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se resuspendieron en 100 pl de medio liquido LB. Finalmente, estas se inocularon sobre
medio solido LB suplementado con kanamicina (50 pg/ml) y se incubaron a 28 °C

durante 2-3 dias.

3.2.4 Aislamiento de plasmidos de E. coli a pequefia escala.

Las preparaciones de plasmidos de E. coli a pequefia escala se obtuvieron aplicando
un procedimiento de purificacion por lisis alcalina, segun una modificacion del protocolo
de Towner (1991). Un volumen de cultivo de células de unos 3 ml, crecido toda la noche
a 37 °C, se centrifug6 2 min a 8.000 x g, transvasandose las células resultantes a tubos de
1,5 ml. La extraccion de ADN plasmidico se llevaba a cabo con el Kit SpinClean Plasmid
Minipre de Mbiotech (EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.5 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR.

3.2.5.1 Amplificacién rapida de los extremos del ADNCc.

Para amplificar el extremo 5" de las secuencias no conocidas de los diferentes
genes clonados en este trabajo, se utilizé el Smart™-RACE DNAc Amplification kit
(Clontech, Japdn). La extraccién de ARNm se realiz6 como se describe en el apartado
3.2.1 de los Materiales y Métodos. Tras la sintesis de la primera cadena de ADNCc
siguiendo las instrucciones del Kit, se realizd una reaccion de PCR utilizando 5 ul del
tampon BD Advantage 2 PCR 10X, dNTPs en una concentracion final de 0,2 mM para
cada uno, 1 pl de BD Advantage 2 Polimerasa Mix 50X y 5 pl de la mezcla de
cebadores universal (UPM, Universal Primer Mix, Tabla 9) 10X, suministrados por el
kit. El oligonucleotido especifico de cada gen se afiadié hasta una concentracion 0,2
pM, estando disefiado a partir del extremo 3" de la secuencia conocida. La reaccion se
Ilevé a cabo en 25 ciclos que incluyeron una etapa de desnaturalizacion a 94 °C durante
30 s, una etapa de alineamiento a 68 °C durante 30 s y una ultima etapa de extension a
72 °C durante 3 min. Con los fragmentos amplificados se llevaron a cabo segundas
reacciones de PCR aplicando 20 ciclos en las mismas condiciones pero con los
cebadores NUP 10X (Nested Universal Primer, del Kit de SmartTM-RACE) y otro
oligonuclettido de cada gen que se habian disefiado mas cerca al extremo 5 de la

secuencia conocida (Tabla 9).
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La zona 3" no conocida de los diferentes genes se amplifico utilizando el
oligonucledtido FA2Z y otro oligonucledtido especifico disefiado a partir de la
secuencia conocida del gen en estudio. Las condiciones de PCR fueron las descritas en

el parrafo anterior para la amplificacion del extremo 5”.

Oligonucledtidos Secuencia
FA2Z 5-AACTGGAAGAATTCGCGG-3’
NUP 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3
UPM (largo) 5'—CTAATACGACTCACTATAGGGC,,AAGCAGTGGT
ATCAACGCAGAGT-3
UPM (corto) 5 -CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’
HaACP3-5rac 1 5 -CGGTTGAGATTGTGATGGGACTGGAAG-3
HaACP3-5rac 2 5 -GAGCATTGCAACCGTTCAGGATGCAGC-3
HaLACS2-3rac 5-ACCGGGGACATCGGTAGGTTTC-3
HaACBP1-5rac 1 5-CTTCACAAGCAGCTCGGCTATGTG-3
HaACBP1-5rac 2 5-CACAGGAATGCCAGCCTCGACAC-3
HaACBP4-3rac 1 5 -CAGACCCTGTTGTAGATGTAGAGATG-3
HaACBP4-3rac 2 5-CCCACGTCCAAAGCCCCGATACG-3

Tabla 9. Secuencias de oligonucle6tidos empleados en la amplificacién de secuencias 5" y 3" no
conocidas. HaACP (proteinas de unién a los grupos acilos), HaLACS (acil CoA sintetasa), HaACBP
(proteinas de union a los acil-CoA).

3.2.5.2 Disefio de cebadores.

El disefio se llevo a cabo siguiendo los siguientes requisitos: la longitud de los
oligonucledtidos estuvo entre 18 y 25 pares de bases (pb), su contenido G+C fue mayor o
igual al 50 %, la temperatura de hibridacion (Tm) fue igual o menor a 72 °C [Tm =
4x(G+C) + 2x(A+T)] y se disefiaron conteniendo en todos los casos una G o una C en la
posicion 3" terminal. Mediante un programa de prediccion creado por Premier Biosoft
(http://www.premierbiosoft.com/) se analizaron estos cebadores para que no formaran
estructuras secundarias y que no hibridaran entre si los que se fueran a utilizar en una

misma reaccion.
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Los oligonucledtidos de secuencia especifica para los genes estudiados en esta tesis,
se disefiaron a partir de las secuencias nucleotidicas conocidas de los mismos (Tabla 10).
Todos los cebadores fueron sintetizados por Eurofins MWG Operon (Alemania).

Oligonucledtidos Secuencia TarrTaﬁo
del amplicon (pb)
HaACP-l(noPS)* 5-CCGGATCCATGGCCAAGCCAGAGAC-3 252
HaACPle-R 5 -CGCTCGAGTTACGCAGAGTC-3
HaACP-2(noPS) . 5-CCGGATCCATGGCCAAACCAGAACAG-3 252
HaACP2e-R 5 -CCCTCGAGTTACGCACTGTCTTTC-3"
HaACP-3(noPS) . 5-CCGGATCCATGGCGACACCTGAGACGG-3 246
HaACP3e-R 5-CCCTCGAGTTATTTTTTCGAAACGAGC-3
LACS-1F-Hist 5-TAGGATCCATGAGTGCATATGTAGTTG-3 2098
LACS-1-R 5-GGTACCTCAATCAAGAAAGATAAAACTTT-3
LACS-2F-Hist 5-TAGGATCCATGGATGTTGGGGGATC-3" 2136
LACS-2-R 5 -GGTACCTTAACCATATAGCATTTGCAAAT-3
ACBPpoSO-F* 5 -GCGCATGCATGTTTCGAGATCAAAATCTC-3 960
ACBP1pQ80-R 5-AAGGTACCTCAAAGAGAGGGCGCC-3
ACBP4pQ80-F 5-AAGGTACCATGGCGATGGCGAGAGC-3 1989

ACBP4pQ80-R 5-ACGGTACCTTAAGTATCATGGGTAGGAGG-3’

ACBP6pQ80-F 5-ACGAGCTCATGGGTTTGAAGGAGGACTTT-3 273
ACBP6pQ80-R 5-AACCCGGGTCAAGCAGCGGCAG-3
acpS-F(Hist) 5 -GACGCATGCGCAATATTAGGTTTAGGCAC-3 381
acpS-R 5 -GTCAAGCTTAACTTTCAATAATTACCGTGG-3"

Tabla 10. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de secuencias completas de los genes
clonados en el presente trabajo. HaACP (proteinas de unién a los grupos acilos), LACS (acil CoA
sintetasa), ACBP (proteinas de unién a los acil-CoA), acpS (holo-ACP sintetasa). (’Se elimin el péptido
de transito para la expresion de la proteina.
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3.2.5.3 Condiciones de amplificacion.

A) Reaccion estandar: Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un

termociclador TGradient de Bio-Rad (EEUU). La reaccion tuvo un volumen final de 50
ul que contenia tampon comercial de la enzima (1X), 0,2 mM de cada
desoxirribonucleodtido (ANTPs), 0,5 uM de cada oligonucledtido, 0,1-1 ug de ADN molde
y 1 U de Taq polimerasa (Biotaq, Espafia). Los productos de las reacciones de
amplificacion se analizaban en geles de agarosa segun se describe en el apartado 3.2.7.1
de los Materiales y Métodos. La mezcla de reaccion se sometié a una activacion de la
enzima y primera desnaturalizacion a 94 °C durante 4 min. Posteriormente, se efectuaron
30 ciclos en los que la mezcla se sometia a una primera etapa de desnaturalizacion a 94
°C durante 45 s, una etapa de alineamiento de secuencias en la que la temperatura fue la
Tm mas baja de los dos cebadores menos 5 °C, y una etapa de extensién a 72 °C durante 1
min. Finalmente la mezcla se sometié a 72 °C durante 10 min en los que se produjo la
extension final de las secuencias. Estas condiciones fueron a veces modificadas de
acuerdo a la Tm de los cebadores, las caracteristicas del ADN molde, asi como a la

longitud esperada de los fragmentos.

B) Reaccién de alta fidelidad: Cuando fue necesaria una mayor fidelidad en la

replicacion de la secuencia, la polimerasa empleada fue la iProof ADN polimerasa (Bio-
Rad, EEUU). Esta enzima posee actividad correctora, o lo que es lo mismo, actividad
3’- 5’ exonucleasa, lo que aumenta en seis veces la fidelidad en la sintesis de ADN en
comparacion con la Taq polimerasa. Al no poseer actividad transferasa terminal, los
fragmentos sintetizados con la iProof poseen extremos romos.

Las reacciones con la iProof se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pl que
contenia: 1X iProof HF buffer, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada oligonucle6tido,
0.1-1 pg de ADN molde y 1U de iProof DNA polimerasa. La mezcla se sometio a una
activacion de la enzima y primera desnaturalizacion a 98 °C durante 30 s.
Posteriormente, se efectuaron de 25-30 ciclos en los que la mezcla se sometia a una
primera etapa de desnaturalizacion a 98 °C durante 10 s, una etapa de alineamiento de
secuencias en la que la temperatura fue 2 °C inferior a la Tm mas baja de los dos
oligonucleottidos durante 10-30 s, y otra etapa de extension a 72 °C. La duracion variaba
dependiendo de la longitud del fragmento a amplificar siendo la relacion 15-30 s/kb.
Finalmente la mezcla se sometié a 72 °C durante 5-10 min en los que se produjo la

extension final de las cadenas.
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En los casos en los que se deseaba introducir la secuencia nucleotidica en el vector
de clonacién pMBL-T (Dominion, Espafia), se llevé a cabo la adicion de una cola de
poli-T en los extremos romos de la secuencia amplificada, utilizando la Tag polimerasa,
nombrada en este mismo apartado. Se adicionaron todos los componentes citados
previamente en el apartado A, junto con el resultado de la PCR de alta fidelidad,
exceptuando los oligonucledtidos. Se sometid la mezcla a una temperatura de 72 °C
durante 15 min, de esta manera es posible llevar a cabo la ligacion del fragmento de

ADN en el citado plasmido.

C) PCR de colonias: Esta técnica permite la amplificacion directa de secuencias

genéticas a partir de colonias bacterianas sin necesidad del aislamiento previo del ADN.
Su uso en este trabajo tuvo como fin la identificacion de clones portadores de las
secuencias de interés y replicacion de genes de E. coli (EcacpS).

Las condiciones de la mezcla de reaccion y amplificacion fueron las mismas que
en los apartados anteriores (A y B), utilizando uno u otro, dependiendo de la fiabilidad
con la que se deseara obtener el ADN. Aun asi, en todas ellos se seguian las siguientes
salvedades:

I- EI ADN molde se sustituy6 por 0,5 pl de una muestra de 20 ul de H,O, donde se
habia resuspendido la colonia a analizar.

I1- El paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C o0 98 °C se realiz6 durante 5 min.

3.2.6 Estudios de PCR en tiempo real (RT-gPCR).

3.2.6.1 Preparacion de las muestras.

Se recolectaron tejidos de raiz, hoja, tallo, semillas a 12, 15, 20, 25 y 30 DDF
(dias después de la floracion), ademés de cotiledon 2, 5y 7 DDI (dias despues de la
imbibicion), siendo congelados inmediatamente usando nitrogeno liquido. EI ARNm
total fue aislado segun el protocolo descrito en el apartado 3.2.1 de Materiales y
Métodos. Se eliminaron posibles residuos de ADN empleando el kit DNA-free
(Ambion®). Para cada reaccion de transcripcion, se cuantificaron los ARN en un
nanodrop (ThermoScientific, EEUU) y se utilizaron 1-5 pg de ARN total, oligo(dT) y
SuperScript 11 transcriptasa inversa (Amersham biosciences, EEUU) fue adicionado
para la sintesis del ADNc, permitiendo la reaccion durante 1 h a 37 °C. Finalmente se

almacenaron las muestras a -20 °C.
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3.2.6.2 Método utilizado.

Los experimentos se llevaron a cabo mediante la combinacion de PCR junto con
técnicas de fluorescencia. La PCR a tiempo real permite monitorizar el avance de las
reacciones de PCR siguiendo su desarrollo ciclo a ciclo (Heid et al., 1996; Bustin et al.,
2002).

Durante el proceso de la PCR la reaccion pasa por dos fases distintas. Una
primera fase donde tiene lugar un incremento exponencial de las moléculas de ADN, en
la que una mayor cantidad de ADN molde implica una mayor produccion de copias. Y
una segunda fase, en la que la reaccion alcanza una fase estacionaria en la que los
componentes de la mezcla de reaccion comienzan a ser limitantes, los inhibidores de la
reaccion se acumulan y la polimerasa pierde actividad.

El incremento en la emision de fluorescencia (ARn) que tiene lugar durante el
transcurso de la reaccion esta directamente relacionado con el incremento en la
amplificacion de la secuencia diana. Cuando este incremento es expresado frente al
namero de ciclos se obtiene una curva de amplificacién. ElI parametro CU (ciclo
umbral) se define como el ciclo en el cual la sefial de fluorescencia cruza la linea base.
En este punto CU, la reaccion se encuentra en fase exponencial, existiendo relacion
lineal entre el logaritmo de cambio de fluorescencia y el nimero de ciclos. Cuanto
mayor es la cantidad de ADN molde de partida menos ciclos son necesarios para que el
producto de reaccion se acumule y pueda ser detectado y, por tanto, mas rapido se
alcanza el CU. Asi, dicho parametro nos permite cuantificar el ADN presente en la
muestra y realizar una estimacion del nivel de expresion del gen.

Como método de generacion de fluorescencia se empled Platinum SyberGreen®
(Invitrogen, California) en un MJ Mini Opticon Personal Thermal Cycler (Bio-Rad,
EEUU). La fluorescencia de este reactivo se ve incrementada cuando se une al surco
menor del ADN de doble cadena generado en la PCR. La diferenciacion entre productos
especificos y no especificos se logra mediante la representacion de la fluorescencia en
funcién de la temperatura, generando una curva de fusién para cada producto de
amplificacion. Asi, cada producto posee un pico de fusion caracteristico en funcién de
su composicion nucleotidica, que permite distinguirlo de posibles artefactos generados

durante el proceso.
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El estudio de la expresion de cada uno de los genes fue realizado mediante la
amplificacion de una regidén concreta de los mismos, de unas 100 pb, utilizando
cebadores especificos. Estos cebadores tuvieron un tamafio entre 15 y 20 pb, y su
porcentaje de G+C menor al 70 % (Tabla 11).

Oligonucleotidos Secuencia

ACP-1F-cuant
ACP-1R-cuant

5-AACCCTGATCTCTCCTCCAC-3
5 -CGTGGAAAAAGTTTGTGACATTGTTAA-3

ACP-2F-cuant
ACP-2R-cuant

5-ACCTTCATGCCAATGCCTGG-3
5-TAGACAAGGTTTGCAACATAGTGAG-3’

ACP-3F-cuant
ACP-3R-cuant

5-TTCATGCCCTCTCTTTCATGCCAT-3
5-CACGCTTCCGGGTTTGCTGT-3

LACS-1Fcuant
LACS-1Rcuant

5-GAGTGCATATGTAGTTGGTGTCTTGG-3
5-GTTTCGATCCCGGCCCATGC-3

LACS-2Fcuant
LACS-2Rcuant

5-GGATGTTGGGGGATCCTTGTC-3
5-CACCGCCAACTTCAACTGGAAC-3

ACBP1F(RT) 5-CCAATCAATCACCGGCGTCC-3
ACBP1R(RT) 5-GTTGCCAGTCGAACATTGTG-3"
ACBP4F(RT) 5-CGATCTGATCTGATCTAATCCG-3
ACBP4R(RT) 5-GGGCATAAAGCAAGAGAGCG-3
ACBPG6F(RT)2 5-CTTTCGTCACGAAATGGGTTTG-3
ACBP6R(RT)2 5-CGGTCGGTGTTCACCGGT-3

Tabla 11. Secuencias de oligonucledtidos utilizados en la RT-gPCR realizados en esta tesis. ACP
(proteinas de unién a los grupos acilos), HaLACS (acil CoA sintetasa), HAaACBP (proteinas de unién a

los acil-CoA).

El tratamiento de datos se realiz6 mediante cuantificacion relativa, donde los
valores de CU de los genes a estudiar son relativizados a los CU de un gen calibrador
que tiene unos niveles de expresion constantes en girasol (Sanchez-Garcia et al., 2010).
El gen calibrador usado en nuestro estudio ha sido el de la actina de girasol (GenBank
FJ487620).
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El procedimiento a seguir fue el siguiente. Se realizaron diluciones del ADNc
sintetizado a partir de 1 pg de ARN para uno de los tejidos, en este caso se utilizaron las
muestras de semilla 15 DDF. A su vez también se realiz6 para el gen calibrador, la
actina, obteniéndose una recta de calibrado para cada gen. Con ello se conseguia una
mayor fiabilidad de los datos calculados a partir de las curvas de fusion, indicando la
especificidad de los oligonucle6tidos disefiados.

A continuacion, se realizaron las PCR a tiempo real de los genes objeto de
estudio y del gen calibrador. Tras ajustar los datos de CU obtenidos a partir de sus
rectas de calibrado, los valores del gen calibrador seran tomados como referencia y los
datos de CU de los genes en estudio seran relativizados al gen calibrador siguiendo el
método del doble incremento de CU de Livak (Livak et al., 2001).

3.2.7 Analisis del ADN.

3.2.7.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

La separacion de los fragmentos de ADN se llevaba a cabo mediante electroforesis
en geles de agarosa, segun se describe en Sambrook et al., (1989). Los geles se
preparaban en tampon TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM pH 8,0). La
concentracion de agarosa (p/v) en los geles variaba entre el 0,7 % (para la separacion de
bandas de tamafios mayores o iguales a 1 kb) y el 1,5 % para bandas de menor tamafio.
Antes de ser sometidas a electroforesis, las muestras se suplementaban con 1/5 del
volumen de tampdn de carga de ADN 6X DNA loading (ThermoScientific, EEUU). Para
determinar el tamafio de los fragmentos de ADN se emplearon los marcadores de peso
molecular: GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, y MassRuler™ ADN Ladder Mix,
suministrados por la casa comercial Fermentas (Massachussetts). Las electroforesis se
llevaron a cabo en un aparato horizontal ECPS 3000/150 suministrado por BioRad
(EEUU), aplicando diferencias de potencial entre 80 y 120 V.

Para la deteccion del ADN en los geles y su visualizacion, se afiadieron durante la
preparacion del gel 0,5 ng/ml de bromuro de etidio (BrEt) (Sigma, Alemania). La
visualizacion de los geles y el almacenamiento de las imagenes se llevd a cabo con un
transiluminador de luz ultravioleta Chemi Genius® Bio-Imaging System (Syngene, India)

conectado con un ordenador personal con el programa GeneSnap de Syngene (India).
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3.2.7.2 Purificacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa.

Por regla general los productos de PCR o reacciones de restriccion (Materiales y
Métodos 3.2.5 y 3.2.8) fueron separados por electroforesis en gel de agarosa, tal y como
se describe en los Materiales y Métodos 3.2.7.1. Las bandas de interés se cortaron con
un bisturi estéril, siendo el ADN extraido a continuacion utilizando el kit NucleoSpin®

Extract (Macherey-Hagel, Holanda), siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.2.8. Digestion de ADN usando endonucleasas de restriccion.

Las endonucleasas fueron suministradas por New England Biolabs (Reino Unido)
y Amersham-Pharmacia (Reino Unido). Las reacciones se llevaron a cabo en un
volumen de 20 pl, segun las recomendaciones del fabricante, en el tampon suministrado
con cada enzima. Las digestiones con dos enzimas de restriccion se realizaron en un
tampon compatible de la misma casa comercial. Cuando era requerido, las enzimas eran

inactivadas incubandolas durante 15 min a 65 °C.

3.2.9 Defosforilacion de extremos 5 del ADN.

Para realizar ligaciones de fragmentos de ADN con extremos romos fue necesaria
la desfosforilacion de los extremos del plasmido sobre el que iba a realizarse la ligacion,
con el fin de aumentar la eficiencia de la misma. Para ello, se empleaba una preparacién
de plésmido obtenida segun el protocolo de digestion descrito en el apartado de
Materiales y Métodos 3.2.8, con la salvedad de que, en el paso final, el ADN se
resuspendia en agua MilliQ. Una fraccion de 1 pg del plasmido se sometia a restriccién
con la enzima deseada, en un volumen final de 40 pl. Una vez la digestion era completa,
a esta mezcla de reaccion se le afiadian 6 U de fosfatasa alcalina de intestino de ternera
(Promega, Wisconsin), 5 ul de tampon 10 X comercial y agua MilliQ, hasta un volumen
final de 50 pl. Se incubaron durante 30 min a 37 °C. A continuacién, la mezcla de
reaccion se suplementaba con EDTA 200 mM pH 8,0 y se incubaba durante 15 min a 65
°C para la inactivacion de la enzima. Finalmente, el ADN se purifico utilizando el kit
NucleoSpin® Extract (Macherey-Hagel, Holanda) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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3.2.10 Ligacion de fragmentos de ADN.

La ligacion de fragmentos de ADN se realizaba mezclando preparaciones de los
fragmentos de PCR previamente purificados y el correspondiente plasmido e incubando
en presencia de la DNA Ligasa T4 (Fermentas, EEUU), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las ligaciones se llevaban a cabo en un volumen final de 20 pl del tampdn
comercial de la enzima 10X suministrado por los fabricantes. Para calcular la cantidad
apropiada de inserto (producto de PCR) a incluir en la reaccion de ligacion, se usd la

siguiente férmula:

ng de vectorx Kb deinserto
Kb del vector

x proporcion inserto/vector = ng de inserto

Los plasmidos utilizados se muestran en la Tabla 12.

Plasmido Caracteristicas Organismo Casa comercial
pPMBL-T® Vector clonacion  E. coli -
L Dominion
y secuenciacion
pQE80 Vector expresion  E. coli Qiagen
pGEX Vector expresion  E. coli GE Healthcare

pUC18-GFP Vector expresion  Células de tabaco BY-2 *l
pUC18-Cherry  Vector expresion  Células de tabaco BY-2 1

pSal3 Vector expresion  E. coli, A. tumefacien *2

Tabla 12. Plasmidos utilizados en este trabajo. *' Plasmido cedido por el profesor Robert Mullen
(Universidad de Guelph, Canada), **Plasmido cedidos por la Profesora Mee-Len Chye (Universidad de
Hong Kong, China).

En el caso del plasmido pMBL-T Easy Vector (Dominion, Espafia) este lleva unas
colas de deoxitimina de cadena simple en sus extremos 3’, en el lugar de insercion. Estas
colas aumentan la eficiencia de ligacion para productos de PCR, previniendo la
recirculacion del vector y proporcionando colas compatibles a las generadas en la PCR
por las Taq polimerasas termoestables usadas, ya que, estas Tag polimerasas afiaden
deoxiadenina al extremo 3’ de los fragmentos amplificados. La ligacion en este plasmido
se realiz6 a 22 °C durante 1 h, en una mezcla de reaccion que contenia 30 mM Tris-HCI
pH 7,8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, PEG al 5 %, 55 ng de vector, 3 U de

ligasa T4 (Dominion, Espafia) y una cantidad apropiada del inserto de ADN.
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La ligacion en los demas plasmidos (pQE80, pGEX, pUC18, pSal3) se realizd a 22
°C durante 5 h, en una mezcla de reaccion que contenia 40 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, 400 ng de vector y 2 U de ligasa de T4 (Fermentas,
Wisconsin) y una cantidad apropiada del inserto de ADN (40 — 80 ng). La enzima se

inactivo al incubar durante 10 min a 65 °C.

3.2.11 Transferencia de ADN (Southern blot).

3.2.11.1 Aislamiento de ADN gendémico.

El aislamiento de ADN gendmico se llevo a cabo siguiendo el método de Murray
y Thompson (1980). Se tomaron 2,5 g de hojas frescas de la planta a estudiar.
Réapidamente se congelaron con nitrégeno liquido y se trituraron con un mortero y maza
esteril. Al tejido se afiadieron 5 ml de la solucién 2 x CTAB (0,1 M Tris pH 8,8, 2 %
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA), con 50 pg/ml de
ARNasa afiadidos en el momento de la preparacion. La mezcla se incubd a 65 °C
durante 20 min, se afiadieron 5 ml de CHCI; (Merk, Alemania) y se agito
vigorosamente. Tras 2 min de centrifugacion a 15.000 x g se afiadieron 5 ml de
isopropanol, mezclando inmediatamente e incubando 1-2 min a temperatura ambiente.
Tras una nueva centrifugacion de 5 min a 15.000 x g se aprecid un precipitado
amarillento de ADN. A continuacion, se lavo el precipitado con un 70 % de etanol, y se
dejo secar en campana tras desechar el sobrenadante. Una vez seco, el pellet se
resuspendio en 875 pl de agua, obteniéndose hasta 2 mg de ADN por preparacion.

3.2.11.2 Preparacion y separacion de las muestras.

Las muestras de ADN gendmico (15 pg) fueron digeridas con diferentes enzimas
de restriccion (Materiales y Métodos 3.2.8) y separadas por electroforesis en geles de
agarosa al 0,8 % a 80 V durante 3-4 h (Materiales y Métodos 3.2.7.1). Una vez obtenida
la separacién en el gel, se tomaron imagenes del gel mismo en presencia de un marcador
de peso molecular. De esa manera, se pretende tener una medida exacta de a que tamafio

pertenecen las bandas radiactivas que se detectaran posteriormente.
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3.2.11.3 Transferencia de fragmentos de ADN.

A continuacion el gel fue sumergido en una solucion 250 mM HCI durante 30 min
con agitacion suave. Con ello se desnaturaliza el ADN para facilitar la transferencia de
los fragmentos de mayor tamafio. Después de tres lavados con agua destilada, el gel fue
montado sobre un soporte cubierto con papel de filtro Whatman de 3 mm. El papel de
filtro se encontraba en contacto con el tampon de transferencia 0,4 N NaOH contenido
en una cubeta bajo el soporte del papel de filtro. Sobre el gel se colocé una membrana
de transferencia de nylon Hybond-N+ (GE Healthcare, Reino Unido) sobre la cual se
montaron papeles Whatman de 3 mm y capas de papel absorbente presionados por un
peso. La transferencia se llevd a cabo durante 24 h pasando el ADN desde el gel a la
membrana de nylon por capilaridad en condiciones alcalinas. Tras desmontar el sistema
y marcar la membrana, se procedié a su lavado en tampén SSC 2X (3M NacCl, 0,3 M
Citrato sodico pH 7,0 ajustado con NaOH) y a su secado en campana sobre papel de
aluminio.

3.2.11.4 Marcaje radiactivo de sondas de ADN.

Las sondas de ADN especifico de los genes a estudiar (Tabla 13) fueron
marcadas con [0->’P]dCTP siguiendo las instrucciones del kit “Ready to go” de
Pharmacia, (EEUU). En él se utiliza una mezcla de reaccion liofilizada que contiene
dATP, dGTP, dTTP, 4-8 U del fragmento Klenow de la ADN polimerasa y una mezcla
de oligodesoxirribunucleétidos de secuencia aleatoria. EI ADN a marcar (25-50 ng),
previamente desnaturalizado, se afiadié a la mezcla anterior disuelta en agua y, tras
suplementar con [a-*’P]dCTP (3.000 Ci/mmol), se incubé 30 min a 37 °C. Los
nucleodtidos no incorporados fueron eliminados filtrando la muestra a través de una

columna de Sephadex G-50.

) ) ) Tamarno del
Oligonucleotido Secuencia o
amplicon (pb)
LACS-1AF(2) 5 -CGAGACGGAGGTTACTACCG-3
1570
LACS-1R(pET) 5 -GCATATGTCAAGAAAGATAAAACT-3
LACS-2BF(2) 5 -GGGACGGAATAGTCCGGTTTAAGC-3
1080

LACS-2ER(2) 5-CTCAAGGCAACCGTCTTTATGG-3’

Tablal3. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de sondas para los estudios de southern blot.
LACS (acil CoA sintetasa).
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3.2.11.5 Hibridacion de los fragmentos de ADN.

La hibridacion con sondas radiactivas al ADN fijado en membranas de nylon se
llevo a cabo utilizando como disolucion de prehibridacion e hibridacion el tampén
SSPE 5 x (0,2 mM K;HPO4/KH,PO,4 pH 7,2, ImM EDTA). Tras 2-4 h de incubacion
del filtro (prehibridacion) a 65 °C se afiadié la sonda de ADN marcada radiactivamente
y desnaturalizada mediante incubacién a 100 °C durante 10 min seguida de enfriamiento
inmediato en hielo. Tras incubar durante 14-16 h a 65 °C, la membrana se lavo dos
veces manteniendola durante 15 min cada vez en una disolucién que contenia SSPE 2X
y 0,1 % (p/v) SDS, y una vez durante 15 min en una disolucion que contenia SSPE 1X y
0,1 % (p/v) SDS. Todos los lavados se realizaron a 65 °C. Las imégenes de los filtros
radioactivos fueron obtenidas y cuantificadas usando un Cyclone TM Storage Phosphor
System (PerkinElmer, EEUU) y el Optiquant TM image analysis software (Packard,
EEUU). Las imagenes obtenidas fueron comparadas con la fotografia del gel tefiido con

BrEt para averiguar los tamarios de las bandas encontradas.

3.2.12 Analisis de las secuencias de ADN.

La secuenciacion de insertos clonados en vectores fue llevada a cabo en los
laboratorios Secugen, S.A. (Madrid, Espafia). Las secuencias remitidas fueron
identificadas mediante homologia con secuencias conocidas utilizando el programa
BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tools) del NCBI (Nacional Center for
Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

El alineamiento de secuencias de aa se llevo a cabo utilizando el programa
informético ClustalX v1.8 (Thompson et al., 1997) y la construccién de arboles
filogenéticos mediante el uso del programa MEGAS5 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis). Asimismo, el paquete informatico Seqtools 8.4 (Python™) aportd numerosas
herramientas para manejar las secuencias como la busqueda de marcos abiertos de lectura

(ORF) o la traduccién de las secuencias de los nucleétidos a aminoacidos.
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3.3 ANALISIS Y PURIFICACION DE PROTEINAS.

3.3.1 Modelado tridimensional de las proteinas.

A partir de modelos estructurales pertenecientes a proteinas homologas descritos
en la base de datos de estructuras tridimensionales de proteinas RCSB PDB (Berman et
al., 2000) y mediante el uso de la secuencia de aa codificada en los ARNm clonados se
model6 la estructura secundaria de diferentes proteinas utilizando el servidor Swiss
Model (http://swissmodel.expasy.org/; Schwede et al., 2003). Las estructuras obtenidas

fueron visualizadas utilizando el programa Swiss-PDBViewer (Guex y Peitsch, 1997).

3.3.2 Purificacion de proteinas recombinantes en columnas de
NTA-niquel.

Las células de E. coli conteniendo plasmidos recombinantes adecuados para la
expresion de proteinas con cola de polihistidina pQE80 fueron crecidas con agitacion
constante a 37 °C en 200 ml medio LB con el antibidtico correspondiente (ampicilina y
cloranfenicol). Las células fueron inducidas a DOgy 0,4-0,5 con isopropil-p-D-
tiogalactopiranosido (IPTG), y crecidas durante 6 h a 37 °C. A continuacion fueron
recogidas mediante centrifugacion durante 15 min a 3.220 x g. El pellet bacteriano se
resuspendio en 4 ml de tampodn de rotura (50 mM NaH,PO, pH 7,5, 300 mM NacCl, 10
mM Imidazol) enfriado en hielo y se sometid a un tratamiento con ultrasonidos durante
5 periodos de 15 s con un sonicador Branson modelo B12 (Dinamarca) manteniendo la
muestra en un bafio con hielo. Los periodos de rotura fueron alternados con otros de
igual duracion, en los que cesaba el tratamiento, evitando el excesivo calentamiento. La
frecuencia de los ultrasonidos fue de 20 KHz a una potencia de 75W. Una vez
concluido el tratamiento de rotura el homogenado resultante se sometio a centrifugacion
a 4 °C durante 45 min, 12.000 x g. El sobrenadante asi obtenido constituy¢ la fraccion
soluble (FS).

Un volumen de 5 ml de la FS se filtro a través de membranas de 0,45 um, se
mezclé con 1 ml de sefarosa Ni-NTA (Bio-Rad Poly-prep chromatography columns) y
se sometio a agitacion continua en un agitador rotatorio (Cole Parmer Instrument

Company Model 7637-109) durante 20 min para permitir la unién de la proteina a la
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fase fija. Tras ello se vacid el contenido liquido de la columna y se afiadieron otros 6 ml
de solucion de lavado (50 mM NaH,PO,4 pH 7,5, 300 mM NaCl, 30 mM imidazol). A
continuacion la columna se volvio a someter a agitacion durante 10 min. Tras eluir la
solucion de lavado, se enjuago la pared 2 veces con 1 ml de esta misma solucion para
asegurar que toda la matriz quedara empaquetada en el fondo y se eliminara toda la
proteina que no se ha unido a la misma. A continuacion, se afiadieron 2 ml de solucién
de elucion (50 mM NaH,PO, pH 7,5, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol) a la columna,
recogiéndose cuatro fracciones de 500 ul en tubos eppendorf hasta drenar la columna
por completo. La matriz se regeneré con 5 ml de H,O y se conservé a 4 °C en 4 ml de
etanol al 20 % para posteriores usos.

La concentracion de proteinas de las fracciones purificadas fue determinada
mediante el método de Bradford (1976), usando el reactivo de ensayo de proteinas de
Bio-Rad (EEUU) y la albumina de suero bovino como proteina estandar (Materiales y
Métodos 3.3.7).

Puesto que el imidazol puede ocasionar la precipitacion de ciertas proteinas, este
se elimin6 mediante el uso de tubos concentradores de Amicon Ultra (Merck Millipore,
3, 10 o 30 kDa, dependiendo del tamafio de la proteina, Alemania) aplicando varias
etapas de centrifugacion a 2.810 x g y resuspension de la proteina concentrada. Con ello
se minimizo la concentracion de imidazol en la muestra y se cambi6 el tampon final si
procede, por otro mas apropiado para los ensayos de caracterizacion. Las fracciones

purificadas se conservaron a -20 °C después de la adicion de 50 % (v/v) de glicerol.

3.3.3 Purificacion de proteinas recombinantes en columnas de

GST-agarosa.

Este procedimiento se utilizd para expresar las ACP de girasol, las cuales
resultaban toxicas para E. coli (Schaeffer, et al., 2001). Se baso en la expresion de una
construccidn que producia una proteina hibrida, conteniendo la proteina deseada unida a
través de un péptido digerible por trombina a la glutation-S-transferasa (GST), una
proteina voluminosa que se expresa a altos niveles en la fraccion soluble de la bacteria.
A continuacion, la proteina hibrida se purifico en una columna de afinidad y se obtuvo

la proteina de interés mediante digestion con trombina.
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Las bacterias recombinantes expresando el vector pGEX (GE Healthcare Bio-
sciences, Sweden) con el inserto codificante de la proteina objetivo se procesaron de
manera similar a la descrita en el apartado 3.3.5 de Materiales y Meétodos,
modificandose Unicamente el tampon de rotura utilizado. En este caso se resuspendio el
pellet bacteriano en 4 ml tampon PBS (140 M NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NayHPO,,
1,8 mM KH,PO, pH 7,4). El proceso de purificacion se inicia mezclando todo el
volumen de la FS resultante de la lisis de las bacterias con 1 ml de matriz agarosa
glutation-S-transferasa GST-Agarose (Biontex). La columna preparada se coloco en un
agitador rotatorio (Cole Parmer Instrument Company Model 7637-109) durante 1 h.
Tras ello se vacié el contenido liquido de la columna y se dejé sedimentar la matriz en
el fondo. A continuacion se afiadieron otros 6 ml de tampon PBS 1X para eliminar las
proteinas que no habian sido unidas a la matriz de agarosa. A continuacion, se afiadieron
4 ml de solucion PBS con 10 U de trombina (Sigma-Aldrich, Alemania) y se coloco la
columna en el agitador rotatorio durante 1 h més. En este paso se liberan las ACP de
girasol del residuo de GST adicionado en el extremo N-terminal de las mismas. Las
ACP liberadas fueron pues eluidas con los 4 ml de tampén afiadido y con los otros 2 ml
de tampon de lavado. La trombina fue finalmente separada de las ACP empleando
unidades de ultrafiltracion Amicon-3 kDa (Merck Millipore, Alemania) y fueron
almacenadas a -80 °C tal y como se describe en el apartado anterior.

Tras la elucion de la proteina se regener6 la matriz afiadiendo un segundo tampon
de elucion (10 mM glutation reducido, 50 mM Tris-HCI pH 8,0), dejando de nuevo la
columna durante 1 h en el agitador rotatorio. La columna se regener6 con 6 ml de (100
mM tris-HCI pH 8,5, 0,5 M NaCl), seguido de otros 6 ml (100 mM AcNa pH 4,5, 0,5 M
NaCl). Al final la matriz se conservo a 4 °C en 4 ml de etanol al 20 % para posteriores

usos.

3.3.4 Aislamiento de fraccion membranosa para los ensayos HaL ACS.

Las construcciones HaLACS-pQES80 fueron clonadas en la estirpe K27 de E. coli
deficiente en actividad acil-CoA sintetasa (Shockey et al, 2002). Se produjeron cultivos
a partir de colonias aisladas que se crecieron toda la noche y se emplearon para inocular
1 L de médio LB con 100 pg/ml ampicilina a ODggo = 0,1. Este cultivo se dejé incubar

hasta alcanzar DOgg = 0,6 y se indujo con 0,7 mM IPTG. El cultivo se mantuvo toda la
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noche a 200 rpm y 37 °C. Al dia siguiente se recolectaron las células por centrifugacion
a 4.000 x g durante 15 min. El pellet se resuspendié en 10 ml de 50 mM Tris pH 8,0, 1
mg/ml lisozima, 0,1 mg/ml DNAse, 5mM DTT y se dejo durante 30 min en hielo, luego
se procedié a romper las células mediante sonicacion en hielo, con un sonicador
Branson Models SLPe (Thomas Scientific), aplicando 10 pulsos de sonicacién de 20 s
cada uno, dejando entre cada pulso 20 s reposando en hielo. El lisado de bacterias fue
centrifugado a 20.000 x g durante 40 min y el sobrenadante resultante fue de nuevo
centrifugado a 100.000 x g durante 2 h. El pellet conteniendo la fraccion membranosa
donde se encuentra la proteina, fue resuspendido en 50 mM Tris pH 8,0, 5 mM EDTA,

5mM DTT y almacenado a -80 °C para su posterior uso en los ensayos enzimaticos.

3.3.5 Electroforesis de proteinas.

3.3.5.1 Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida.

3.3.5.1.1 Preparacion de las muestras.

Cuando fue necesario, las muestras proteicas se concentraron utilizando los filtros
Amicon 3 kDa (Merck Millipore, Alemania). Tal y como indica el fabricante, se
centrifugaron en los concentradores a 4.000 x g durante 20 min y se recuperd la
muestra concentrada.

Las muestras se suplementaban con 0,5 volimenes de tampon de carga 2 X
compuesto por 0,25 M Tris-HCI pH 6,8, dodecil sulfato sddico (SDS) al 4 % (p/v),
sacarosa al 27 % (p/v), glicina al 0,3 % (p/v), azul de bromofenol al 0,1 % (p/v) y
B-mercaptoetanol al 10 % (p/v). Posteriormente, las proteinas se desnaturalizaron al
calentar la mezcla de 5a 10 mina 80 — 90 °C.

3.3.5.1.2 Condiciones electroforéticas.

Las separaciones analiticas mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes se realizaron en geles de poliacrilamida NuPage® Novex Bis-Tris
Gels 4-12 % gradient (Invitrogen, EE.UU) o Mini-PROTEAN TGX Gel (Bio-Rad,
EEUU), siendo el gel de separacion al 12 % (p/v) y el de empaquetamiento al 4 %
(p/v), basado en el sistema de Laemmli (1970). En los estudios realizados sobre las
ACBP, los geles fueron preparados manualmente en el laboratorio de la Facultad de
Biologia en la Universidad de Hong Kong (estancia predoctoral). En este caso, el gel
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separador se preparaba a la concentracion adecuada de acrilamida, con SDS al 0,1 %
(p/v) en tampon 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, y el de empaquetamiento de las muestras se
preparaba al 5 % de acrilamida con SDS al 0,1 % (p/v) en tampén 0,5 M Tris-HCI pH
6,8. Los geles se polimerizaban con persulfato amonico (APS) al 0,05 % (p/v), usando
como agente catalizador N,N,N",N"-Tetrametiletilendiamina (TEMED) al 0,07 % (v/v).
La electroforesis se llevd a cabo a un voltaje de entre 80 y 175 V en una cubeta XCell Il
mini-Cell Novex (Invitrogen, California).

3.3.5.1.3 Método de tincion de las proteinas.

Una vez terminada la electroforesis, las proteinas fueron fijadas y tefiidas con una
disolucion de 4&cido acético/metanol/agua (8:20:72 v/viv) al 0,5 % (p/v) de
Coomassie™ Brilliant Blue G (Sigma-Aldrich, Alemania). Los geles se lavaron a
continuacion con una solucién acido acético/metanol/agua (8:20:72 v/v/v) para retirar
el exceso de colorante.

La determinacién de los pesos moleculares de las proteinas se realizé para cada
gel mediante rectas de calibrado en las que se representaron las movilidades relativas de
las proteinas frente a los logaritmos de sus pesos moleculares. Como patron se utilizd,
generalmente, un kit de proteinas de bajo peso molecular compuesto por fosforilasa b
(94,0 kDa), albumina de suero bovino (66,0 kDa), ovoalbimina (45,0 kDa), anhidrasa
carbonica (30,0 kDa), inhibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) y a-lactoalbumina (14,4
kDa) (Bio-Rad, EEUU). En el caso de los geles que se iban a transferir a membrana se
utilizé un patron de proteinas SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder
(Fermentas, Massachussetts) con péptidos con los siguientes pesos moleculares de 10
kDa, 17k Da, 26 kDa, 34k Da, 42k Da, 52 kDa, 72 kDa, 95 kDa, 135 kDa y 260 kDa.

3.3.5.1.4 Purificacion y anélisis de proteinas.

Cuando fue necesario, se extrajeron proteinas de los geles desnaturalizantes.
Para ello, se utilizaron columnas de tamafio Nanosep® Centrifugal Devices (PALL
Corporation). Se desarrollaron dos geles en paralelo, usando uno como control y el otro
para cortar el gel y extraer la proteina. EI marcador utilizado fue el SpectraTM
Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas, EEUU). Una vez obtenido el
fragmento de gel que contenia la proteina se corto en trozos pequefios y se coloco en el
interior de la columna. Se afiadi6é tampon de elucion (250 mM Tris-HCI, 0,1 % (p/v)

SDS), y se calent6 la muestra a 50 °C durante 2 min con agitacion en vortex antes de
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centrifugar durante 20 min a 13.000 x g. Este paso se realizo tres veces y las fracciones
eluidas se dializaron y concentraron en filtros Amicon (Merk, Alemania),

conservandose a 4 °C en el correspondiente tampon de reaccion.

3.3.5.2 Electroforesis de proteinas en condiciones nativas.

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes,
denominada PAGE nativa, permite la separacion analitica de las proteinas en su estado
conformacional nativo, siendo la migracion en el gel dependiente no sélo de la masa

molecular sino también de su carga.

3.3.5.2.1 Preparacion de las muestras.

La separacion analitica de las formas apo y holo de las ACP de girasol se realizd
mediante PAGE nativa. Las electroforesis nativas se llevaron a cabo segln el sistema
discontinuo descrito por Davis (1964) con las modificaciones incluidas por Rock et al.
(1981) y Jackowski y Rock (1983). Para ello, el gel de separacion se preparo al 20 % de
acrilamida (acrilamida:bis-acrilamida 29:1) en tampon 0,375 M Tris-HCI pH 9,0, 1 mM
EDTA. El gel de empaquetamiento, al 5 % de acrilamida, contenia 0,125 M Tris-HCI
pH 6,8, 1 mM EDTA. Los geles se polimerizaron con APS al 0,2 % (p/v) usando
TEMED 0,1 % como agente catalizador. Antes de cargar, las muestras se suplementaron
con tampon de carga compuesto por 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, glicerol 10 % (v/v) y
azul de bromofenol 0,05 % (p/v). El tamafio de los geles era de 8x6 cm y 1,5 mm de
grosor. Las electroforesis se llevaron a cabo en un sistema Mini-Protean® Tetra Cell
(Bio-Rad, EEUU), a voltaje constante (100 V, 2,5 h) y 37 °C. Como tampdn de
electroforesis se utilizd una disolucion que contenia 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 1 mM
EDTA, 0,25 M glicina.

El marcador de peso molecular utilizado (NativeMark, Invitrogen, EE.UU) lo
constituian las siguientes proteinas: IgM hexamerica (1236 kDa), IgM pentamera (1048
kDa), apoferritina banda 1 (720 kDa), apoferritina banda 2 (480 kDa), B-ficoeritrina
(242 kDa), lactato deshidrogenasa (146 kDa), albumina de suero bovino (66 kDa) e
inhibidor de tripsina de soja (20 kDa).
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3.3.5.2.2 Meétodo de tincion de las proteinas.
El tefiido de los geles se realizé segin hemos descrito anteriormente (Materiales y
Métodos 3.3.8.3)

3.3.5.3 Western blot.

3.3.5.3.1 Electroforesis y transferencia de las proteinas.

Las proteinas previamente separadas mediante electroforesis SDS-PAGE
(Materiales y Métodos 3.3.5.1) fueron transferidas a membranas de fluoruro de
polivilideno (PVDF). Se partio de un gel de proteinas Mini-PROTEAN TGX Precast
Gels 4-15 % de poliacrilamida (Bio-Rad, EEUU), y mediante el Kit Trans-Blot®
Turbo™ Mini PVDF Transfer Pack (Bio-Rad, EEUU) fueron transferidas a la
membrana tal y como indica el fabricante, usando el programa Mixed MW de Trans-
Blot® Turbo™ Transfer Starter System (Bio-Rad, EEUU).

3.3.5.3.2 Bloqueo y deteccion de las proteinas.

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se introdujo en la solucion de
bloqueo PBS (1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPO,, 20 mM KH,PO4 pH 7,4)
con (5 % p/v de leche desnatada en polvo) y se someti6 a agitacion suave durante 1 h.
Pasado este tiempo se procedio a la retirada de la solucién de bloqueo y al posterior
lavado de la membrana con tampon TPBS (0,1 % v/v Tween 20 en PBS), realizandose
tres lavados de 10 min cada uno.

A continuacion se incub6 la membrana con el anticuerpo primario especifico para
cada reaccién. Se utiliz6 una dilucion entre 1/5000 6 1/1000 en tampon TPBS y se
incubd durante 2 h con agitacion suave. Después de retirar la disolucién de anticuerpo
primario, la membrana se lavd de la misma forma que se describié en el parrafo
anterior.

El siguiente paso consistid en la incubacion con el anticuerpo secundario (Anti-
Rabbit 1gG-Fragment Specific conjugado a la enzima peroxidasa, ThermoScientific,
EEUU). Se utiliz6 una dilucion 1/1000 en TPBS durante 1 h con agitacion suave. Tras
la incubacion, la membrana fue lavada tres veces durante 10 min con TPBS y

finalmente se mantuvo la membrana en PBS.
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Para su visualizacion se utilizo la reaccion de la peroxidasa de rabano (HPR)
unida al anticuerpo y la adicién del sustrato quimioluminiscente. Para ello se utilizo el
Kit SuperSignal West Dura Extented Duration Substrate de ThermoScientific (EEUU).
El revelado se hizo segun el protocolo del fabricante dejando la reaccion durante 1 min.
La reaccion se detecté en un transiluminador Chemi Genius® Bio-Imaging System
(Syngene, India) conectado con un ordenador personal con el programa GeneSnap de
Syngene. Debido a la reaccion oxidativa del luminol por la accion de la peroxidasa
anclada al anticuerpo secundario, aparecio una banda negra sobre la proteina a la que se
habia unido la combinacion de anticuerpo primario y secundario. Tras ello, se lavaron

los filtros con agua y se secaron.

3.3.6 Medidas espectrofotométricas.

Cuando fueron necesarias, las medidas de absorbancia de luz visible o ultravioleta
se realizaron en un espectrofotbmetro marca Ultrospec 3300pro (Amersham
Biosciences, EEUU).

3.3.7 Determinacion de la concentracion proteica.

El contenido de proteinas se determind mediante el ensayo de BCA, utilizando el
BCA Protein Assay Kit (Pierce, EE.UU.) o mediante el método de Lowry y
colaboradores (1951), utilizando el Lowry Reagent (Sigma-Aldrich, Alemania),
empledndose cantidades conocidas de BSA como patron para realizar las
correspondientes rectas de calibrado en ambos casos.

3.3.8 Medidas de pH.

El pH de las disoluciones se determind utilizando un pH-metro modelo pH900
(Eutech Instruments, Holanda).
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3.4 DETERMINACION DE ACTIVIDADES
ENZIMATICAS.

3.4.1 Determinacion de la actividad HaLACS.

La mezcla utilizada en los ensayos de LACS contenia 100 mM Bis-tris-propano
pH 7,6, 10 mM MgCl,, 5 mM ATP, 2,5 mM DTT, 1 mM CoA, 2 mM sal amdnica de
acido graso y 0,3 ug de fraccion membranosa de E. coli (Materiales y Métodos 3.3.7).
La reaccién enzimatica fue llevada a cabo a temperatura ambiente durante 30 min. Se
par6 la reaccion afiadiendo 100 pl de 10 % (v/v) &cido acético en isopropanol. A
continuacion, se afiadieron 20 nmoles de 17:0-CoA como patron interno y la mezcla fue
purificada mediante extraccion en cartuchos de extraccion en fase solida C8 (Analisis
Vinicos S.L., Espafia) como se describe a continuacion (Mangino et al., 1992). Antes de
aplicar la muestra, la columna se activo con 5 ml de metanol, 5 ml de agua y 5 ml de 10
mM KH,PO,. A continuacion se afiadio la muestra, realizando un lavado con 5 ml de 10
mM KH,PO,4:CH3CN (4:1, v/v). Los acil-CoA fueron eluidos de la columna con 2 ml de
10 mM KH2PO4:CH3CN (3:7, v/iv) y 2 ml de 10 mM KH,PO4:MeOH (3:1, v/v). Las dos
fracciones eluidas se recolectaron en un mismo tubo de vidrio que se evapor6 bajo N, a
60 °C. Los acil-CoA purificados fueron derivatizados como se describen en el apartado
de Materiales y Métodos 3.6.2 formando el acil-eteno derivado y analizados por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) como se describe en el apartado de
Materiales y Métodos 3.6.5, realizandose algunas variaciones en el gradiente de elucién.
En este caso la fase movil solo estaba formada por dos disoluciones, A y B. La
composicion de la fase movil fue: A, 0,25 % N,N,N-trietanolamina (TEA) 0,1 %
tetrahidrofurano (THF); B, 90 % acetonitrilo. El gradiente de elucion fue el siguiente:
0-8.5 min, (65 %A 35 %B a 20 %A 80 %B); 8.5-9min, (20 %A 80 %B a 65 %A 35
%B); 9-14min, (65 %A 35 %B a 65 %A 35 %B).

3.4.2 Caracterizacion de las HaACBP.

3.4.2.1 Estudio de afinidad por diferentes fosfolipidos.
La afinidad de las His-HaACBP por diferentes fosfolipidos se determind mediante
inmuno-ensayo segun el método descrito por Xiao et al. (2009) con algunas

modificaciones. Se unieron a una membrana de nitrocelulosa diferentes concentraciones
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de fosfolipidos y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h en oscuridad. Los
fosfolipidos anclados se bloguearon con una disolucién salina de tampén (PBS) al 5 %
de leche desnatada en polvo y se dejaron incubando durante 1 h con agitacion suave. Se
afiadié 1 pg/ml de proteina His-HaACBP purificada y se incubd con agitacion suave
durante 2 h maés. El filtro fue lavado tres veces con TPBS (0,1 % Tween 20 en PBS),
cada vez durante 10 min. A continuacion, se incub6 con el anticuerpo peroxidasa
(HRP)-conjugado-anti-(His)s (1:2000; Qiagen) durante 2 h a temperatura ambiente y
con agitacion suave. El filtro se lavo de nuevo tres veces con 20 ml de TPBS durante 10
min. La deteccion se realizo con el Kit ECL Western-Blotting Detection Kit (Amersham

Biosciences, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.2.2 Determinacion de la afinidad a los acil-CoA.

Los experimentos de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) se realizaron en
un equipo MicroCal iTCy system (MicroCal). Los acil-CoA (Avanti Polar Lipids,
Holanda) y las proteinas recombinantes usadas en estos ensayos se prepararon en un
tampon de union para ITC (50 mM KH,POy, 0,3 MM EDTA y 175 mM KCI, pH 7,6)
previamente desgasificado. Los ensayos se realizaron con 250 uM del acil-CoA
correspondiente, que se fue inyectando en el interior de la camara donde anteriormente
se habia afiadido un volumen de 200 uL de disolucion 12,5 uM de la proteina. Todo el
proceso se realizo a una temperatura constante de 30 °C. Se inyecté todo el volumen de
acil-CoA en intervalos de inyeccion de 1,5 ul cada 150 s. Los datos resultantes se
procesaron usando el programa Microcal ORIGIN software (OriginLab Corporation,
EEUU). Los parametros constantes de disociacion (Kg), constante estequiométrica,
entalpia (AH) y entropia (AS) fueron calculados mediante una regresion no linear a

partir de los datos obtenidos.

3.4.3 Sintesis de acil-ACP.

3.4.3.1 Activacion de los Apo-ACP.

La composicién del medio de reaccion de activacion de las ACP de girasol
consistio en 400 pg de apo-ACP en tampén 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 1 mM CoA, 5 mM
DTT, 10 mM MgCl,. A dicha mezcla de reaccion se afiadieron 200 nmoles de Ecacps,
incubandose durante 4 h a 37 °C.
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3.4.3.2 Preparacion de la sal amdnica de los acidos grasos.

Los 4&cidos [*H]palmitoleico, [1-“C]oleico, [1-“C]palmitico y [1-“C]estearico
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Reino Unido) fueron utilizados para
la sintesis de acil-ACP. Para ello fue preciso preparar primero sus sales amoénicas. Asi,
cantidades de 5-10 uCi de los acidos grasos radiactivos se transfirieron a tubos de metilar
evaporandose el solvente bajo corriente de nitrégeno. Los residuos se resuspendieron en
100 ul de etanol y se neutralizaron con 5 pl de hidroxido amoénico comercial. A
continuacion se evaporo el etanol afiadido y el residuo se resuspendio en 100 ul de 10 %
Triton X-100 libre de perdxidos (Sigma, Alemania), se agitd y se incubd a 50 °C durante
10 min. Finalmente, se determind en un contador de centelleo liquido (LS6500, Beckman
Coulter, Espafia) el nivel de radiactividad para calcular la cantidad de sal amonica de
cada &cido graso y poder estimar el ACP necesario para la sintesis de los acil-ACP

correspondientes.

3.4.3.3 Sintesis de acil-ACP radiactivos.

Los acil-ACP radiactivos se prepararon usando una acil-ACP sintetasa
recombinante de E. coli suministrada por el Dr. John Shanklin (Brookhaven National
Laboratory, EEUU). Las reacciones de acilacion contenian 50 ug de ACP, 660 MBeq
(aprox. 0,1 pmol) de la sal amonica del 4dcido graso marcado [1-14C], 5mM ATP, 2 mM
DTT, 4 mM LiCl,, 10 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 8,0 y 10 pg de la acil-ACP sintetasa
en un volumen final de 0,5 ml.

Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente, durante 3-4 h y los
acil-ACP se purificaron y concentraron por cromatografia de intercambio i6nico en
DEAE-sefarosa tal como describen Rock et al. (1979).

3.4.3.4 Cuantificacion de la radiactividad y determinacion de la concentracion

de los acil-ACP sintetizados.

Para medir la radiactividad presente en los acil-ACP sintetizados se utiliz6 un
contador de centelleo liquido (LS6500, Beckman Coultier, Espafia) previamente
calibrado. Para ello, se utilizaron viales de centelleo de polietileno de 5 ml de capacidad a
los que se les afiadié 3 ml de liquido de centelleo, Ecoscint™ H (National Diagnostics,
Hessle, Reino Unido). Despues de agitar fuertemente se cuantifico la radiactividad
durante 120 s.
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Las concentraciones de los acil-ACP se calcularon a partir de las radioactividades
especificas de los &cidos grasos empleados como sustrato, que estuvieron alrededor de
los 50 Ci/mol.

3.4.4 Estudio de actividad de HaFATSs sobre diferentes acil-ACP.

La actividad Fat se calculd midiendo la cantidad de acidos grasos libres liberados
tras la incubacion de [1-*C] acil-ACP con el correspondiente extracto enzimatico. El
medio de reaccion contenia 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 5 mM DTT, 0,2-12 pg de proteina
purificada (Materiales y Métodos 3.3.5) y como sustrato entre 0,02 a 0,08 nmol de acil-
ACP (30-170 Bq approx.), (Materiales y Métodos 3.4.3.3). La reaccion fue llevada a
cabo a temperatura ambiente durante 5 min y se par6 con la adicion de 250 pul 1 M de
acido acético en 2-propanol. Los acidos grasos no esterificados se extrajeron dos veces
en 300 pl de hexano y la radiactividad en la fase organica se determind por centelleo
liqguido (Materiales y Métodos 3.4.3.4). Los datos obtenidos de estos ensayos se

analizaron con el uso del programa OriginPro 8 (OriginLab Corporation, EEUU).

3.5 ESTUDIOS DE EXPRESION TRANSITORIA.

3.5.1 Expresion transitoria en células de tabaco BY-2.

Los genes que codificaban las proteinas a estudiar se clonaron en el plasmido
pUC18 (Materiales y Métodos 3.2.10), que permite unir a las proteinas expresadas la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein, GFP) o cherry (color rojo). Para
ello fueron amplificados empleando los oligonucleétidos que se muestran en la Tabla 14
y se clonaron como se describe en el apartado de Materiales y Métodos 3.2.3.2. En
todas las construcciones se elimind el codon de parada y la GFP fue anclada en el

extremo C-terminal de cada proteina.
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Oligonucleotidos Secuencia
LACS1-F 5-GCTAGCATGAGTGCATATGTAGTTG-3"
LACS1-R 5-GCTAGCAGAAAGATAAAACTTTGCCAGC-3
LACS2-F 5-GCTAGCATGGATGTTGGGGGAT-3
LACS2-R 5-GCTAGCACCATATAGCATTTGC-3
FATA-F 5-GCTAGCATGCTCTCCAGAGGTGTTC-3
FATA-R 5-GCTAGCTTTTTTTGCGGGTTTTTTCC-3"
FATB-F 5-GCTAGCATGGTAGCTATGAGTGCTAC-3
FATB-R 5-GCTAGCAACATTTCCAGCAGAGAAGTG-3
FATB-Fc 5-TTTATCAACCAATTGATGATGCTGGAATGG-3"
FATB-Rc 5-CCATTCCAGCATCATCAATTGGTTGATAAA-3

Tabla 14. Oligonucleétidos utilizados para los estudios de localizacion en los que se empled el plasmido
pUC18. LACS (acil-CoA sintetasa), FAT (acido graso tioesterasa).

3.5.1.1 Eliminacién de la region hidrofébica en la secuencia HaFatB.

La eliminacion del fragmento interno (region hidrofobica) de HaFatB se realizo
aplicando varios pasos de PCR (Materiales y Métodos 3.2.5.3). Este método consiste en
la replicacién de la secuencia mediante PCR con unos oligonucledtidos internos (Tabla
14) que eliminan la secuencia de la mencionada region hidrofobica (Figura 21). Se
pueden diferenciar dos etapas:

A) Una primera etapa que consiste en la replicacion mediante PCR de la
secuencia anterior (Figura 21, region 1) y posterior a la regién hidrofébica (Figura 21,
region 3). En esta etapa, tanto el oligonucleétido reverso (FATB-Rc) de la PCR-A como
el oligonucledtido directo (FATB-Fc) de la PCR-B son secuencias complementarias,

por lo que los fragmentos replicados presentan una zona comun de afinidad.

B) Se tomd una muestra de la PCR-A y PCR-B diluida 100 veces y se
amplifico con los oligonucleétidos directo (FATB-F) y reversos (FATB-R) del extremo
de la secuencia mediante una nueva PCR-C. En esta segunda etapa se lleva a cabo la
amplificacion del fragmento completo habiendo eliminado la region hidrofébica (Figura
21). La secuencia se clono en el plasmido pMBL-T y se secuencio para confirmar la
correcta pauta de lectura (Materiales y Métodos 3.2.12) antes de ser clonada en el

plasmido pUC18-Cherry.
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A) FATB-F FATB-Rc FATB-Fc FATB-R
S
PCR-A PCR-B
B) 1 FATB-R
3
1
FATB-F
PCR-C
1 3

Figura 21. Esquema de la eliminacién de la regidn hidrofébica de la secuencia HaFatB mediante PCR. 1.
Region anterior a la zona hidrofdbica. 2. Region hidrofébica. 3. Region posterior a la zona hidrofébica.
A) amplificacion de las secuencias 1 y 3 mediante dos PCR independientes. B) Amplificacion de la
secuencia completa sin la regién hidrofébica utilizando los oligonucleétidos de los extremos.

3.5.1.2 Transformacion de células BY-2 mediante biobalistica.

Las construcciones en pUC18 se usaron para transformar una suspension de
células de tabaco BY-2 (N. tabacum cv Bright Yellow-2). La transformacion se llevo a
cabo usando 5 pg del plasmido. Como control se utilizaron 2,5 pg de RFP (proteina
fluorescente roja) utilizada como control citosélico o Tic40-RFP (translocon a la
membrana interior del cloroplasto-RFP) utilizado como marcador de la membrana
plastidial (Heins et al., 2002). Las células se transformaron empleando la técnica de
biobalistica con bombardeo de particulas (biolistic particle delivery system-1000/HE,
Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Canada). La células transformadas se incubaron
durante 6 h en oscuridad permitiendo la expresion de la proteina, entonces se fijaron en
formaldehido, y se incubaron con 0,01 % (w/v) pectolidasa Y-23 (Kyowa Chemical
Products, Osaka, Japan). Mas tarde, las células se permeabilizaron con 0,3 % (v/v)
triton X-100 (Sigma-Aldrich, Alemania). En el caso de usar un marcador del reticulo
endoplasmatico, en este paso se afiadio Concanavalina A (ConA) (Tartakoff y Vasalli,
1983) a una concentracion final 5 pg/ml y se incubaron durante 20 min. Las células

tratadas se analizaron mediante microscopia confocal (Materiales y Métodos 3.5.3).
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3.5.2 Expresion transitoria en hoja de tabaco.

3.5.2.1 Construccidn de la secuencia gen-GFP.

Para el estudio de expresion transitoria en hojas se empled el plasmido pSal3
(Tabla 12). Dicho plasmido no afiadia la proteina que aporta la fluorescencia, por lo
tanto, la secuencia de la GFP se adiciond (Figura 22) al extremo N-terminal de las
secuencias HaACBP4 y HaACBP6 mediante técnicas de PCR (Materiales y Métodos
3.2.5.3):

A) Se amplificaron las secuencias con los oligonucle6tidos (Tabla 15)
ACBP4-F y ACBP4GFP-Ra para HaACBP4-GFP, ACBP6-F y ACBP6GFP-Ra para
HaACBP6-GFP, eliminado en ambos caso el codon de parada de traduccion. Ademas,
se amplifico por otro lado el gen que codifica a la proteina que aportaria la fluorescencia
con los oligonucleétidos ACBP4GFP-Fa y GFP-R para HaACBP4-GFP,
ACBP6GFP-Fa y GFP-R para HaACBP6-GFP (Figura 22).

B) Una vez amplificadas ambas secuencias, se tomaron como base para
levantar la secuencia completa HaACBP4-GFP con los oligonucleétidos ACBP4-F y
GFP-R, mientras que para la secuencia HaACBP6-GFP se utilizaron los
oligonuclettidos ACBP6-F y GFP-R. La secuencia se cloné en el plasmido pMBL-T y
se secuenciod para confirmar la correcta pauta de lectura (Materiales y Métodos 3.2.12)

antes de ser clonada en el plasmido pSal3.

76



Materiales y Métodos

A) ACBP-F ACBPGFP-Ra ACBPGFP-Fa GFP-R
—> G =) <=
HaACBP GEP
PCR-A l PCR-B
GFP
B
) HaACBP
—> &=
ACBP-F PCR-C GFP-R
HaACBP GFP

Figura 22. Esquema de la adiciéon del péptido GFP a la secuencia de HaACBP mediante PCR. A)
amplificacién de las secuencias HAACBP y GFP mediante dos PCR independientes. Los oligonucleétidos
ACBPGFP-Ra y ACBPGFP-Fa son secuencias complementarias. B) Amplificacion de la secuencia
completa con la adicién de la molécula GFP.

Oligonucledtidos Secuencia
ACBP4-F 5-CCCGGGATGGCGATGGCGAGAGCGAG-3
ACBP4GFP-Ra 5- GCCCTTGCTCACCATAGTATCATGGGTAGG-3"
ACBP4GFP-Fa 5- CTACCCATGATACTATGGTGAGCAAGGGC-3
GFP-R 5-CTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTC-3
ACBP6-F 5-CCCGGGATGGGTTTGAAGGAGGAC-3’
ACBP6GFP-Ra 5-AGCGGCAGCGTCCATAGTATCATGGGTAGG-3’
ACBP6GFP-Fa 5 -CCTACCCATGATACTATGGACGCTGCCGCT-3
GFP-F 5-CCCGGGATGGTGAGCAAGGGCGAG-3’

Tabla 15. Oligonucleottidos utilizados para los estudio de localizacién en los que se empled el plasmido
pSal3. ACBP (proteina de unién a acil-CoA), GFP (proteina fluorescente verde).
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3.5.2.2 Agroinfiltracion en hoja de tabaco.

Se dejo crecer un cultivo de Agrobacterium tumesfaciens transformado con las
construcciones adecuadas durante 16 h a 28 °C en placas de LB-Agar con los
antibioticos correspondientes. Este cultivo se utilizd para infiltrar en hoja de tabaco
junto el supresor viral 35S:p19 (Voinnet et al., 2003). EI cultivo se centrifugd a 5.000 x
g, 15 min a temperatura ambiente para recoger las células. El pellet se resuspendio
suavemente en 10 mM MgCl, y 150 pg/ml de acetosiringona. Las células se dejaron
reposar a temperatura ambiente durante 3 h antes de ser infiltradas. Los medios que
contenian las construcciones HaACBP4-GFP y HaACBP6-GFP se mezclaron con el
medio 35S:p19 en la misma proporcién hasta alcanzar una Deggo final de 0,6. En la
infiltracion se usaron hojas jovenes de una planta de tabaco de 6 semanas (N.
benthamiana). La epidermis de la hoja se examind mediante microscopia confocal
(Materiales y Métodos 3.5.3).

3.5.3 Técnica de microscopia laser confocal.

Los estudios de microscopia confocal se realizaron en un microscopio Leica DM
RBE (Espafa) equipado con un objetivo Leica 63x Plan Apochromat utilizando aceite
de inmersion. La toma de imagenes tanto en los estudios con células BY-2 asi como en
hojas de tabaco se llevd a cabo con un microscopio confocal laser de barrido. El
software utilizado en el equipo fue TCS SP2 scanning y LEICA TCN NT software
package (version 2.61) (Leica). La GFP fue excitada a 488 nm con un laser de Argon,
mientas que la RFP fue excitada a 543 nm con un laser de HeNe. Ambas con una
abertura en el filtro de emision de 480-550 nm. Las imagenes digitales fueron tomadas

con resolucion 512 x 512-pixeles.

3.5.4 Estudio de localizaciéon mediante western blot.

3.5.4.1 Aislamiento de plastidios.

Aproximadamente 5 gramos de semillas peladas fueron troceadas con cuchilla en
medio de aislamiento de plastidios enfriado sobre hielo (PIM: 0,5 M sorbitol, 20 mM
HEPES /NaOH pH 7,4, 10 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) etanodiol,
5 mM DTT) (Jain et al., 2008). El extracto fue filtrado a través de tejido Miracloth
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(Merck, Alemania) y el residuo de nuevo homogeneizado en medio PIM y vuelto a
filtrar. Este proceso se repitio una vez mas siendo el volumen del homogenado inicial de
aproximadamente 25 ml. Un volumen de 1 ml de este homogenado fue tomado como
muestra total y el resto se centrifugd a 750 x g durante 5 min. Un volumen de 1 ml del
sobrenadante fue obtenido como fase soluble y el resto se desechd. El precipitado, que
contiene los plastidios, fue resuspendido en 1 ml de PIM y mezclado suavemente para
obtener intacta la fraccion cruda de plastidios. Esta fraccion se resuspendié nuevamente
en 25 ml PIM, volviéndose a centrifugar a 750 x g durante 5 min. El sobrenadante fue
eliminado y se resuspendio el precipitado en 1 ml de PIM obteniéndose la fraccién
lavada de plastidios. Posteriormente los plastidios fueron rotos por sonicacion y
centrifugados a 100.000 x g durante 2 h para separar la fraccibn membranosa del
plastidio y la fraccion soluble o estroma. La localizacion de HaFatB se realiz6 mediante
western blot (Materiales y Métodos 3.3.10) utilizando anticuerpos anti-AtFatB
producidos segln se describe en (Doermann et al., 2000), cedido a nuestro laboratorio
por el profesor John Ohlrogge (Michigan State University, East Lansing, Michigan,
EEUU).

Las muestras de sobrenadante anteriormente tomadas se utilizaron para determinar
el grado de purificacion de los plastidios, mediante la medida de la actividad
fosfofructuquinasa dependiente de pirofosfato, usada como marcador citosélico
(Materiales y Métodos 3.5.4.2).

3.5.4.2 Ensayo de actividad fosfofructoquinasa dependiente de PPi como

medida de la pureza de la preparacion.

Los ensayos fueron realizados mediante la utilizacion de reacciones acopladas y
deteccion espectrofotométrica a 340 nm (Ultrospec™ 3300 pro Amersham Biosciences,
EEUU) del consumo de nicotinamida adenina dinucleotido (NADH). Las reacciones se
Ilevaron a cabo a temperatura ambiente y el extracto utilizado para todos los ensayos se
mantuvo en hielo hasta su utilizacion, siendo 1 ml el volumen final de las reacciones
(Burrell et al., 1994; Schaffer et al., 1996). La mezcla de reaccion fue 100 mM Tris pH
8,0, 5 mM MgCl; 0,1 mM NADH, 2 uM fructosa-2,6-bisfosfato, 0,2 mM NasP,O7, 1
unidad de aldolasa, 10 unidades de triosa-P-isomerasa, 1,3 unidades de glicerol-3-P

deshidrogenasa, siendo la reaccion iniciada por la adiccion de fructosa-6-P.
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3.6 ANALISIS DE ACIL-CoA Y ACIDOS GRASOS.

3.6.1 Extraccion de los acil-CoA.

La extraccion de los acil-CoA se llevo a cabo segun el método publicado por
Larson y Graham (2001). Se recogieron muestras de semillas desde los 15 hasta los 50
DDF a intervalos de 5 dias. En los estudios de germinacion se tomaron muestras de
cotiledon en distintos estadios dentro de este proceso. Se partio de un peso de 150-250
mg de muestra que se transfirio a tubo Eppendorf conteniendo un volumen de 10 pl de
100 pmol/ul heptadecanoil-CoA como patrén interno. A continuacion se afiadieron 250
pl de una disolucién de 50 mM KH,PO,4 pH 7,2, 50 pl de &cido acético, 80 pl BSA 50
mg/ml al 50 % de 2-propanol y el tejido fue triturado usando una varilla de pléastico.
Lipidos y pigmentos fueron extraidos tres veces con 200 pl de una mezcla de éter
saturado con 2-propanol: agua 1:1 (v/v). Las dos fases fueron separadas en una
centrifuga a baja velocidad (100 x g) y el sobrenadante fue eliminado. Se afiadié un
volumen de 5 pl de agua saturada en (NH4)2,SO4 y 600 pl de metanol/ cloroformo 2:1.
Se agito con vortex y se dejé en reposo a temperatura ambiente durante 20 min. A
continuacion, se centrifugd a 21.000 x g durante 2 min. El sobrenadante acuoso se
transfirio a tubos Eppendorf de 1,5 ml y fue llevado a sequedad a vacio a 40 °C en un
sistema SpeedVac. El residuo fue reconstituido en 40 pl de reactivo de

cloroacetaldehido (Sigma-Aldrich, Alemania) y almacenado a -20 °C hasta su analisis.

3.6.2 Formacion de acil-eteno-CoA fluorescentes.

Los derivados fluorescentes de los acil-CoA fueron preparados mediante reaccion
con cloroacetaldehido (Sigma-Aldrich, Alemania) segun el método descrito por Larson
et al., (2001). Los estandares de acil-CoA comerciales fueron adquiridos de Avanti
Lipids (EEUU), preparandose stocks a una concentracion 0,1 mM en 10 mM MES pH
5,5. Un volumen de 10 ul del stock de patron fue disuelto en 1 ml de reactivo de
cloroacetaldehido que consistié en una disolucion acuosa 0,5 M de este compuesto en
0,15 M citrato pH 4,0, 0.5 % (p/v) SDS (almacenado a temperatura ambiente y
oscuridad). Las muestras de acil-CoA preparadas a partir de tejido se atemperaron y se
llevaron a 0,3 ml con mezcla derivatizante. La reaccion de derivatizacion se llevo a cabo

en un bafo de agua a 80 °C durante 20 min antes del analisis por HPLC.
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3.6.3 Sintesis de acil-CoA no comerciales.

Los acil-CoA no comerciales, esteres de acidos grasos del gondonico (20:1),
erucico (22:1) y nervonico (24:1), fueron sintetizados para la calibracion del método de
andlisis mediante la reaccion de la N-hidroxisuccinamida de los correspondientes &cidos
grasos (acil-NHS) con Con A reducido y preparado en el momento (Al-arif y Blecher,
1969). El acil-NHS fue preparado por la reaccion de un é&cido graso libre con
N-hidroxisuccinamida en la presencia de diciclohexilcarbodiimida disuelta en acetato de
etilo seco, en una relacion equimolar durante 16 h a 25 °C (Lapidot et al., 1967). Los
acil-CoA fueron sintetizados por la reaccion de 50 mg de Con A reducido en 3 ml de
agua con un exceso de 0,8 g de acil-NHS disuelto en 6 ml de THF en la presencia de 50
pl de acido tioglicolico y 168 mg de bicarbonato sédico durante 4 h a 25 °C. El CO;
producido en la reaccion fue eliminado en un sistema de vacio y el producto de la
reaccion se precipito mediante la adicion de 12 ml HCIO, al 5 %. El precipitado de
color blanco se filtr6 y lavo con una mezcla de HCIO,4 al 8 %, acetona y finalmente en
éter etilico. El acil-CoA seco se disolvid en agua y se precipito de nuevo en la
disolucion de HCIO, al 8 %. El producto purificado fue confirmado mediante técnicas
de cromatografia en placa fina (TLC), desarrollando el método en una mezcla de
n-butanol/agua/acido acético (8:8:1) como solvente. EI compuesto 18:0-CoA fue usado
como patron. La cuantificacién del acil-CoA producido se llevo a cabo mediante
cromatografia de gases (Materiales y Métodos 3.6.6) usando como patrén interno el
acido heptadecanoico.

3.6.4 Preparacion de 26:1-CoA.

El n-9 26:1-CoA usado como estandar no comercial, se sintetizo a partir del acido
graso comercial 24:1 mediante dos reacciones de elongacion de cadena sucesivas las
cuales implicaron reduccién, mesilacién, cianuracion y metanolisis del grupo nitrilo
resultante. La reduccion del acido graso (o ester metilico) para la formacién del
correspondiente alcohol se llevé a cabo en eter dietilico seco, con la adicion de un
exceso de AlH4Li. Se dejo la mezcla de reaccion durante 10 min a temperatura
ambiente. El exceso de agente reductor fue neutralizado con 2 M H,SO,. EI compuesto

alcohdlico se recuperd de la fase organica y se transformd en el correspondiente
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mesilato por reaccion con CH3SO,Cl (10 % en CI,CH,, 2,4 % trietilamina) a
temperatura ambiente durante 2 h. Este compuesto fue purificado por TLC y se llevo a
cabo la cianuracion durante toda la noche con un exceso de KCN disuelto en
dimetilsulfoxido. El nitrilo fue purificado por TLC y tratado con metanol/HCI comercial
(20:80) a 80 °C durante 2 h. EIl éster metilico del &cido graso producido contenia un
atomo de carbono més que el producto de partida. EI tamafio del producto final fue
confirmado mediante GC-MS.

3.6.5 Analisis de los acil-etenos-CoA derivados por HPLC.

Los patrones y las muestras se analizaron por HPLC en un aparato Waters 2695
equipado con una columna XBridge C18 (250x 0.5, 5um) de Waters (Espafia) y un
detector de fluorescencia (Multi A Fluorescence Detector Waters 2475) usando el
sistema de gradiente cuaternario publicado por Larson y Graham, (2001). El flujo de la
fase movil en la columna fue de 0,75 ml/min y una temperature de 40 °C. La
composicion de la fase movil fue: A, 1 % &cido acético; B, 90 % acetonitrilo 1 % &cido
acetico; C, 0,25 % TEA 0,1 % THF; D, 90 % acetonitrilo. El gradiente de elucion fue el
siguiente:  0-7,0min, (90 %A 10 %B a 20 %A 80 %B); 7,0-7,1min, (20 %A 80 %B a
20 %A 80 %C); 7,1-9,0min, (20 %A 80 %C a 90 %C 10 %D); 9,0-34,0min, (90 %C 10
%D a 25 % C 75 %D); 34,0-35,0min, (25 %C 75 %D a 100 %D); 35,0-39,0min, (100
%D a 100 %D); 39,0-40,0min, (100 %D a 90 %A 10 %B); 40,0-45,0min, (90 %A 10
%B). Los derivados fueron detectados con una A de excitacion de 230 nm y una de
emision de 420 nm. La cuantificacion se llevé a cabo en funcién del patron interno. Los
datos fueron procesados mediante el programa Empower suministrado por el fabricante

del aparato.

3.6.6 Analisis de &cidos grasos. Formacion de sus ésteres metilicos.

Para determinar la composicion de é&cidos grasos de los lipidos mediante
cromatografia de gases es necesario formar sus ésteres metilicos (FAME, Fatty Acid
Methyl Esters). Para ello se empled un método de metilacion rapida (Garcés y Mancha,
1993), que consistié en afadir a las muestras 3 ml de una mezcla compuesta por

metanol/tolueno/H,SO, (88:10:2 v/v/v), y calentarlas durante 1 h a 80 °C. Posteriormente,
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una vez enfriada la mezcla, los ésteres metilicos del acido graso se extrajeron dos veces
con 2 ml de heptano y fueron analizados por cromatografia de gases. Los ésteres
metilicos se separaron y cuantificaron usando un cromatografo Hewlett-Packard modelo
5890A (Palo Alto, CA, EEUU), con una columna capilar de silice fundida SP2380 (30 m
de longitud, 0,25 mm de luz interna y 0,20 um de grosor de fase) (Supelco Bellefonte,
EEUU) y un detector de ionizacion de Ilama. El gas portador fue hidrégeno con una
velocidad lineal de 28 cm/s con el horno a 170 °C. Inyector y detector se mantuvieron a
una temperatura de 200 °C. El ratio de particion del inyector fue de 1:50, siendo el tiempo
para cada analisis individual de unos 8 min. La identificacion de los picos
cromatograficos correspondientes a los &cidos grasos se determinaron por comparacion

con patrones conocidos (Sigma, Alemania).

3.6.7 Estudios de espectroscopia de masas.

La caracterizacion mediante espectroscopia de masas (MS) se llevo a cabo en un
aparato  micrOTOF-QIITIM (Broker Daltonik GmbH, Bremen) con acelerador
ortogonal TOF (tiempo de vuelo) y equipado con un ionizador de electroespray (ESI),
trabajando con una fuente en modo negativo. Se aplicé un rango de escaneado de m/z
50-3000 con una inyeccion continua de 6 I/min de gas a 200 °C. El gas colisionador
utilizado fue argdn con un voltaje de spray a 4.000 V. Se emple6 nitrégeno como fuente
de gas a 0,6 psi y 6 I/min. El modo de escaneado MS-MS se selecciond para los
compuestos de referencia y un monitor de multireacciéon (MRM) para muestras con
calibracién externa. Antes de las muestras, se inyectaron los patrones, previamente
disueltos en metanol acidificado con 0,1 % AcOH, inyectadose a un flujo continuo de 5
pl/min en la fuente ESI. EI modo MS-MS fue elegido para la adquisicién del espectro
de masas y adquirir el correspondiente i6n molecular [M-H] como i6n precursor a la
obtencion de las caracteristicas del fraccionamiento ionico MS-MS. A continuacion, las
muestras fueron analizadas en modo MRM para la seleccion del ion protonado de

todos los compuestos del estudio.
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4.1 ESTUDIO DE LAS PROTEINAS PORTADORAS DE ACILOS.

4.1.1 Clonacion de tres genes de ACP en girasol.

Para llevar a cabo la clonacion de los genes que codifican a las proteinas ACP de
girasol, y utilizando la informacién existente en ARALIP
(http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/pathways), se identific6 la ACP de
Arabidopsis (AtACP), codificada por el gen At3g05020 como aquella que presentaba
los mayores niveles de expresion en semillas de desarrollo durante la fase activa de
acumulacién de aceite. Utilizando la secuencia proteica de dicho gen y el algoritmo de
busqueda TBLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) se identificaron tres

ESTs (Expressed sequence tags) de girasol en las bases de secuencias depositadas en el
GenBank. La secuencia de estos ESTs se utilizo para el disefio de oligonucleétidos
especificos que permitieran la clonacion de los cDNA correspondientes en las semillas
en desarrollo de la linea control de girasol utilizada CAS-6. De los tres ESTs hallados,
solo dos de ellos contenian la secuencia completa de nucledtidos codificante para la
proteina, los cuales se denominaron HaACPl y HaACP2. Estas dos secuencias
pudieron amplificarse disefiando oligonucle6tidos especificos para los extremos 5 y
3". En el caso del gen denominado como HaACP3, el EST correspondia a una
secuencia parcial en la que faltaba el extremo 5" y hubo de ser amplificada mediante el
método RACE descrito en la seccion experimental (Materiales y Métodos 3.2.5.1). Se
utilizé como molde ADNCc de semilla de girasol de 20 DDF y los oligonucle6tidos que
se muestran en la Tabla 10. Finalmente, los fragmentos de PCR correspondientes a las
secuencias completas que codifican a las tres proteinas ACP, de unas 400 pb cada una,
fueron clonados en el plasmido pMBL-T Easy (Invitrogen, Espafia) para su posterior
secuenciacion. Las secuencias HaACP1, HaACP2 y HaACP3 se depositaron en
GenBank con los numeros de acceso HMO013970, HMO013971 y HMO013972,
respectivamente.

El alineamiento de las secuencias proteicas deducidas a partir de los cDNA
clonados con las secuencias de las proteinas AtACP (At3g05020) y ACP de E. coli
(ECACP) (Figura 23), utilizando el programa ClustalX (Materiales y Métodos 3.2.12),
puso de manifiesto el grado de conservacién existente en estas proteinas incluso entre
organismos distantes filogenéticamente, mostrando un 35 % de identidad entre ellas en
la proteina madura. Como era de esperar, las secuencias de ACP de plantas presentaban

un péptido de transito al cloroplasto que abarca los primeros ~55 aa.
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Ademas, un estudio realizado mediante los programas informaticos publicos
ChloroP (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) y SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) predijeron la localizacién de las proteinas en
el cloroplasto, organulo donde se realiza la sintesis de novo, ruta metabolica donde las
ACP participan en la sintesis de los acidos grasos. Esta localizacion de las ACP ya ha

sido descrita por otros autores en trabajos previos (Schnurr et al., 2002).

HaRCPL MAAFTGASST TLISPPHISR QCLASTRISG LKMVSESNSG RSNLPVSFR- ---RLOISCA AKPETVEKRC 57
HaACPZ MAAFTGSS-- TLPS--—--- C QCLAPTRVSG LEMVSFSNMG RTNLPLSFR- ---RLOQISCA AKPETVDKEC 50
HaRCP3 MASVAGFS-- TFMPSLECHK PMNOTLTRASN FNAVELAING KSFPSLKFSS APSREFRVCCA ATPETVNERC 58
RLACP MASTATSAST SLQS----- R PROLVIGAK- -QVESFSYGS RENLSFNLRQ LPTRLTVYCA AKPETVDEEC 53

IS 8

ACP STIEE
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HaACP1 DDVSVAGDSK ITVEERS KLCEK 117
HaACPZ EDM3V3GESK ERGITVEEINS KILEK 110
HaACP3 EDTAVTGESK ERGISVEEINS KLVSK 118
ATACP EADETITAATE ERGIEMAE] ELLLE 113
ACP OEEVTNNASE ERDTEIPD GHOA- a7
: H W B B%o ¥ =H
HaACP1 DERA 120
HaACPZ DEA 113
HaACP3 K-- 118
ATACP KAK 116

RCP

Figura 23. Alineamiento de HaACP con AtACP y EcCACP. Ha; Helianthus annuus L., At; Arabidopsis
thaliana, Ec; Escherichia coli. ¥ Aminoacido Ser36 (numeracion del residuo segin la secuencia
bacteriana) donde se une la fosfopantoteina. I:I: Péptido sefial, D: Zona de unién al grupo acilo.

4.1.2 Andlisis filogenético de las HaACP.

La relacion entre las tres ACP clonadas con las conocidas de otras especies
vegetales se estudié obteniendo el arbol filogenético que se muestra en la Figura 24.
Para una mejor interpretacion, se enraizd con el organismo pluricelular Danio rerio
(Pez cebra). Las secuencias codificadas por las HaACP se engloban dentro del grupo
de las ACP de diferentes especies vegetales, diferenciandose todas estas secuencias de
otro grupo representado con las secuencias de AtACP mitocondriales. Las proteinas
HaACP1 y HaACP2 presentan un alto grado de homologia y se localizan juntas en el
arbol. Por otra parte, la HaACP3 presenta cierta divergencia con respecto a las otras
dos, clasificandose dentro de otro grupo, siendo mas proxima a la de tomate (Sl
0i/460390907/) y a la de olivo (Oe gi/16518983/).
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Figura 24. Comparacion filogenética de las proteinas portadoras de grupos acilo de girasol con sus
homélogas de otras especies. Las especies incluidas en este arbol son: Ah; Arachis hipogea, At;
Arabidopsis thaliana, Bc; Brassica campestris, Bn; Brassica napus, Cc; Cucumis colocynthis, Fv;
Fragaria vesca, Gh; Glycine hirticaulis, Gm; Glycine max, Ha; Helianthus annuus, Oe; Olea europea,
Os; Oryza sativa, Pt; Populus trichocarpa, Rc, Ricinus communis, SI; Solanum lycopersicum, Vv; Vitis
vinifera, Zm; Zea mays, Danio rerio (Pez cebra). Monocotiledoneas (----).
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4.1.3 Modelo estructural de las HaACP.

El modelado de las estructuras tridimensionales de las ACP de girasol se vio
facilitado por la disponibilidad de estructuras cristalinas de ACP homologas en la base
de datos de proteinas RCSB PDB (Berman et al., 2000). Utilizando estas estructuras y el
servidor de modelado de proteinas SWISS-MODEL (Guex et al., 1997), se obtuvo el
modelo de la estructura tridimensional de estas proteinas portadoras de grupos acilos de
girasol (Figura 25). La estructura que se representa es la forma inactiva apo- ECACP y

como veremos a continuacion es muy similar a otras ACP descritas anteriormente.

A

Figura 25. Modelo tridimensional propuesto para las proteinas portadoras de grupos acilos de girasol. A)
Estructura tridimensional de la proteina portadora de grupos acilos (N-terminal en color azul y la C-
terminal en rojo). Podemos observar el aminoacido serina (Ser), al que se une la fosfopantoteina. B)
Estructura globular de la proteina, en rojo se observa la regién hidrofébica, en morado el aminoécido
serina.

Un gran nimero de ACP de diferentes organismos como bacterias (Holak et al.,
1987; Chan et al., 2010), levaduras (Leibundgut et al., 2007; Lomakin et al., 2007),
espinaca (Zornetzer et al., 2006; Roujinikova et al., 2002) y humanos (Ploskon et al.,
2008) han sido publicadas. La estructura general presenta entre 4-5 a-helices, las cuales
forman una regién hidrofébica (Figura 25-B) en su superficie que facilita la elongacién
de la cadena acilica de naturaleza hidrofobica durante el proceso de sintesis de novo
(Chan et al., 2010). Las ACP son sintetizadas por los ribosomas en su forma inactiva

(apoACP) y deben ser activadas por la enzima acpS a su forma activa holo-ACP. La
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activacion consiste en la union de un grupo fosfopantoténico aportado por el CoA a un
residuo de serina (Ser) que forma parte de la secuencia de la proteina (Figura 25-A).
Este residuo de Ser ha sido identificado en ECACP como el presente en la posicion 36
de su secuencia. Esta region es una zona muy conservada y en todas las especies

estudiadas se ha encontrado el motivo Asp-Ser-Leu (D-S-L) en su secuencia (Chan et
al., 2010).

4.1.4 Niveles de expresion génica de HaACP1, HaACP2 y HaACP3.

El nivel de expresion de las tres ACP clonadas se estudié en distintos tejidos de
girasol a partir de ADNc de hoja, raiz, tallo, semillas en desarrollo y cotiledones de
semilla en germinacion de la linea control CAS-6 mediante RT-qPCR (Materiales y
Métodos 3.2.6). Los niveles de expresion de las tres isoformas de ACP durante la

formacion de las semillas fueron muy parecidos, no halldndose grandes diferencias entre
ellos (Figura 26).
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Figura 26. Analisis de los niveles de expresion de los genes HaACP1, HaACP2 y HaACP3 en
diferentes tejidos de la linea control CAS-6 mediante RT-qPCR. Los valores para HaACP1 estan
en rojo, para HaACP2 en azul y para HaACP3 en verde. Se representan medias +/- desviaciones
estandar calculadas a partir de tres experimentos independientes.
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En el caso del cotiledon, el gen HaACP3 presento valores de expresion mas bajos
que los otras dos. Las tres formas de ACP se expresaron también en hoja, raiz y tallo
indicando que estas participan tanto en la sintesis de los TAG de semillas como en la

sintesis de lipidos de membrana que tiene lugar en los tejidos vegetativos de la planta.

4.1.5 Expresion heterologa de las apo-HaACP.

Para la expresion heterologa de las HaACP en E. coli, se disefiaron
oligonuclettidos para eliminar el péptido de transito de la proteina mediante PCR,
afiadiéndose en sus extremos dianas de restriccion para las enzimas BamHI y Xhol en los
tres casos (Materiales y Métodos 3.2.5.2). Para evitar los efectos toxicos descritos
anteriormente para estas proteinas (Schaeffer et al., 2001), simplificar el proceso de
purificacion y aumentar el rendimiento de las mismas disminuyendo asi el volumen de
cultivo bacteriano, el producto de PCR obtenido fue clonado en el vector de expresion
pGEX (Tabla 12). Este vector adiciona una molécula de glutation-S-transferasa (GST) en
el extremo N-terminal de la molécula facilitando asi su purificacion. Ademas, este
péptido puede ser eliminado de las proteinas ACP mediante una digestion enzimatica con
trombina (Materiales y Métodos 3.3.3). El producto de PCR obtenido con cada par de
oligonuclettidos, fue clonado en el vector pGEX, y las construcciones resultantes
denominadas GST-ACP1, GST-ACP2 y GST-ACP3, utilizadas para transformar E. coli
BL21 tal y como se detalla en Materiales y Métodos 3.2.3.2. La expresion de las
proteinas de fusion resultantes, con un tamafio aproximado de 37 kDa, fue confirmada
mediante analisis por SDS-PAGE (Figura 27-A).
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Figura 27. Gel SDS-PAGE de las construcciones pGEX, HaACPl, HaACP2 y HaACP3. A) M;
Marcador, 2; pGEX, 3; GST-HaACP1, 4; GST-HaACP2, 5; GST-HaACP3, a; muestras DOgqy Sin ser
inducidas, b; muestras 4 h tras inducir el cultivo. B) 6; GST y HaACP afiadiendo la trombina una vez
eluida, 7; Fraccion eluida tras ser hidrolizada por la trombina en el lecho de la columna.

Una vez las proteinas de fusion fueron purificadas, se aislaron las distintas
apo-ACP mediante la digestién del fragmento GST con trombina (Sigma-Aldrich,
Alemania) (Materiales y Métodos 3.3.3). Este método permitié la produccion de las
ACP de girasol evitando cualquier efecto toxico de las mismas sobre las bacterias, asi
como su trasferencia a los cuerpos de inclusion, recuperandose altas concentraciones de

las mismas en la fraccion soluble de las E. coli transformantes (Figura 27).

4.1.6 Clonacion de la holo-ACP sintetasa de E. coli.

Las ACP producidas mediante fusién con GST y posterior digestién con trombina
no son funcionales ya que carecen del grupo 4’-PP al cual se enlazan los acidos grasos
mediante un enlace tioester. De esta forma, para estudiar su influencia en distintas
reacciones enzimaticas es necesario activarlas. La activacion de las ACP la lleva a cabo
la acpS que transfiere el grupo 4’-PP desde una molécula de Con A a la apo-ACP para
producir la forma activa, holo-ACP. Esta enzima no es comercial, por lo que fue
clonada, sobreexpresada en E. coli y purificada para la activacion de ECACP vy de las

tres formas de ACP de girasol estudiadas en el presente trabajo.
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A partir de la secuencia conocida de la EcacpS disponible en la base de datos
publica (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se disefiaron los oligonucle6tidos
acpS-F(Hist) y acpS-R con las enzimas de restriccion BamHI y Xhol necesarios para
levantar la secuencia completa que codifica para esta enzima, tal y como se detalla en la
seccidn de Materiales y Métodos 3.2.5.3 (c), a partir de una PCR de colonia. Se obtuvo
la secuencia completa de ADNc de 381 pb y un ORF codificante para 127 aa. El
fragmento resultante se ligd (Materiales y Métodos 3.2.3.2) con el plasmido de
expresion pQE80 (Tabla 12), plasmido que adiciona en el extremo N-terminal una
region de poli-histidinas (6xHis) para facilitar su purificacion. Esta construccion se
introdujo en la estirpe BL21 para la sobreexpresion de esta enzima (Materiales y
Métodos 3.3.5).

4.1.7 Expresion heteréloga de holo-ACP sintasa. Activacion de las
apo-ACP.

La purificacion de la proteina His-EcacpS se llevé a cabo tal y como se detalla en
el apartado 3.3.2 de Materiales y Métodos. La proteina fue eluida en 4 ml de tampon a
una concentracion de imidazol de 240 mM (Figura 50). El imidazol se elimind de la
disolucion de enzima purificada mediante ultrafiltracion y esta fraccion se examiné
mediante electroforesis, obteniéndose una banda del tamafio esperado de 16 kDa (Figura
28).

EcacpS
15kDa /
10kDa

Figura 28. Gel SDS-PAGE de la purificacion de EcacpS. 1, marcador, 2, fraccion soluble, 3, carga de la
muestra, 4, lavado de la columna, 5, fraccidn eluida de la columna.
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La enzima His-EcacpS fue necesaria para llevar a cabo la activacion de la
apo-ECACP vy las tres apo-ACP de girasol como se indica en Materiales y Métodos
3.4.3.1. La apo-ECACP se sobreexpresd en esta misma bacteria empledndose una
construccion pQE80-His-ECACP cedida por la profesora Penny von Wettstein-Knowles
de la Universidad de Copenhague, purificandose en columnas NTA-Ni mediante el
procedimiento descrito en el apartado 3.3.2. La activacion de las proteinas ACP fue
confirmada utilizando geles nativos de las fracciones ensayadas (Figura 29),
observandose la activacion de apo a holo-ACP que se manifiesta en el gel con un ligero
aumento del avance de la proteina activa holo-ACP frente a la proteina inactiva apo-
ACP. La diferencia entre el recorrido de la forma apo y la holo fue méas acusada en el
caso de la ECACP. Un resultado similar ha sido publicado para ACP de E. coli, S.
meliloti y R. leguminosarum (Lépez-Lara y Geiger, 2000). Ademas, como se puede
observar en la Figura 29-B, las HaACP formaban dimeros que experimentaban una
mayor retencién en el gel. Esta propiedad también ha sido descrita para la ECACP
(Cicchillo et al., 2005) aunque en este trabajo no se observara este fenémeno en la
forma de ACP bacteriana. La activacion de las ACP también se confirmd en un segundo
experimento empleando acil-ACP sintetasa recombinante como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos 3.4.3.3. En este ensayo se emple6 [1-1*C] 4cido oleico
como sustrato para producir acil-ACP marcado radiactivamente, dando en todos los
casos resultados positivos de acilacion. Seglun los datos obtenidos en los dos
experimentos realizados se puede concluir que la enzima His-EcacpS fue capaz de
activar la mayor parte de la apo-ACP suministrada en dichos ensayos,
independientemente de su origen vegetal (girasol) o bacteriano (E. coli).
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Figura 29. Gel nativo de las fracciones apo-ACP y holo-ACP, A) 1, Marcador, 2, apo-ACP de E. coli, 3,
holo-ACP de E. coli. B) 4, apo-HaACP1, 5, holo-HaACP1.
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Una vez confirmado que la His-Ecacp$S era activa, se activaron todas las apo-ACP
(ECACP, HaACPl, HaACP2, HaACP3), y se acilaron con [*H]palmitoleico,
[1-“C]oleico, [1-“C]palmitico y [1-+C]esteérico para formar los diferentes acil-ACP que
seran utilizados como sustratos en las reacciones enzimaticas con las proteinas Fat
(Materiales y Métodos 3.4.3.2 y 3.4.3.3).

4.1.8 Expresion y purificacion de HaFatA y HaFatB.

Uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar el efecto de los distintos ACP de
girasol en la actividad de las enzimas plastidiales implicadas en la sintesis de acidos
grasos en esta planta. Las Fat son las enzimas responsables de la finalizaciéon de las
reacciones intraplastidiales, catalizando la hidrolisis del enlace que une a los fragmentos
acilicos con el ACP en los acil-ACP. Las Fat de girasol ya han sido estudiadas con
anterioridad por nuestro grupo. Asi, los genes His-HaFatA y His-HaFatB, los cuales
codifican a la FatA y la FatB de girasol han sido anteriormente clonados en el vector de
expresion pQES80 (Serrano-Vega et al., 2003; Serrano-Vega et al., 2005). Estas enzimas
fueron sobreexpresadas en E. coli y purificadas empleando cromatografia de afinidad en
columnas NTA-Ni (Materiales y Métodos 3.3.2). Este método fue muy eficaz para
producir gran cantidad de proteina Fat activas con un alto grado de purificacion, como
puede observarse en la Figura 30. Estas Fat fueron caracterizadas con anterioridad
empleandose acil-ECACP (Serrano-Vega et al., 2003; Serrano-Vega et al., 2005). En el
presente trabajo se caracterizaran estas actividades empledndose las tres ACP de girasol
descritas anteriormente y se compararan los resultados con aquellos obtenidos con

ECACP, para investigar el efecto de esta coenzima en la reaccién de las Fat

96



Resultados y Discusion

A) 1 234 B1 23 4

50kDa
37kDa

Figura 30. Gel SDS-PAGE de las fracciones HaFatA y HaFatB. A) Purificacion HaFatA. B) Purificacion
de HaFatB. 1; Marcador, 2; Fraccidn total, 3; Fraccion soluble, 4; Fraccién eluida de la columna.

4.1.9 Especificidad de las tioesterasas de girasol por distintos acil-ACP.

Las especificidades de las Fat de girasol han sido determinadas empledndose
ECACP para la produccién de los sustratos acil-ACP que emplea esta enzima
(Materiales y Métodos 3.4.4). En este estudio se determind la actividad de estas enzimas
sobre los sustratos sintetizados anteriormente (Materiales y Métodos 3.4.3.3),
16:0-ACP, palmitoil-ACP (16:1-ACP), 18:0-ACP y 18:1-ACP, siendo los ACP
portadores de los grupos acilos, los anteriormente descritos ECACP, HaACP1, HaACP2
y HaACP3. Los resultados de estudios de especificidad de sustrato a concentracién
constante de acil-ACP se muestran en las Figura 31 y 32, para HaFatA y HaFatB
respectivamente. En el caso de HaFatA, los perfiles resultantes empleandose ECACP
reproducen los reportados en anteriores trabajos (Serrano-Vega et al., 2005) y son
similares a los descritos en otras especies como macadamia y ricino (Moreno-Pérez et
al., 2011; Sanchez-Garcia et al., 2010), mostrando alta especificidad por el 18:1-ACP
frente a los otros acil-ACP (Figura 31). Sin embargo, se encuentran diferencias
significativas en el perfil de especificidad de la enzima HaFatA cuando se usaron los
acil-ACP provenientes de las nuevas proteinas ACP recombinantes de girasol (Figura
31).
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Asi, respecto a los 18:1-ACP, se observa una mayor especificidad de la enzima
HaFatA hacia las tres 18:1-HaACP frente al derivado 18:1-EcCACP, siendo la actividad
de la enzima doble en el caso del 18:1-HaACP1 y 18:1-HaACP2 y cuadruple para 18:1-
HaACP3. En cuanto a los otros acil-ACP (16:0-ACP, 16:1-ACP y 18:0-ACP) es dificil
establecer una tendencia clara. Cuando se uso la proteina portadora HaACP3 se observo
un perfil similar al obtenido con la ECACP, con una mayor velocidad de hidrolisis del
derivado monoinsaturado 16:1-ACP. Con los derivados de las otras dos ACP de girasol
HaACP1 y HaACP2, el 18:0-ACP fue de los tres el sustrato hidrolizado a mayor
velocidad. En todos los casos el 16:0-ACP fue el sustrato con el que la enzima mostro

menores especificidades independientemente de la forma de ACP empleada.
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Figura 31. Especificidad de sustrato de la proteina His-HaFatA por distintos acil-ACP. En color negro se
muestran los grupos acilos portados por la ECACP. En Rojo el cofactor es HaACP1, en azul HaACP2 y
en verde HaACP3.
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En el caso de la enzima HaFatB (Figura 32), se observé un sesgo mucho mayor
entre los sustratos conteniendo las ACP enddgenas y la ECACP. Asi, cuando se
emplearon acil-HaACP, la HaFatB de girasol fue una enzima muy activa y muy
especifica hacia los acil-ACP saturados, mostrando hacia ellos actividades entre 7 y 20
veces mas altas que hacia los derivados monoinsaturados 16:1-ACP y 18:1-ACP.

Estos perfiles fueron muy diferentes al mostrado por esta misma enzima hacia los
acil-EcACP, con los que la actividad resultante fue mucho menor y el perfil de
especificidad totalmente distinto, con actividades similares para 16:1-ACP, 18:0-ACP y
18:1-ACP. Un resultado similar a este aunque no tan acusado fue descrito por Salas y
Ohlrogge (2002), quienes observaron que la enzima FatB de Arabidopsis sufrié un
cambio en la especificidad de sustrato segin se usara ECACP o ACP recombinante de
hoja de espinaca. Asi pues, podemos concluir que la actividad de las Fat de girasol se ve
influenciada por la naturaleza del ACP al que va unido el grupo acilo y que estas

coenzimas afectan sobre todo al perfil de actividad de la FatB en girasol.

I EcACP

30 - I HaACP1
I HaACP2
] I HaACP3

Actividad HaFatB (nKat/mg prot)

ACP-16:0 ACP-16:1 ACP-18:0 ACP-18:1

Sustratos

Figura 32. Especificidad de sustrato de la proteina His-HaFatB por distintos acil-ACP. En color negro se
muestran los grupos acilos portados por la ECACP. En Rojo el cofactor es HaACP1, en azul HaACP2 y
en verde HaACP3.
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4.1.10 Caracterizacion cinética de las tioesterasas de girasol utilizando
distintos acil-ACP.

Los analisis cinéticos se llevaron a cabo con las proteinas purificadas como se
describe en el apartado de Materiales y Métodos 3.4.4. Como muestra la Tabla 16,
HaFatA presenta valores de Vmax mucho mas altos para los 18:1-ACP (hasta 10 veces
mayor) que para los saturados 16:0-ACP y 18:0-ACP. Las Km que presentaron también
fueron mas bajas para los 18:1-ACP, con valores comprendidos entre 2,08-2,75 uM,
mientras que en el caso de 16:0-ACP y 18:0-ACP los valores obtenidos fueron
aproximadamente el doble (4,20-5,16 pM). La eficiencia catalitica (Kcat/Km) de
HaFatA fue asi hasta 15 veces superior hacia los 18:1-ACP que para el resto de sustratos.
Resultados similares han sido descritos para esta enzima HaFatA cuando fue estudiada
con acil-EcACP (Serrano-Vega et al., 2005), aungue las eficiencias cataliticas fueron la

mitad que las reportadas en este trabajo.

HaFatA
AGLACP V imax Km Kcat Kcat/Km
(nkat/mg prot) (UM) (sh (stuMm™
HaACP1-16:0 2,09 4,53 3,54 0,78
HaACP2-16:0 4,77 4,92 4,17 0,85
HaACP3-16:0 4,73 5,16 3,94 0,76
HaACP1-18:0 3,51 4,20 3,59 0,85
HaACP2-18:0 4,59 4,94 3,99 0,81
HaACP3-18:0 3,59 4,58 6,00 1,31
HaACP1-18:1 68,97 2,08 25,48 12,28
HaACP2-18:1 53,19 2,36 17,31 7,35
HaACP3-18:1 86,21 2,75 24,04 8,74

Tabla 16. Parametros cinéticos de la His-HaFatA.
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La enzima HaFatB, mostroé parametros cinéticos similares para los derivados de las
acil-HaACP saturadas, con valores de Vmax muy altos hacia los acil-ACP saturados
(16:0-ACP, 18:0-ACP) y bastante mas bajos para 18:1-ACP (Tabla 17). Por lo demas,
los valores de Km, fueron maés elevados para los acil-ACP saturados que para el 18:1-
ACP. Cuando observamos los valores kcat, estos también fueron superiores en el caso de
los acil-ACP saturados 16:0-ACP y 18:0-ACP frente al 18:1-ACP resultando también
eficacias cataliticas mas altas (entre 1,85-3,20 s™* uM™).

HaFatB
AGLACP V max Km Kcat Kcat/Km
(nkat/mg prot) (M) (s (5" um?)
HaACP1-16:0 74,63 4,00 9,61 2,40
HaACP2-16:0 91,74 5,05 9,35 1,85
HaACP3-16:0 88,50 4,74 9,61 2,03
HaACP1-18:0 40,32 9,60 20,39 2,12
HaACP2-18:0 29,59 6,71 21,45 3,20
HaACP3-18:0 69,93 12,85 26,48 2,06
HaACP1-18:1 7,88 0,91 0,72 0,85
HaACP2-18:1 10,06 1,37 0,60 0,43
HaACP3-18:1 4,55 2,04 0,18 0,09

Tabla 17. Parametros cinéticos de la His-HaFatB.

Este estudio se completd con la caracterizacion de los pardmetros cinéticos de esta
enzima hacia los acil-ECACP, que se muestran en la Tabla 18. En esta pueden observarse
valores de Vmax dos 6rdenes de magnitud mas bajos que con los sustratos fisioldgicos,
no existiendo gran diferencia entre los valores de este parametros para 16:0-ECACP,
18:0-ECACP y 18:1-ECACP. Por otra parte las afinidades por los sustratos se
mantuvieron en un orden similar, con valores de Km alrededor de 1 uM. Las eficiencias
cataliticas también fueron inferiores a 1 s*uM™ en todos los casos. Los valores en el
caso de los 16:0-HaACP fueron cuatro veces superiores a los encontrados para
16:0-ECACP. En el caso de los 18:0-HaACP estos fueron del orden de diez veces

superiores.
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Por altimo, los 18:1-HaACP, mostraron eficiencias cataliticas similares. Estos
resultados revelan que con los sustratos ACP fisioldgicos, la HaFatB se muestra mucho
mas especifica para acil-ACP saturados, lo cual encaja con una especializacion de las
FatA y FatB para distintos tipos de sustrato (saturado/ monoinsaturado) que no se llegaba

a apreciar empleando los acil-ECACP.

HaFatB

V max Km Kcat Kcat/Km

ECACP il 1 1

(nkat/mg prot) (uMm) (s™) (5™ uM™)
16:0-ECcACP 0,90 0,84 0,52 0,62
16:1-ECACP 0,29 1,56 0,30 0,19
18:0-ECACP 0,60 1,11 0,27 0,24
18:1-ECACP 0,96 1,31 1,19 0,91

Tabla 18. Parametros cinéticos de la His-HaFatB con diferentes acil-ACP de E. coli (ECACP).

4.2 LOCALIZACION DE HaFatA y HaFatB.

4.2.1 Estudio de localizacion HaFat mediante microscopia confocal.

En el presente trabajo se continué una linea de nuestro grupo dedicada a la
caracterizacion de las Fat de semilla de girasol HaFatA y HaFatB. Estas enzimas han
sido objeto de una exhaustiva caracterizacion respecto a sus especificidades y
pardmetros cinéticos. Para continuar con los estudios sobre estas enzimas, se decidid
investigar la localizacion exacta de las proteinas HaFatA y HaFatB dentro del plastidio.
Anadlisis de las secuencias de estas enzimas utilizando varios programas publicos como
son  ChloroP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) vy SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) dan como resultado altas probabilidades de
localizacion plastidial, conteniendo ambas un péptido de transito al plastidio en el
extremo N-terminal de ambas secuencias (Mayer et al., 2005). Por otra parte, entre
HaFatA y HaFatB existe cierta divergencia. Mientras que HaFatA es una proteina
totalmente soluble, en el caso de HaFatB se ha descrito una region hidrofoba que puede

ser una zona de anclaje a la membrana del plastidio (Yuan et al., 1996, Mayer y
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Shanklin, 2005). Como vimos en el apartado anterior, ambas enzimas mostraron
diferente afinidad por los distintos grupos acilos, que podria venir acompafada de
diferencias en la localizacion de estas dentro del plastidio. En estos estudios de
localizacion, las Fat se fusionaron con una proteina fluorescente (GFP) y las
construcciones resultantes se utilizaron para transformar y expresarlas transitoriamente
en protoplastos de células de tabaco BY-2 (Materiales y Métodos 3.5.1). El andlisis de
las muestras se llevo a cabo mediante microscopia confocal (Materiales y Métodos
3.5.3). Para confirmar la localizacion de las Fat se utilizo como control, la co-expresion
de una proteina de localizacion conocida marcada con un extremo fluorescente de
distinto color, este es el caso de los controles Tic40-RFP (proteina localizada en la
membrana interna del plastidio-proteina fluorescente roja) o GFP-OEP9 (proteina
fluorescente verde-proteina localizada en la membrana externa del plastidio) (Dhanoa
et al., 2010). El otro tipo de control utilizado consistio en afiadir durante el
procedimiento de fijacion de las células un anticuerpo fluorescente que se una
especificamente a alguna proteina de localizacién conocida, como por ejemplo,
anti-NAGK (N-acetilglucosamida quinasa) (Chen et al., 2006), que se localiza en la
fraccion soluble del plastidio. En este segundo caso no existe una sobreexpresion de la
molécula control que pueda introducir alguna interferencia en la localizacién final de la
proteina objeto del estudio.

Cuando se realizaron los experimentos delocalizacion de Fat de girasol con la
co-expresion de Tic40-RFP, se observé en el caso de HaFatA-GFP, una clara
localizacion en el estroma o fraccion soluble del plastidio (Figura 33-1), mientras que la
localizacion de HaFatB-GFP coincidia con la del control en la membrana de este mismo
organulo (Figura 33-2).
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A B
FATA-GFP Tic40-RFP

FATB-GFP Tic40-RFP

Figura 33. Imégenes de microscopia confocal de las proteinas HaFatA y HaFatB fusionadas con la
molécula fluorescente GFP expresadas en células de tabaco BY-2. Columna A; se representan las
imagenes de expresion HaFatA-GFP (fila 1) y HaFatB-GFP (fila 2). Columna B; Imagen de Tic40-RFP
(translocon al interior del cloroplasto). Columana C; superposicion de las imagenes.

Sin embargo, cuando se realizaron los mismos experimentos pero en este caso
con el control anti-NAGK, en ambos casos, HaFatA-GFP y HaFatB-GFP, se
localizaban con la proteina control anti-NAGK en el interior del plastidio (Figura 34-1y
2).

Segun los resultados obtenidos, la proteina HaFatA-GFP en ambos experimentos
fue localizada en el estroma del plastidio, confirmandose asi su localizacion. Sin
embargo, los resultados concernientes a la proteina HaFatB-GFP, fueron contradictorios
con los hallados en el primer estudio. Como comentamos anteriormente, a diferencia de
Tic40-RFP, el control anti-NAGK no implica sobreexpresién de la proteina control. De
esta forma, el primer resultado obtenido con el control Tic40-RFP podria ser debido a la
sobreexpresion de proteinas localizadas en la membrana del plastidio, favoreciendo la
unién de HaFatB-GFP a la membrana gracias a la region hidrofdbica que presenta en su

secuencia, no permitiendo de este modo su paso al interior del plastidio.
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A C

FATA-GFP Anti-NAGK

FATB-GFP Anti-NAGK

Figura 34. Imégenes de microscopia confocal de las proteinas HaFatA y HaFatB fusionadas con la
molécula fluorescente GFP expresadas en células de tabaco BY-2. Columna A; se representan las
imagenes de expresion HaFatA-GFP (fila 1) y HaFatB-GFP (fila 2). Columna B; imagen de anti-NAGK
(N-acetilglucosamida quinasa), reacciéon de la proteina (antigeno) con un anticuerpo que posee una
molécula con propiedades fluorescente. Columna C; superposicién de las imégenes.

Para determinar si la region hidrofébica en la secuencia HaFatB influye en la
localizacion de la proteina en la membrana del plastidio, se realizaron experimentos de
localizacion transitoria con la enzima HaFatB eliminando previamente de su secuencia
la region hidrofobica. La eliminacion del fragmento interno se realizd6 mediante dos
pasos de PCR (Materiales y Métodos 3.5.1.1) (Tabla 14). EI gen resultante, antes de ser
clonado en el vector de expresion pUC18, se clon6 en el plasmido pMBL-T para
confirmar su secuencia (Materiales y Métodos 3.2.12) (Figura 35). La nueva

construccién se denomind HaFatBc-GFP.
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HaFatBc 140 GTAGTGITGC TGTGCGCGGA ATCAAGACAA AATCTGTITAA TTCCGGIGGT ATGAAAGTTA AGGCTAAC-- 208
HaFatB 140 GTAGTIGTITGC TGTGCGCGGA ATCAAGACAA AATCTGTITAA TTCCGGIGGT ATGAAAGTTA AGGCTAACGC 210

EIECA A ————====== ========== ========== S========= Scoooo==== S—oooo==== Sooooo==oo 208
HaFatB 210 ACAGGCTCCT ACTGAGGTGA ATGGGAGTAG ATCACGTATC ACGCATGGCT TCAAAACCGA TGATTATTCT 280

HaFatBc 208 ettt 208
HaFatB 280 ACATCMCCTG CCSTGARAAC CTTTATCMAC CAATTGCCCG ATTGGAGCAT GCTTCTTGCT GCAATCACAR 350

HaFatBc 208 ---------- —=---oooe —— A TGATGCTGGA ATGGAAGACC AAACGCCCCG ATATGATTGC 249
HaFatB 350 CAATCITCTT GGCTGCAGAG AAGCAATGGA TGATGCTGGA ATGGAAGACC AAACGCCCCG ATATGATTGC 420

Figura 35. Alineamiento de la secuencia HaFatB y HaFatBc. [_]: fragmento hidrofébico eliminado.

A continuacion, se llevaron a cabo experimentos utilizando como control
GFP-OEP9 y anti-NAGK. Cuando se estudié la proteina HaFatB-GFP frente a GFP-
OEP9, se observo una localizacion de HaFatB-GFP fuera del plastidio (Figura 36-1).
Cuando se realizo el mismo experimento con la construccion HaFatBc-GFP (la cual no
presenta la region hidrofdbica), la proteina se localizaba en el interior del plastidio como
una proteina soluble del estroma (Figura 36-2). Cuando se volvieron a realizar
experimentos junto con anti-NAGK, en ambos casos, la localizacion de HaFatB-Cherry
y HaFatBc-Cherry superponian con el control positivo, localizdndose en el interior
soluble del plastidio (Figura 36-3 y 4). Ademas, cuando se observo la localizacion de
HaFatA-GFP frente a HaFatB-Cherry, ambas proteinas se superponian presentando una

localizacion en la fase soluble del plastidio (Figura 36-5).
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GFP-OEP9

GFP-OEP9

FATBc-Cherry
2

FATB-mCherry anti-NAGK
3

FATBc-Cherry anti-NAGK
4

FATA-GFP
5

Figura 36. Imagenes de microscopia confocal de las proteinas HaFatA, HaFatB y HaFatBc fusionadas
con las proteinas fluorescente GFP o Cherry, expresada en células de tabaco BY-2. Fila 1 y 2, control
GFP-OEP9. Fila 3 y 4, control anti-NAGK. Fila 5, HaFatA frente a HaFatB. Columna C, superposicion

de las imagenes.

FATB-Cherry
1

A

FATB-mCherry
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Con estos resultados se puede concluir que HaFatA es una proteina soluble que se
localiza en el estroma de los plastidios de las células BY-2.

Por el contrario, la localizacién de HaFatB fue menos clara y varié en funcion de
los controles de localizacion que se aplicaron en cada caso. Asi, la proteina
HaFatB-GFP se localizo en las membranas del cloroplasto cuando se emple6 el control
Tic-40-RFP y en la fase soluble cuando se emple6 el anticuerpo anti-NAGK. Ademas,
cuando el marcador control que se utilizo fue GFP-OEP9, la localizacion de la proteina
HaFatB-GFP fue extraplastidial. Al eliminarse el péptido hidrofébico del extremo
N-terminal de HaFatB-GFP, la enzima resultante se localizo en todos los experimentos
realizados de forma similar a HaFatA, soluble en el interior del plastidio. Por lo tanto,
la region hidrofébica de la proteina HaFatB parece que desempefia un papel decisivo en
la localizacion final de la proteina. Sin embargo, con estos resultados no podemos
concluir si la proteina HaFatB se encuentra el estroma del plastidio o anclada mediante

la region hidrofdbica a las membrana internas o externas del mismo.

4.2.2 Estudio de localizacion HaFatB en fracciones purificadas
mediante western blot.

4.2.2.1 Aislamiento de la fraccion plastidial.

En vista de que los resultados obtenidos en los experimentos de microscopia
confocal no fueron concluyentes con respecto a HaFatB, el estudio de localizacion de
esta enzima se afronté empleando una estrategia diferente y complementaria. Asi, en
nuestro laboratorio se disponia de anticuerpos anti-AtFatB producidos segln se describe
en Doermann et al. (2000), que fueron cedidos a nuestro laboratorio por el profesor John
Ohlrogge (Michigan State University, East Lansing, Michigan, EEUU). De esta forma
se aislaron plastidios (Materiales y Métodos 3.5.4.1) de semillas de girasol (20DDF) y
se realizaron estudios de western blot sobre la fraccion proteica total, membranas y
fraccion soluble de los mismos, empleando dicho anticuerpo para localizar la presencia
de la enzima HaFatB.

Para determinar la pureza de los plastidios se realizaron medidas de la
fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato (Materiales y Métodos 3.5.4.2), enzima
de localizacion citosolica. Estos ensayos se realizaron sobre la fraccidn total, estroma y
membranas (Burrell et al., 1994; Schaffer y Petreikov, 1996), resultando un nivel
aceptable de purificacion de estos organulos (resultados no mostrados). Una vez
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obtenidos los plastidios, se hidrolizaron y se separaron la fraccion soluble de la
membranosa (Materiales y Métodos 3.5.4.1). Ademas, para determinar la pureza de la
fraccion soluble del plastidio, se ensayé la enzima HaLACS (Materiales y Métodos
3.3.4), enzima que posteriormente describiremos en este trabajo (Resultados 4.3.5) y
que se encuentra localizada en la membrana del plastidio. Como se observara en la
Figura 37, la actividad acil-CoA sintetasa se encontro principalmente en la fraccion total
y en la fraccion membranosa, presentando un nivel inferior al 15 % de actividad en el
estroma (fraccion soluble), confirmando que la preparacién tuvo una calidad adecuada

para realizar el experimento de localizacion de FatB mediante western blot .

100

80

60

40

Actividad (% Conversion)

20 -

0
Total Estroma Membrana Control(HaLACS1)

Figura 37. Ensayo de actividad acil-CoA sintetasa en las fracciones total, estroma (soluble), membrana y
control positivo (fraccién membranosa de E. coli expresando HaLACS1). Valores presentados en %
frente al valor del control positivo.

4.2.2.2 Ensayos western blot para la localizacion de HaFatB.

Una vez obtenidas las fracciones soluble y membranosa de los plastidios, se llevo
a cabo con ellas un ensayo western blot junto con el anticuerpo AtFatB (Materiales y
Métodos 3.3.5.3). Los resultados de la transferencia de proteina a membrana y su
interaccion con el anticuerpo AtFatB puede observarse en la Figura 38. Se encontré una

banda de proteina del tamafio esperado y que interacciond con el anticuerpo tanto en la
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fraccion total de los plastidios como en la fraccién de membrana, no apreciandose trazas
de la misma en la fraccion soluble. Por lo tanto, podemos concluir que mientras HaFatA
es una proteina soluble localizada en el estroma del plastidio, la proteina HaFatB se
encuentra anclada a membrana gracias a la region hidrofébica que presenta en su
secuencia. Esta proteina podria estar realizando su actividad Fat sobre los acil-ACP

anclada a la membrana del tilacoide o en la membrana interna del mencionado organulo.

A B C D

42kDa
34kDa

26kDa

Figura 38. Western blot de distintas preparaciones de plastidios de girasol frente al anticuerpo
anti-AtFatB. A) Marcador, B) Fraccioén total, C) Fraccién soluble, D) Fraccion membranosa.

Ademas, se realizaron ensayos de actividad Fat frente al 18:1-ECACP sobre las
muestras aisladas (Figura 39), tal y como se describe en Materiales y Métodos 3.4.4.
Como se puede observar, en este caso presentan actividad Fat todas las fracciones
ensayadas, encontrdndose una mayor actividad en la fraccion soluble. Este resultado
refuerza la localizacion de HaFatB en la fraccion membranosa (baja actividad hacia
18:1-ECcACP), mientras que HaFatA, con una actividad mucho mas alta hacia el 18:1-

EcACP se encuentra en la fraccion soluble (Resultados 4.1.9).
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Figura 39. Ensayo de actividad tioesterasa en las fracciones total, estroma (soluble), membrana y control
positivo (purificacion de la proteina heterdloga HaFatA). Valores presentados en actividad especifica.

4.3 ESTUDIO DE LAS ACIL-CoA SINTETASAS DE CADENA
LARGA.

4.3.1 Clonacion y caracterizacion de dos genes LACS de girasol.

Durante esta tesis se han clonado dos genes a partir de semillas de girasol que
codifican dos proteinas sintetasas de acil-CoA de cadena larga (LACS) que
probablemente estan involucradas en la biosintesis de TAG de reserva en esta especie.
Para la identificacién de los genes LACS de girasol se utilizo la secuencia proteica del
gen de Arabidopsis thaliana Atlg77590 que codifica la LACS9 que se expresa en las
membranas de los plastidios y es en gran parte responsable de la activacion de los
acidos grasos sintetizados de novo en las semillas de esta especie. En la base de datos
publica  (http://aralip.plantbiology.msu.edu/pathways/path) se  encontraron  dos
secuencias EST con una alta homologia, una correspondia con el gen AtLACS9 antes
mencionado y la otra con AtLACS8, una forma de LACS que se localizaba en el reticulo
endoplasmatico. Estos ESTs de girasol no se correspondian con la secuencia completa
de los genes. La secuencia de estos ESTs se utiliz6 para disefiar oligonucle6tidos que se

utilizaron posteriormente para amplificar todo el gen mediante la técnica de RACE
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(Materiales y Métodos 3.2.5.1). Las secuencias completas se amplificaron mediante
PCR (Materiales y Métodos 3.2.5.3) usando ADNc de semillas de girasol 20DDF como
molde. Las secuencias completas, que se denominaron HaLACS1 y HaLACS2, con un
tamafo aproximado de 2,1 kb (Figura 40), codificaban proteinas de 697 y 711 aa,
respectivamente. El nivel de homologia entre ellas fue de un 62,74 % y los pesos
moleculares estimados de 76,30 y 77,57 kDa, respectivamente. Las secuencias
HaLACS1 y HaLACS2 fueron depositadas en GenBank con los numeros de acceso
HM490305 y HM490306 respectivamente.

1 2 3

2Kb

Figura 40. Analisis mediante gel de agarosa de los genes HaLACS1 y HaLACS2 clonadas en pMBL-T.
1; Marcador, 2; HaLACS1, 3; HaLACS2 B.

La busqueda con dichas secuencias en la base de datos de proteinas de membrana
de plantas ARAMEMNOM (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/index.ep) puso de
manifiesto la posible existencia de un dominio transmembrana en el extremo N-terminal
de las proteinas que actuaria como un elemento de fijacion en los organulos donde se
localizan. Mediante el uso de programas de prediccion en linea, TargetP1.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) 'y  ChloroP1.1  (http://www.cbs.dtu.dk/

services/ChloroP/) no fue posible establecer la localizacion de estas enzimas en base a
su secuencia de aminoacidos. La enzima HaLACS1 muestra alta homologia (74,19 %)
con la proteina AtLACS9 localizada en el plastidio (Shockey et al., 2002), (Figura 41).
Por otro lado, HaLACS2 presento una mayor similitud (69,88 %) con AtLACSS8 (Figura

41), enzima unida al reticulo endoplasmatico (Zhao et al., 2010).
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HalAC31 ----———--—————————————— MSAYVVGVLAPLLLTLALRNLKKE-KRRGLPADVSGEPGYATIRNYRFTSPVETAWAGI 57
AtLACSY  ——————mmmm—mmm o MIPYAAGVIVPLALTFLVOKSKKE-KKRGVVVDVGGEPGYATIRNHRFTEPVSSHWEHTI 57
OSLACS9 ——————--——-mmmmmm MNPYFVGLLVPIAVSLLLRKRRMVGKMRALPVDVGGEPGYAIRNYRFKQPVETHWEGY 58
HaLACS2 MDVGGSLSTFMKDKS-----— YGAAIAVLFAVAVPLVLSSMFVGKKKV-KQRGVPVEVGGEPGFGMRNVRSKKLVDVPWEGA 75

AtLACS8 MEDSGVNPMDSPSKGSDFGVYGIIGGGIVALLVPVLLSVVLNGTKKG-KKRGVPIKVGGEEGYTMRHARAPELVDVPWEGE 80
OsLACSS MSILQRIATSDVPLVKEYGLPGIIGAILLAVVIPIMLSSIFN——KKG KKRAVQADVGGEAGLAMRNSRFSMLVEVPWEGA 78

ke oae . - £ x . LE Rk ok ek * ok

HaLACS1 ETLADLFEQACKKHGDKNLLGTRKIISRETEVNQDGRSFEKLHLGDYEWMTYGQVYQVVCNFASGLVQIGHKSGERVAIFA 138
AtLACSY STLPELFEISCNAHSDRVFLGTRKLISREIETSEDGKTFEKLHLGDYEWLTFGKTLEAVCDFASGLVQIGHKTEERVAIFE 138
0sLACSY TTLAELFEQSCKDYVNMPLLGTRKLISREQESSLDGRSFEKLHLGEYDWKCYAEVFKSVCNFASGLIRLGHQKTDRVAIFA 139
HalLACS2 TTMAALFEQSCKKHSQHRFLGTRKLIERSFIDGSGGRKFEKLHLGEYEWETFGQVFERVCNFASGLIQLGHDPDTRIAIFS 156
AtLACS8 ATMPALFEQSCKKYSKDRLLGTREFIDKEFITASDGRKFEKLHLGEYKWQSYGEVFERVCNFASGLVNVGHNVDDRVAIFS 161
OsLACS8 TTMAALFEMASKKYPRHRCLGTRKLINREFVESPDGRKFEKLHLGEYEWDTYAEAFSRACNFSSGLIKLGHQRDSRAAIFA 159

EE T T PP Akkky ok 1, Lk khkkkhk ek kx|  kakgkhky gk ok

HaLACS1 DTREEWFIALQACFRRNVTVVTMYASLGEFAICHSLNETEVTTVICGNKELKKLIDISGQIDTVQRVICMDDEVYSSPF-L 218
AtLACS9 DTREEWFISLOGCFRRNVTVVTIYSSLGEEALCHSLNETEVTTVICGSKELKKLMDISQQLETVKRVICMDDEFPS--—-- 214
OsLACS9 ETRAEWQIALQACFRONITVVTIYASLGEEALCHSLNETEVTTVVCGOKELKKMIDISGQLDTVKRVIYINEEGISAEVSL 220
HaLACSZ2 DTRAEWLIAFEGCFRONITVVTIYASLGDDALIHSLNETKVSTLICDSKLLKKVASVSSSLETVTNVIYFESDNTEALS-- 235
AtLACS8 DTRAEWFIAFQGCFROSITVVTIYASLGEEALIYSLNETRVSTLICDSKQLKKLSAIQSSLKIVENIIYIEEDGVDVASSD 242
OsLACSB DTRTEWIIAAQGCFRQNLTVVTIYASLGEDALVHSLNETQVSTLICDSKQLKKLPAISSKLQSVKHVIYIEDEPVEAEVLN 240

** * % 'A’ 1. **'k . ‘k**'k * *kk oo :*: **‘k** ‘k * . :*. * ‘A’** t. ‘.':* ';'k 1.0
HalLACS1 TDGSSSWKIFPFSEVEEIGRENAVEADLPLPADVA
AtLACS9 -DVNSNWMATSFTDVQKLGRENPVDPNFPLSADVAVI
OsLACS9 AQKSTSWIIEPFEDVGRLGDTAPVDANMPLPSDVAVII

SGSTGLPKGVMMTHGNVLATVSAVMTIVPGLGGNDVYLAY® 299
SGSTGLPKGVMMTHGNVLATVSAVMTIVPDLGKRDIYMAYM 294
SGSTGLPKGVMMTHRNVLATLSAVMTIVPEIGKKDVYLAYM® 301

HaLACS2 --KIGDWQISSFSEVEKMGRNSPVKARLPIKKDIAVI SGSTGLPKGVMMTHGNVVATARAVMTVIPGIGTSDVYMAYM 314
AtLACS8 VNSMGDITVSSISEVEKLGQOKNAVQPILPSKNGVAVI SGSTGLPKGVMITHGNLVATAAGVMKVVPKLDKNDTYIAY® 323
OsLACS8 --QMKHWITFSFGEVEELGKTSHTDARLPSSTDTAVI SGSTGLPKGVMITHGNMVATTAAVMTIIPKLGTGDVYLAY® 319
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HaLACS1 LAHILELARENLIAAVGSSIGYGSPLTLTDTSSKIKRGTKGDASVLRPTLM
AtLACS9 LAHILELAAESVMATIGSAIGYGSPLTLTDTSNKIKKGTKGDVTALKPTIMT
OsLACS9 LAHILELAAEALIAAVGASIGYGSPLTLTDTSNKIKKGTLGDASALKPTLMT
HaLACS2 LAHIFELAARETVMITAGSSIGYGSALTLTDTSNKIKKGTMGDATALKPTLMAS
AtLACSS LAHVFELEAEIVVETSGSAIGYGSAMTLTDTSNKVKKGTKGDVSALKPTIMT REGVLKKVEEKGGMAKTLEF 404
OsLACSS LAHVFELAARETVMLASGAATGYGSALTMTDTSNKIKKGTKGDVSALKPTLMI S| TRDAVFKKVGEKGGLTKKLE 400
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RDGVRKKVDSAGGLSKTLF 380
RDGVRKKVDAKGGLSKKLF 375
RDGVRKKVDTKGGVAKQLF 382
VRDGVVKKVEEKGGLTTKLE 395

HaLACS1 NLEMNRRLSAINGSWLGAWGLEKLLWNYLVFRKVRAILGGRIRFILSGGAPLSADTQRFINICEFGAPIGH 461
AtLACSY DFEMARRLSAINGSWFGAWGLEKLLWDVLVFRKIRAVLGGQIRYLLSGGAPLSGDTQRFINICVGAPL 456
OsLACSY9 D RRLAAVNGSWLGAWGLEKLLWDMLVFKKVRAVLGGKIRFVLSGGAPLSGDTQRFINICLGVPI 463
HalLACS2 NIMMORRLLAVDGSWLGAWGLEKLLWDAIVFKKIQSVLGGKMRFMLCGGAPLARDTQRFINVCIGAPI 476
AtLACS8 DF@MKRRLAAVDGSWFGAWGLEKMLWDALVFKKIRAVLGGHIRFMLVGGAPLSPDSQRFINICMGSPI 485
OsLACS8 RNLGAIEGSWFGSWAPERMIWDNLIFKPIRSMLGGRIRFVLCGGAPLSSDTQREFMNICLGVEV 481

eokk ok k ke kkkoaeckak Faewake saks e e rkhkeoakeek khkhkhks Fekkhhkakek * kekhhkr Ak khokkF A

HalAC31 TFSEYDDTSVGRVGAPLPCSYIKLINWPEGGYLTSDSPMPRGEIVIGGPNVTLGYFKNDEKTKEVYKVDERGLRWEYTGEI 542
AtLACSY9 TFSEFEDTSVGRVGAPLPCSFVKLVDWAEGGYLTSDKPMPRGEIVIGGSNITLGYFKNEEKTKEVYKVDEKGMRWEYTGINT 537
OsLACS9 TFSEYDDPSVGRVGAPLPCSYIKLIDWSEGGYLTSDSPMPRGEIVIGGPNVTKGYFKNEAKTNEVYKDDEKGMRWEYSGEI 544
HaLACS2 AFSEADDNSVGRVGPPLPCVYIKLVSWDEGGYLTSDKPMPRGEVVVGGYSVTAGYFNNEEKTKEVFKVDESGMRWEYTGEIL 557
AtLACS8 TFSEWDDPAVGRVGPPLPCGYVKLVSWEEGGYRISDKPMPRGEIVVGGNSVTAGY FNNQEKTDEVYKVDEKGTRWEYTGINL 566
OsLACS8 AFSEWDDTSVGRVGPPLPCCYVKLVSWEEGGYKISDSPMPRGEVVVGGYSITKGYFNNEAKTNEVYKVDERGMRWEYTGET 562
*
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HaLACS1 GQFHKDGCLEMIDIKKDIVEKLOS
AtLACSY GRFHPDGCLEMIDKEKDIVKLOf
OsLACSY GRFHPDGCLEMIDRIKKDIVKILQle

§VSLGKVEAVLSVSPYVDNIMVYANSFHSYCVAIVVASQSALESWALQKGIKVVDE 623
{VSLGKVEAALSISPYVENIMVHADSFYSYCVALVVASQHTVEGWASKQGIDFANE 618
SLGKVEAALIVSPYVENIMIHADPFHSYCVALVVAAHNELENWASQQGVTYTDF 625
HalACS2 GRFHPDGCLEMIDERIKKDIVKLQ) MISLGKVEAALASSKYVENVMLHADPFHSYCVALVVPPHQVLEQWAQSAGISYKDF 638
AtLACS8 GRFHPDGCLERIDEKKDIVKLOIER ST.GKVEAALGSSNYVDNIMVHADPINSYCVALVVPSRGALEKWAEERGVKHSEF 647
OsLACS8 GQFHPDGCLEMI DgKKDI VKLO[SIEIoN SLGKVESALTTSNYVDSIMVYADPFHNYCVALVVPAHQALEQWAQNSGINYKNF 643

Fakdk hkkokkakkkdohkkk kb hhok ok ko kkkkk k. K dokka eka ke e kkkdakh sk kR ks

HaLACS1 ASLCEMSETVKEVYGSLVKAAKTGRLEKEEIPAKIKLLPDAWTPESGLVTARLKLKRDIIRKTFSDELAKFYLS 697
AtLACS9 EELCTKEQAVKEVYASLVKAAKQSRLM IPAKIKLLASPWTPESGLVTARLKLKRDVIRREFSEDLTKLYA- 691
OsLACSY VDLCOKPEAVKEVLGSLSKAAKQARLE IPAKIKLISEPWTPESGLVTARLKLKREVLRKTYEDDLAKLYA- 698
HaLACS2 ADLCDKKESVSEVLQSLNKVAKDAKLEKEEIPAKIKLMPEPWTPESGLVTARLKLKREQLKAKFKDDLOMLYG- 711
AtLACS8 AELCEKGEAVKEVQQSLTKAGKAAKLM LPAKIKLLSEPWTPESGLVTARLKIKREQIKSKFKDELSKLYA- 720
OsLACS8 DELCHNDQAIKEVQQOSLSKAAKAARLSKEEI PAKIVLLPEPWTPESGLVTARLKLKREQIKTKFKDDLGKLYH- 716

* * e s Kk * K K * sk e kk ke krhh xe dhk Ak dhhkhkhhhdohde o . sk K

Figura 41. Alineamiento de la secuencia de proteinas HaLACS1 y HaL ACS2. Se compararon con las
siguientes especies: At; Arabidopsis thaliana (AtLACS8, AtLACS9), Os; Oryza sativa (OSLACSS,
OsLACS9). Los aminoacidos que intervienen en la actividad sintetasa estdn marcados en negro. Los
residuos que intervienen en el centro catalitico estan sombreados en negro. *Aminoacidos idénticos.
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4.3.2 Andlisis filogenético de HaLACS.

El arbol filogenético mostrado en la Figura 42 muestra como estos dos genes
HaLACS1 y HaLACS?2 se relacionan con genes LACS de otras especies de plantas. Para
una mejor interpretacion, el arbol se encuentra enraizado con la secuencia LACS del
organismo pluricelular Danio rerio (pez cebra). Dentro de las secuencias de plantas, se
observan dos grupos diferenciados, uno de ellos correspondientes a especies
dicotiledoneas, en el que se encuentran incluidas las secuencias de girasol HaLACS1 y
HaLACS2, y en el otro grupo se agrupan las especies monocotiledoneas. Dentro del
grupo de las dicotiledoneas estan presentes HaLACS1 junto con su homdloga de
Arabidopsis AtLACS9, asi como HaLACS2, la cual se localizd6 con su homdloga
AtLACS8. Como era de esperar, HaLACS1 y HaLACS2 tenian una mayor homologia
con las secuencias de otras especies de la subclase Asteridae como es el caso de
Solanum lycopersicum (tomate). Estos dos grupos HaLACS1-AtLACS9 vy
HaLACS2-AtLACS8 también se vieron enraizados con aquellas secuencias LACS de

especies incluidas dentro de los grupos Bryophyta y Lycopodiophyta.
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Figura 42. Comparacion filogenética de las LACS de girasol con algunas proteinas homologas de otras
especies. Las especies incluidas en este arbol son: Al; Arabidopsis lyrata, At; Arabidopsis thaliana, Bd;
Brachypodium distachyon, Cs; Cucumis sativus, Fv; Fragaria vesca, Gm; Glycine max, Ha; Helianthus
annuus, Mt; Medicago truncatula, Os; Oryza sativa, Pp; Physcomitrella patens, Rc; Ricinus communis,
SlI; Solanum lycopersicum, Sm; Selaginella moellendorffii, VVv; Vitis vinifera, Zm; Zea mays, Danio rerio

(Pez cebra). Monocotiledoneas (----).
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La presencia de copias de LACS homologas a HaLACS1 y HalLACS2 en el
genoma de girasol se examind mediante un estudio de hibridacién de ADN genémico
(Southern blot) empleandose sondas sintetizadas como se describe en Materiales y
Métodos 3.2.11, utilizando los oligonucledtidos de la Tabla 13. El resultado de la
transferencia se muestra en la Figura 43, indicandonos la presencia de una Unica copia
de cada gen en el genoma de girasol. Este resultado est4d en concordancia con lo
observado en otras especies cuyo genoma ha sido secuenciado (Ricinus communis, Vitis

vinifera o Arabidopsis thaliana) incluidas en el arbol filogenético de la Figura 42.
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Figura 43. Estudio del nimero de copias de LACS en girasol mediante southern blot. EI ADN gendmico
fue digerido con las enzimas de restriccion indicadas en la figura. Se hibridaron con sondas amplificadas
para los genes HaLACS1 (A) y HaLACS2 (B). La posicién de los marcadores de tamafio se indica en la
parte izquierda de cada imagen.

4.3.3 Niveles de expresion de los genes HaLACS1 y HaLACS2.

Con el fin de determinar la posible funcién e implicacion de ambos genes en el
metabolismo lipidico, se estudiaron los niveles de expresién de los dos genes LACS de
girasol en hoja, raiz, tallo, semillas en desarrollo y cotiledones de semilla en

germinacion (Figura 44).

116



Resultados y Discusion

Los datos indicaron que HaLACS1 se expresa a niveles muy altos en semillas en
desarrollo, sugiriendo un papel de la misma en la sintesis de TAG. Ademas, los niveles
de expresion de este gen se mantenian altos durante todo el periodo estudiado del
desarrollo de la semilla, desde los 15 hasta los 30 DDF. La enzima HaLACS2 también
se expreso en semillas en desarrollo, pero a niveles inferiores a los que se observaron en
HaLACS1. En el caso de HaLACS1 el nivel de expresion fue alto durante todo el
periodo estudiado, mientras que para HaLACS2 se detectd un maximo de expresion a
los 20-25 DDF, periodo en el cual también se produce la mayor acumulacion de aceite.
Esto relaciona de nuevo la expresion de estos genes con la sintesis de TAG y apuntan a
dos mecanismos de regulacion distintos para cada gen. Estudios de expresion en
Arabidopsis de AtLACS8 y AtALACS9 también mostraron valores altos de expresion
durante la formacion de la semilla (Shockey et al., 2002).

En el caso de la germinacién, la movilizacion y la degradacion de los acidos
grasos almacenados en las semillas durante la germinacion conlleva la activacion de los
acidos grasos a sus correspondientes acil-CoA, que son degradados a través de la
[-oxidacion.

B HalACS1
B HalACS2

-AACT
Y
o

Ratio Expresién Normalizada 2

Figura 44. Perfiles de expresion de los genes HaLACS1 (color verde) y HaLACS2 (color azul) en tejidos
vegetativos y semillas en desarrollo de girasol determinado mediante RT-qPCR. Se representan medias
méas/menos desviaciones estandar a partir de tres muestras independientes.
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En el primer estadio de la germinacion se observo una alta expresion de los dos
genes HaLACS estudiados. Sin embargo, a medida que avanza este proceso los niveles
de HaLACS1 decrecen bruscamente mientras que la expresion de HalLACS2 se
mantiene. Por lo tanto, podemos concluir que HaLACS1 presenta un papel mas
importante durante la formacion de la semilla, mientras que HaLACS2 se expresa a
mayores niveles en tejidos vegetativos y semillas en germinacion. Estos datos coinciden
con los obtenidos con sus homologas en Arabidopsis, presentando la isoforma AtLACS9
expresion tanto en el desarrollo de la semilla como en cotileddn en germinacién
mientras que la isoforma AtLACS8 presento valores menores de expresion en el primer
caso (Shockey et al., 2002).

Las enzimas HaLACS1 HaLACS2 no estan probablemente implicadas en la
activacion de los &cidos grasos que tiene lugar en el proceso de p-oxidacion, ya que
estudios previos en Arabidopsis mostraron que las formas de LACS involucradas en
dicha ruta fueron del tipo AtLACS6 y AtLACS7, las cuales se localizan en los
peroxisomas de los cotiledones en germinacion (Fulda et al., 2002).

En los demas tejidos vegetativos estudiados, HaLACS2 se expreso a mayor nivel

en hojas y tallos, mientras que HaLACSL1 fue predominante en las raices.

4.3.4 Expresion heteréloga y especificidad de las proteinas HaLACS.

Las enzimas HaLACS1 y HaLACS2 se expresaron heterologamente en la estirpe
de E. coli K27 deficiente en actividad LACS (Overath et al., 1969), y fueron
recuperadas y ensayadas en la fraccion membranosa de la bacteria (Materiales y
Métodos 3.4.1). Ambas proteinas se expresaron con una cola de (6xHis) en el extremo
N-terminal para asi facilitar su purificacion y su deteccion mediante inmunoensayos.
Asi, en la Figura 45 se muestra un ensayo western blot (Materiales y Métodos 3.3.5.3)
donde se confirmo la expresion de ambas proteinas en la fraccion membranosa del

microorganismo hospedador mediante reaccion con el anticuerpo anti polihistidina.
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72KDa

Figura 45. Andlisis de la expresion de las HaLACS en las fracciones de membrana de E. coli mediante
western blot: 1; Control negativo (Plasmido pQE80 vacio), 2; His-HaLACS1, 3; His-HaLACS2. La
flecha indica el peso correspondiente a las proteinas HaLACS.

Sin embargo, no fue posible purificar dichas proteinas en columnas de afinidad
NTA-Ni debido a que las enzimas activas unidas a la membrana no se retuvieron en la
columna. A este respecto se realizaron estudios de solubilizaciéon de estas proteinas
empleandose detergentes como el Triton X-100, Tween-80 o Tween-20. Estos
experimentos no tuvieron éxito debido a que se produjo una severa inactivacion de las
enzimas y a que la actividad residual que pudo ser solubilizada tampoco se retuvo en la
columna de afinidad. Por lo tanto, se decidio realizar los estudios a partir de la fraccién
membranosa como se ha hecho en anteriores trabajos (Shockey et al., 2002).

En la Figura 46 se muestra la especificidad de sustrato de ambas enzimas. Se
observd una alta actividad de HaLACS1 hacia los &cidos grasos monoinsaturados,
siendo el acido palmitoleico y el &cido oleico los acidos grasos activados a mayor
velocidad. Los é&cidos grasos polinsaturados como el acido linoleico y el &cido
linolénico fueron también esterificados pero a menor velocidad que los &cidos grasos
monoinsaturados. En el caso de los &cidos grasos saturados palmitico y esteérico, la
actividad de HaLACS1 hacia ellos fue bastante mas baja. Estos datos apoyan la
hipétesis de la participacion de esta enzima en la sintesis y la activaciéon de los acido
grasos sintetizados de novo en la semilla, entre los que predomina el acido oleico
liberado por la FatA después de la accion de la enzima SAD (Serrano-Vega et al.,
2005).
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Figura 46. Especificidad de sustrato de la proteina HaLACS1. Los resultados corresponden a la media +/-
desviacion estandar de tres determinaciones independientes.

Por otra parte, la enzima HaLACS2 present6 una actividad total mas baja en el
extracto de membrana, mostrando preferencia por los &cidos grasos palmitico y
linolénico (Figura 47). En este caso, también se observd una actividad baja para el acido
estedrico. Esta especificidad de HaLACS2 estaria acorde con una funcién en la
activacion de los &cidos grasos liberados por las acil-hidrolasas de membrana,
contribuyendo al intercambio de los grupos acilos entre los lipidos polares, el conjunto
de acil-CoA y los TAG. De esta forma, los acidos grasos palmitico y linoleico son los
méas abundantes en las especies de PC de semilla de girasol (Alvarez-Ortega et al.
1997), que son los principales fosfolipidos presentes en las membranas plasmaticas y en
el reticulo endoplasmatico. Estos perfiles de actividad son similares a los publicados en
anteriores estudios sobre las enzimas LACS de Arabidopsis, donde estas enzimas
mostraron altas actividades hacia los acidos oleico y linoleico, y actividades bajas para

el acido estearico (Shockey et al., 2002).
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Figura 47. Especificidad de sustrato de la proteina HaLACS2. Los resultados corresponden a la media +/-
la desviacidn estandar de tres determinaciones independientes.

A este respecto y como veremos en el apartado de Resultados 4.5.3, algunas lineas
mutantes de girasol de interés comercial presentan aceites enriquecidos en acido
estedrico. Asi, la baja actividad de las enzimas LACS hacia el acido estearico podria ser
un aspecto limitante durante la metabolizacion y acumulacion de dicho acido graso en
los TAG. Los estudios realizados en este trabajo sobre las diferentes lineas mutantes de
girasol (Resultados 4.5.3), revelaron que la linea CAS-3 la cual present6 un perfil alto
estedrico, acumulaba menos TAG durante el desarrollo de la semilla con respecto a las
lineas control CAS-6 (Figura 68). Este fendmeno se ha asociado a una baja eficiencia
de la maquinaria enzimatica de girasol para aceptar estearil derivados como sustratos.
Esta hipotesis es compatible con las especificidades de sustrato de HaLACS
caracterizadas en este trabajo, ya que ambas enzimas mostraron baja actividad hacia el
acido estearico lo cual podria provocar una alteracion del flujo metabdlico que causara

los efectos anteriormente descritos.
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4.3.5 Estudios de localizacion de HaLACS1 y HaLACS2.

En vista de que los programas y bases de datos comunmente empleados para la
estimacion de la localizacién de proteinas no predijeron resultados claros con
HaLACS1y HaLACS2, se realizaron estudios de localizacién con el objetivo de aportar
mayor evidencia sobre la funcion de las mismas. La técnica empleada fue la expresion
transitoria de las proteinas HaLACS1 y HaLACS2 unidas a proteinas fluorescentes, en
el extremo C-terminal de cada proteina para que no se viera afectada la localizacién de
las mismas. A continuacion, estas proteinas fueron expresadas en células transformantes
de tabaco BY-2 y su localizacion determinada en un microscopio confocal (Materiales y
Métodos 3.5.1) La localizacion de HaLACS-GFP se llevo a cabo como se describid en
el apartado anterior (Resultados 4.2.1), empleandose distintos controles, unos marcados
con proteina roja fluorescente (RFP) y otros utilizando una reaccidn antigeno-anticuerpo
frente a la proteina control ConA (Tartakoff y Vasalli, 1983). Asi, en la Figura 48, se
observa la expresion de la proteina HaLACS1 y como control se utiliz6 el translocén
de membrana interna de cloroplasto 40 marcado con la RFP (Tic40-RFP) (Heins et al.,
2002), pudiéndose apreciar que la HaLACS1-GFP colocaliz6 con la proteina TIC en las
membranas de los cloroplastos, formando un halo verde alrededor del rojo
correspondiente al marcador, lo cual confirm6 la localizacion de esta proteina en las
membranas de estos organulos, localizacién similar a la de su homdéloga AtLACS9 en
Arabidopsis (Schnurr et al., 2002). En la Figura 49 se aprecia que HaLACS1-GFP
estuvo unida a membrana, no observandose presencia de la misma en el citosol (Figura
49, filas 4 y 5) que en este caso fue marcado mediante la expresion de la RFP. Ademas,
en estas imagenes se observa que la enzima se asoci0 a estructuras membranosas
circulares que anteriormente fueron confirmadas como plastidios. Sin embargo, cuando
se empled como marcador la ConA, que se localiza en el reticulo endoplasmatico, se
observo un cierto solapamiento con una parte de la HaLACS1-GFP (Figura 49, fila 1, 2
y 3). Esta tendencia a ser localizada en el reticulo endoplasmatico podria ser un
artefacto causado por la sobreexpresion de la proteina, que se produciria después de que
las membranas del plastidio quedaran saturadas y no pudieran albergar mayores
cantidades de esta proteina. Sin embargo, este fenémeno se da también a tiempos cortos
de expresion de las proteinas marcadas, lo que parece indicar que esta enzima se
encuentra tanto en la membrana de los plastidios como en ciertos dominios del reticulo
endoplasmatico. Este resultado implicaria a esta enzima en el proceso de trafico de
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membranas entre estos dos organulos. A este respecto se han descrito proteinas con
localizaciones similares. Es el caso, por ejemplo, de la ent-kaureno oxidasa, que se
localiza tanto en membranas plastidiales como en el reticulo endoplasmético enlazando
dos ramas de la ruta de sintesis de las giberelinas con distinta localizacion (Helliwell et
al., 2001). En este sentido, la HaLACSL1 podria desempefiar esa funcion dentro de la

ruta de sintesis de lipidos en girasol.
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Figura 48. Imagenes de microscopia confocal de la proteina HaLACS1 fusionada con la molécula
fluorescente GFP, expresadas en células de tabaco BY-2 y co-expresadas con el control Tic40-RFP.
Columna A; Se representa las imagenes de expresion HaLACS1-GFP (color verde). Columna B;
Iméagenes utilizada como control positivo de Tic40-RFP (color rojo). Columna C; Superposicion de las
columnas Ay B. Columna D; Imagen confocal.
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Figura 49. Imégenes de microscopia confocal de la proteina HaLACS1 fusionadas con la molécula
fluorescente GFP, expresadas en células de tabaco BY-2. Columna A; Se representa las imagenes de
expresién HaLACS1-GFP (color verde). Columna B; Imagenes de proteinas control (color rojo) como
conjugado fluorescente de la Concanavalina A (proteina marcador del reticulo endoplasmatico, filas 1,2 y
3) o mediante co-expresion con RFP (marcador del citosol, filas 4 y 5). Columna C; Superposicion de las
columnas Ay B. Columna D; Imagen confocal.
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En el caso de HaLACS2, se observd una clara localizacion en el reticulo
endoplasmético. Como en el caso anterior, se realiz también un estudio de localizacion
comparativo con Tic40-RFP, obteniéndose marcas fluorescentes completamente
segregadas que descartan la presencia de HaLACS2 en membranas plastidiales (Figura
50, filas 1 y 2). Por otra parte, la ConA se utilizd6 como control de localizacién en el
reticulo endoplasmatico en estos experimentos, confirmandose la localizacion de
HaLACS2 en el reticulo al superponerse los marcajes obtenidos con ambas proteinas
(Figura 50, filas 3, 4 y 5). Esta localizacion es similar a la publicada para AtLACSS, la
forma de LACS en Arabidopsis homéloga a HaLACS2 (Zhao et al., 2010).
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Figura 50. Imagenes de microscopia confocal de la proteina HaLACS2 fusionada con la molécula
fluorescente GFP, transformadas en células de tabaco BY-2 mediante bombardeo biobalistico. Columna
A; Se representa las imagenes de expresion HaLACS2-GFP (color verde). Columna B; Imagenes de
varias proteinas control (color rojo) mediante co-expresion con Tic40-RFP (fila 1 y 2) o como conjugado
fluorescente de la Concanavalina A (filas 3, 4 y 5). Columna C; Superposicion de las columnas A y B.
Columna D; Imagen confocal.
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4.4 ESTUDIO DE LAS PROTEINAS DE UNION A LOS ACIL-CoA
EN GIRASOL.

4.4.1 Clonacion de tres genes ACBP en girasol.

A partir de las secuencias conocidas de ACBP1l, ACBP4 y ACBP6 de
Arabidopsis thaliana (At5g53470, At3g05420 y At1g31812 respectivamente)
disponibles en bases de datos publicas (http://aralip,plantbiology,msu,edu/pathways/
pathways), se realiz6 una busqueda de ESTs en Helianthus annuus que codificaran
proteinas homologas a estas. Utilizando las secuencias de estos ESTs, se disefiaron los
oligonucle6tidos necesarios para amplificar un fragmento de ADN que codificaba una
ACBP de girasol que presentaba homologia con la secuencia proteica del gen de
Arabidopsis AtACBP6. Para mayor claridad, en el presente trabajo se dio a este gen el
nombre de HaACBP6. Ademas, entre estos ESTs de girasol se hallaron secuencias
parciales codificantes para otras ACBP, que se amplificaron mediante la técnica RACE
(Materiales y Métodos 3.2.5.1) a partir de ADNc de semillas de 20 DDF pertenecientes
a la linea control CAS-6 de girasol. Los fragmentos amplificados fueron clonados en el
plasmido pMBL-T-Easy® (Dominion, Espafia) y varios clones fueron secuenciados en
ambos sentidos (Materiales y Métodos 3.2.12). EIl alineamiento mediante el programa
Bioedit de las secuencias amplificadas mostrd6 que dichos fragmentos presentaban
secuencias homologas a las secuencias conocidas de Arabidopsis AtACBP1 y AtACBP4,
a las que se nombrard a su vez HaACBP1 y HaACBP4, respectivamente. Una vez
ensamblados los fragmentos y amplificada por completo la secuencia mediante el uso de
los oligonucleotidos descritos en la Tabla 10, las secuencias finalmente determinadas
fueron de 1050 pb para HaACBP1, 1989 pb para HaACBP4 y 273 pb para HaACBPS,
con pautas abiertas de lectura que codificaban proteinas de 350, 663 y 91 aa
respectivamente. Las secuencias completas se clonaron en el plasmido de expresion
pQEB8O que se usd para transformar la cepa BL21 como se describe en los Materiales y

Métodos 3.2.3.2 con el fin de sobreexpresar estas proteinas.
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4.4.2 Estudio estructural de las HaACBP.

El alineamiento de HaACBP6 con otras ACBP6 de diferentes especies (Figura
51) muestra que todas presentan pequefio tamafio (unos 90 aa, no mas de 137 aa) y una
Unica zona activa correspondiente a la unién de acil-CoA presente en todas la proteinas
de esta familia. La homologia entre HaACB6 y sus homologos de Arabidopsis, arroz o
ricino fue del 77 %, 72 % y 71 %, respectivamente. Otras especies incluidas en la
Figura 51, que no se correspondian ni con plantas Dicotiledoneas ni Monocotiledoneas
mostraron homologias menores al 70 %.

o]
¥y YYrvy vy

HaACBFG IADIREEHAEKVESITKKPSDAD E 70
AtACBPG Bl I H ARV N TIRTELPSNED E 70
RcoACBPG BN IO FEHARKAKTIRPENTTNEN E 70
OsACBPOa QINDIIEEY AEKVKTIPES TSNED E 70
OsACBPGDb IHDEEQY ARKAKTIMPES TSNEN 70
O0sACBPGC OIAEREEFAEKAKTIPDT ISNED E 70
PsACBPG BN INEIREEY TEKAK TP AS TTDND S 70
PpACBPGa BANDIADIRE O A A KDAK AT AMPSNDD D 70
PpACBPGh KTKPSDDD D 70
CvACBPG IADIRDKAAREAKAPDNTSNDD E 70
HarcBPe  Bvwof@rvaxko@uErDRRAR 90
AtACBPG W@ T K KO EVARSKAST e 92
RCACBPG v LGEARAS A~ 90
OsACBPOa 4 OEEAAALKAVLSVEISRKFDRNILQTCKESGHGCPEKLPGOKS SNSSEFLVAGAH 137
O0sACBP&Db N T < VKO EE A A A A A S — —— —————m 91
O0sACBPGc BUMVADNGET VK OMLEEASAESTS -~ e e e e 51
PsACBPG KOO A 85
PpACBPGa hRR K OOMOFEA--———— 85
PpACBPGD hRR K OOMOFA-———— 85

CvACBD6 107NN TV O SIKAK Y GA e 88

Figura 51. Alineamiento de HaACBP6 con otras ACBP6 de diferentes especies: Ha; Helianthus annuus,
At; Arabidopsis thaliana, Rc; Ricinus communis, Os; Oryza sativa, Ps; Picea sitchensis, Pp;
Physcomitrella patents, Cv; Chorella variabilis, O residuos implicados en el empaquetamiento de acil-
CoA, ¥ residuos involucrados en la unién al CoA.

Las proteinas ACBP1 son proteinas asociadas a membrana, que presentan en su
secuencia un dominio transmembrana en la region N-terminal (Xiao, et al., 2008). Al
alinear la secuencia de HaACBP1 con otras ACBP1 de otras especies (Figura 52), se
pudieron observar tres zonas bien diferenciadas: (i) la zona de union al acil-CoA
(sombreada en gris), (ii) la correspondiente al motivo ankiryn repeat (en verde), y (iii)
los 30 primeros aa (en amarillo) que forman una hélice transmembrana que fija la
proteina a la membrana del reticulo endoplasmético (Figura 52). Los dominios ankiryn
repeat han sido descritos como zonas de interaccion entre proteinas (Li et al., 2004) lo
que sugiere para las ACBP una funcién como cofactor facilitando la interaccién entre

los acil-CoA y otras proteinas.
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Figura 52. Alineamiento de HaACBP1 con otras ACBP1 de diferentes especies, Ha: Helianthus annuus,
Rc: Ricinus communis, At: Arabidopsis thaliana, Ps: Picea sitchensis, ¥ residuos involucrados en la
union de acil-CoA, [_: Dominio transmembrana, []: ACBP motif, [l Ankiryn repeat.

Las isoformas de ACBP4, son proteinas de mayor tamafio y como se explica a

continuacion, contienen dominios con distinta funcion o actividad. Al alinear la

secuencia HaACBP4 con ACBP4 de otras especies, se pudieron observar ademas del

dominio de union de los acil-CoA (Figura 53, sombreado color gris), otros dos dominios

bien diferenciados: una zona que se corresponde con un motivo Kelch (residuos del 183

al 507 de HaACBP4, sombreados en rojo) y otra identificada como un motivo prefoldin

(residuos del 645 al 683, sombreados en azul).
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Figura 53. Alineamiento de HaACBP4 con otras ACBP4 de diferentes especies: Ha: Helianthus annuus,
Rc: Ricinus communis, At: Arabidopsis thaliana, Os: Oryza sativa, Ps: Picea sitchensis, ¥ residuos
implicados en la unién de acil-CoA, []: ACBP motif, [} kelch motif, [l superposicion de kelch motifs,

[ ]: prefoldin motif.
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Como en el caso anterior de los dominios ankyrin repeat, los kelch motif han sido
descritos como zonas de interaccion entre proteinas participantes en multiples procesos
metabdlicos (Adams et al., 2000) como puede ser en la expresién génica (Philips y
Herskowitz, 1998; Diaz et al., 1997) o la organizacion celular (Kim et al., 1998;
Oettinger et al., 1990). Esta observacion sobre los kelch motif confirma la propiedad de
este grupo de proteinas ACBP de actuar como cofactor, facilitando la interaccion entre
los acil-CoA con otras moléculas (Leung et al., 2004). La zona prefoldin presenta
ademas homologia con la familia de las chaperonas (Cowan et al., 1998). Esta es una
estructura compleja cuya funcion es la de unir y estabilizar las nuevas cadenas
polipeptidicas sintetizadas permitiendo un correcto plegamiento de las mismas. En este
caso, la secuencia HaACBP4 mostro una homologia del 73 y 71 % respectivamente
para su homologa RCACBP y AtACBP4 respectivamente. En los demas casos,
AtACBP5, OsACBP y PsACBP la homologia fue menor del 70 %.

Las secuencias de HaACBP muestran gran similitud con sus homologos de
Arabidopsis y de otras especies. Este grado de homologia permitio el uso del programa
de modelado de proteinas (Swiss-Model, Schwede et al., 2003) basado en estructuras
cristalinas conocidas como por ejemplo la de la proteinas aisladas de Plasmodium
falciparum (VanAalten et al., 2001), levaduras (Teilum et al., 2005), Moniliophthora
perniciosa (Monzani et al., 2010; Modig, et al., 2007) o humanos (Taskinen et al.,
2007) que permitio la obtencion de los modelos estructurales de las HaACBP (Figura
54) (Materiales y Métodos 3.3.1). En todos los casos, podemos observar una estructura
de union a los acil-CoA de cuatro a-hélices (Figura 54, 1-A, 2-A, 3-Ay 3-B).

En el caso de HaACBP®6, la proteina mas pequefia y que Gnicamente presenta la
region ACB, se observa una zona de union a acil-CoA marcada en amarillo y otra de
color azul representando el bolsillo de la proteina donde encajaria el sustrato (Figura 54,
1-C). HaACBP6 es una proteina de 90 aa, un peso molecular de 10,1 kDa, un pl 5,29 y
presento el 74 % de su estructura expuesta al exterior como region soluble.

El estudio tridimensional de la secuencia proteica HaACBP4 muestra también una
estructura de cuatro a-hélices correspondientes a la zona de unién a grupos acil-CoA
(Figura 54, 2-A). Esta proteina, presenta una regién kelch motif (Figura 54, 2-B) con 5
hojas B orientadas de forma paralela formando un bucle en el interior. Ademas, en la
Figura 54 (2-C), se representa la region prefoldin motif observandose una estructura de
cuatro a-hélices. HQACBP4 es una proteina de 662 aa, con un peso molecular de 72,1

kDa, un pl 5,03 y presento el 67 % de estructura expuesta al exterior de forma soluble.

131



Resultados y Discusion

Figura 54. Representacion tridimensional de las proteinas HaACBP. 1, corresponde a la estructura
tridimensional de HaACBP6 (A, B y C corresponden a la zona ACB de la proteina HaACBPS, la region
N-terminal se presenta en color azul y la C-terminal en rojo); 2, estructura tridimensional de HaACBP4
(A,; regién ACB de la proteina HaACBP4 desde el aminoacido 7 al 105, la regién N-terminal se presenta
en color azul y la C-terminal en rojo, B; modelo representando la region kelch motif desde el aminoécido
213 al 508, C; modelo representando la regién prefoldin motif desde el aminoacido 536 al 642); 3,
estructura tridimensional de HaACBP1 (A y B representa la zona ACB de HaACBP1 presentando la
region N-terminal en color azul y la C-terminal en rojo, C; region ankyrin motif de la proteina
HaACBP1).
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Al igual que las estructuras anteriores, la secuencia HaACBP1 presento la region
caracteristica de este grupo de proteinas con sus 4 a-hélices (Figura 54, 3-A y 3-B)
correspondientes al sitio de union de los acil-CoA, que se representa en la Figura en
color rosa. La zona de los ankyrin motifs corresponde a nueve pequeiias a-hélices e
intervienen en la interaccion de la proteina con otras enzimas (Figura 54, 3-C).
HaACBP1 es una proteina de 349 aa, con un peso molecular de 39,3 kDa, un pl 4,57 y
una solubilidad del 54 %.

4.4.3 Andlisis filogenético de las HaACBP.

Se llevd a cabo un estudio filogenético de las secuencias polipeptidicas
derivadas de los ADNc de las HaACBP clonadas con otros genes ACBP de diferentes
organismos. A este respecto en la Figura 55 podemos observar tres grupos bien
diferenciados de estas proteinas. Para mayor claridad, el arbol se enraiz6 con el
organismo pluricelular Danio rerio (Pez cebra). Uno de estos grupos englobaria a las
AtACBP1, AtACBP2 y AtACBP3, como proteinas que estan asociadas a membrana. En
este grupo se incluye la proteina HaACBP1. Ademas, AtACBP3 se diferencia dentro de
este grupo de las dos primeras. Como se comento en la Introduccién (apartado 1.3.3), la
isoforma AtACBP3 esta localizada en el espacio extracelular (Leung et al., 2005).
Ademas, analizando las secuencias, AtACBP1/2 contenian los dominios ankyrin repeat,
los cuales no estaban presentes en la isoforma AtABP3, presentando Unicamente el
dominio ACB caracteristico de la especie. En otro grupo se encontraria la AtACBP6,
proteina soluble pero mucho mas pequefia que las incluidas en el grupo anteriores
presentando Unicamente el dominio ACB de esta familia de proteinas. En el tercer grupo
se encontrarian las proteinas AtACBP4/5, proteinas solubles que presentan varios
dominios (prefondin motig, kelch motif) ademés del dominio ACB. En todos los casos
podemos observar una alta homologia entre las ACBP de girasol (HaACBP1,
HaACBP4 y HaACBP6) y la de otras especies de plantas dicotiledoneas como
Arabidopsis o ricino. Dentro de cada grupo, todas ellas quedan separadas de las ACBP

de Bryophytas (Physcomitrella patens) y Lycopodiophyta (Selaginella moellendorffii).
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Figura 55. Comparacion filogenética de las proteinas de unidn a grupos acilo con sus homdlogas de otras
especies. Las especies incluidas en este arbol son: At; Arabidopsis thaliana, Bd; Brachypodium
distachyon, Cs; Cucumis sativus, Fv; Fragaria vesca, Gm; Glycine max, Ha; Helianthus annuus, Mt;
Medicago truncatula, Os; Oryza sativa, Pp; Physcomitrella patens, Rc; Ricinus communis, Sl; Solanum
lycopersicum, Sm; Selaginella moellendorffii, Vv; Vitis vinifera, Zm; Zea mays, Danio rerio (Pez cebra).
Monocotiledoneas (----).
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4.4.4 Niveles de expresion genica de HaACBP1, HaACBP4 y HaACBP6.

Los niveles de expresion de las ACBP de girasol en los tejidos de hoja, raiz,
tallo, cotiledones en germinacion y de semillas en desarrollo se estudiaron mediante
RT-gPCR (Materiales y Meétodos 3.2.6). Como muestra la Figura 56, durante el
desarrollo de la semilla, los niveles de expresion de las HaACBP no se modifican
significativamente, no observandose ninguna tendencia clara entre los 12 y los 30
DDF. En la mayor parte de los estadios estudiados, podemos observar una mayor
expresion del gen HaACBP1 en comparacion con HaACBP4 y HaACBP6, con la
excepcion de HaACBP6 en semillas mas desarrolladas (30 DDF).

B HaACBP1
Bl HaACBPA
B HaACBP6

100000

-AACT

10000

1000

100

10

Ratio expresién normalizada 2

0,1
«fbbé\ & /\,}\0 a@ 3 '\?'boo ~\@boo 0@\\’3‘ e";\\\\rb czp(i\\\\@ 06.\\\\%
N & & & T8 &%
49 £ £ LS & &
& Y o A9 o ® P® P

Figura 56. Andlisis de los niveles de expresion de los ARNm de HaACBP en diferentes tejidos de girasol
pertenecientes a la linea CAS-6. En rojo se representan los niveles de expresion de HaACBP1, en azul
HaACBP4 y en verde HaACBP6. Se representan medias mas/menos desviaciones estandar calculadas a
partir de tres experimentos independientes.
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Este resultado estuvo acorde con otros publicados con anterioridad, donde se
describe la importancia de AtACBP1 en la formacion de semillas en Arabidopsis (Du et
al., 2013; Chen et al., 2010). En cotiledones en germinacion, los niveles de expresion
para las tres HaACBP, presentan un maximo a los 4 dias después de la imbibicion,
siendo HaACBP6, la que presentaba un mayor nivel de expresion. La forma HaACBP1
presentd por otra parte niveles de expresion méas bajos en este tejido que durante la

formacion de la semilla.

4.4.5 Expresion heterologa de las proteinas HaACBP.

Para la expresion heter6loga de HaACBP en E. coli, los correspondientes genes
se clonaron en vectores de expresion bajo la regulacion del operdn de la lactosa (vector
pPQES80) y se expresaron en la cepa BL-21 (Materiales y Métodos 3.3.2). En el caso de
HaACBP1, se eliminaron los primeros 30 aa correspondientes al dominio
transmembrana para facilitar la expresion de la proteina en la fraccién soluble. En todos
los casos, a las proteinas resultantes se les afiadié una extension de seis histidinas en el
extremo N-terminal para facilitar su purificacion. Las fracciones solubles recolectadas
después de la induccion de las células contenian las proteinas recombinantes en cada

caso (Figura 57).
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Figura 57. Andlisis mediante SDS-PAGE de distintas fracciones obtenidas durante la purificacion de las
proteinas recombinantes HaACBP. A;yB;) (Hiss)-HaACBP1, A,yB,) (Hiss)-HaACBP4, AzyBs) (Hisg)-
HaACBP6. 1; marcador molecular, 2; sobrenadante, 3; fraccion a través de la columna, 4; primer paso de
purificacion, 5; segundo paso de proteina purificada.
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Las proteinas HaACBP1l, HaACBP4 y HaACBP6 fueron purificadas en
columnas de afinidad NTA-Ni, presentando los tamafios esperados de 39 kDa para
HaACBP1, 72 kDa para HaACBP4 y 10 kDa para HaACBP6. Sin embargo, en las
purificaciones correspondientes a HaACBP4, siempre presentaron bandas
correspondientes a proteinas de menor tamafio (de aproximadamente 60 kDa, Figura
57). Al realizar los estudios de western blot (Materiales y Métodos 3.3.5.3) con
anticuerpos anti-(His)s (Figura 58), se observd que ambas proteinas presentan una cola
de histidina, indicando que pueden ser resultado de la digestion de la proteina

HaACBP4 por parte de alguna proteasa enddgena de la bacteria (Figura 58-B4).

3 B) 4 5
y KDa KDa
76 76
s> >2
 EH 38
-
—_— 12 8

Figura 58. Analisis Western blot de la proteina purificada HaACBP4 y HaACBP6. A) Gel de proteina de
la fraccion purificada de las proteinas, 1, his-HaACBP4, 2, his-HaACBP6, 3, marcador; B) Membrana
western blot, 4, HaACBP4, 5, HaACBP6.

Por ello, se decidié purificar la proteina a partir de un gel desarrollado como se
describe en los Materiales y Métodos 3.3.5, nombrando a la proteina de mayor peso
molecular HQACBP4 y la de inferior HQACBP4c. A partir de esta purificacion se tiene
proyectado realizar un estudio de MS de las secuencia de ambas proteinas (HaACBP4 y
HaACBP4c), para dilucidar el lugar donde la proteina ha sufrido el corte. Para ello se
desarrollaron dos geles SDS-PAGE (Materiales y Métodos 3.3.5.1), uno se tom6 como
control para localizar las bandas y sobre el otro se corto la zona correspondiente a las
proteinas HAACBP4 y HaACBP4c. En la Figura 59, se muestra un gel donde se aprecia
la calidad de la purificacion de estos fragmentos. Los andlisis de MS estan siendo

realizados durante la escritura de este trabajo.
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Figura 59. Analisis mediante SDS-PAGE de las proteinas recombinantes HAACBP4 y HaACBP4c. 1;
Marcador, 2; Fraccion total, 3; Fraccion flujo de la columna, 4; Fraccion de lavado, 5; Fraccion eluida, 6;
Fraccion purificacion de HaACBP4, 7; Fraccion purificacion de HaACBP4c.

4.4.6 Estudio de afinidad de las proteinas HaACBP recombinantes.

4.4.6.1 Estudio de afinidad hacia diferentes fosfolipidos.

Una de las caracteristicas méas interesantes de las ACBP es que son capaces de
interaccionar con fosfolipidos, por lo que se las relaciona con los procesos de acilacion
dependientes de acil-CoA de los mismos (Chen et al.,, 2008). A este respecto, se
realizaron ensayos de afinidad en filtro con diferentes fosfolipidos usando las proteinas
HaACBP previamente purificadas (Figura 57) en colaboracion con el laboratorio de la
profesora Mee-Len Chye (Hong Kong). En el caso de HaACBP4 se utilizaron para el
ensayo las fracciones purificadas donde se observd una menor cantidad de proteina
HaACBP4c. En la Figura 60, se observa la afinidad de HaACBP1 y HaACBP4 por
distintas especies de PC, LPC, PA y acido lisofosfatidico (LPA). HaACBP 1 y 4
mostraron perfiles similares con interacciones més intensas hacia 14:0-PC, 18:1-PC y
18:2-PC. La proteina HaACBPS6, presento afinidad para los fosfolipidos insaturados
18:1-PC, 18:2-PC, pero en vez de tener afinidad hacia el derivado saturado 14:0-PC,
mostré afinidad por 16:0-PC. En ningun caso, las HaACBP, presentaron afinidad
significativa por los derivados del LPA o el LPC. Ademas, respecto a las diferentes
especies de PA ensayadas, solo interaccionaron con la especie 18:1-PA. En este caso,

solo las isoformas HaACBP 1 y 4 mostraron afinidad, siendo esta muy baja.
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HaACBP1 HaACBP4 A HaACBP6 A

18:0-LPA 18:0-LPA

18:1-LPA 18:1-LPA

16:0-LPC | 18:0-LPC

16:0-LPC | 18:0-LPC

Blanco | 18:1-LPC Blanco | - 18:1-LPC

Figura 60. Analisis de afinidad de las proteinas recombinantes HaACBP por distintos fosfolipidos. A;
Tabla de disposicion de los fosfolipidos en la membrana, PA; acido fosfatidico, LPA; 4&cido
lisofosfatidico, PC; fosfatidilcolina, LPC; lisofosfatidilcolina. , -: Fosfolipidos a los que presentan
afinidad.

Una vez que se determinaron los fosfolipidos por los que las proteinas HaACBP
presentaban alguna afinidad, se completé el estudio analizando la influencia de la
concentracion de sustrato (Figura 61), determinando que grado de afinidad presentaban
las HAACBP hacia los fosfolipidos. A partir de los resultados obtenidos en este estudio
se puede concluir que tanto HAGACBP1 como HaACBP4 presentan un mayor grado de
interaccion con las distintas especies de PC que con las de PA. Dentro de estos,
HaACBP4 mostr6 mayor afinidad sobre los fosfolipidos 18:1-PC y 18:2-PC, mientras
que en el caso de HaACBP1, la mayor afinidad la presenta hacia el 18:1-PC. En el caso
de HaACBPS6, solo presento afinidad sobre los derivados de PC, teniendo mayores
valores sobre los PC insaturados (18:1-PC y 18:2-PC) que sobre el saturado 16:0-PC.
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Figura 61. Andlisis de afinidad de las proteinas recombinantes HaACBP por distintos fosfolipidos. Efecto
de la concentracion. A, HaACBP1, B, HaACBP4, C, HaACBP6. PA; é&cido fosfatidico, PC;
fosfatidilcolina.

4.4.6.2 Estudios de afinidad hacia diferentes acil-CoA.

Para llevar a cabo un estudio mas a fondo de las funciones de las ACBP in vitro,
se decidio realizar el estudio de afinidad a diferentes grupos acil-CoA mediante el
analisis de ITC como se describe en los Materiales y Métodos 3.4.2.2. En la Figura 62
se representan los registros de microcalorimetria de las tres isoformas HaACBP frente
al palmitil-CoA (16:0-CoA).

Cuando se realizaron los ensayos, se observd que HaACBP1l y HaACBP6
presentaban afinidad por varios acil-CoA, mientras que HaACBP4 no interaccion6 con
ninguno de ellos. Esta falta de interaccion podria ser debida a la degradacion que sufria
la proteina y que fue descrita en el apartado 4.4.5. Sin embargo, la misma proteina
purificada si present6 actividad cuando se ensayd frente a diferentes fosfolipidos en el
apartado 4.4.6.1, lo cual parece indicar que la degradacion sufrida por la proteina afectd
principalmente a su dominio de interaccion con los acil-CoA. No obstante, este dato ha
de ser confirmado por los estudios de MS que se mencionaron anteriormente. Con
respecto HaACBP1, presento wuna afinidad de mayor a menor por
16:0~18:0>>18:1~20:0~18:3>>18:2, mientras que la afinidad de HaACBP6 fue
18:3>16:0~18:1~18:0>>18:2~20:0 (Tabla 19).
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Figura 62. Estudio de afinidad por microcalorimetria (ITC) de las proteinas recombinantes HaACBP1,
HaACBP4 y HaACBP6 hacia el 16:0-CoA.

Se observa una preferencia de HaACBP1 por los acil-CoA saturados de cadena
larga (18:0-CoA y 16:0-CoA). En el caso de HaACBP6, presento la mayor afinidad
hacia el linolenil-CoA (18:3-CoA), &cido graso poliinsaturado de cadena larga, siendo
también alta la afinidad por los grupos acilos 16:0-CoA, 18:1-CoA y 18:0-CoA. Estos
resultados parecen confirmar la relacién de estas proteinas con la sintesis de acidos
grasos ya que estos grupos acilos (palmitoil, estearil y oleil) son los que una vez
sintetizados en el plastidio se exportan al citosol para alimentar distintas rutas
metabdlicas (Ohlrogge y Browse, 1995). Por ultimo, destacar que en el caso de
HaACBPS6, los resultados obtenidos sobre los acidos poliinsaturados (18:2-CoA y 18:3-
CoA\) son diferentes a los obtenidos para AtACBP6 donde mostrdé mayor afinidad hacia

el 18:2 que hacia el 18:3-CoA (Xiao et al., 2011).
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HaACBP1 HaACBP6

Acil-CoA  Kd(uM™) N AH AS  KduM?) N AH AS

16:0-CoA 1656’ 1,09 -5351 146 29’ 056 3732 219
18:0-COA 13g7 058 -5823 133 14E’ 049  -4880 166
18:1-CoA  §3E® 083 -1583 259 15E7 087 3128 225
18:2-CoOA  21g5 112 -5799 526 56E® 063  -3592 19,0
18:3-CoA  41g% 047 -9965 -262 75E7 086  -1917 297

20:0-CoA 4,8E6 1,02 -3707 184 1,3E6 1,02 -3043 18,0

Tabla 19. Pardmetros de afinidad de las proteinas recombinantes His-HaACBP1 y His-HaACBP6 con
distintos acil-CoA. Kd; constante de afinidad, N; sitios de union, AH; Entalpia, AS; Entropia,
His-HaACBP4 no presento union a ninguno de los acil-CoA ensayados.

4.4.7 Localizacion de HaACBP4 y HaACBP®6.

La caracterizaciéon de las proteinas HAACBP4 y HaACBP6 se complet6 con un
estudio de sus localizaciones mediante marcaje con péptidos fluorescentes y expresion
transitoria en hojas de tabaco tal y como se describe en Materiales y Métodos, apartado
3.5.2. Los resultados del estudio de localizacion se muestran en la Figura 63.

La proteina HaACBP4-GFP aparece localizada en el citosol de las células de
tabaco, mientras que HaACBP6-GFP, ademas de ser localizada en el citosol, aparece
también en el nucleo al igual que la proteina control, GPF. Estos resultados son
similares a los reportados para las formas de ACBP de Arabidopsis (Chen et al., 2008b).
Esta doble localizacion tanto del control positivo GFP como de la proteina HaACBP6-
GFP puede ser explicado por el pequefio tamafio de la proteina. Estas proteinas pueden
pasar mediante difusion pasiva a través de los poros nucleares ya que son mas pequefias
que el limite de exclusion nuclear (Gorlich y Mattaj, 1996). Asi, podemos concluir que
ambas proteinas son citosolicas, y en el caso de HAACBP6-GFP, debido a su pequefio

tamarfo puede ademas ser localizada en el ndcleo.
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ACBP6-GFP

ACBP4-GFP

30um

Figura 63. Imagenes de microscopia confocal de la localizacion de las proteinas HQACBP4 y HaACBP6
fusionadas con la molécula fluorescente GFP expresadas en hojas de tabaco: Columna A; se representa
las iméagenes de expresion del control GFP (fila 1), HaACBP4-GFP (fila 2) y HaACBP6-GFP (fila 3).
Columna B; Imagen de contrate. Columna C; superposicion de las imagenes de las columnas Ay B.
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45 ESTUDIO DEL CONJUNTO DE ACIL-CoA EN
GIRASOL.

4.5.1 Sintesis de acil-eteno derivados y de los acil-CoA no comerciales.

Los acil-CoA son compuestos no fluorescentes. Sin embargo, pueden
derivatizarse facilmente a sus eteno derivados fluorescentes mediante la formacion de
un nuevo heterociclo en su molécula (Larson y Grahan, 2001). Esto se lleva a cabo
mediante la reaccion de los compuestos acil-CoA con el reactivo quimico
cloroacetaldehido a 80 °C durante 20 min (Figura 64; Materiales y Métodos 3.6.2)
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N \ " e ch o o)
| D O—P—O0-P—0_ ’
k\N N> 0 I Il \)S)fU\NH/\)I\NH SH
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HO—P=0
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Figura 64. Reaccion de formacion de un acil-eteno-CoA. En rojo se rodea el nuevo grupo eteno
sintetizado aportando un nuevo heterociclo a la molécula.
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La mayor parte de los acil-CoA usados como patrones fueron adquiridos
comercialmente y derivatizados como se indica en el apartado anterior. Sin embargo, los
acil-CoA de cadena muy larga no se encontraban disponibles comercialmente, sin
embargo, si se disponia de los &cidos grasos libres gondoénico (20:1), erdcico (22:1) y
nervonico (24:1). A partir de estos acidos grasos libres se sintetizaron sus acil-CoA
aplicando dos reacciones quimicas tal y como se describe en los Materiales y Métodos
3.6.3. La naturaleza de estos compuestos fue confirmada mediante MS (Figura 65).
Podemos observar como el pico correspondiente al ion molecular del 24:1-CoA (pico A,
1.113,57) aumenta en 24 unidades tras la reaccion de derivatizacion. Este aumento en
unidades corresponde a la adicion de los dos atomos de carbono en la sintesis del
24:1-CoA-eteno derivado (pico B, 1137,12). Ademas del pico B caracteristico del 24:1-
CoA-eteno derivado, en el espectro se sigue observando el pico A del compuesto 24:1-
CoA lo que nos indico que la reaccion no se habia producido al cien por cien de
rendimiento. Los compuestos sintetizados se analizaron en HPLC y se determinaron los
tiempos de retencion de cada uno de ellos. Por otra parte, se prepar6 una pequefa
cantidad de 26:1 (no comercial) a partir de 24:1 mediante dos reacciones sucesivas de

elongacion de cadena (Materiales y Métodos 3.6.4).
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Figura 65. Espectro de masas donde se confirma la sintesis y derivatizacion del nervonil-CoA
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eteno derivado.
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4.5.2 Andlisis de acil-CoA mediante cromatografia liquida de alta

resolucion.

Los acil-CoA fueron extraidos de semillas y cotiledones en desarrollo y
transformados en sus correspondientes eteno derivados (Materiales y Métodos 3.6.1 y
3.6.2). Este método permitid la deteccion de los derivados de acil-CoA de cadena media
y larga de manera muy selectiva y con gran sensibilidad. El sistema de HPLC permitio
la separacion de la mayor parte de los patrones de acil-CoA y la cuantificacion en las
muestras mediante la adicion de un patrén interno (derivado eteno del 17:0-CoA). Sin
embargo, no fue posible la separacion de ciertos pares de acil-CoA de cadena larga:
20:0/22:1-CoA, 22:0/24:1-CoA y 24:0/26:1-CoA (Figura 66). Para determinar en qué
proporcion se encontraban los compuestos acil-CoA derivados que se superponian en el
analisis de HPLC, los picos se aislaron y el estudio se completo mediante MS de los

picos superpuestos.
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Figura 66. Separacion cromatografica de los patrones de acil-CoA-eteno derivados.

Estos picos fueron recolectados a la salida del detector de fluorescencia del
HPLC, e inyectados en el MS (Materiales y Métodos 3.6.7). Los acil-CoA eteno
derivados aislados a partir de las muestras de girasol mostraron registros de MS
caracteristicos de los derivados saturados, sin encontrarse las sefiales propias de los
insaturados (Figura 67). Por lo tanto, los picos correspondientes a los acil-CoA de
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cadena larga 20:0/22:1, 22:0/24:1 y 24:0/26:1 que aparecian superpuestos con el mismo
tiempo de retencion, correspondian solamente a los derivados saturados de los
acil-CoA, concluyendo que en las muestras estudiadas no se encuentran los derivados

insaturados correspondientes de los acidos grasos analizados.
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Figura 67. Espectro de masa del acido graso behénico (22:0-CoA-eteno derivado). A) 16n molecular
(M-1), B) Perdida del adenosin-eteno derivado (M-371).

4.,5.3 Caracterizacion del conjunto de acil-CoA en diferentes mutantes

de girasol.

4.5.3.1 Caracterizacion de semillas en desarrollo.

En este trabajo se estudiaron lineas mutantes de girasol con fenotipos con un alto
contenido en acido oleico (CAS-9), estedrico (CAS-3) y palmitico (CAS-5). La linea
CAS-6, de composicion normal, fue empleada como control (Tabla 3). Estos mutantes
han sido descritos en anteriores trabajos (Garcés y Mancha, 1989; Martinez-Force y
Garcés, 1999b; Fernandez-Moya et al., 2005). La linea alto oleico (CAS-9) contiene una
duplicacion invertida de la ODS del reticulo endoplasmatico que actia como anti-
ARNm (Schuppert, et al., 2006). Esta mutacion reduce drésticamente el nivel de
expresion de dicha enzima durante el desarrollo de la semilla, siendo responsable del
fenotipo alto oleico (Martinez-Rivas et al., 2001). El fenotipo alto estearico de la linea
CAS-3 es debido a una reduccion en la actividad SAD localizada dentro del plastidio.
En el caso de la linea CAS-5, el fenotipo alto palmitico, es debido a una deleccion en el
gen codificante de la enzima B-cetoacil-ACP sintasa Il (KAS 1), que cataliza el altimo
paso de la elongacién intraplastidial de los acil-ACP, correspondiente al paso de
16:0-ACP a 18:0-ACP (Cantisan et al., 1999; Salas et al., 2004).
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En la presente tesis se estudiaron la composicion de los &cidos grasos y de los
conjuntos de acil-CoA de estos mutantes durante los procesos de formacion y
germinaciéon de las semillas y se determiné el impacto de dichas mutaciones en la
acumulacién de estos intermediarios de la sintesis y degradacion de glicerolipidos en
girasol. El proceso de desarrollo de las semillas oleaginosas puede ser dividido en tres
fases (Turnham y Northcote, 1983). La primera implica la division y diferenciacion
celular. En la segunda se produce la sintesis de la mayor parte de los TAG acumulados
como reserva para alimentar al embridn, y en una tercera etapa se produce una
considerable pérdida de actividad biosintética, acompariada de la deshidratacion de la
semilla. Este estudio se desarroll6 tomando muestras de semillas y analizando los acil-
CoA en las tres fases, dentro de un intervalo de tiempo que abarcé desde los 15 hasta 50
DDF. En la Figura 68, se muestra la composicion de acidos grasos y el contenido en
TAG de los aceites producidos a partir de cada linea. Tal y como era de esperar, la linea
mutante alto oleico CAS-9, presento valores mayores en el contenido de acido oleico
frente al &cido linoleico, a diferencia del resto de lineas estudiadas que presentaron
valores contrarios, mostrando valores mas altos de &cido linoleico frente al &cido oleico.

Si se observa el contenido en TAG, los perfiles de los tres mutantes no se
corresponden con el mostrado por la linea control CAS-6. Aunque en todas las lineas se
observo una continua acumulacion de TAG, Unicamente la linea control CAS-6 mostrd
un incremento notable en la sintesis de TAG durante los 25 y 35 DDF, volviéndose a
moderar la acumulacién de TAG después de los 35 DDF. Ademas, en CAS-6 se
obtuvieron unos 450 mg TAG/g de tejido (45 %), los valores mas altos entre todas las
lineas estudiadas. En el caso de CAS-9 y CAS-5, los valores de TAG obtenidos fueron
350 mg TAG/qg de tejido, mientras que los valores mas bajos fueron de 300 mg TAG/g
de tejido en el caso de CAS-3.

Los cambios en el conjunto de acil-CoA pueden aportar informacion de cémo la
planta adapta su metabolismo a los cambios producidos por las distintas mutaciones. A
este respecto, en un estudio en semillas de colza que expresan una Fat que induce la
acumulacién de acidos grasos de cadena corta (Larson et al., 2002), se detectaron altas
concentraciones de 10:0-CoA durante el desarrollo de las semillas, sugiriendo

limitaciones metabolicas en la incorporacion del 10:0-CoA a los TAG.
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Figura 68. Composicién de acidos grasos y contenido de triacilglicéridos en semillas en desarrollo de las
cuatro lineas de girasol estudiadas en este trabajo. CAS-6; girasol comun, CAS-9; linea alto oleico, CAS-
3; estirpe alto estedrico, CAS-5: estirpe alto palmitico.
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La cuantificacion del conjunto de acil-CoA en las cuatro lineas de girasol se
muestra en la Figura 69. En todos los casos observamos un pico de acumulacion de
acil-CoA durante la formacion de la semilla. Este pico coincide con el momento
méaximo de la sintesis de TAG en las mismas. La estirpe control (CAS-6) mostro este
méaximo a los 25-30 DDF, decreciendo posteriormente. Los perfiles de acil-CoA totales
que mostraron las lineas alto oleico CAS-9 y alto palmitico CAS-5 fueron similares,
indicando que la maquinaria enzimatica en las semillas de girasol con perfil lipidico
diferente no habia sufrido importantes alteraciones. En el caso de la linea mutante alto
estearico CAS-3, se observd un retraso en el maximo de acumulacion de acil-CoA
totales, apareciendo este a los 35-40 DDF. Ademas, este mutante no mostré un pico de
acumulacion de acil-CoA total tan agudo como se observo en las demaés lineas, (Figura

69), lo que podria indicar una alteracién en la ruta de acumulacion de TAG.
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Figura 69. Cantidad total de acil-CoA en las semillas de girasol en desarrollo.
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Los acil-CoA derivados que se identificaron en cada linea mutante de girasol
tuvieron una fuerte correlacion con los fenotipos de cada planta (Figura 70). La linea
control CAS-6 acumulé 18:1-CoA y 18:2-CoA como principales componentes de su
conjunto de acil-CoA. El 18:1-CoA es directamente exportado del plastidio y puede ser
incorporado a los TAG. También puede ser transformado en el reticulo endoplasmatico
a linoleato, en un paso catalizado por la enzima ODS, que actla preferentemente en la
posicion sn-2 de la PC. A este respecto, esta bien establecido que existe un intercambio
de grupos acilos muy activo entre los fosfolipidos del reticulo endoplasmatico y el
conjunto de acil-CoA del citosol (Sperling y Heinz, 2003), lo que asegura una eficaz
canalizacién de los acidos grasos poliinsaturados hacia la sintesis de glicerolipidos a
través de los acil-CoA. La linea alto oleico CAS-9 contenia como principal componente
en el conjunto de acil-CoA al 18:1-CoA, con un nivel bajo del 18:2-CoA. Como era de
esperar, se observd un aumento de 16:0-CoA y 18:0-CoA en las lineas mutantes CAS-5
y CAS-3 respectivamente. En todos los conjuntos de acil-CoA de los mutantes
estudiados los acilos provenientes de la sintesis plastidial (&cido palmitico, esteérico y
oleico) predominaron sobre el linoleico, independientemente de la composicion final de
los TAG acumulados en la semilla. De este modo, en CAS-6 que produce aceites ricos
en &cido linoleico, el 18:1-CoA fue el metabolito mas abundante dentro del conjunto de
acil-CoA. La baja presencia del 18:2-CoA podria indicarnos una rapida canalizacion e
incorporacion del 18:2 a la fraccién de TAG, lo cual reduciria la presencia de 18:2-CoA

dentro del conjunto total de acil-CoA.
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Figura 70. Composicion de acil-CoA en las semillas en desarrollo de de la linea control de girasol CAS-6
y las lineas mutantes CAS-9 (alto oleico), CAS-3 (alto estearico) y CAS-5 (alto palmitico).
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En la linea CAS-3 se produce el mismo efecto, existiendo una mayor proporcién
de 18:0-CoA frente a 18:2-CoA que en el aceite final. Este fenomeno también se
observd en la linea CAS-5 pero en menor proporcion que en las dos anteriores. El
importante aumento de 18:0-CoA en el mutante CAS-3 podria ademas ser la causa de
las diferencias observadas en su perfil de acil-CoA totales con respecto a las demas
lineas (Figura 69). Por otra parte, en la sintesis de TAG, los &cidos grasos saturados son
transferidos por las enzima GPAT y DAGAT a las posiciones sn-1 o sn-3 del esqueleto
de glicerol, respectivamente. Estas enzimas mostraron una baja especificidad hacia el
18:0-CoA en semillas de girasol (Ruiz-Lépez et al., 2010; Wiberg et al., 1994), lo cual
podria contribuir a la mayor acumulacion de 18:0-CoA en la linea CAS-3, asi como a la
menor cantidad total de TAG acumulados por esta linea. La linea CAS-9 presenta una
disminucion en la actividad de la ODS, de esta forma se observa una baja proporcion de
acido linoleico tanto en los TAG como en el conjunto de acil-CoA.

Los acil-CoA de cadenas muy largas detectados en las muestras, fueron 20:0,
20:1, 22:0, 24:0 y 26:0-CoA (Figura 70), generalmente en proporciones bajas,
descartandose mediante los analisis de MS anteriormente descritos (Resultados 4.5.2)
la presencia de los compuesto monoinsaturados 22:1, 24:1 y 26:1-CoA. Estos acidos
grasos se producen a partir de los &cidos grasos exportados del plastidio, por accion del
complejo &cido graso elongasa que cataliza la elongacién de los acil-CoA presentes en
el citosol. Estas enzimas han sido bioguimicamente caracterizadas en girasol (Salas et
al., 2005), mostrando una alta especificidad por los acil-CoA saturados, especialmente
por el 18:0-CoA. Segln los resultados presentados en la Figura 71, solo aparecieron
trazas de acil-CoA monoinsaturados, principalmente el 20:1-CoA.

Las lineas que presentaron un mayor contenido de estos &cidos grasos fueron
CAS-6 y CAS-3. Los altos niveles de SAD encontrados en la linea CAS-9 (Salas et al.,
2004) son probablemente responsables de la menor cantidad de estedrico exportado
desde el plastidio en esta linea lo que conllevdé una menor presencia de acil-CoA
derivados de cadena larga. Las lineas que presentaron un mayor contenido de acidos
grasos de cadena larga fueron aquellas con mayor contenido de acido estearico (CAS-6
y CAS-3).
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La proporcion relativa de los acidos grasos de cadena muy larga en el conjunto
de acil-CoA fue mayor que en la composicion de TAG final, lo que significa que son
selectivamente excluidos de la incorporacion en los TAG y asi es probable que estén
destinados a otras funciones como la formacién de esfingolipidos, ceras o lipidos de
superficie (Carelli et al., 2002; Salas et al., 2011).

4.5.3.2 Caracterizacion en cotiledones durante la germinacion.

Durante el desarrollo de esta Tesis se llevo a cabo el estudio del conjunto de
acil-CoA en los cotiledones de semillas en germinacion de las cuatro lineas
anteriormente descritas. Durante la germinacion de la semilla se produce la hidrolisis y
degradacion de los TAG que se han ido sintetizando y acumulando en las mismas. Esta
degradacion se realiza en los peroxisomas a través de la B-oxidacion. Los grupos acilos
hidrolizados de los TAG por las lipasas deben ser transportados al peroxisoma a través
de un transportador ABC y activados a acil-CoA por accién de LACS especificas de
dicho organulo (Fulda et al., 2004). Las semillas en germinacién no mostraron ninguna
alteracion o disminucién en el desarrollo del cotiledon. Asi, en trabajos anteriores, se
demostrd que todas las lineas mutantes de girasol pueden asimilar los TAG acumulados
en la formacion de las semillas, aunque estos muestren unos perfiles distintos al girasol
comun en la composicion de sus acidos grasos (Fernandez-Moya et al., 2000). En el
presente trabajo se caracterizé el conjunto de acil-CoA durante la germinacién, tomando
muestras del cotiledon en cuatro estadios diferentes que se muestran en la Figura 71. En
el primer estadio, la semilla acaba de empezar a germinar y muestra solo la radicula, en
el segundo estadio, se aprecian los dos cotiledones, que se han desprendido ya de la
cascara. En el tercer estadio, los cotiledones ya muestran un color verde y en el cuarto y

ultimo estadio aparecen ya hojas verdaderas junto con los cotiledones verdes.
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Estadio Estadio Estadio Estadio
1 2 3 4

Figura 71. Estadios utilizados en el estudio de la composicion de acil-CoA de cotiledones de girasol en
germinacion.

Al igual que en los estudios de desarrollo, se determind la composicion de
acidos grasos Yy el contenido de TAG en los cotiledones de forma paralela al analisis de
acil-CoA. En todas las lineas estudiadas, el contenido de TAG decrece durante la
formacion del cotiledon hasta alcanzar valores traza en el estadio 4 (Figura 72). En este
estadio, la composicion del conjunto de grupos acilos fue la propia de un tejido
fotosintético, con altos niveles de &cido linolénico. En el estadio 3, la composicion de
acidos grasos en el cotiledon fue similar a la presentada en el aceite inicial. Sin
embargo, en la linea CAS-6, durante la germinacion y formacion del cotiledon se
observo una disminucion en el contenido de acido linoleico, lo cual nos indica de nuevo
la preferencia de esta linea por la movilizacion de este &cido graso. Las lineas mutantes
estudiadas no presentaron esta reduccion del acido linoleico. Como era de esperar, la
linea CAS-9 presento valores muy bajos de acido linoléico en los tres primeros estadios,
sin embargo se observé un incremento de este grupo acilo en el tltimo. Este incremento

podria ser debido a la induccion de ®-6 desaturasas durante el proceso de germinacion.
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de girasol en germinacion.
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Los cotiledones mostraron un pico maximo en el contenido total de acil-CoA en
el estadio segundo, o en el primer estadio en el caso de la linea alto palmitico CAS-5
(Figura 73). Despues del pico maximo, en los estadios 3 y 4 se observé que la cantidad
de acil-CoA decrecio rapidamente. Esto no fue observado en el caso del mutante CAS-
3, el cual necesitdé mas tiempo para metabolizar los grupos acilos. Este resultado vuelve
a confirmar la dificultad de metabolizar los derivados de 18:0-CoA por parte de la
maquinaria enzimética del girasol.

Las especies mayoritarias de los acil-CoA que presentan el conjunto de las
muestras de cotileddn, corresponden como era de esperar a las encontradas en los TAG
correspondientes a cada linea aunque se observo en todas las lineas una mayor
proporcion del 18:2-CoA durante todo el proceso de germinacion, lo cual indica la
fuerte presencia de la enzima ODS en el desarrollo del cotileddn en las cuatro lineas de
este estudio. Como indicamos anteriormente, esta actividad estuvo relacionada con la
necesidad de la produccion del 18:3-CoA, &cido graso relacionado con los procesos
fotosintéticos propios de los tejidos verdes de la planta (Figura 73). En las lineas CAS-3
y CAS-5 se observaron ademas niveles altos de los derivados saturados 18:0-CoA y
16:0-CoA hasta el estadio 3 de germinacion, lo que podria indicar una menor velocidad
de degradacion de estos metabolitos saturados (Figura 73). Por otra parte, solo se
encontraron trazas del 18:3-CoA en las muestras de cotileddn, indicando una baja
actividad linoleato desaturasa del reticulo endoplasmatico. Este acido graso se sintetiza
mayoritariamente a través de desaturasas cloroplasticas que actuan sobre galactolipidos,

los cuales no entran en el intercambio del conjunto de los acil.CoA.
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semillas de girasol.
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4.5.3.3 Caracterizacion en hojas.

Las cuatro lineas mutantes de girasol estudiadas en este trabajo, no presentaron
ninguna diferencia morfoldgica, indicando que las mutaciones aparentemente no habian
producido modificaciones en sus tejidos vegetativos (Cantisan et al., 1999). Asi, se
caracterizo el conjunto de los acil-CoA en hojas de los cuatro mutantes. Los resultados
mostrados en la Figura 74, indican que no existen diferencias entre la linea comin y las
lineas mutantes de girasol alto oleico y alto palmitico, mostrando la misma cantidad y
composicion en el conjunto de acil-CoA, siendo el contenido en 18:3-CoA la Unica
diferencia, ya que presentaba unos mayores niveles en la linea control. EI mayor
contenido de 18:3-CoA en hoja que en cotiledén, indica una diferenciacién en el
metabolismo lipidico entre ambos tejidos. Las mayores diferencias con respecto al
control se observaron de nuevo en el mutante CAS-3. Asi, en este mutante tuvo lugar
un aumento de entre 3,5 y 5,5 veces del contenido total de acil-CoA con respecto a las
otras lineas investigadas, apuntando de nuevo a la existencia de una alteracion del
metabolismo lipidico causada por el fenotipo alto estearico. Este resultado indica que la
baja actividad observada en SAD en las semillas de la linea mutante CAS-3, también
afecta al conjunto de acil-CoA en las hojas. La deficiencia en acidos grasos insaturados
probablemente hace aumentar la sintesis de lipidos para tratar de alcanzar los niveles de
estos &cidos grasos, necesarios para los procesos vitales de la planta. Sin embargo, estas

ultimas hipdtesis deberian ser confirmadas con experimentos adicionales.
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Conclusiones

PRIMERA: Se clonaron y caracterizaron tres formas de ACP de girasol. Se llevaron a
cabo estudios de sus niveles de expresion concluyendose que estas enzimas se
expresaban de manera similar en los distintos tejidos analizados (semillas en desarrollo,
cotileddn, hoja, raiz y tallo). Estas enzimas pudieron activarse a su forma holo

empleandose la holo-ACP sintasa de E. coli.

SEGUNDA: Se estudio el efecto del ACP en las actividades de las tioesterasas FatA y
FatB de girasol. El perfil de especificidad de HaFatA con las 3 ACP de girasol fue
similar, y similar a su vez al mostrado por esta enzima hacia los acil-ACP sintetizados
con ECACP. La enzima HaFatA mostrd altos valores de Vi Y afinidad por todos los
18:1-HaACP derivados.

TERCERA: Los perfiles de especificidad de la enzima HaFatB hacia los acil-HaACP
derivados difieren considerablemente del mostrado por la misma enzima hacia los acil-
ECACP, siendo mucho mas activa con los derivados saturados que con los
monoinsaturados, lo cual refuerza el papel de esta enzima en la exportacion del plastidio

de acidos grasos saturados de manera especifica durante el proceso de sintesis de novo.

CUARTA: Se llevaron a cabo estudios mediante microscopia confocal en células
mutadas de tabaco BY-2 de la localizacion de las enzimas HaFatA y HaFatB. Mientras
que en todos los casos HaFatA fue localizada en el interior del plastidio, HaFatB mostro6
una localizacion diferente en funcion del control utilizado. Asi apareci6é en el estroma
cuando se empled un marcador de citosol y unida a la membrana del plastidio cuando se
empleé el marcador Tic40-RFP, concluyéndose que el método utilizado no fue

apropiado para estudiar la localizacion de esta enzima.

QUINTA: Para determinar la localizacién de HaFatB sin la sobreexpresion de otras
proteinas, se realizaron ensayos antigeno-anticuerpo sobre las fracciones soluble y
membranosa de plastidios de semillas de girasol en desarrollo. La proteina HaFatB se
localiz6 en la fraccion membranosa de estos organulos concluyendo que la enzima

HaFatB es una enzima que se encuentra unida a membrana.
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SEXTA: Se han clonado y caracterizado dos enzimas LACS de girasol que intervienen
en el metabolismo lipidico. Mediante microscopia confocal en células mutadas de
tabaco BY-2, se confirmé que HaLACS1 es una enzima localizada en la membrana del
plastidio y algunas zonas del reticulo endoplasmatico, mientras que HaLACS2 se

localiza exclusivamente en el reticulo endoplasmatico.

SEPTIMA: La proteina HaLACS1 mostro una mayor afinidad hacia los acil-CoA
monoinsaturados. Estos datos concuerdan con la hipotesis del papel de esta enzima en la
sintesis de TAG en semillas, ya que el &cido graso mayoritariamente exportado de los

plastidios, en la sintesis de novo de estos compuestos, es el acido oleico.

OCTAVA: En el caso de HaLACS2, enzima localizada en el reticulo endoplasmatico,
su especificidad hacia los acil-CoA se corresponde mas con la activacion de los acidos
grasos liberados por acil-hidrolasas y acil-CoA hidrolasas, contribuyendo al proceso de
edicién de acidos grasos presentes en los lipidos de membrana.

NOVENA: La baja actividad de las enzimas LACS hacia el &cido estearico podria ser
un aspecto limitante durante la metabolizacion y acumulacion de dicho acido graso en

los TAG, como se observa en la linea mutante CAS-3.

DECIMA: Mientras que la expresion de HaLACS1 fue mayoritaria en la formacion de
la semilla, en el caso de HaLACS2 se observaron mayores niveles de expresion en

cotiledones en germinacion.

UNDECIMA: Se clonaron tres proteinas ACBP de girasol. Mientras que la estructura
de HaACBP6 correspondia unicamente al dominio ACB, las otras dos secuencias,
HaACBP1 y HaACBP4, ademas del dominio ACB, presentaron en su estructura
secuencias del tipo ankyryn repeat y kelch motif respectivamente. Estos dominios han

sido descritos como zonas de interaccion proteina-proteina.
DUODECIMA: De las tres enzimas clonadas, la que presentd mayor nivel de expresion

durante la formacion de la semilla de girasol fue la forma HaACBP1, mientras que en

cotiledones en germinacion la proteina expresada a mayor nivel fue HaACBP6.
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DECIMOTERCERA: Ninguna de las proteinas HaACBP1, HaACBP4 y HaACBP6
interaccionaron con los lisofosfolipidos ensayados en el presente trabajo
(lisofosfatidilcolina y &cido lisofosfatidico).

DECIMOCUARTA: Las tres isoformas presentaron afinidad para unirse a especies
insaturadas de PC, (18:1-PC y 18:2-PC). En cuanto a especies saturadas, las proteinas
HaACBP1 y HaACBP4 presentaron afinidad hacia 14:0-PC, mientras que HaACBP6 se
unié mas especificamente a 16:0-PC. Unicamente las formas HaACBP1 y HaACBP4
presentaron afinidad al 18:1-PA. Esta afinidad fue muy baja en comparacion con los

obtenidos para PC.

DECIMOQUINTA: En los ensayos de microcalorimetria, la isoforma HaACBP4 no
presentd union a ninguno de los acil-CoA ensayados, pudiendo deberse a la degradacion
que sufria la enzima durante su expresion en bacterias. Las isoformas HaACBP1 y
HaACBP6 mostraron afinidad a los diferentes acil-CoA ensayados. En ambos casos la
afinidad fue alta hacia los grupos acilos (16:0-CoA, 18:0-CoA y 18:1-CoA) que son
sintetizados y exportados desde el plastidio al citosol. HAACBP6 fue la isoforma que
presentd mayor afinidad hacia los acil-CoA insaturados, 18:2-CoA y 18:3-CoA,
mientras que la isoforma HaACBP1 present6 mayor afinidad hacia el 18:1-CoA.

DECIMOSEXTA: Se llevaron a cabo estudios de localizacion de las isoformas
HaACBP4 y HaACBP6 mediante agroinfiltracion en hoja de tabaco y microscopia
confocal. Los resultados obtenidos se correspondian en buena concordancia con los
reportados para Arabidopsis, localizandose ambas enzimas en el citosol. En el caso de

HaACBPS6, al ser una proteina de pequefio tamarfio, también se observo en el nucleo.

DECIMOSEPTIMA: Se analizaron el conjunto de los acil-CoA de diferentes lineas
mutadas de girasol comparandolas con la linea control, observandose una relacion entre
el perfil de los acil-CoA vy el perfil lipidico caracteristico de cada linea mutada en las
semillas en formacion de girasol. En el caso de CAS-3 se encontraron indicios de una
restriccion al flujo metabolico causada por la acumulacion de estearato en el conjunto
de acil-CoA.
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DECIMOCTAVA: En las semillas en germinacién se observo la misma relacion entre
el conjunto de acil-CoA y el perfil lipidico caracteristico de cada linea mutada
analizada. No se encontraron variaciones en el conjunto de acil-CoA en tejido de hojas
de las lineas mutadas de girasol. Unicamente se aprecidé un aumento de la cantidad de
acil-CoA en la linea alto estearico (CAS-3), lo cual indica que la mutacién responsable

de este fenotipo altera el metabolismo lipidico en tejidos vegetativos.
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