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thaliana.
Estudio de SSIV in vivo: actividad y localizacién de la proteina.

Estudio de SSIV in vitro: obtencién de la Km para ADP-Glucosa y amilopectina, actividad

autoglucosilante y posible interaccion consigo misma.

Andlisis de la funcionalidad del dominio N-terminal de SSIV en el inicio del grdnulo de

almidon.
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EL ALMIDON.

El almiddn es el principal polisacdrido de reserva de carbono y energia de plantas
terrestres, algas (supergrupo Archaeplastida del dominio Eukarya) y algunas cianobacterias
(subgrupo V), organismos en los cuales juega un importante papel fisioldgico. La acumulacion
de almidén dentro de la célula tiene lugar en el interior de los plastos de algas verdes y plantas
terrestres (linaje Chloroplastida) y en el citosol de algas rojas y glaucofitas (linajes Rhodophyceae

y Glaucophyta respectivamente) (Ball ef al., 2011).

Tipicamente, el almiddn se asocia con los drganos de reserva, como las semillas, las raices
y los tubérculos, ya que éstos son las principales fuentes de carbohidratos en la dieta humana.
No obstante, el almidén es también sintetizado en hojas como producto final de la fotosintesis
(junto con la sacarosa), permitiendo el almacenamiento transitorio de carbono y energia

durante el dia para suplir, durante la noche, las necesidades de la planta (Zeeman et al., 2010).

El almiddn es el componente principal de algunos de los cultivos de mayorimportancia en
nuestra sociedad: patata, maiz, trigo, arroz,... constituyendo la principal fuente de carbohidratos
en la dieta humana y es, también, una importante materia prima a nivel industrial. Muchos de los
érganos de reserva de almiddn (como las semillas de cereales, las raices de mandioca o los
tubérculos de patata) son alimentos de primera necesidad que constituyen hasta el 80 % de la
ingesta caldrica diaria (Santelia & Zeeman, 2011). Desde el punto de vista industrial, es una
materia prima barata y renovable, con propiedades fisicoquimicas Unicas y una creciente
explotacion tanto en el sector agroalimentario (industria alimenticia) como en diversos procesos
de manufactura (industria no alimenticia). Ademds, el uso del aimidén como materia prima para
la obtencién de biocombustibles (bioetanol; Smith, 2008) es una de las vias de investigaciéon
actuales para la obtencion de combustibles alternativos. Todo ello hace del almiddn un
polisacdrido muy importante en la sociedad actual y hace sorprendente el hecho de que, a dia
de hoy, aun no se conozca completamente su estructura, cdmo se sintetiza y qué determina la

cantidad acumulada por las plantas.

Para su uso industrial, el almiddn es extraido principalmente del maiz, pero también de un
amplio rango de ofras especies como el arroz, el trigo, la mandioca o la patata. Los almidones
de diferentes origenes tienes diferentes propiedades fisicoquimicas que determinan el rango de
aplicaciones para las que serdn empleados. El cambio fisico mds importante que tiene lugar
durante el procesamiento industrial del almiddn es su gelatinizacidon, mediante calentamiento
en un exceso de agua, y posterior solubilizacién de la amilosa y la amilopectina (ver pdgina 22).
La amilosa difunde fuera del grédnulo gelatinizado vy, al enfriarse, forma una fase continua de gel.
Los grdnulos enriquecidos en amilopectina gelatinizados agregan en particulas de gel,
generando una solucién viscosa. Esta estructura en dos fases, llamada pasta de almiddn, es

deseada en aquellas aplicaciones donde los almidones procesados son utilizados como
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espesantes o aglutinantes. La mayoria de aplicaciones industriales del almiddn requieren, sin
embargo, modificaciones tales como oxidacién, esterificacién, hidroximetilacién,... (Santelia &
Zeeman, 2011). Estos almidones modificados fienen innumerables aplicaciones tanto en la
industria alimenticia (yogures, quesos, sopas, salsas, pasteles, helados,...), como en la no
alimenticia (adhesivos, papel, pldsticos reciclables, productos farmacéuticos,...). Las
modificaciones fisicas y quimicas del almiddn son costosas y frecuentemente emplean
tratamientos quimicos agresivos. Por ello, muchas investigaciones se centran en la bUsqueda de
modos de produccién de almidones con propiedades potenciadas directamente in planta. Un
ejemplo son los mutantes waxy de maiz que producen almiddn sin amilosa, que da lugar a una
pasta de almidén mejorada mds estable después de tratamientos de congelaciéon-
descongelacién (Shure et al., 1983; Jobling, 2004). Los nuevos almidones asi producidos aun
requieren de modificaciones para su éptima funcionalidad. La obtencién de cultivos con una
mayor produccidon de almidén y de almidones con caracteristicas funcionales mejoradas, los
cuales no requieran de tratamientos posteriores, es uno de los objetivos biotecnolégicos

actuales.

Los avances en el entendimiento de la biosintesis de almiddn como resultado de la
investigacion bdsica en Arabidopsis, permiten desarrollar nuevos caminos para la obtencidon de

nuevos almidones y de cultivos con una mayor produccion de almidon.

Estructura del granulo de almidén.

El almidén es un polisacdrido formado por residuos de a-D-glucosa, simple en
composicién, pero complejo en estructura. Al igual que el glucdgeno (polisacdrido de reserva
en animales, hongos y bacterias), el almiddn es un homopolimero (un glucano) de moléculas de
a-D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos. Sin embargo, ambos polimeros presentan
estructuras y propiedades diferentes. Asi, mientras el glucdgeno es un polimero soluble en agua,
el almiddn se organiza en grandes grdnulos insolubles, inactivos osmdticamente, en los cuales las
cadenas de glucosas presentan un empaqgquetamiento denso y altamente ordenado que
confiere una presidon osmodtica prdcticamente nula al grdnulo. La inactividad osmética de los
grdnulos de almiddn permite a las plantas almacenar grandes cantidades de glucosa sin

perturbar el equilibrio hidrico de las células (Ball & Morell, 2003).

El almidén en plantas se acumula como grdnulos semi-cristalinos de estructura vy
organizacién compleja (Buleon et al., 1997). en los cuales pueden distinguirse dos tipos de
polimeros: la amilosa y la amilopectina (Figura 3). En ambos polimeros, las unidades de glucosa
estdn conectadas a través de enlaces glucosidicos a-(1,4) formando cadenas lineales, las
cuales conectan entre ellas a través de enlaces glucosidicos a-(1,6), que constituyen los
denominados puntos de ramificacién (Figura 1). La amilosa constituye aproximadamente el 25%
del peso del grdnulo de almiddén y estd constituida principalmente por cadenas lineales de

glucosa (posee pocos puntos de ramificacion). La amilopectina constituye aproximadamente el
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75 % restante del peso del grdnulo de almidén y posee un mayor nUmero de puntos de
ramificaciéon: aproximadamente un 5 % de sus azUcares presentan enlaces glucosidicos a-(1,6)

(Buleon et al., 1998). La Tabla 1 resume las principales propiedades de ambos polimeros.

CH,OH CHZOH
(0]
OH
.0 0]
| |tx 1 6
HO CH,
O O,
OH a-1,4
.0 0O
OH

Figura 1. Unién de las moléculas de glucosa mediante enlaces glucosidicos a-(1,4) (cadenas lineales) y a-(1,6) (puntos de
ramificacién).

Amilosa Amilopectina

Peso del granulo 15-35% 65-85%
Ramificaciones <1% 4-6%

Masa Molecular 104- 105 107 - 108
Longitud media de la cadena 3-1000 3-50

Grado medio de polimerizacién* 102- 103 103 - 104

Ame** 630 - 660 nm 530-570 nm

Afinidad por yodo (g - 100 mg!) 19-20,5 0-1,2

Tabla 1. Propiedades de la amilosa y la amilopectina. *Tamafio medio de la molécula (unidades de glucosal). **En
presencia de lugol (12/KI)

Estd ampliomente aceptado que las moléculas de amilopectina se orientan radialmente
dentro de los grdnulos de almiddén. Cada molécula tiene un extremo reductor (carbono
anomérico libre) Unico localizado en el centro del grdnulo (hilum), y extremos no reductores
dirigidos hacia la superficie del mismo (Figura 2). El alargamiento de las cadenas de glucosa se
produce a partir de los extremos no reductores. Dentro de la molécula de amilopoecting, las
cadenas de glucosa se pueden clasificar en: cadenas-A, las cadenas externas, no ramificadas,
formadas por 6 a 16 unidades de glucosa y que se unen a otras cadenas por su extremo
reductor; cadenas-B, mds largas que las anteriores y con uno o mds puntos de ramificacién; y
cadenas-C, la Unica cadena-B de la molécula que posee un extremo reductor libre (Figura 2).
Los modelos actuales sugieren que la molécula de amilopectina presenta una arquitectura
racémica, es decir, que las cadenas (de entre 12 y 20 unidades de glucosa) se organizan en
racimos, los cuales se unen a cadenas de mayor longitud (40 o mds unidades de glucosa) que
abarcan varios racimos. Esta distintiva distribucién polimodal de las cadenas en la molécula de
amilopectina segun su longitud, permite la organizacién del polimero en grdnulos insolubles y

semi-cristalinos. En el grédnulo, las cadenas cortas adyacentes en los racimos forman dobles
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hélices que se empaquetan juntas en series ordenadas dando lugar a las denominas lamelas
cristalina (Figura 2 y Figura 3). Dentro de las lamelas cristalinas, las dobles hélices pueden
empaqguetarse de una forma densa, "tipo A", o de una forma mds flexible, “tipo B" (Figura 3).
Algunos almidones contienen una mezcla de tipo Ay B y se designan como “tipo C". El tipo de
empaquetamiento parece estar determinado por la estructura subyacente de la amilopectina
(Zeeman ef al., 2010). Entre los lamelas cristalinas aparecen las lamelas amorfas,
correspondientes a los puntos de ramificacion. La alternancia de lamelas cristalinas y amorfas
fiene una periodicidad de 9 nm (Figura 2 y Figura 3) independientemente de la procedencia del

almidon (Jenkins et al., 1993).

Lamela amorfa

P 9 nm
Lamela cristalina

Cadena B CadenaC Cadena A

Figura 2. Esquema de la estructura racémica de la molécula de amilopectina (adaptado de D'Hulst & Mérida, 2010). Cada
molécula fiene un extremo reductor Unico (hilum), localizado en el centro del grdnulo, y extremos no reductores dirigidos
hacia la superficie del mismo. Las cadenas de glucosa se pueden clasificar en: cadenas-A, las cadenas externas, no
ramificadas, formadas por 6 a 16 unidades de glucosa; cadenas-B, mds largas que las anteriores y con uno o mds puntos de
ramificacién; y cadenas-C, la Unica cadena-B de la molécula que posee un extremo reductor libre. La amilopectina
presenta una arquitectura racémica, la cual permite que las cadenas cortas, adyacentes en los racimos, formen dobles
hélices que se empaquetan juntas en series ordenadas dando lugar a las denominas lamelas cristalina. Entre las lamelas
cristalinas aparecen las lamelas amorfas que contienen la mayoria de los puntos de ramificacién. La alternancia de lamelas
cristalinas y amorfas tiene una periodicidad de 9 nm.

En los grdnulos de almiddén de gran tamano pueden observarse ademds los denominados
anillos de crecimiento (estructuras de orden superior que se asemejan a los anillos de
crecimiento de los darboles; Figura 3). Los anillos de crecimiento se puede observar faciimente en
las grandes grdnulos de almiddn de reserva (Pilling & Smith, 2003), pero aln no estd claro si
reflejan el crecimiento periédico de los grdnulos o, simplemente, son una caracteristica
estructural de los mismos. Los anillos de crecimiento son tipicamente visualizados mediante
tincidén con lugol y microscopia éptica o mediante microscopia electrénica de barrido después
de la digestién parcial de los grdnulos de almiddén con dcido o enzimas amiloliticas.
Generalmente, no se observan anillos de crecimiento en los grénulos de almiddn transitorio;
debido al pequefo tamano de los mismos, es posible que posean un Unico anillo de crecimiento
(Zeeman et al., 2002b).
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Amilopecting Arilosa

Cadena A P
Codena B ~

l

Las moléculas de glucosa dentro de las Las cadenas vecinas de la Las cadenas de la amilosa
cadenas se unen mediante enlace amilopectina forman hélices forman una hélice sencilla.
o-(1.4] y los puntos de ramificacion se dobles.

forman mediante enlace o-(1,4).

— Q0000
’ oo
000
00000
Larmela Tipz A
amorfa [~3nm)
%O §O
Lamela
cristnling [~dnm) o % %
00 00
AN Tipo &
Alternancia La lamina cnstaling Empaguetamientos
de lamelas se compone por hélices alternativos de las
cristalinas y dobles alineadas. hélices dobles en la
amorfas. lamela cristaling.

Figura 3. Estructura del grdnulo de almidén. Adaptado de Zeeman et al., 2010. Arriba: modelo de la estuctura en racimo de
la amilopectina y de la estructura en hélices simples de la amilosa. Abajo: Visién de los anillos de crecimiento en una
imagen de microscopia electronica y esquema de la organizaciéon de las Idmelas cristalinas y amorfas.

La molécula de amilosa se cree que adopta una estructura helicoidal sencilla (Figura 3).
Su conformacién en la parte interior del grdnulo de almiddn no estd totalmente clara, se piensa
que la amilosa se dispondria al azar dentro de la lamela amorfa. Se podria considera como un
"relleno” de los espacios de la matriz de amilopectina (Kozlov ef al., 2004). Muchos estudios han
demostrado que la amilosa no es requerida para la formacién del grdnulo de almidén (para la
adquisicién de su estructura cristalina) - mutantes con la sintesis de amilosa suprimida todavia
forman grdnulos de almiddn (Tsai, 1974; Shure et al., 1983); mientras que si lo es la amilopectina
(no existen grdnulos de almiddn sin amilopectina). El papel fisioldgico de la amilosa no estd
claro, pero se ha propuesto que, dada la conservacion de la GBSS (enzima responsable de la
sintesis de amilosa, ver pdgina 50) en el reino vegetal, la amilosa podria estar implicada en el
incremento de la estabilidad del grdnulo o de la eficiencia en la acumulacién de glucanos

(Zeeman et al., 2010).

Los grdnulos de almidén varian en tamano, morfologia, composicidén y propiedades
fisicoquimicas dependiendo de la especie de donde se aisle, existiendo ademds una serie de
caracteristicas propias de cada una de ellas (Pilling & Smith, 2003). El tamano puede variar
desde 1-2 um en cloroplastos de Arabidopsis hasta 100 um en érganos de reserva tales como los

tubérculos de patata. En cuanto a la morfologia podemos encontrar desde grdnulos
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poligonales, como los del arroz, hasta grdnulos suaves y redondeados, como los de la papa
(Jane et al., 1994). Los grdnulos de almiddn de las hojas de muchas especies son lenticulares o
discoides. Los factores que rigen las diferencias en la forma y el nUmero de grdnulos no han sido
completamente aclarados. Ademds de los glucanos constitutivos, los grdnulos de almidén

pueden contener (dependiendo de la fuente de almiddn) trazas de proteinas, lipidos e iones.

Al igual que en el amiddén, en el glucégeno las moléculas de glucosa se unen mediante
enlaces glucosidicos a-(1,4) formando cadenas lineales, que se ramifican a través de enlaces a-
(1,6). La diferencia es que el glucdgeno no es una mezcla de dos polimeros estructuralmente
diferentes, sino un Unico polimero homogéneo, con un mayor grado de ramificacion que la
amilopectina (aproximadamente un 9 %) y una distribucién regular de los puntos de ramificacion
(un enlace a-(1,6) cada cuatro residuos de glucosa y una longitud media de cadena de entre
11-15 moléculas de glucosa (D'Hulst & Mérida, 2010). Estas diferencias en distribucion de las
ramificaciones hacen que el glucégeno no forme una estructura similar a la del almiddén. De
hecho, tanto las observaciones in vivo como los modelos matemdaticos demuestran que el
glucégeno tiene un tamano limitado (su didmetro nunca excede los 40 nm) debido a
impedimentos estéricos, mientras que en el grdnulo de almiddn, la molécula de amilopectina

podria en teoria elongarse indefinidamente.

Almidon transitorio y almidén de reserva.

En plantas superiores pueden distinguirse dos tipos de polimeros de almidén segin su
funcién y localizacién: el almidén de reserva y el almiddn transitorio. Ambos son sintetizados y
acumulados en los plastos, orgdnulos autorreplicativos rodeados de una doble membrana y
presentes en la mayoria de las células de los eucariotas fotosintéticos. Existen diferentes tipos de
plastos, entre ellos los cloroplastos y los amiloplastos. Los cloroplastos se localizan en los tejidos
fotosintéticos, hojas principalmente, y en ellos se sintetiza el almiddén transitorio. Los amiloplastos
se localizan en érganos de reserva no fotosintéticos (como el tubérculo de patata o el
endospermo de semillas) y acumulan el amidén de reserva (Sivak et al., 1998). Las
caracteristicas fisicoquimicas del almiddn de reserva y el almiddn transitorio son ligeramente

diferentes y estdn recogidas en la siguiente tabla (Tabla 2):
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Almidén de reserva Almidén transitorio
Tamanho del granulo Mds pequeno, delimitado por el
N 15-100 um o ]
(didmetro) espacio disponible en el cloroplasto.
i Ovalada, muy variable entre Discoidea, poco variable entre
Forma del granulo ) .
especies. especies.
30%
Contenido medio de amilosa 15%

(variable entre especies: 11-37 %)

Grado de polimerizacion Menor (entre 12y 15 en el Mayor (entre 19 y 21 en hojas de

(dp) de la amilopectina endospermo de guisante). guisante).

Tanto la amilosa como la amilopectina de cloroplastos poseen una menor
Masa molecular

masa molecular que las de érganos de reserva.

La organizacion en lamelas cristalinas y amorfas es la misma en ambos tipos,
Estructura del granulo sin embargo, los anillos de crecimiento no son visibles en el almidén

fransitorio.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del almidén de reserva y el almiddn transitorio (Jane et al., 1994; Matheson, 1996;
Shannon et al., 1984; Tomlinson ef al., 1997; Wang et al., 1998; Zeeman et al., 2002b).

Almidon transitorio.

El almiddn transitorio es sintetizado en los cloroplastos de tejidos fotosintéticos como uno
de los productos primarios de la fijacién fotosintética de CO2 atmosférico. B almiddn transitorio
se acumula a modo de 5-7 grdnulos insolubles por cloroplasto durante el dia, grdnulos que son
degradados durante la noche asegurando una disponibilidad constante de azicares a toda la
planta. Funciona, por tanto, famponando los cambios en la disponibilidad de fotoasimilados
como consecuencia del ciclo diurno de luz-oscuridad. El mayor dinamismo de la sintesis y
degradacién de este tipo de almiddn (sintesis durante el dia y degradacién durante la noche
subsecuente) es el responsable de su nombre. La cantidad de fotoasimilados que son dirigidos a
la sintesis de almiddn transitorio varia de unas especies a otras. En el caso de Arabidopsis, se ha
descrito que la mitad de los fotoasimilados son destinados a la sintesis de almiddn (Zeeman & ap
Rees, 1999).

La correcta regulacion de la sintesis y degradacién del almiddn transitorio es necesaria
para un crecimiento normal en un fotoperiodo de luz-oscuridad (Gibon et al., 2009). Ademds, se
ha propuesto que la sintesis y degradacion del almiddn transitorio afecta al tiempo de floracién,
a la apertura y el cierre de estomas (Caspar et al., 1985; Caspar et al., 1991; Lin et al., 1988a;
Bernier ef al., 1993; Eimert et al., 1995), al proceso de llenado de semillas (Schulze et al., 1994) y al

mantenimiento de la tasa fotosintética (Ludewig et al., 1998; Sun et al., 1999).
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Almidon de reserva.

Se denomina almiddn de reserva al almiddn acumulado en tejidos no fotosintéticos, como
las semillas, las raices y los tubérculos. Es sintetizado en los amiloplastos de células heterotréficas
y funciona como reserva de energia a medio o largo plazo, suministrando la energia necesaria
para procesos como la germinacion o la formacién de tallos desde tubérculos. Los amiloplastos
contienen uno o mds grdnulos de almidén que crecen en tamano a medida que el érgano se

desarrolla.

En Arabidopsis, aunque existen varios tipos celulares no fotosintéticos que acumulan
almiddn, no existe un érgano de reserva comparable con las raices de la yuca (Manihot
esculenta) o los tubérculos de patata (Solanum tuberosum). Las semillas de Arabidopsis solo
acumulan almiddn de forma transitoria durante su desarrollo, la semilla madura acumula lipidos

como reserva de carbono (Andriofis et al., 2010; Li-Beisson et al., 2010).

Un fipo especial de almiddn de reserva es el sintetizado en células especializadas
(denominadas estatocistos) del dpice de la raiz (células de la columela), de la endodermis de
los brotes y del hipocotilo. Estos grénulos de almiddn se denominan estatolitos y estdn
relacionados con la percepcion de la gravedad por parte de la planta. Los amiloplastos de los
estatocistos sedimentan en funcién de la gravedad debido a la alta densidad del almiddn que
contienen (alrededor de 1,5 g/cm3) en comparacién con el citoplasma circundante. De este
modo, cambios en la orientacion de la planta son detectados como cambios en la
sedimentacion de los amiloplastos de los estatocistos. Aunque el mecanismo por el cual este
reposicionamiento se detecta todavia estd en discusién, se ha demostrado que existe una
buena correlacién entre los niveles de amiddn de los estatocistos y la sensibilidad de la
respuesta a la gravedad por parte de raices (Caspar et al., 1985; Kiss et al., 1996), tallos (Weise &
Kiss, 1999) e hipocotilos (Kiss & Edelmann, 1999).

Sintesis de almidén en plantas.

En la sintesis del grénulo de almiddn se pueden distinguir varios procesos: sintesis del
donador del grupo glucosilo, inicio del grdnulo de almidén, elongacién de las cadenas
glucosidicas en crecimiento y ramificacion y modificacion del polimero de amilopectina para la
adquisiciéon de la estructura final del grdnulo. Aunque la sintesis de almiddn es un proceso
ampliamente estudiado y alguno de los pasos son perfectamente conocidos, existe cierta
controversia acerca de si las rutas tradicionalmente aceptadas (y demostradas) son exclusivas
o, por el contrario, existen rutas alternativas de sintesis. A contfinuacién se detallan los

conocimientos actuales sobre la sintesis de almiddn.
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Sintesis del donador glucosidico.

La sintesis de almiddn en plantas utiliza ADP-glucosa (ADP-Glc) como donador de grupos
glucosilos para la elongacion del gradnulo de almiddn, siendo en este sentido mds parecida a la
sintesis de glucdgeno en bacterias que en animales (los cuales utilizan UDP-glucosal). La sintesis
de ADP-GIc en tejidos fotosintéticos conecta con el ciclo de Calvin a fravés de tres reacciones
reversibles que tienen lugar en el interior del cloroplasto (Zeeman et al., 2007b): en primer lugar,
la fructosa é-fosfato (F6P; intermediario del ciclo de Calvin) es isomerizada a glucosa-6-fosfato
(G6P) por la fosfoglucosa isomerasa (PGIl, EC 5.3.1.9) (Neuhaus et al., 1989; Yu et al., 2000); a
continuacién, la fosfoglucomutasa (PGM, EC 5.4.2.2), cataliza la conversidon de GéP en glucosa
1-fosfato (G1P) (Caspar et al., 1985; Lytovchenko et al., 2002); y, por Ultimo, la G1P es usada
como sustrato por la ADP-Glc pirofosforilasa (AGPasa, EC 2.7.7.27) junto con ATP para la sintesis
de ADP-GClc y pirofosfato (PPi) (Figura 4A). Aunque las fres reacciones son reversibles in vitro, la
Ultima resulta metabdlicamente irreversible pues in vivo el PPi es hidrolizado a ortofosfato (Pi) por
la pirofosfatasa alcalina plastidica (Weiner et al., 1987; George et al., 2010). En los érganos no
fotosintéticos, el almiddn se sintetiza en los amiloplastos a partir de la sacarosa importada de las
hojas (Figura 4B) (Smith, 2001). En la mayoria de los casos, la sacarosa es rota en UDP-Glc vy
fructosa por accién de la sacarosa sintasa (SuSy, EC 2.4.1.13), en una reaccién que requiere
UDP. La UDP-Glc es transformada en G1P por la UDP-Glc pirofosforilasa (UGPasa, EC 2.7.7.9) y la
GI1P, a se vez, es convertida en G6P por la PGM; la fructosa es fosforilada por la fructokinasa (EC
2.7.1.4) e isomerizada a G6P por la PGI. Todas estas reacciones tienen lugar en el citosol. La GéP
es transportada a los amiloplastos donde se convierte en G1P (Harrison et al., 1998; Hill & Smith,
1991; Kammerer et al., 1998; Neuhaus et al., 1993; Tauberger et al., 2000), que es usada, al igual

gue se ha descrito para cloroplastos, por la AGPasa para la sintesis de ADP-Glc.

Aunqgue las vias descritas son las mds aceptada y apoyadas por los datos genéticos y
bioguimicos, la existencia de pequenas cantidades de almidén en mutantes cldsicamente
considerados ‘“starchless” (carentes de almiddén), como pgml (que carece de la
fosfoglucomutasa plastidial; Caspar et al., 1985; Kofler et al., 2000) o adg! (que carece de la
subunidad pequena de la AGPasa, APST; Lin et al., 1988b) implica la existencia de otra u otras
fuentes de precursores para la sintesis del mismo (Vitha et al., 2000; Streb et al., 2009; Tsai et al.,
2009) y ha reabierto el debate sobre la existencia de vias alternativas de sintesis de almiddn en

hojas y tejidos heterotréficos.

Existen autores que senalan la posibilidad de una ruta alternativa de sintesis de ADP-Glc
tanto en tejidos fotosintéticos como en tejidos heterotréficos (Baroja-Fernandez et al., 2004;
Munoz et al., 2005; Muioz et al., 2006). En esta ruta alternativa, la ADP-Glc seria sintetizada en el
citosol gracias a SuSy y transportada al interior del plasto. Esta teoria se apoya en la presencia
de pequenas cantidades de almiddn en los mutantes pgm1 y adgl, asi como en la presencia
de contenidos normales de ADP-Glc en los mismos (Munoz et al., 2005). Sin embargo, aungue

SuSy es capaz de producir ADP-Glc y fructosa, a partir de sacarosa y ADP, in vitro (Delmer, 1972),
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se considera que su funcién normal in vivo es la produccién de UDP-Glc y fructosa (Streb et al.,
2009).

Diferentes teorias podrian explicar la sintesis de pequenas cantidades de almiddn en los
mutantes adgl y pgml. Por ejemplo, se ha demostrado que algunas isoformas de la subunidad
grande de la AGPasa (reguladoras) podrian tener cierto nivel de actividad catalitica (Ventriglia
et al., 2008), lo cual podra explicar la presencia de pequenas cantidades de almidén en el
mutante adg! (pero no en pgml), aungue no se ha detectado actividad AGPasa en dicho
mutante (Lin et al., 1988b; Ventriglia et al., 2008).

La situaciéon es diferente en el endospermo de semillas en desarrollo de cereales (por
ejemplo, Zea mays). En este caso, la ADP-GIc se sintetiza en el citosol y es fransportada al interior
del amiloplasto por la proteina Brittle1 (BT1), en un antiporte con ADP (Kirchberger et al., 2007).
Sin embargo, una forma citosdlica de AGPasa, y no SuSy, es responsable de la produccién de
ADP-Clc en estos tejidos. Esta via citosélica parece ser especifica de cereales - no hay evidencia
de actividad AGPasa citosélica en Arabidopsis y €l homdlogo mds cercano de la BT1 (AtBT1)
tfransporta AMP, ADP y ATP, pero no ADP-Glc (Kirchberger et al., 2008).

Por ofra parte, el uso de otros sustratos importados al interior del plasto desde el citosol ha
sido demostrado en tipos celulares diferentes a células del mesdfilo. Por ejemplo, se ha descrito
la importancia del transportador GPT (transportador cloroplastidico de GéP) en células guarda y
células de la columela de la raiz en guisante (Pisum sativum) (Overlach et al., 1993; Kammerer et
al., 1998) o la capacidad de importar eficientemente G1P por parte de los plastos de las células
del parénquima del tubérculo de patata (Solanum tuberosum) (Fettke et al., 2010). La entrada
de G1P desde el citosol podria explicar las pequenas cantidades de almiddn observado en el
mutante pgm1, pero no en adgl. En semillas de arroz, se ha demostrado que la disminucion del
contenido de almiddén en ausencia de la fosforilasa plastidial (Pho1) es mayor que en ausencia
de la AGPasa (Satoh et al., 2008) vy, en el tubérculo de patata, el uso de la G1P permite la sintesis
de niveles normales de almidén, incluso en ausencia de actividad fosfoglucomutasa plastidial,
gracias a la actividad de Phol (Fettke et al., 2010); indicando que el uso de G1P juega un papel
clave en la sintesis de almiddn en érganos de reserva. El papel de Phol en la sintesis de almiddn
no estd totalmente claro y probablemente se trate de un enzima versdtil con diferentes papeles
fisioldgicos segun la especie, las condiciones de crecimiento y el tipo celular (ver pdginas 35y
58).

Con todo ello, mientras la mayoria de los datos apoyan las rutas cldsicas de sintesis de
ADP-Glc en el interior del plasto y el uso de la misma cémo donador de grupos glucosilos para la
sintesis de almiddn, es evidente que esta via no estd totalmente caracterizada y que pueden
existir rutas alternativas minoritarias que apoyen la sintesis del mismo, las cuales podrian ser

exclusivas o tener mayor relevancia en tipos celulares y/o especies concretas.
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Figura 4. Rutas de sintesis de almiddn en cloroplastos de células fotosintéticas (A) y en células heterotréficas (B). PGl es la
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ramificantes y las enzimas desramificantes respectivamente.
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Elongacidn y ramificacion de las cadenas de glucosa.

Una vez sintetizado el donador del grupo glucosilo, el siguiente paso en la ruta biosintética
del aimidén es la transferencia de la molécula de glucosa de la ADP-glucosa al extremo no
reductor de una cadena del polimero en crecimiento. Aunque las enzimas que participan en el
proceso son conocidas, poco se sabe del modo por el cual la actividad de las mismas es
orquestada para dar lugar a la estructura del grdnulo, particularmente la estructura de la

amilopectina y su organizacién en lamelas cristalinas y amorfas.

Las cadenas de moléculas de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1,4) son
elongadas desde el extremo no reductor por las almidon sintasas (EC 2.4.1.21), que catalizan la
transferencia del grupo glucosilo de la ADP-glucosa al polimero en crecimiento mediante la
formacién de un nuevo enlace glucosidico y con liberacion de ADP (Mukerjea et al., 2002).
Existen cinco clases de almidon sintasas en base a los andlisis de sus secuencias de aminodcidos,
cuatro de ellas conocidas como almiddn sintasas solubles (SSI, SSII, SSIII y SSIV) y una quinta
denominada almiddn sintasa unida a grdnulo (GBSS) (Li et al., 1999b; Dian et al., 2005; Patron &
Keeling, 2005). Estas cinco clases estdn conservadas en todas las especies vegetales analizadas,
lo cual sugiere que cada una de ella posee una funcidn especifica que ha sido seleccionada
evolutivamente (Szydlowski et al., 2009). La GBSS es la Unica responsable de la sintesis de amilosa
(Denyer et al., 2001a), mientras que las SSs solubles son Unicamente responsables de la
elongaciéon de las cadenas de amilopectina (Zeeman et al., 2010). De las caracteristicas

funcionales de las diferentes clases de almiddn sintasa se hablard mds adelante (pdgina 47).

Dos teorias diferentes han sido propuestas para la sintesis de amilosa (van de Wal et al.,
1998; Zeeman et al., 2002a): (1) el uso de malto-oligosacdridos (MOS), de entre 2y 7 unidades de
glucosa, como cebador de la GBSS; y (2) el uso de cadenas de la amilopectina como cebador
de la GBSS y posterior rotura de las cadenas elongadas. La segunda teoria ha sido propuesta a
partir de experimentos realizados in vifro con almiddn extraido de Chlamydomonas reinhardtii
(van de Wal et al., 1998), sin embargo, aungue hay evidencias de la elongacién de cadenas de
amilopectina por la GBSS in vivo, no se ha demostrado que la rotura de las cadenas para formar
amilosa tenga lugar en ofras especies. Por el contrario, se ha demostrado que este hecho no
tiene lugar en hojas de Arabidopsis, donde la sintesis tiene lugar a partir de MOS (Zeeman et al.,
2002a).

La sintesis de almiddn (principalmente, la sintesis de amilopectina) requiere ademds la
actividad de las enzimas ramificantes (SBE, EC 2.4.1.18). Las enzimas ramificantes son
glucanotransferasas, que generan puntos de ramificacion mediante el corte de una cadena de
glucosas existente y transferencia del fragmento cortado a otra cadena lineal (o a la misma) a
través de la formacién de un enlace glucosidico a-(1,6) (Borovsky et al., 1976é). Estas enzimas
requieren una longitud minima de la cadena a cortar de 12 unidades de glucosa y transfieren
un fragmento de seis o mds (Takeda et al., 1993). Existen dos clases de SBEs en plantas superiores
(Burton et al., 1995), designadas como SBEl (o clase B) y SBEI (o clase A). Diferentes estudios

concluyen que la SBE transfiere cadenas mds largas que la SBEI (Takeda et al., 1993; Guan et
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al., 1997; Morell ef al., 1997; Rydberg et al., 2001; Nakamura ef al., 2010). El genoma de

Arabidopsis codifica para dos SBEs de clase I, pero para ninguna SBE de clase |.

Adquisicion de la estructura de la amilopectina.

Aungue inicialmente se pensaba que las actividades SSs y SBEs eran las Unicas requeridas
para la sintesis de la amilopectina y la formacién del grénulo, actualmente se sabe que algunas
de las enzimas desramificantes (DBEs) son también necesarias para la comrecta formacion de
éste. Prueba de la necesidad de otras actividades enzimdticas para la sintesis del grénulo es que
la expresion de SBEI y SBEIlb de maiz en células de E.coli deficientes en la enzima ramificante del
glucdégeno, da lugar a la sintesis de glucanos mds parecidos al glucégeno que a la
amilopectina (Guan et al., 1995). Existen dos clases de DBEs en plantas, las llamadas isoamilasas
(ISA, EC 3.2.1.68) y las dextrinasas-limite (LDA, EC 3.2.1.41; también conocidas como pululanasas).
Ambas clases pueden hidrolizar los enlaces glucosidicos a-(1,6) (puntos de ramificacién), pero
muestran diferente especificidad de sustrato, lo cual determina que jueguen papeles diferentes
en el metabolismo del almiddn. Las LDAs tienen preferencia por sustratos con ramificaciones
muy cortas y, a diferencia de las ISAs, son capaces de degradar el pululano (polisacdrido
fungico formado por unidades de maltotriosas unidas a través de enlaces o-(1,6)). Las ISAs

pueden dividirse, a su vez, en fres subfamilias: ISA1, ISA2 e ISA3 (Hussain et al., 2003).

En Arabidopsis enconframos un gen de cada subfamilia de isoamilasas y ofro para la
pululanasa. Se ha visto que las enzimas ISAT e ISA3 son DBEs funcionales, pero ISA2 carece de

aminodcidos criticos de su centro activo (Hussain et al., 2003).

Se ha demostrado que, en todas las especies estudiadas hasta la fecha, ISAT estd
implicada en la sintesis de almiddn (Ishizaki ef al., 1983; Beatty et al., 1999; Fujita et al., 1999;
Dauvillee et al., 2001; Delatte et al., 2005). La ausencia de ISAT provoca la disminucién de la
produccién de grdnulos de almiddn (insolubles) y el incremento de la produccién de
fitoglucdgeno (soluble). H fitoglucdgeno es similar en composicidn a la amilopectina, pero
posee un mayor grado de ramificacidon, una mayor cantidad de cadenas cortas v,
probablemente, una menor distancia entre puntos de ramificacién. Los modelos actuales sobre
la implicacion de las DBEs en la sintesis de almiddn proponen que ISA1 actuaria eliminando los
puntos de ramificacién mal posicionados, evitando asi que interfieran en la adquisicion de la
estructura cristalina del almiddén (Ball et al., 1996; Myers et al., 2000; Streb et al., 2008). La
distancia entre los puntos de ramificacion parece tener una fuerte influencia sobre la
capacidad de formacién de las dobles hélices. Se ha propuesto que ISA2 tendria un papel
regulatorio de la funcién de ISAT (Zeeman et al., 1998; Hussain et al., 2003; Bustos et al., 2004;
Delatte et al., 2005; Wattebled et al., 2005) y se ha visto, ademds que ISA1 e ISA2 forman un

heteromultimero (Bustos et al., 2004; Delatte et al., 2005).
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Inicio del grdnulo de almidén.

Al igual que las GSs, las SSs requieren de un extremo no reductor al cual afadir moléculas
de glucosa desde el donador glucosilico (UDP-glucosa o ADP-glucosa respectivamente) (Ball &
Morell, 2003). Dicho requerimiento implica la existencia de un mecanismo de sintesis del cebador
glucosidico. Al comienzo de este trabajo, poco o nada se sabia acerca de dicho mecanismo,
aunque diversas teorias habian sido propuestas. Un trabajo previo de nuestro grupo (Rolddn et
al., 2007b) mostrd, por primera vez, la implicacién de una SS, la almiddn sintasa de clase 1V, en la
iniciacion del grdnulo de almiddén. Sobre las enzimas que han sido propuestas como

responsables del inicio del granulo de almiddn se discutird mds adelante (ver pdgina 58).

Degradacion del almidén en plantas.

Los mecanismos de degradacion de almiddn difieren entre érganos de una misma planta.
Actualmente, se tiene un mayor conocimiento de los procesos de degradacién del almiddén en
hojas (almidén transitorio) y del almiddén en endospermo de cereales (almiddn de reserva).
Aunque algunas de las enzimas que intervienen en el proceso son comunes, la ruta de
degradacion es diferente en cloroplastos y endospermo de semillas germinadas de cereales.
AqQui nos centraremos en los mecanismos de degradacién del almiddn transitorio, los cuales

permiten la degradacién casi completa del mismo al final del periodo de oscuridad.

La mayoria de los estudios indican que la degradacién del almiddn transitorio ocurre a
una tasa mds o menos constante durante toda la noche, suministrando azUcares a la planta
durante este periodo. La degradacién no tiene lugar a través de una ruta lineal, sino que implica
una red de reacciones (Figura 5). Los principales productos de la degradacion del almiddn son
maltosa y glucosa, las cuales son exportadas desde el cloroplasto al citosol para su posterior
metabolismo (Lloyd et al., 2005; Zeeman et al., 2007a; Zeeman et al., 2010); y glucosa 1-fosfato

(G1P), que es metabolizada en el cloroplasto.

Solubilizaciéon de la superficie del grdnulo.

La degradacién del almiddn ocurre a nivel de superficie (Rolddn et al., 2007b) y existen
multiples evidencias de que la solubilizacidon de la misma es requerida para que las enzimas
degradativas puedan actuar. La ruptura de la estructura de la amilopectina a nivel de superficie
del grdnulo parece implicar mecanismos de fosforilacién transitoria (Zeeman et al., 2010). La
fosforilacion de las cadenas de la amilopectina seria llevada a cabo por las enzimas dikinasas
GWDI1 (eglucan water dikinase; EC: 2.7.9.4 ) y PWD (phosphoglucan water dikinase; EC: 2.7.9.5),
provocando la rotura de las hélices dobles y la solubilizacion de la superficie del grdnulo (Ritte et
al., 2002; Yu et al., 2001) necesaria para la actuaciéon de las p-amilasas y DBEs (Edner et al., 2007).
Estudios recientes han demostrado la necesidad de la eliminacién posterior de los grupos fosfato

para la completa degradaciéon del grdnulo, lo cual probablemente esté relacionado con el
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hecho de que las B-amilasas no pueden actuar sobre glucanos fosforilados cerca del extremo
no reductor (Kotting ef al., 2009). Arabidopsis contiene dos fosfoglucano fosfatasas, SEX4 (Starch
Excess 4) y LSF2 (Like Sex Four 2), las cuales son capaces de desfosforilar la amilopectina

(Zeeman et al., 2010; Santelia et al., 2011).

Degradacién del almidén transitorio.

Tras la solubilizacion de la superficie del grdnulo, las enzimas hidroliticas degradan los
enlaces glucosilicos a-(1,4) y a-(1,6). En cloroplastos de Arabidopsis, las enzimas mds importantes
en la degradacion del almidén son probablemente las pB-amilasas (BAMs) y las enzimas
desramificantes (DBEs). Las BAMs se encargan de la hidrdlisis de los glucanos lineales (enlaces a-
(1.4)), son exo-amilasas que liberan maltosa desde el extremo no reductor. Las DBEs hidrolizan
enlaces a-(1,6) - por tanto, son requeridas para la dregradacién de la amilopectina -y liberan
malto-oligosacdridos lineales cortos. El malto-oligosacdrido mds corto sobre el que pueden

actuar las BAMs es la maltotetraosa.

En Arabidopsis, hay nueve genes que codifican para BAMs, al menos cuatro de las cuales
(BAM1-BAM4) se localizan en el cloroplasto. BAM1 y BAM3 son enzimas activas y con funcién
parcialmente redundante, BAM2 no es funcional y BAM4 podria estar implicada en el control de

la tasa de degradacion a través de la deteccidn de los niveles de maltosa (Zeeman et al., 2010).

Existen dos DBEs implicadas en la degradacién de almiddn en cloroplastos Arabidopsis,
ISA3 y LDA (Zeeman et al., 2010). Ambas eliminan preferentemente ramificaciones cortas (y
tienen su mayor afinidad por dextrinas R-limite), siendo la clase LDA las Unicas capaces de
degradar pululano (como se comentd en la pdgina 33). Existe cierto solapamiento en la funcidn

de ISA3 y LDA y la importancia de cada una de ellas podria depender de la especie.

Oftras enzimas implicadas en la degradacién de almiddn son las a-amilasas (EC: 3.2.1.1),
las a-glucano fosforilasas (EC: 2.4.1.1) y las enzimas desproporcionantes (EC: 2.4.1.25). Las a-
amilasas son endo-amilasas que liberan oligosacdridos lineales y ramificados. El genoma de
Arabidopsis codifica para tres a-amilasas (AMY1-AMY3), pero solo AMY3 parece poseer péptido
de trdnsito al cloroplasto y su funcidn no parece ser esencial para el correcto metabolismo del
almiddén (Yu et al., 2005).

Las a-glucano fosforilasas catalizan de manera reversible la adicidén de un grupo glucosilo
al extremo no reductor de un glucano desde la G1P, liberando Pi. La direccidn de la reaccién
depende de las concentfraciones relafivas de G1P y Pi y se ha argumentado que las bajas
concentraciones de GI1P y los altos niveles de Pi presentes en la célula vegetal favorecerian la
reaccién en el sentido degradativo (Rathore et al., 2009). En general existen dos isoformas de a-
glucano fosforilasas: Phol y Pho2 (denominadas PHS1 y PHS2 respectivamente en Arabidopsis),
pero solo la primera tiene localizacién plastidial y se relaciona, por tanto, con el metabolismo del
almiddn. Phol posee una alta afinidad por MOS pequenos v lineales, mientras que Pho2 posee

mayor afinidad por glucanos altamente ramificados. Aunque su funcién, se asocia cldsicamente
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con la degradacion de almiddn (Wirtz et al., 1980 ; Kruger et al., 1983), al igual que ocurre con
AMY3, Phol no parece esencial para dicho fin. De hecho, en tejidos fotosintéticos, no existen
evidencias directas que impliquen a Phol ni en la sintesis ni en la degradacién del almiddn
fransitorio. Su ausencia, tantfo en hojas de Arabidopsis como en hojas de patata, no parece
tener ningun efecto sobre el metabolismo del almiddn (Zeeman et al., 2004b; Sonnewald et al.,
1995). En Arabidopsis se ha descrito que las plantas deficientes en PHS1 son mds sensibles al
estrés hidrico y salino, lo que ha pemitido sugerir que dicha proteina seria activada en respuesta
a estrés abidtico. La activacion de PHS1, bajo condiciones de estrés, dispararia la degradacion
del almidén y suministraria sustratos a la ruta oxidativa de las pentosas fosfato (Zeeman et al.,
2004b; Lloyd et al., 2005). E debate sobre la funcidn de las a-glucano fosforilasas permanece
abierto, las evidencias permiten suponer que juegan un papel diferente en tejidos fotosintéticos
y tejidos de reserva, en los cuales, como se explicard mds adelente (pdgina 60) podria estar

implicada en lainiciacién de la sintesis del almidén (Satoh et al., 2008).

La accién combinada de las p-amilasas, a-amilasas y las DBEs sobre el grdnulo de almidén
libera al estroma maltosa y malto-oligosacdridos. Los malto-oligosacdridos son metabolizados
por las B-amilasas y la fosforilasa liberandose maltosa, maltotriosa y maltotetraosa (puesto que
maltotriosa y maltotetraosa no pueden ser empleados como sustratos por las B-amilasas y la
fosforilasa respectivamente). Los maltooligosacdridos cortos pueden ser metabolizados por la
enzima desproporcionante (DPE). Las DPEs son glucanotransferasas con capacidad para
catalizar diferentes reacciones: transfieren una parte de un glucano lineal a ofro o a una
molécula de glucosa. La accién conjunta de las B-amilasas, DPE1 (Critchley et al., 2001) y PHSI1
en cloroplastos de Arabidopsis resulta en la produccién de maltosa y, en menor cantidad,
glucosa y GI1P. Interesantemente, DPE1 no puede usar maltosa ni como donador ni como
aceptor, de modo que el Unico destino de la maltosa producida durante la degradacion del
almiddn es la exportacién al citosol (Lin & Preiss, 1988). Como se comentd al principio de esta
sesion (pdgina 34), maltosa y glucosa son exportadas al citosol, mientras que la GI1P es
metabolizada en el interior del cloroplasto, dénde sirve de sustrato para la glucolisis o la ruta de
las pentosas fosfato (Zeeman et al., 2004a; Weise ef al., 2006). La salida del cloroplasto de la
glucosa y la maltosa es posible gracias a la existencia de transportadores en la membrana

interna del cloroplasto que facilitan la difusién de estos azdcares.

Con todo ello, se ha propuesto que la degradacién del almiddn transitorio en hojas de
Arabidopsis tendria lugar a través del conjunto de reacciones esquematizado en la Figura 5
(Zeeman et al., 2007q). Esta red de reacciones podria ser diferente en otras especies e incluso
cambiar en funcidon de las condiciones ambientales, prueba de ello es la presencia de las
actividades a-glucosidasa y maltosa fosforilasa en cloroplastos de guisante, actividades que

estdn ausentes en cloroplastos de Arabidopsis (Zeeman et al., 2004a).
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Figura 5. Modelo de las rutas de degradacion de almiddn en hojas de Arabidopsis (adaptado de Zeeman et al., 2007q).
AMY es la a-amilasa; ISA, la isoamilasa; BAM, la B-amilasa; LDA, la pululanasa; PHS, la fosforilasa; y DPE, la enzima
desproporcionante.

Degradacién del almidén de reserva.

Cémo se dijo al principio de este apartado, el caso mds estudiado es el de la
degradacién del almidén en el endospermo de las semillas de los cereales, proceso que tiene
lugar en un entorno fisico totalmente diferente al de la célula mesdfilo (Zeeman et al., 2010). En
el momento de la germinacién, el endospermo (dénde se acumula el almiddn) estd muerto. La
integridad celular se pierde durante la fase de secado de la semilla y el fejido se compone
principalmente de las paredes celulares, los grdnulos de almiddn y las proteinas de reserva. Las
enzimas que degradan el almiddn son liberados dentro el endospermo desde el escutelo o la
aleurona (capa de células vivas que rodea el endospermo) o, en el caso de RB-amilasa, son
depositadas en el endospermo durante el desarrollo de la semilla y activadas durante la
germinacién por accién de las proteasas liberadas desde la aleurona. El producto de
degradacién del almiddn es principalmente glucosa, que es absorbida por las células vivas del

embrion.

Los estudios bioquimicos revelan la presencia en el endospermo de cuatro enzimas
relacionadas con la degradaciéon del almiddn: a-amilasa, B-amilasa, LDA y maltasa. La
estructura y la funcién de estas enzimas se han estudiado en detalle, sin embargo, se sabe
relativamente poco sobre la importancia de cada una de ellas en el proceso de degradacién

del almidon.
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Regulacion del metabolismo del almidén en plantas.

Ademds de las diferencias recogidas en la Tabla 2, el almiddn de reserva se caracteriza
porgue los procesos de sinfesis y degradacion del mismo tfienen lugar en fases diferentes del
desarrollo, de manera que las enzimas implicadas en la degradacién del aimidén pueden no
estar presentes durante la fase de acumulacién del almiddn (Zeeman et al., 2010). En contraste,
el almidén fransitorio es sintetizado cada dia y movilizado cada noche, de modo que las
enzimas responsables de su degradacion estdn presentes y pudieran ser activas en el cloroplasto
durante la sintesis diurna del aimiddn (Zeeman y cols., 2002). Puesto que mi trabajo se centra en
la sintesis de almiddn en hojas de Arabidopsis, esta seccidn se referird exclusivamente a los

conocimientos actuales sobre la regulacién del metabolismo del almiddn transitorio.

Regulacidén de la sintesis de almidén transitorio.

Estd extensamente documentado que, aunque la asimilacion fotosintética del carbono
ocurre solo durante el dia, el crecimiento vegetal y los procesos de mantenimiento celulares
requieren aporte de carbono (azlUcares) durante todo el ciclo dia-noche (Smith & Stitt, 2007a).
La disponibilidad de carbono durante la noche es posible gracias a que la asimilacién durante
el dia es suficiente no solo para mantener la demanda inmediata, sino también para permitir la
acumulacion de compuestos en la hoja que serdn movilizados durante la noche para suplir los
requerimienfos durante este periodo. En Arabidopsis (Caspar et al., 1985; Gibon et al., 2004b; Lu
et al., 2005) y muchas otras especies (Geiger & Servaites, 1994; Geiger et al., 2000) los productos
inmediatos de la asimilacién fotosintética del carbono durante el dia son la sacarosa (disponible
para los requerimientos inmediatos: crecimiento durante el dia) y el almidén, el cual es
acumulado en la hoja durante el dia y degradado durante la noche para producir sacarosa

(que suple los requerimientos durante este periodo: crecimiento durante la noche).

La cantidad de fotoasimilados que son destinados a la sintesis de almiddn es muy variable
dentro del reino vegetal. En algunas especies, como Glycine max (soja), Beta vulgaris
(remolacha azucarera) o Arabidopsis, el almiddn es la principal forma de reserva , mientras que
en ofras, como Phaseolus vulgaris (frijol) o Spinacia oleracea (espinaca), tanto la sacarosa como
el almiddén son acumulados en hojas durante el dia (Zeeman et al., 2007b). En algunas especies,
como Pisum sativum (guisante) o Spinacia oleracea, el almiddén es acumulado cuando la sintesis
de sacarosa excede tanto la demanda de los fejidos sumidero como la capacidad de
acumulacién de la hoja, de modo que la sintesis de almiddn incrementa durante el dia cuando
la sintesis de sacarosa decae. Sin embargo, en otras especies, como Arabidopsis, el reparto de
fotoasimilados entre sintesis de sacarosa y sintesis de almiddn es constante a lo largo del dia 'y es
regulado por las condiciones ambientales, principalmente por la longitud del dia. Asi, en estas
especies, mientras mds larga es la noche, mayor es la proporcién de fotoasimilados dirigidos a la
sintesis de almiddn, con objeto de suplir las necesidades de azUcares durante este periodo. En el
caso de Arabidopsis, hasta la mitad de los fotoasimilados son destinados a la sintesis de almiddn

(Zeeman & ap Rees, 1999).
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El patrdn aparentemente simple de acumulacién de almiddén durante el dia vy
degradacién (casi completa) durante la noche, esconde un complejo y flexible sistema de
control (Smith & Stitt, 2007a) que permite a la planta tanto mantener el balance del suministro de
azUcares durante el ciclo dia-noche, como responder a alteraciones ambientales, tales como
cambios del fotoperiodo o cambios en la disponibilidad del carbono, mediante modificacion de
las tasas de sintesis y degradaciéon de almiddn y de la tasa de crecimiento. Asi, la tasa de sintesis
se gjusta al fotoperiodo para anticipar las necesidades nocturnas y la tasa de degradacion,
tanto al contenido de almiddén como a la longitud de la noche, permitiendo el suministro
constante de carbono durante tfoda la noche (y evitando que se consuma completamente
antes de tiempo). Ante una prolongacién del periodo de oscuridad y un agotamiento de las
reservas de almidén, la planta disminuye la tasa de crecimiento, permitiendo una mayor
acumulacion de almiddn en el subsecuente dia que le permita afrontar la mayor duracion de la
noche. En resumen, cambios en las condiciones ambientales resulfan en aqjustes finos de la
asimilacion de carbono, la tasa de crecimiento y la acumulacién de almiddn permitiendo el

mantenimiento de este patrén bdsico de sintesis y degradacion del mismo (Smith & Stitt, 2007a).

Se piensa que el control de la tasa de sintesis de almiddn (y, por tanto, la regulacion del
reparto de fotoasimilados entre sintesis de sacarosa vy sintesis de almidén) es llevado a cabo a
través de la AGPasa cloroplastidica, cuya actividad es fuertemente regulada a través de
mecanismos alostéricos y control redox. La AGPasa es un heterotetrdmero compuesto de dos
subunidades pequenas y dos subunidades grandes. El genoma de Arabidopsis codifica para dos
subunidades pequenas: APS1 (Lin ef al., 1988b) y APS2 (aunque se cree que APS2 no es
funcional; Crevillén et al., 2003); y cuatro subunidades grandes: APL1 (Lin ef al., 1988a), APL2,
APL3 y APL4 (Ventriglia et al., 2008). Distintas combinaciones de las subunidades confieren
propiedades cinéticas y regulatorias diferentes al heterotetrdmero (Crevillén et al., 2003). En
general, APS1 es la subunidad catalitica y las cuatro isoformas de APL funcionan regulando su
actividad, aunque, recientemente se demostré que las isoformas APL1 y APL2 presentan
actividad catalitica cuando APS1 es mutada (Ventriglia et al., 2008). La isoforma predominante

en hojas es APLT.

La AGPasa es activada alostéricamente por 3-fosfoglicerato (3PGA) e inhibida por Pi
(Iglesias et al., 1993). H 3-PGA es un infermediario del ciclo de Calvin y un indicador de la
asimilacion fotosintética de carbono. Una alta tasa 3PGA:Pi activa a la AGPasa, promoviendo la
sintesis de almiddn (Preiss, 1988). Este mecanismo juega un papel importante en el reparto de
fotoasimilados entre sintesis de sacarosa vy sintesis de almidén en muchas plantas (Stitt & Quick,
1989), puesto que cuando la tasa de asimilacion fotosintética permite un exceso de sintesis y
acumulacién de sacarosa, la exportacion de triosas-fosfato (TP) a través del transportador TP/Pi
se reduce, provocando el aumento de los niveles de TP y la disminucién de los de Pi en el interior

del cloroplasto, lo cual da lugar a la activacién alostérica de la AGPasa.

La AGPasa es también regulada a través de la oxidacién/reduccién de residuos de
cisteina presentes en la region N-terminal de las subunidades pequenas. La oxidacién de estos

residuos da lugar a la formacién de un puente disulfuro y a una forma del enzima menos activa.
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Cuando el puente disulfuro es reducido (rofo) el enzima es activado y la Km por sus sustratos
disminuye (Fu et al., 1998). Es ampliamente aceptado que la activacién redox de la AGPasa
ocurre en respuesta a luz (presumiblemente mediado por las tiorredoxinas, que toman el poder
reductor desde el PSIl) y en respuesta a azicares (probablemente mediado por la NADP-
tiorredoxina reductasa C, NTRC; Michalska et al., 2009), lo cual permitiia el control fino de la
actividad de la misma en el cambio dia-noche. Sin embargo, un trabagjo reciente (Li et al., 2012)
muestra que ni NTRC ni las tiorredoxinas plastidiales (Trx) ni la modificacién redox de la AGPasa
son las principales responsables de la regulacién de la acumulacidon de almiddn en respuesta a
luz en hojas de Arabidopsis (y que la monomerizacion de APS1 solo depende de NTRC en

situaciones de estrés oxidativo).

Por otfro lado, se ha propuesto la posibilidad de que la SSIll tenga un papel regulatorio en
la sintesis de almiddn (Zhang et al., 2005a), dado que su ausencia provoca un incremento de la
acumulacion del mismo. Se cree que la funcidn regulatoria de SSIIl reside en la presencia de un
motivo de reconocimiento de proteinas 14-3-3 (Sehnke et al., 2001). Las proteinas 14-3-3 son
proteinas de unién a fosfoserina/treonina que participan en procesos regulatorios, mediados por
fosforilacion, en respuesta a cambios ambientales. Se ha demostrado que la reduccién de los
niveles de proteinas 14-3-3 del subgrupo e de Arabidopsis, provoca un incremento en la
acumulacién de almidén relacionado con un incremento en la tasa de sintesis, y no con una
disminucién de la tasa de degradacién del mismo, de modo similar a lo descrito para mutantes
carentes de SSIIl. Se ha propuesto, que las proteinas 14-3-3 serian responsables de la inhibicién
de la sintesis de almidén en condiciones de luz continua (Sehnke et al., 2001). Sin embargo, la
secuencia de SSlll disponible actualmente en la TAIR (At1g11720.1) no posee el motivo de
reconocimiento 14-3-3 descrito por Sehnke y cols. (RYGSYP), ni existen, a dia de hoy, evidencias
directas de la interaccion entre SSIll y las proteinas 14-3-3. Curiosamente el motivo RYGSYP

(Sehnke et al., 2001) si aparece en la secuencia de SSIV (At4g18240.1).

Regulacion de la degradacion del almiddn transitorio.

Como se comentd al comienzo de este apartado, existen multiples evidencias de que
tanto la sintesis como la degradacién de almiddn son procesos finamente regulados. La tasa de
degradacién parece ajustarse tanto al contenido de almiddn como a la longitud de la noche,
permitiendo el suministro constante de carbohidratos durante toda la noche y evitando que se
consuma completamente antes de tiempo, lo cual dispararia las “respuestas de hambre” de la
planta. A continuacién se citan algunas de las ideas actuales sobre cémo podria estar regulada

la degradacién del almidén.

En general, se acepta que la degradacién del almiddn transitorio no tiene lugar durante
el dia (Zeeman et al., 2002b; Streb et al., 2009) - salvo en ciertas situaciones (Kruger et al., 1983;
H&usler et al., 1998; Schneider et al., 2002) -, evitandose la aparicién de un ciclo fUtil de sintesis y
degradacién de almidén. Este hecho, lleva a pensar que las enzimas degradativas (presentes
durante el todo el ciclo dia-noche) deben ser inactivas durante dia. El tfrabagjo de Delatte y cols.

(Delatte et al., 2005) sugiere que las B-amilasas son activas durante el dia y muestra, ademds,
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que mutantes que acumulan fitoglucégeno no son capaces de adaptar la tasa de
degradacién a la longitud de la noche. Estos datos sugieren que los mecanismos de regulacion
son dependientes de la presencia del grdnulo y que un posible paso de regulacién seria la
solubilizacién de la superficie del grdnulo (ver pdgina 34), de modo que, aunque las B-amilasas
sean activas, no podran actuar sobre el grdnulo insoluble (Zeeman et al., 2004a). De ser asi, la
regulacién de la degradacidén podria ocurrr a través de las enzimas implicadas en la liberacion
de glucanos solubles desde el grédnulo insoluble, mientras que el resto de enzimas podrian no
estar reguladas. En este sentido, se ha sugerido que GWDI1 podria estar sujeta a regulaciéon
redox (Mikkelsen et al., 2005), pero no hay ninguna evidencia de que esto ocurra in vivo ni del

mecanismo por el que ocurriria.

Frecuentemente, tras el paso de luz a oscuridad, se observa un retraso en el comienzo de
la degradacion del almidén (Gordon et al., 1980; Fondy & Geiger, 1982; Zeeman & ap Rees,
1999) y se ha sugerido que la disminucién del contenido de azUcares de la hoja (mds que la
propia oscuridad) seria la senal que da lugar al inicio de la degradacién (Gordon et al., 1980;
Zeeman & ap Rees, 1999). De ser asi, los mecanismos de deteccidn de azUcares jugarian un
papel importante (Rolland et al., 2002; Moore ef al., 2003). Sin embargo, hasta la fecha, no hay
ningun dato concluyente que vincule la deteccidén de la disminucidn de azlUcares y los

mecanismos de degradacién de almidon.

También se ha sugerido que GWDI1 (Hejazi et al., 2009) y SEX4 (Hejazi et al., 2010) podrian
estar sujetas a inhibicién por producto (largos glucanos solubles), sin embargo, no existe ninguna

evidencia directa al respecto.

Formacion de complejos multiproteicos y fosforilacion de proteinas.

Cada vez son mds las evidencias de que la formacidén de complejos multiproteicos juega
un papel fundamental en el metabolismo del amidén. Prueba de ello, son los complejos
formados por parte de las enzimas de la ruta de biosintesis de almiddn en endospermo de maizy
trigo (Tetlow et al., 2004; Tetlow et al., 2008; Hennen-Bierwagen et al., 2008; Hennen-Bierwagen et
al., 2009). Los diferentes ensayos coinciden en incluir las SSs de clase |, Il y Il y la SBE, junto con
otras proteinas (conocidas o no) dentro de diferentes complejos de alto peso molecular. Tetlow
y cols. describen dos complejos en amiloplastos de trigo, uno de 260 KDa y otro de 180 KDa. En el
primero identifican a SSI, SSlla y SBE (no identifican si SBElla o SBElIb) y suponen que diferentes
combinaciones de estas proteinas serian posibles. En el segundo identifican solo a SBE y predicen
que el complejo seria en realidad un homodimero de alguna de las dos isoformas (SBElla o
SBEIIb). Hennen-Biewagen y cols. describen la existencia de dos tipos de complejos en
amiloplastos de maiz, uno de 600 KDa y otro de 300 KDa. El primero incluiria a SSIII, SSlla, SBEIla y
SBEIIb junto con otras proteinas, entre ellas: la AGPasa (ADP-Glc pirofosforilasa) y la PPDK
(piruvato ortofosfato dikinasa); el segundo, a SSlla, SBElla y BEllb. En Arabidopsis no se han
descrito hasta la fecha la formacion de complejos similares. El papel de la formacién de estos
complejos multiproteicos es aun desconocido, pero se piensa que podrian funcionar como

canalizadores de sustratos, mejorando la eficiencia de sintesis del polimero, es decir dentro de
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un mismo complejo el producto de una reaccidn seria el sustrato de otfra (Tetlow et al., 2004). La
interaccién proteina-proteina podria alterar las caracteristicas cinéticas de las enzimas, a través
de cambios conformacionales, o impedir el acceso al polimero por parte de las enzimas
degradativas o facilitar la cristalizacidon de la amilopectina. Futuras investigaciones explicardn la

importancia de la formacién de complejos multiproteicos en el metabolismo del almidon.

Se ha demostrado que, al menos en el caso del endospermo de trigo (Tetlow et al., 2004),
la formacién del complejo multiproteico es dependiente de fosforilacion. La fosforilacion es un
mecanismo comun de control de la funcidn de proteinas y varias proteinas del metabolismo del
almidén han sido identificadas como posibles fosfoproteinas (PGI, PGM1, AGPasa, SSlil,...)
mediante estudios de fosfoprotedmica en Arabidopsis (Kotting et al., 2010). La fosforilacién
podria jugar un papel importante en la regulacion del aimiddn tanto a nivel de formacién de
complejos como a nivel de funcidn de proteinas individuales. Aungue las consecuencias de la
fosforilacion sobre la funcidén de estas proteinas es ain desconocida en la mayoria de los casos,

es razonable suponer que alguna de estas modificaciones pueda tener un papel regulatorio.

Regulacién transcripcional de los genes del metabolismo del almidén.

Recientemente (Smith et al., 2004) ha sido llevado a cabo un andlisis de los cambios
diurnos de los transcritos de todos los genes implicados en el metabolismo del almiddn en hojas
de Arabidopsis. Este estudio muestra la alta complejidad de la regulacidon de la expresion de
dichos genes, pues la mayor parte de los franscritos de genes implicados en una misma ruta no

muestran un patrén similar de cambios a lo largo del ciclo dia-noche.

En cuanto a los genes que codifican proteinas implicadas en la sintesis de almiddn, no se
observan cambios en la expresidon diurna de PGI1, APST, SS1, SS3, SS4, SBET o LDAT. Los niveles de
transcritos de APL1 y PGM1 varian relativamente poco, pero parecen disminuir durante la noche
e incrementarse durante el dia. Mientras que los transcritos de SBE3 e ISA3 presentan un patrdn
de expresidon proximo al observado en algunos genes relacionados con la degradaciéon del
almiddn (ver abajo). Los transcritos de GBSS1 muestran los cambios diurnos mds dramdticos. Estos
cambios ya fueron descritos previamente, tanto en Arabidopsis (Tenorio et al., 2003a) como en
otfras especies (Mérida et al., 1999; Wang et al., 1999), y se ha propuesto que estos cambios
reflejan la necesidad de resintetizar la proteina después de la degradacién nocturna del
almiddn. GBSSI aparece exclusivamente asociada al grdnulo de almidén (ver pdgina 50) y su
estabilidad parece depender de la matriz de amilopectina. Se piensa que al ser liberada,
durante la degradacién del almidén, el enzima seria degradado también (Tenorio et al., 2003a).
Se ha demostrado ademds que los cambios en la expresidén de GBSS1 estdn sujetos a control
circadiano, pues la sobreexpresidn de los factores de transcripcion CCAl1 (CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1) o LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL), implicados en el control circadiano de la
expresidén génica (Wang & Tobin, 1998; Schaffer et al., 1998), elimina el patrén diurno de
expresién de GBSS1 (Tenorio ef al., 2003a). Los cambios en la expresién de SS2 muestran un

patrdn similar al de GBSS1 y es posible que el motivo sea el mismo (Smith et al., 2004), puesto que
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se ha demostrado que gran parte de esta proteina queda encerrada en el interior del grénulo

(ver pagina 52).

Los franscritos de los genes que codifican para enzimas implicadas en la degradaciéon del
almiddn muestran también un amplio rango de perfiles de expresion. Varios de ellos (GWDI,
GWD?2, DPE1, DPE2, PHS1) presentan un patrén de expresion similar, con un pico al final del dia,
previo al inicio del proceso de degradacion (Smith et al., 2004), sugiriendo la regulacion
coordinada de los mismos. Sin embargo, ninguno de los nueve genes BAM presenta un patrén

coordinado de expresion.

Aunqgue algunos de los genes implicados en el metabolismo del almidén presenten un
patron de expresion diurna, en mucho de los casos se ha comprobado que los niveles de
proteinas permanecen relativamente constantes a lo largo del dia (Tenorio et al., 2003a; Smith et
al., 2004; Lu et al., 2005), indicando que la regulacién posttranscripcional juega un papel mds
importante que los cambios en la expresion génica en la regulacion del metabolismo del
almidén. Bl mantenimiento de los niveles de proteina podria ser el resultado de los niveles de
expresion génica y la estabilidad de la proteina, de modo que los cambios de expresidn de un
gen concreto serian el reflejo de la tasa de recambio de la misma. Los cambios en la expresion
génica no explicarian tampoco la rdpida adaptacién de las tasas de degradacion a los

cambios en el fotoperiodo.

El origen de la acumulacién de almidén como polimero de

reserva.

La capacidad de sintetizar almiddn se asocia al origen endosimbidtico del cloroplasto. Un
ancestro de las actuales cianobacterias fue fagocitado por una célula eucariota heterotréfica,
estableciendose entre ambos una relacién simbidtica basada, presumiblemente en la
exportacion de fotoasimilados desde el “cianobionte” (cianobacteria endosimbionte) al citosol
del hospedador. A medida que el cianobionte se convertia en un verdadero orgdnulo, fue
perdiendo la mayoria de sus genes no relacionados ni con la fotosintesis ni con las funciones
esenciadles de mantenimiento y divisién, y una parte de los genes que quedaron fueron
transferidos al nUcleo. La endosimbiosis del pldstido introdujo la capacidad de redlizar la
fotosintesis oxigénica dentro del mundo eucariota (Ball et al., 2011). Tres linajes de eucariotas
surgieron durante o después de la integracién del pldstido: Chloroplastida (que incluye a las
algas verdes y las plantas terrestres), Rhodophyceae (algas rojas) y Glaucophyta (algas
glaucofitas), que son englobados dentro del supergrupo Archaeplastida del dominio Eukarya.
Los tres lingjes de este subgrupo se caracterizan por poseer el pldstido “original”, con una doble
envoltura. Algunas células antecesoras de estos lingjes fueron, a su vez, internalizados
(probablemente fagocitados) por otros eucariotas heterotréficos, y generaron pldstidos

secundarios, los cuales aparecen siempre rodeados por mds de dos membrana (generalmente
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cuatro). Estas segundas endosimbiosis generaron el resto de lineas de eucariotas fotosintéticos

(algas pardas, diatomeas, dinoflagelados, criptofitas, haptofitas,...) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema de las endosimbiosis que dieron lugar a los pldstos (de Ball et al., 2011). Los eucariotas fotosintéticos
derivaron de un mismo suceso: la fagositosis de un ancestro de las actuales cianobacterias por una célula eucariota
heterotrofa, que llevé al establecimiento de la simbiosis entre ambas células. El supergrupo Archaeplastida engloba a los
linajes de eucariotas fotosintéticos que surgieron de este evento: Chloroplastida, Rhodophyceae y Glaucophytes. Las
glaucofitas son algas unicelulares de agua dulce que contienen un pldstido llamado cianela. Las cianelas son plastos que
refienen caracteristicas tipicas de las cianobacterias (por ejemplo, poseen una pared residual de peptidoglicano y
carboxisomas) no presentes en los plastos de rodofitas (rodoplastos) o algas verdes y plantas terrestres (cloroplastos).
Rodoplastos y cloroplastos pueden diferenciarse por su estructura y la composicion de sus pigmentos antenas (los primeros
aun poseen ficobilinas, mientras los segundos poseen clorofila b). El almidén es acumulado en el citosol de algas glaucofitas
y rojas, mientras que, en algas verdes y plantas terrestres, lo hace en el interior de los pldstidos. La idea actual es que la
cianobacteria ancestral acumulaba almiddn, mientras que la eucarita heterotrofa acumulaba glucdgeno en su citosol. La
habilidad para sintetizar almidén fue transmitida al citosol del hospedador y perdida por el cianobionte (cianobacteria
endosimbionte obligada). Mds tarde, el metabolismo del aimiddn se redirigié al interior de los plastos en los cloropldstidos.
Algunos miembros de Archaeplastida fueron, a su vez, fagocitados por ofros lingjes de eucariotas heterofrofos
(endosimbiosis secundaria), generando los pldstidos secundarios caracteristicos del resto de lineas de eucariotas
fotosintéticas (algas pardas, diatomeas, dinoflagelados, criptofitas, haptofitas,...). La capacidad de acumular almiddn no se
ha conservado en todas las lineas fruto de endosimbiosis secundarias, pero si en algunas.

Ademds de la fotosintesis, los eucariotas relacionados con el supergrupo Archaeplastida
ganaron otra serie de caracteristicas bioguimicas, entre ellas la capacidad de acumular
almiddn. Los eucariotas del supergrupo Archaeplastida y algunos, no todos, de sus derivados por
una segunda endosimbiosis acumulan almidén. Sin embargo, mientras algas verdes y plantas
terrestres lo acumulan en el interior de los plastos (cloroplastos y amiloplastos), las algas rojas, las
algas glaucofitas, los dinoflagelados y los apicomplexa, lo hacen en el citosol y las criptofitas, en
el espacio periplastidial, que corresponde al citosol del alga arqueaplastidial que fue
internalizada tras una segunda endosimbiosis (Ball et al., 2011). Al almiddn sintetizado en el
citosol o en el espacio periplastidial se le denomina histéricamente almiddn florideano (Viola et

al., 2001).

El descubrimiento reciente de la acumulacién de verdadero almiddn (con amilosa y
almilopectina formando grdnulos) en una cianobacteria unicelular marina denominada Cigl,

relacionada con los géneros Cyanobacterium y Crocosphaera del subgrupo V de
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cianobacterias, ha supuesto la evidencia definitiva del origen cianobacteriano de la sintesis de
almiddn (Deschamps et al., 2008). Trabajos anteriores habian descrito la presencia de glucdgeno
modificado o estructuras parecidas a la amilopectina en otras cianobacterias del subgrupo V
(Nakamura et al., 2005). Un ejemplo, son los estudios de Schneegurt y cols. (Schneegurt et al.,
1994) que describieron que el tamano de las moléculas de glucdgeno en la cepa Cyanothece
sp. ATCC51142 (perteneciente también al subgrupo V de cianobacteria) sobrepasaban el limite
tedrico que puede alcanzar una molécula con la estructura del glucdégeno. Trabagjos posteriores
(Nakamura et al., 2005; Deschamps et al., 2008) mostraron que la cepa Cyanothece sp.

ATCC51142 posee grdnulos de amilopectina (sin amilosa).

Todas las cianobacterias que acumulan polimeros semicristalinos parecidos al almidén
pertenecen al subgrupo V de cianobacterias (usando la clasificacion basada en el RNAr 16 S,
Honda et al., 1999). Las cianobacterias de este subgrupo son diazotrdpicas unicelulares,
carentes de la formacién de heterocistos, debido a su incapacidad de formar filamentos. Los
heterocistos permiten el funcionamiento de la nitrogenasa, separandola espacialmente de las
concentraciones de oxigeno celulares, que la inactivarian rdpidamente (la nitrogenasa es
especialmente sensible al dano oxidativo). Las cianobacterias del subgrupo V presentan una
separaciéon temporal de los procesos de fijacidn de nitrdgeno y fotosintesis oxigénica: la fijacién
de nitrdbgeno ocurre exclusivamente durante la noche. Se ha propuesto que, en las
cianobacterias del subgrupo V la presidn selectiva habria favorecido la sintesis de un
poliglucano que permitiese una mayor acumulacidén de carbono y energia, debido a la
necesidad de separar temporalmente estos procesos (Deschamps et al., 2008). En este sentido,
la acumulacién de almiddén presenta ventagjas frente a la acumulacion de glucdgeno, pues
permite acumular grandes cantidades de carbohidrato en una forma osmdticamente inerte
durante el dia y ser degradado durante la noche (como se ha demostrado que ocurre con los

granulos de Cyanothece sp. ATCC51142; Schneegurt ef al., 1994; Schneegurt et al., 1997).

Deschamps y cols. (Deschamps et al., 2008) demostraron recientemente que la presencia
de amilosa en Cig1 se corresponde con la presencia de GBSS en dicha cianobacteria; ha sido la
primera vez que se ha descrito la presencia de GBSS en una cianobacteria y apoya los estudios
previos que indicaban la relacién filogenética de GBSS y la GS de origen cianobacteriano. La
presencia de almiddn verdadero y actividad GBSS dentro del subgrupo V de cianobacterias ha
permitido postular que un ancestro de algunas de las cianobacterias actuales de este subgrupo

habria sido el endosimbionte que dié lugar a los plastos de los eucariotas fotosintéticos.

El metabolismo del almiddén surge de la fusion de los respectivos metabolismos de
acumulacién de polisacdridos del cianobionte (almiddn) y la célula hospedadora (glucdgeno).
Prueba de ello es que, filogenéticamente, las rutas de sintesis y degradacién estdn formadas por
un mosaico de enzimas de distinfo origen (ver Tabla 3 en pdgina 54): el hospedador o el

cianobionte (o Chlamydia, segun recientes estudios, como se comentard mds adelante).

Se cree (y la mayoria de las evidencias lo apoyan) que la evolucion del orgdnulo, desde

el momento de establecerse la endosimbiosis hasta su estado actual debid implicar dos fases. En

45



la primera fase, se pudo haber establecido algin tipo de simbiosis metabdlica entre la
cianobacteria y la célula hospedadora, simbiosis que llevd a la primera a convertirse en un
pardsito obligado, a través de la pérdida algunos genes (los no relacionados con la fotosintesis o
las funciones esenciales de mantenimiento y divisiéon) y la transferencia de otros al ndcleo de la
célula hospedadora, proceso denominado endosymbiotic gene transfer (EGT). La pérdida de la
capacidad de acumular polisacdridos es una caractaristica evidenciada de los endosimbiontes
obligados (Henrissat et al., 2002; Gil et al., 2004). La expresidon de los genes transferidos al nucleo
habria permitido la sintesis de almiddn en el citosol de la célula hospedadora (Deschamps et al.,
2008; Ball et al., 2011). La segunda fase en la evolucidn del orgdnulo consistiria en la aparicién de
un sistema sofisticado y efectivo de direccionamiento (targeting) de proteinas al futuro
orgdnulo, que permitiese la reorganizacion final de las funciones del hospedador y el simbionte.
Esta segunda fase generaria los genomas de los pldstidos actuales y seria el momento en que los
tres linajes de Archaeplastida se diversificaron. En algas rojas y glaucofitas, la sintesis s&e mantuvo
en el citosol. En ambas, la sintesis de almiddn ha evolucionado hacia el uso preferente de UDP-
Glc, probablemente como consecuencia de la pérdida de la AGPasa. En algas verdes y plantas
terrestres (Chloroplastida), sin embargo, la ruta de sintesis se basa en el uso exclusivo de ADP-
Glc, de modo que tanto las enzimas que producen ADP-Glc como las que la usan como sustrato
para la elongacién presentan filogenia bacteriana (Deschamps et al., 2008). En ellos se llevd a
cabo un nuevo traslado de la acumulacién de almiddn, de vuelta al interior del orgdnulo, que
supuso el marcaje de todas las proteinas implicadas en el metabolismo del almidén con senales
de transporte al cloroplasto (péptido de trdnsito al cloroplasto, CTP). Los motivos por los que se

selecciono la acumulacién de almiddn en este linaje contindan siendo un misterio.

Recientes estudios han mostrado la existencia de relacién filogenética entre numerosos
genes de Chlamydia y Archaeplastida, principalmente genes con funciones plastfidiales. La
aparicion de estos genes se ha relacionado con la existencia de transferencia horizontal de
genes desde Chlamydia a la célula eucariota hospedadora (Moustafa et al., 2008). Dentro del
metabolismo del almiddn, existen dos candidatos que podrian haber sido tansferidos desde
Chlamydia: las isoamilasas (a las cuales, ademds, no se les habia podido asociar hasta ahora un
origen filogenético) y una SS soluble (que habria sido en ancestro de las actuales clases lll y IV de
SSs) (Ball et al., 2011).
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LAS ALMIDON SINTASAS.

Cdémo se explicd previamente (pdgina 32), la elongacion de las cadenas de moléculas
de glucosa es llevada a cabo por las almiddn sintasas (EC 2.4.1.21), que catalizan la
transferencia del grupo glucosilo de la ADP-glucosa al extremo no reductor de una cadena en
crecimiento mediante la formacién de un nuevo enlace glucosidico a-(1,4) y con liberacion de
ADP (Mukerjea et al., 2002). En base al andlisis de sus secuencias de aminodcidos, se pueden
diferenciar cinco clases de almiddn sintasas, cuatro de ellas conocidas como almiddn sintasas
solubles (SSI, SSII, SSII 'y SSIV) y una quinta denominada almiddn sintasa unida a granulo (GBSSI)
(Ball & Morell, 2003; Li et al., 2003; Dian ef al., 2005; Patron & Keeling, 2005; Leterrier ef al., 2008).
Estas cinco clases estdn presentes en todas las especies vegetales estudiadas hasta la fecha vy,
los proyectos de secuenciacién de algas unicelulares muestran que la mayoria de ellas estdn
presentes en algas, lo que sugiere que los procesos de duplicacién génica que dieron lugar a las
cinco clases de SSs ocurrieron antes de la evolucién de las plantas superiores (Leterrier et al.,
2008). La conservaciéon de estas cinco clases, tanto en monocotileddéneas como en
dicotiledéneas, apoya la idea de que cada una de ellas posee una funcién Unica en la sintesis
de almiddén que ha sido seleccionada evolutivamente. En Arabidopsis thaliana encontramos
una Unica representante de cada clase (GBSSI, SSI, SSII, SSlil 'y SSIV), mientras que en arroz se han
descrito 10 isofosmas de SSs: dos de GBSS (GBSSI y GBSSIl), una de SSI, tres de SSII (SSlla, SSlib y
SSlic, también llamadas SSII-3, SSlI-2 y SSII-1 respectivamente), dos de SSIII (SSllla y SSlllb, también
denominadas SSIII-2 y SSIlI-1 respectivamente) y dos de SSIV (SSIVa y SSIVb o SSIV-1 y SSIV-2
respectivamente) (Hirose & Terao, 2004). Esta multiplicidad intra-clase se ha descrito también
para otras especies de cereales, mientras que en dicotiledéneas no se han descrito mds de un
gen para cada clase. Sin embargo, adn no estd claro si la presencia de varias isoenzimas de
cada clase es una caracteristica de cereales en particular o de monocotiledéneas en general,
o si, de manera alternativa, es una caracteristica de plantas con alta acumulacién de almiddn

en érganos de reserva (Hirose & Terao, 2004).

Los diez genes de SSs de arroz han sido clasificados por diferentes autores segin su patrén
temporal de expresién durante el desarrollo del grano. Hirose y Terao (Hirose & Terco, 2004)
dividieron a las SSs en tres grupos: (1) expresores tempranos (SSII-2, SSIII-1 y GBSSIl), que son
expresados en la fase temprana de llenado del grano (1-5 dias después de la floracion, DAF); (2)
expresores tardios (SSI-3, SSlII-2 y GBSSI), que son expresados en la fase media-tardia del llenado
del grano (con un pico de expresidn el 5° DAF); y (3) expresores estables (SSI, SSII-1, SSIV-1 y SSIV-
2), cuyos niveles de expresidn son relativamente constantes durante el llenado del grano.
Posteriormente, Ohdan y cols. (Ohdan et al., 2005) analizd la expresidon de todos los genes
relacionados con la biosintesis de almidén durante el desarrollo de la semilla de arroz,
estableciendo cuatro grupos en funcién del patrén temporal y el nivel de expresién. E grupo 1
incluye a los genes con un nivel de expresion muy alto en los primeros estados de desarrollo de

la semilla 'y un pico entre los dias 3y 5 después de la floracién. Dentro de este grupo se incluye a
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la SSIlI-1. El segundo grupo corresponde a los genes con una expresidn media en las primeras
fases del desarrollo, que alcanzan el pico de mdxima expresion el 5° DAF y, a continuacion,
decaen gradualmente hasta el 10° DAF. En este grupo se incluyen SSI (cuya expresion aumenta
levemente entre los dias 10 y 15 después de la floracién) y SSIV-2 (que continia decayendo
entre los dias 10y 15 después de la floracién). El grupo 3 presenta niveles muy badjos o basales de
expresién en las primeras fases del desarrollo de la semilla e incrementan rdpidamente entre los
dias 5y 7 después de la floracion, tras lo cual los niveles son mantenidos relativamente altos
hasta la maduraciéon de la semilla. En este grupo se encuentran SSII-3, SSIII-2 y GBSSI. El cuarto
grupo se caracteriza por un nivel de expresidon bajo al principio (1-5 DAF) y una disminucion

posterior hasta niveles basales. Dentro de este grupo se incluyen SSII-2, SSII-1, SSIV-1 y GBSSII.

Los patrones de expresion temporal parecen ademds asociados a patrones espaciales de
expresion en tipos celulares concretos. En general, los genes incluidos en el grupo de expresores
tempranos de Hirose y Terao (Hirose & Terao, 2004) - o grupos 1y 4 de Ohdan y cols. (Ohdan et
al., 2005) - se expresan mds o exclusivamente (dependiendo del caso) en tejidos fotosintéticos
(hojas o pericarpo de la semilla, donde entre los dias 1y 3 después de la floracién tiene lugar la
sintesis de almiddn transitorio), mientras que los expresores tardios - o grupos 2y 3 - lo hacen en
tejidos de reserva (endospermo) (Hirose & Terao, 2004; Ohdan ef al., 2005). Los genes
denominados expresores estables aparecen en tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos: SSI se
expresa por igual en ambos tejidos e independientemente del momento del desarrollo (Ohdan
et al., 2005); los niveles de transcritos de SSIl son muy bajos tanto en hojas como en endospermo
(Ohdan et al., 2005); y SSIV-1 y SSIV-2 se expresan tanto en tejidos fotosintéticos como no
fotosintético, aunque la expresién de SSIV-1 es mayor en endospermo que en hojas y la de SSIV-2
es mayor en hojas que en endospermo (Dian et al., 2005; Leterrier et al., 2008), siendo los
transcritos de SSIV-2 en ambos tejidos mds abundantes que los de SSIV-1. Evidencias de este
patrén de expresion espacial de las diferentes isoenzimas de una misma clase se han obtenido,
ademds de en arroz (Hirose & Terao, 2004), en maiz (Harn et al., 1998) y en cebada (Nakamura
et al., 1998). Un patrén de expresion similar es observado en las enzimas ramificantes (SBEIa y
SBElIb) de arroz y maiz (Mizuno et al., 2001; Gao et al., 1997). Se ha sugerido que la participacion
de diferentes isoenzimas en la sintesis de almidén en diferentes érganos seria la responsable de
las diferencias observadas entre el almiddn transitorio y el almiddn de reserva (Tomlinson et al.,
1998).

Los estudios de expresion génica durante el llenado de las semillas de Arabidopsis
(oleaginosa) revelan que la expresidén de los genes implicados en el metabolismo de los
carbohidratos ocurre en las primeras fases de dicho proceso, de modo similar a lo descrito para
los expresores tempranos en arroz, mientras que en las siguientes etapas del llenado de las
semillas, se expresan los genes implicados en la sintesis de dcidos grasos (Ruuska et al., 2002).
Este dato apoyaria laidea de que los expresores tempranos estdn relacionados con la sintesis de

almiddn transitorio y los expresores tardios con la del almiddn de reserva (Dian et al., 2005).

Varios estudios de mutantes carentes de amilosa de diferentes especies de plantas

superiores han demostrado que la GBSS es la Unica clase responsable de la sintesis de amilosa
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(Tetlow, 2006), mientras que SSI, SSII, SSIIl y SSIV estdn implicadas en la sintesis de amilopectina
(Ball & Morell, 2003; Li et al., 2003). La GBSS se encuentra exclusivamente unida al granulo de
almidén, inmersa en el mismo (Denyer et al., 2001a; Li et al., 2003), mientras las denominadas SS
solubles pueden encontrarse tanto en la fraccién soluble (estroma) como asociadas al grénulo.
SSlIl'y SSIV se encuentran exclusivamente en el estroma, mientras que SSI y SSIl se distribuyen en
ambas fracciones (Li et al., 2003; Jiang et al., 2004; Fujita et al., 2006; Rolddn et al., 2007b). La
diferente distribucidn de las diferentes clases de SSs podra influenciar en sus diferentes
comportamientos cinéticos debido a la diferente interaccion con los sustratos y con otras

enzimas de la sintesis de almiddn.

Todas las almiddn sintasas poseen fres regiones diferentes: un péptido de transito al
cloroplasto (CTP) amino-terminal, un dominio amino, caracteristico de cada clase, y un dominio

carboxi-terminal, con una alta homologia a las glucégeno sintasas (GSs).

La actividad metabdlica bdsica de las SSs y de las GSs es definida por una regién
altamente conservada compartida por estas enzimas. Dicha regidn supone el dominio carboxi-
terminal de las SSs vegetales (aproximadamente 60 KDa de longitud) y précticamente toda la
secuencia proteica de las GSs de procariotas. La principal variacion de esta regién entre las SSs
es una extensiéon de 20 aminodcidos presente solo en la GBSS (Edwards et al., 1999a). Dentro de
esta regidon conservada se encuentra el dominio catalitico del almiddén (GT-5) y el dominio
glucosiltransferasa 1 (GT-1) caracteristicos de la superfamilia de glucosiltransferasa GT5 (Edwards
et al., 1999a). E dominio GT-5 es caracteristico de las glucosiltransferasas que usan ADP-Glc
como sustrato, mientras que el dominio GT-1 se encuentra en proteinas que transfieren azdcares
unidos a UDP, ADP, GDP o CMP a diferentes sustratos y no es exclusivo de las GSs o las SSs. Dentro
del dominio GT-5 se localiza el motivo K-X-G-G-L (motivo KXGGL amino), altamente conservado
e implicado en la catdlisis y/o la unidn del sustrato (Leterrier et al., 2008). Un motivo similar a K-X-
G-G-L (motivo XXGGL carboxilo) ha sido descrito en la regidn carboxi-terminal del dominio
carboxilo (Furukawa et al., 1990; Edwards et al., 1999a). Estudios de modelado predicen que los
motivos KXGGL amino y XXGGL carboxilo quedarian proximos en la estructura de las proteinas y
se ha propuesto que las diferencias en estos motivos entre las diferentes SSs podrian ser una de
las razones de sus diferentes caracteristicas cataliticas y son empleadas a la hora de crear

drboles filogenéticos.

A diferencia del dominio carboxi-terminal, el dominio amino-terminal no muestra
homologia de secuencia entre las diferentes SSs y no parece estar directamente implicado en la
actividad catalitica de las mismas. El dominio amino-terminal es caracteristico de cada clase de
SS, posee regiones altamente conservadas entre diferentes especies, y podria ser responsable
de las caracteristicas cinéticas y/o la interaccién con el sustrato, asi como de la capacidad de
las diferentes SSs para formar complejos enzimdticos (mediante interaccién con otras enzimas de
la sintesis de almiddn), lo cual parece ser un factor determinante en la sintesis de la amilopectina
(Leterrier et al., 2008).
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Caracteristicas de la almidén sintasa unida a granulo (GBSS).

La almiddn sintasa unida a grdnulo (GBSS) es la Unica responsable de la sintesis de amilosa
(Tsai, 1974; Rahman et al., 1995; Denyer et al., 2001a; Tetlow, 2006) y se encuentra
exclusivamente asociada al grdnulo de almiddn, quedando encerrada en el interior del mismo y
no unida a su superficie. Plantas mutantes de diferentes especies carentes de GBSS1 sintetizan
solo amilopectina (Denyer et al., 2001a; Szydlowski et al., 2011a), indicando que ninguna de las
SSs solubles puede complementar su funcién, pese a que algunas de ellas (SSI y SSIl) aparecen
también asociadas al grdnulo. Existen multiples evidencias de que, al menos parte de la GBSS
encerrada en el grdnulo es activa y de que la ADP-Glc puede penetrar en el interior del grdnulo
(Denyer et al., 2001b). Cuando los grdnulos son rotos, la actividad de la GBSSI se ve
incrementada, probablemente por un mejor acceso a la ADP-GIc. La sintesis de amilosa por la
GBSS en el interior de la matriz de amilopectina no parece ocurrir de forma homogénea como
pequenas cantidades distribuidas por todo el grdnulo, sino que, mds bien es confinada en la
zona central del mismo, estando la zona periférica libre de amilosa. Esto podria deberse a que
los niveles de sintesis de GBSS no son tan altos como el crecimiento de la matriz de amilopecting,
de modo gue llegado a un punto no hay GBSS que se una a la amilopectina recién formada.
Acorde con esta ideaq, los niveles de expresidon génica de GBSS1 en Arabidopsis presentan un

patrén diurno con un mdximo en las primeras horas del dia (Tenorio et al., 2003b).

Existen diferentes ideas acerca de cudles son las propiedades exclusivas de la GBSS que
hacen que sea la Unica responsable de la sintesis de amilosa. En primer lugar, al ser sintetizada
en el interior del grénulo (Visser et al., 1991; Tatge et al., 1999; Glaring et al., 2006), la amilosa no
es accesible a la modificacién por las enzimas ramificantes (entre otras), lo cual podria explicar
que permanezca lineal. Sin embargo, el hecho de que otras SSs aparezcan en el interior del
grdnulo (como SSlI, con la cual se ha comparado frecuentemente) y sean incapaces de suplir la
sintesis de amilosa en ausencia de GBSS, indica que estar en el interior del grédnulo no es el Unico
requerimiento para la sintesis de amilosa. La GBSS debe tener otras caracteristicas que le

permitan ser la Unica SS responsable de la sintesis de amilosa.

Se ha demostrado que la GBSS puede usar como cebador tanto malto-oligosacdridos
(MOS) (Denyer et al., 1996; Zeeman et al., 2002a) como cadenas laterales de la molécula de
amilopectina (Denyer ef al., 1996; Maddelein et al., 1994; van de Wal et al., 1998; Denyer et al.,
1999b; Fulton et al., 2002). Sin embargo, la elongacién de las cadenas de la amilopectina por la
GBSS no parece estar implicada, al menos en hojas de Arabidopsis (Zeeman ef al., 2002a), en la
sintesis de amiliosa (ver pdgina 32), a diferencia de lo propuesto para Chlamydomonas
reinhardtii (van de Wal et al., 1998). El modelo propuesto para la sintesis de amilosa por la GBSS
supone que los MOS, al igual que la ADP-Glc difundiria a través de la matriz de amilopectina y
seria usado como cebador para la sintesis de amilosa (Denyer et al., 2001a). En este sentido,
aunqgue las SSs solubles (en particular las localizadas también en el interior del grénulo) podrian
también usar los MOS como sustratos, se ha demostrado que el modo de accién de la GBSS

difiere del de las SSs solubles, siendo la primera la Unica SS que actia de modo procesivo, es
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decir, la Unica que se une a un MOS (glucano cebador) y lo elonga generando cadenas no
ramificadas de cientos de moléculas de glucosa (Denyer et al., 1999b). Este hecho, junto con la
mayor afinidad por los MOS de la GBSS frente a las SSs solubles, podria ser responsable de que
solo la GBSS sea capaz de sintetizar amilosa (Denyer et al., 2001a). Se ha demostrado fambién
que la afinidad de GBSSI por los MOS y su procesividad son dependientes de |la presencia de
amilopectina (Denyer et al., 1999a), hecho que parece determinado tfanto por su motfivo XXGGL
carboxilo como por su “cola” carboxi-terminal (exclusiva de esta enzima, Figura 82) (Edwards et
al., 1999b).

A medida que el grdnulo crece, la GBSSI va quedando encerrada en su interior y su
actividad se hace dependiente de la difusion de la ADP-GIc y los MOS desde el estroma hacia
el interior del granulo (Denyer et al., 2001a). Se ha demostrado que tanto la expresion del gen
GBSS1 como la actividad de la proteina estdn sujetos a regulacién circadiana (ver pdgina 42),
mientras que los niveles de proteinas permanecen constantes a lo largo del dia (Tenorio et al.,
2003a). La disminucion de la actividad a lo largo del dia podria deberse a su dependencia de la
difusién de la ADP-Glc al interior del grdnulo: a medida que el grdnulo crece, una mayor
cantidad del enzima queda inactiva por no tener ADP-Glc a su disposicion. En este sentido,
debe considerarse, ademds, la menor afinidad por la ADP-Glc de la GBSS frente a las SSs

solubles.

Caracteristicas de las almidon sintasas solubles.

Las almiddn sintasas solubles (SSI, SSII, SSIIl y SSIV) se encuentran predominantemente en el
estroma y se encargan de la elongacién de las cadenas de la amilopectina (Zeeman et al.,
2010). Estudios de mutantes simples carentes de las diferentes clases de SSs han mostrado que
cada una de ellas tiene preferencia por la elongacién de cadenas de una determinada
longitud, de modo que la pérdida de una clase en particular de SS provoca un cambio
especifico en la estructura de la amilopectina (Zeeman et al., 2007b). La SS de clase | (SS)
elonga preferentemente cadenas cortas (9-10 unidades de glucosa; Delvallé et al., 2005b; Fujita
et al., 2006); la SS de clase Il (SSIl), cadenas infermedias (13-22 unidades de glucosa; Craig ef al.,
1998; Morell et al., 2003); y la SS de clase Il (SSlll), cadenas largas (mds de 25 unidades de
glucosa; Zhang et al., 2005a). Un trabajo previo de nuestro grupo (Rolddn et al., 2007b) mostrd
que la ausencia de la SS de clase IV (SSIV) no provoca ningUn cambio en la estructura del
almiddn (contenido de amilosa, distribucion de longitud de cadencs,...), aunque su ausencia
provoca la acumulacidén de un Unico grédnulo por cloroplasto de mayor tamano que los
presentes en plantas silvestres. La especificidad de sustrato y las caracteristicas cinéticas de las
diferentes SSs solubles podrian ser la explicacién a las limitaciones de tamano de las cadenas de
la amilopectina, siendo de este modo responsables (junfo con las enzimas ramificantes y
desramificantes) de la distribucion bimodal de las longitudes de las cadenas de la amilopectina
y de la morfologia del grdnulo. Es importante tener presente que la contribucién cuantitativa y

cudlitativa de una determinada isoforma de SS estd determinada, al menos en parte, por la
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estructura del glucano que tenga como sustrato, la cual dependerd de la presencia o ausencia
del resto de enzimas presentes implicadas en la sintesis. Prueba de ello es el diferente efecto que
puede tener la eliminacion de una determinada clase de SS en funcion del fondo genético
(Edwards et al., 1999b).

Todas las SSs solubles poseen un domino amino mayor que el de la GBSS1, el cual, como
se menciond anteriormente (ver pdgina 49), es caracteristico de cada clase. El dominio amino-
terminal no muestra homologia de secuencia entre las diferentes SSs y no parece estar
directamente implicado en la actividad catalitica de las mismas, sino en la modulacién de la
actividad y/o la interaccién con el sustrato, asi como en la capacidad de las diferentes SSs para
formar complejos enzimdticos (mediante interaccidn con otras enzimas de la sintesis de
almiddn), lo cual parece ser un factor determinante en la sintesis de la amilopectina (Leterrier et
al., 2008).

La SSI se localiza tanto en el estroma como asociada al grdnulo y, aunque inicialmente se
pensd que su dominio amino era importante para su unién al grdnulo (Imparl-Radosevich et al.,
1998), posteriormente se demostrd (Commuri & Keeling, 2001), que tanto el dominio amino como
el dominio carboxilo son responsables de la afinidad del enzima por el glucano. SSI es incapaz
de elongar cadenas de glucanos de mds de 20 unidades de glucosa y usa como cebador
preferente cadenas de menos de 10 unidades, sin embargo presenta una mayor afinidad por
glucanos largos que cortos (la afinidad incrementa linealmente para glucanos de 14 a 20
unidades de glucosa). Todo ello ha llevado a proponer que SSI actUa principalmente rellenando
las cadenas de los clusters, siendo incapaz de sintetfizar cadenas lo suficientemente largas como
para ser sustrato de las enzimas ramificantes o unir diferentes clusters (Commuri & Keeling, 2001;
Delvallé et al., 2005b). La alta ofinidad del enzima por las cadenas de mayor longitud seria
responsable de que SSI quede inmersa en el grdnulo dénde, al ser rodeada por cadenas de mds
de 20 unidades de glucosa, seria prdcticamente inactiva. Estas caracteristicas de la SSI
explicarian ademds su incapacidad de sintesis de amilosa. La elongacién de las cadenas
sintetizadas por SSI, necesaria para la sintesis de la amilopectina (uso por las enzimas
ramificantes y conexidn de los diferentes clusters), seria llevada a cabo por otras SSs (SSIl o SSliI),
de modo que la competicion de SSI con éstas podra ser el mecanismo que regulara el

crecimiento y tamano de las cadenas de la amilopectina (Delvallé et al., 2005b).

La SSII fue descrita inicialmente como una GBSS (Edwards ef al., 1995) debido a su
predominio en el interior del grdnulo, aungue poco después (Edwards et al., 1996; Li et al., 1999q)
se demostrd su presencia tanto en grdnulo como en el estroma. Pese a su similitud con GBSS, SSlI
no es capaz de sintetizar amilosa y, aunque existen multiples hipdtesis al respecto (Edwards et al.,
1999a), no existen evidencias directas que demuestren ninguna de ellas. Algunos de los motivos
podrian ser su incapacidad de elongar de manera procesiva los MOS y su menor dafinidad por
estos respecto a la GBSS en presencia de amilopectina. El dominio amino de SSIl parece no
determinar sus propiedades cataliticas y se cree que estaria implicado en el reparto de la misma
entre el estroma vy el interior del grénulo (Edwards et al., 1999a). Los andlisis de la distribucién

bimodal de las longitudes de las cadenas de la amilopectina en mutantes carentes de SSlI
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implican a esta enzima en la sintesis de cadenas de longitud intermedia necesarias para la

formacién de las [dmelas cristalinas (Craig et al., 1998; Morell et al., 2003; Znang et al., 2004).

La SSlIl se encuentra exclusivamente en la fraccidn soluble (Zhang et al., 2008b), aunque
su dominio N-terminal posee tres dominios de unidn a almiddn (SBD; Valdez et al., 2008a) que le
permiten su intferaccidon con el mismo. Los SBDs son mdédulos no cataliticos pertenecientes a la
familia CBM (mddulos de unidn a carbohidratos). B dominio amino de SSIIl (en particular sus
SBDs) modula las propiedades cataliticas de este enzima a través de la interaccién de los
dominios carboxilo y amino (Wayllace et al., 2010a). Se ha propuesto que SSliI seria la
responsable de la sintesis de las cadenas de glucosa que unen los clusters en la molécula de
amilopectina (Tetlow, 2006) y que su funcion seria parcialmente solapante con SSII, pero no con
SSI. De este modo, en ausencia de SSlI, SSIll seria capaz de llevar a cabo la sintesis de las
cadenas de longitud intermedia, lo cual explicaria el efecto sinérgico observado en ausencia
de ambas (Zhang et al., 2008b). Estudios con plantas carentes de las actividades SSII y SSIlI
(Edwards et al., 199%9b; Zhang et al., 2008b) muestran que ambas enzimas son capaces de
realizar funciones parecidas (al menos en ausencia la una de la otra) en la formacién de la
estructura de la amilopectina, de modo que las caracteristicas del grdnulo de almiddn en
ausencia de ambas no pueden ser predicha a partir de los efectos individuales de la ausencia
de cada una de ellas (son mucho mds drdsticos de lo esperado). Estas observaciones apoyan la
idea de que la distribucién bimodal de las longitudes de las cadenas de la amilopectina es
determinada en gran parte por la competicidon de las diferentes SSs en su unidén a los glucanos
cebadores junto con la capacidad especifica de cada una de ellas para elongar cadenas de
una determinada longitud (Zhang et al., 2008b). También se ha propuesto que SSlIl funcionaria
como un regulador negativo, pues su eliminacién promueve una mayor acumulaciéon de
almiddn en hoja durante el dia (Zhang et al., 2005a). Varias teorias han sido propuestas al
respecto, aungue ninguna ha sido confirmada. Por un lado, SSlil podria tener un efecto negativo
sobre otras SSs, de modo que en su ausencia, el resto serian mds activas. Por otro lado, la
ausencia de SSllI podria provocar la formacidn de una molécula de amilopectina mds
ramificada que seria un sustrato mds eficiente para el resto de SSs. Ademds, también se ha
propuesto que SSlIl actuaria como un regulador negativo de la sintesis de almiddn a través de su

interaccién con proteinas 14-3-3 (Sehnke et al., 2001).

Como se comentd anteriormente (ver pdgina 41), la formacién de complejos
macromoleculares por parte de las enzimas de la ruta de biosintesis de almiddn ha sido descrita
en endospermo de maiz y trigo (Tetlow et al., 2004; Tetlow et al., 2008; Hennen-Bierwagen et al.,
2008; Hennen-Bierwagen et al., 2009). Los diferentes ensayos coinciden en incluir las SSs de clase
[, 11y lll, junto a la SBE y otras otras proteinas (conocidas o no) dentro de diferentes complejos de
alto peso molecular. La interaccién de SSlIl con otras proteinas podria ocurrir a través de las
regiones coiled-coil descritas y conservadas también en su dominio amino (Hennen-Bierwagen
et al., 2009). lo cual ha llevado a la buUsqueda de otras proteinas cloroplastidicas que posean
este tipo de dominios (Lohmeier-Vogel et al., 2008b). Una proteina con una fuerte prediccion de

dominio long coiled-coil es, precisamente, SSIV (ver pdgina 63). La SSIV no fue detectada en
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ninguno de los estudios sobre la formacién de complejos macromoleculares en endospermo de
maiz y trigo, pero ninguno de ellos contd tampoco con anticuerpos especificos frente a ella. En

Arabidopsis no se han descrito hasta la fecha la formacion de complejos similares.

La ausencia de SSIV no tiene ningun efecto sobre la estructura del almiddn (contenido de
amilosa, distribucidon de longitud de cadenacs,...), aungque, como se demostrard en esta tesis, al
menos en ciertas condiciones, es capaz de contribuir a la sintesis de amilopectina (Szydlowski et
al., 2009). Un trabajo previo de nuestro grupo (Rolddn et al., 2007b) mostrd que la ausencia de la
SSIV provoca la acumulacién de un Unico grdnulo por cloroplasto en hojas de Arabidopsis
thaliana, de mayor tamano que los presentes en plantas silvestres. Estos resultados fueron la
primera evidencia directa de la implicacién de una SS en el proceso de iniciacion del grdnulo

de almiddn y, sobre ello, se tratard mdas adelante (ver pdgina 63).

Relacion evolutiva entre las GSs de cianobacterias y las SSs.

Como se explicd anteriormente (ver pdgina 43), el metabolismo del almiddn surge de la
fusion de los respectivos metabolismos de acumulacién de polisacdridos del cianobionte
(almiddén) vy la célula hospedadora (glucdégeno). Filogenéticamente, las rutas de sintesis vy
degradacion estdn formadas por un mosaico de enzimas de distinto origen: el hospedador o el
cianobionte. Hoy en dia el origen de la mayoria de las enzimas implicadas en el metabolismo
del almiddén es conocido (Tabla 3), aunque algunos puntos permanecen en discusion. Aqui se

expondrd Unicamente la idea actual sobre el origen evolutivo de las diferentes SSs.

Activity Cyanobacteria Eukaryotes Common  Green lineage Red lineage
(Crocosphaera (Entamoeba ancestor (Ostreococcus (Cyanidioschizon
watsonii) histolytica tauri) merolae)

0
0

ADP-glucose pyrophosphorylase

Scluble starch synthase (ADPG) SSIII-SSIV
Soluble starch synthase (ADPG) 88I-88II
Soluble starch synthase (UDPG)
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Tabla 3. NUmero de isoformas encontradas para cada clase de enzimas del metabolismo del glucégeno/almidédn vy las
hipotetizadas en el ancestro comin (common ancestor) de Archaeplastida (de Ball et al., 2011). Crocosphaera watsonii,
Entamoeba histolytica, Cyanidioschizon merolae y Ostreococcus tauri fueron elegidos como organismos modelos de,
respectivamente, cianobacterias (cyanobacteria), eucariota heterotrofo (heterotrophic eukaryotes), algas rojas (red algae)
y plantas verdes (algas verdes y plantas terrestres, green plants). Los colores indican el origen de cada isoforma predicho
filogenéticamente: azul para las de origen cianobacteriano, naranja para las de origen eucariota y rosa para las de origen
clamidial. Sombreadas en gris, las de origen incierto.

La identificacion de GBSS en cianobacterias diazotroficas acumuladoras de almiddn

(Deschamps et al., 2008) revela el origen cianobacteriano de esta enzima y confirma los andlisis
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filogenéticos previos. La GBSS cianobacteriana muestra una fuerte preferencia por ADP-Glc,
preferencia que ha sido mantenida por la GBSS de algas verdes y plantas terrestres, pero no por
la GBSS de algas rojas y glaucofitas (Ball ef al., 2011). En rodofitas y glaucofitas, la GBSS presenta
una mayor preferencia por UDP-Glc que por ADP-Glc (la preferencia es mayor en el caso de la
GBSS de rodofitas que en la de glaucofitas). La secuencia de la GBSS cianobacteriana (con
preferencia por ADP-Glc) aparece mds relacionada filogenéticamente con la de la GBSS de
glaucofitas (con preferencia por UDP-Glc) que con las de algas verdes y plantas ferrestres (con
preferencia por ADP-GIc) o rodofitos (con preferencia por UDP-GIc) (Figura 7; Deschamps et al.,
2008). Se cree que el cambio en la preferencia de la GBSS en rodofitas y glaucofitas ocurrié a
través de la acumulacién de mutaciones favorecidas cuando la sintesis de almidén pasé a tener

lugar en el citosol de la célula hospedadora.

Al igual que en el caso de la GBSS, los SSs solubles de los diferentes linajes de
Archaeplastida presentan diferente preferencia por sustrato. Sin embargo, la situacién es
diferente en las SSs solubles. Las del lingje Chloroplastida son especificas de ADP-GIc v,
flogenéticamente, agrupan con enzimas cianobacterianas (pertenecen a la superfamilia de
glucosiltransferasa GT5). Las de los lingjes Rhodophyceae y Glaucophyta son especificas de
UDP-Glc vy, flogenéticamente, son mds cercanas a una de las dos familias de GSs presentes en
eucariotas heterotrofos no Opisthokonts (Deschamps et al., 2008; Ball et al., 2011), que a las SSs
de Chloroplastida. Actualmente se cree que el ancestro comun de los eucariotas debia poseer
dos tipos de GSs especificas de UDP-Glc, una perteneciente a la superfamilia GT3 y otra a GT5.
Los Opisthokonts perdieron la GS fipo GT5 y actualmente solo poseen de tipo GT3, sin embargo
es posible encontrar GS de tipo GT5 en otros eucariotas heterotréfos (por ejemplo, en
Archamoebas). El ancestro de Archaeplastida (la célula eucarita que establecid simbiosis con la
cianobacteria ancestral) debié poseer, inicialmente, tres tipos de almiddn/glucégeno sintasas
(ver Tabla 3): dos GT5 con preferencia por ADP-Glc (de origen cianobacteriano) y una GT5 con
preferencia por UDP-Glc (originaria del eucariota hospador). En rodofitas y glaucofitas, las GT5
con preferencia por ADP-Glc se habrian perdido vy, la Unica SS soluble presente en los mismos,
seria la de origen eucariota. En algas verdes y plantas terrestres, la GT5 del hospedador se habria
perdido y las cuatro clases de SSs solubles, presentes en todos ellos, habrian deribado de las dos
SSs solubles cianobacterianas presentes en el ancestro de los tres lingjes. Dos curiosidades
acerca de las SSs solubles de rodofitas y glaucofitas son, por un lado, que la Unica SS soluble
presente en estos lingjes es suficiente para realizar la misma funcién que en Chloroplastida
requiere cuatro clases de SSs y, por otro lado, el hecho de que la actividad de las GSs
especificas de UDP-glucosa estudiadas presentan dependencia del cebado por glucogenina
(Ball et al., 2011), al igual que las GSs de la superfamilia GT3, mientras que las GSs bacterianas

(superfamilia GT5 especificas de ADP-Glc) presentan actividad autoglucosilante (ver pdgina 58).

En cuanto a las cuatro clases de SSs solubles presentes en Chloroplastida, los drboles
filogenéticos muestran una clara separacion en dos grupos: por un lado aparecen SSiE y SSIV,
que estdn claramente relacionadas con una de las dos SSs encontradas en cianobacterias, y

por otro, SSI y SSIl, que no tienen mds relacién con las anteriores que con el resto de GSs
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bacterianas (Figura 7). SSI y SSII presentan una mayor relacion filogenética con GBSSI que con
SSIlly SSIV.

La separacién de las SSs en dos grupos puede explicarse en parte por las diferencias en
longitud y secuencia de sus dominios GT-1 (ver pdgina 49), la sustitucidon de aminodcidos claves
y diferencias en la estructura secundaria del sitio activo (o regiones cercana a este) (Leterrier ef
al., 2008). Una diferencia entre estos grupos se encuentra en el residuo variable (X) del moftivo
KXGGL amino, altamente conservado en las SSs: en el grupo compuesto por GBSS, SSI'y SSIl es un
residuo polar (Treonina en el caso de las proteinas de Arabidopsis) y en el grupo de SSlll y SSIV,

no polar (Valina en el caso de Arabidopsis) (ver alineamiento SSs y GSs).

Recientemente, como se comentd en la pdgina 46, se ha propuesto que SSlIl y SSIV
podran haber evolucionado a partir de una ancestral SSIII/SSIV de origen en Chlamydia, sin

embargo, a dia de hoy no se han podido aportar mds pruebas (Moustafa et al., 2008).
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Figura 7. Arbol filogenético de méxima similitud de SSs y GSs (de Ball et al., 2011). Los colores definen la naturaleza del sustrao
empleado por el enzZima: rojo = UDP-Glc, azul = ADP-Glc y gris = mezcla del uso de ambos. Tres grupos pueden distinguirse
claramente: las GSs especificas de UDP-Glc, tipicas de opisthokons; la GS/SS especifica de UDP-Glc encontrada en amebas
(Amoeba) y algas rojas (Red algae); y las SS especificas de ADP-Glc de algas verdes y plantas terrestres (Green plants) que
agrupan junto a las GSs y SSs especificas de ADP-Glc de bacterias y cianobacterias. Todas las GBSS se agrupan juntas
independientemente de la preferencia de sustrato (ADP-Glc o UDP- Glc), lo cual indica su origen comudn.

57



EL INICIO DEL GRANULO DE ALMIDON.

Como se comentd en la pdgina 22, almidén y glucdégeno son homopolimeros de
moléculas de glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos a-(1,4) formando cadenas lineales,
que se ramifican a través de enlaces a-(1,6). Aungue la estructura final es muy diferente (el
glucégeno es soluble en agua, mientras que el almiddn forma grdnulos semi-cristalinos) vy la
adquisicion de la compleja estructura de la amilopectina requiere de actividades adicionales
(pdgina 33), el modo en que las cadenas de glucosa de ambos polimeros son elongadas y
ramificadas es bastante parecido (D'Hulst & Mérida, 2010): la elongacién es llevada a cabo, en
ambos casos, por glucosiltransferasas que usan ADP-Glucosa (SSs y GSs bacterianas) o UDP-
Glucosa (GSs de animales y hongos) como donador glucosilo; y la ramificacion de las cadenas,
por enzimas ramificantes, que en ambos casos cortan un fragmento de una cadena existente y
lo transfieren a otra cadena lineal (o a la misma). Tanto en el caso del glucdégeno como en el
del almiddn, los procesos de elongacién y ramificacién son bastante conocidos. Sin embargo,
mientras la iniciacién de la sintesis del glucdégeno ha sido bien caracterizada, los mecanismos
que permiten la iniciacién del granulo de almiddn son, a dia de hoy, desconocidos. Existen
fuertes evidencias de que el proceso de inciacién de la sintesis del grédnulo estd sometido a
regulacién. El nUmero de grdnulos de almiddn por plasto es dependiente del tipo celular y la
especie, por ejemplo, mientras que los amiloplastos del endospermo de maiz contienen un Unico
grdnulo, los de arroz y avena contienen varios. Otro claro ejemplo de regulacion del proceso es
la aparicién de dos tipos diferentes de granulos de almiddén en las semillas de trigo, cebada y
avena, cada uno de los cuales es sinfetizado en un momento diferente del desarrollo de la

semilla y posee un tamano, forma y localizaciéon caracteristicos (D'Hulst & Mérida, 2010).

Necesidad de un mecanismo de cebado. La glucogenina.

Tanto las glucdgeno sintasas (GSs) como las almiddn sintasas (SSs) requieren de un
extremo no reductor libre al cual ahnadir moléculas de glucosa desde el donador glucosilico
(UDP-glucosa o ADP-glucosa respectivamente) (Ball & Morell, 2003). Este requerimiento implica la
existencia de un mecanismo de sintesis de un cebador glucosidico, el cual pueda ser a
continuacion elongado y ramificado (D'Hulst et al., 2007). Dicho mecanismo es bien conocido
en el caso de animales y hongos. En ambos casos, el cebador es sintetizado por una proteina
con actividad autoglucosilante, denominada glucogenina (Lomako ef al., 1988; Pitcher et al.,
1988), que generalmente funciona como un dimero. La glucogenina cataliza la unidn covalente
de una glucosa al grupo hidroxilo de su tirosina'?4, usando como donador glucosidico la UDP-
Glucosa. A continuacién, la glucogenina forma un complejo con la GS dentro del cual se forma

un maltooligosacarido por adicidn de hasta otros siete residuos de glucosa (procedentes de la
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UDP-glucosa) a la glucosa unida a la glucogenina (Alonso et al., 1995). En este punto la GS
comienza a elongar el maltooligosacdrido (cebador) y se disocia de la glucogening, la cual

gueda unida a un extremo (extremo reductor) del polimero (Figura 8).

: zgﬁffﬁ

Figura 8. Molécula de glucdgeno. Puede observarse la estructura esférica, con los puntos de ramificacion distribuidos de
modo homogéneo, diferente de la de la amilopectina (ver Figura 2, pdgina 24). En el centro de la molécula queda el
dimero de glucogenina.

En el genoma bacteriano no se ha encontrado ninguna secuencia que pudiese codificar
para una proteina de tipo glucogenina. En el caso de Agrobacterium tumefaciens, se ha
descrito que el proceso de cebado es llevado a cabo por la propia glucdégeno sintasa, la cual
lleva a cabo ambas actividades: sintesis de un cebador oligosacaridico gracias a una actividad
autoglucosilante y elongacién de las cadenas de glucanos (Ugalde et al., 2003). Es posible que
el mismo mecanismo funcione en otfras bacterias, pero hasta la fecha no hay ninguna

evidencia, porlo que no es posible descartar la existencia de otros mecanismos.

Proteinas tipo glucogenina en plantas.

La buUsqueda en plantas de proteinas tipo glucogenina llevd inicialmente a la
identificacion de proteinas con actividad autoglucosilante dependiente de UDP-GIc en
diferentes especies: patata (Lavintman & Cardini, 1973; Lavintman ef al., 1974; Ardila &
Tandecarz, 1992), zanahoria (Quentmeier et al., 1987), trigo (Langeveld et al., 2002) y maiz
(Rothschild & Tandecarz, 1994). Sin embargo, las evidencias sugieren que estas proteinas estdn
mds probablemente implicadas en la sintesis de componentes de la pared celular que en la
sintesis de almiddn. Singh y cols. (Singh et al., 1995) denominaron amilogenina a una proteina
identificada en endospermo de maiz, sin homologia con la glucogenina de mamiferos, la cual
presentaba actividad autoglucosilante in vitro. Mds tarde se demostrd que la amilogenina tiene
una localizacion extraplastidial y que su funcidn es la sintesis de polisacdridos de la pared celular

(D'Hulst & Mérida, 2010). Los estudios mds recientes de busqueda de proteinas tipo glucogenina
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en plantas se han basado en la busqueda de secuencias homdlogas a las secuencias de las
glucogeninas de mamiferos y hongos. De este modo se han identificado varias secuencias en el
genoma de Arabidopsis que codificarian para proteinas tipo glucogenina, entre ellas, hay una
(PGSIIP1, plant glycogenin-like starch initiation protein 1; Chatterjee et al., 2005) cuya inhibicion
se relaciond en principio con una disminucidén de los niveles de almiddn. Posteriormente, esta
proteina fue identificada como una glucosilfransfersa implicada en la sintesis de la pared
secundaria (Brown et al., 2005). Estos estudios sugieren que las plantas carecen de una proteina
tipo glucogenina que lleve a cabo el proceso de cebado de la sintesis de almiddn de modo

similar a lo descrito para animales y hongos.

Otras posibles enzimas implicadas en la sintesis de almidoén.

Las enzimas desramificantes (DBEs, en particular ISAT; ver pdgina 33) y las a-glucano
fosforilasas (PHS1 en Arabidopsis, Phol en otras especies; ver pdginas 30 y 35) han sido
propuestas como enzimas implicadas en la iniciacion del almiddn. La ausencia de ISA1 tiene
efectos diferentes en funcién de la especie vy el tipo celular concreto, pero en general, lleva a un
aumento de la sintesis de fitoglucdégeno y a la disminucidén del contenido y el tamano de los
grdnulos de almidén; lo cual, llevd a proponer que las isoamilasas podrian ser fundamentales en
el control de la iniciacion de la sintesis de almiddn (Burton et al., 2002; Bustos et al., 2004).
Recientes evidencias descartan, al menos en hojas de Arabidopsis, que las enzimas
desramificantes jueguen un papel crucial en el inicio del grdnulo (Streb et al., 2008): mientras el
mutante carente de las cuatro isoformas de DBEs no presenta sintesis de almidén, el mutante
quintuple, carente también de una o-amilasa plastidial, restaura la sintesis del mismo. Es
probable que el incremento del nUmero de pequenos grdnulos en los mutantes isal, sea
consecuencia de la acumulaciéon de fitoglucdgeno (D'Hulst & Mérida, 2010), producida como
consecuencia de la incapacidad de sintetizar amilopectina correctamente por parte del
mutante. La acumulacién de fitoglucdgeno en ausencia de ISA1 (debida al incremento del
numero de ramificaciones y el mal posicionamiento de estas, ver pdgina 33), podria facilitar la

nucleaciéon y formacién de pequenos grdnulos de almidén.

Existen multiples evidencias de la implicacion de Phol en la sintesis del almiddn de reserva
(Dauvillée et al., 2006; Satoh et al., 2008; Fettke et al., 2010). El trabagjo de Satoh y cols. (Satoh et
al., 2008) muestra que la ausencia de Phol tiene dos efectos diferentes sobre la sintesis de
almiddén en el endospermo de semillas de arroz. Por un lado, la ausencia provoca pequeios
cambios en la estructura de la amilopectina, por otro, provoca una dréstica disminucién de los
niveles de almiddn dependiente de la temperatura de crecimiento de la planta (a 20 °C el
contenido de almiddn del mutante phol es inferior al del mutante shr2, carente de actividad
AGPasa, mientras que a 30 °C el contenido es casi igual al de plantas silvestres). Ellos proponen
que Phol estaria implicada en dos fases distintas: en la elongacién de las cadenas (su ausencia
provoca peguenos cambios en la estructura de la amilopectina) y en la iniciacién (su ausencia

provoca una menor acumulacién). La funcién propuesta para Phol en el inicio de la sintesis de
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almiddn seria la elongacién de pequenos MOS lineales (dada su alta afinidad por los mismos y su
capacidad para producir cadenas lineales mayores que SSIl a partir de MOS de é moléculas de
glucosa) formando el sustrato necesario para el inicio de la sintesis del grdnulo. Sin embargo,
dado que el efecto de la mutacién es dependiente de la temperatura, ellos postulan que ofro
factor (factor X) seria capaz de suplir la funcidén de Phol en el inicio de la sintesis de almiddn a
altas temperaturas. Hasta la fecha no existen mds evidencias del papel de Phol en el inicio del
grdnulo, por el contrario no parece que Phol pueda tener un papel importante en el inicio de la
sintesis del almiddn transitorio, ya que su ausencia en hojas de patata y Arabidopsis no parece
tener ningun efecto en el metabolismo del almiddn (Sonnewald et al., 1995; Zeeman et al.,
2004b).

Por Ultimo, un trabajo previo de nuestro grupo (Rolddn et al., 2007b) mostrd, por primera
vez, la implicacién de una SS, la almidén sintasa de clase IV (SSIV, At4g18240), en la iniciacion
del grénulo de amiddn. La ausencia de SSIV impide la sintesis de un nUmero normal de grdnulos
de almiddén por cloroplasto (5-7 grénulos/cloroplasto) en hojas de Arabidopsis thaliana. E
mutante sslV de A.thaliana acumula un Unico grdnulo (dos en algunos casos) por cloroplasto, de
mayor tamano que los grdnulos de plantas silvestres. Este trabajo (Rolddn et al., 2007b) sugiere
que SSIV podria estar implicada en el proceso de cebado de la sintesis de almiddn y es el punto
de partida de mi tesis. Las evidencias del papel de SSIV en el inicio de la sintesis de almién

previas a esta tesis se comentardn a continuacién (ver pdgina 62).
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ALMIDON SINTASA IV.

La almiddn sintasa de Clase [V (SSIV) ha sido la Ultima en ser descrita y la menos estudiada
de las cinco clases de SSs. Aunque su existencia ya habia sido predicha (Li et al., 2003; Ball &
Morell, 2003), no fue hasta 2005, cuando Dian y cols. (Dian et al., 2005) demostraron que los
genes OsSS4-1 y OsSS4-2 (de Oryza sativa) codificaban para SSs activas. Previamente, Hirose y
Terao (Hirose & Terao, 2004) habian incluido estos genes dentro de su estudio sobre la expresion

espacio-temporal de las diferente SSs en semilla de arroz.

En arroz (al igual que ocurre con otras SSs (ver pdagina 47) existen dos isoformas de SSIV:
SSIV-1y SSIV-2 (codificadas por dos genes diferentes). Ambas han sido incluidas dentro del grupo
de expresores estables en cuanto a su patrén temporal de expresion en semilla de arroz (ver
pdgina 47; Hirose & Terao, 2004). SSIV-1 y SSIV-2 se expresan tanto en tejidos fotosintéticos como
no fotosintético, aunque la expresidén de SSIV-1 es mayor en endospermo que en hojas y la de
SSIV-2 es mayor en hojas que en endospermo (Dian et al., 2005; Leterrier et al., 2008), siendo los
transcritos de SSIV-2 en ambos tejidos mds abundantes que los de SSIV-1. Los andlisis filogenéticos
muestran que AtSSIV (de A.thaliana) habria divergido desde un ancestro comun de las dos
isoformas de arroz (SSIV-1 y SSIV-2) (Leterrier et al., 2008). AtSS4 presenta aproximadamente los
mismos niveles de expresidn en todos los érganos de Arabidopsis (Rolddn et al., 2007b), con

valores similares a los de AtSS3.

Todas las secuencias SS4 caracterizadas hasta la fecha poseen 16 exones, separados por
15 infrones. En todas ellas se ha predicho la presencia de una secuencia senal de transporte al
cloroplasto. El tamano del péptido de trdnsito al cloroplasto (CTP) codificado por ésta difiere
entre especies e isoformas: 78/33 amino para las isoformas SSIV-1/-2 de arroz (OsSSIV-1/-2, Oryza
sativa) (Dian et al., 2005), 55 aminodcidos para SSIV-2 de trigo (TaSSIV-2, Triticum aestivum)
(Leterrier et al., 2008) y 42 aminodcidos para AtSSIV. El tamano de la proteina madura (sin CTP) es
similar para diferentes especies/isoformas: 108,1/104,2 KDa para OsSSIV-1/-2 (Hirose & Terao,
2004), 98,3 KDa para TaSSIV-2 (Leterrier et al., 2008) y 113 KDa AtSSIV (Rolddn et al., 2007b). La
secuencia de AtSSIV presenta una alta homologia con las secuencias de SSIV de otras especies:
56,8 % de identidad con OsSSIV-1, 58,3 % con OsSSIV-2, 58,2 % con TaSSIV-2y 71 % con VUuSSIV (de
Vigna unguiculata). La mayor homologia entre estas secuencias aparece en el dominio
carboxilo (71-89 %) (ver Figura 83, en pdgina 205), que también presenta una alta homologia
con el dominio carboxilo del resto de clases de SSs (35-50 %) y con la GS bacteriana (28-35 %)
(ver Figura 82, en pdgina 203). Este dominio carboxilo es responsable de la actividad SS y posee
los dominios GT-5y GT-1, caracteristicos de la superfamilia de glucosiltransferasa GT5 (ver pdgina
49). Dentro de la secuencia del dominio carboxilo, se localizan también los dos motivos,
altamente conservados, implicados en la unién de la ADP-Glc: motivo KXGGL amino (KVGGL en
el caso de AfSSIV) y motivo XXGGL carboxilo (KTGGL en el caso de AtSSIV) (ver Figura 81, en
pdgina 201; Leterrier et al., 2008).
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Al igual que ocurre con las demds SSs, el dominio amino de SSIV es exclusivo y, aunque
mds variable que el dominio carboxilo, presenta regiones altfamente conservadas entre especies
(ver Figura 83, en pdgina 205). En 2008, Leterrier y cols. (Leterrier et al., 2008) identificaron, dentro
del dominio amino de TaSSIV-2, dos dominios coiled-coil y un sitio de reconocimiento por
proteinas 14-3-3, pero no llevaron acabo un andlisis de los mismos. Uno de los objetivos de esta

tesis ha sido la caracterizacion del dominio amino de AtSSIV.

Nuestro grupo llevd a cabo por primera vez la caracterizacion de un mutante carente de
SSIV: el mutante ssIV de Arabidopsis thaliana (Rolddn et al., 2007b). Este trabajo demostrd la
implicacién directa de SSIV en la sintesis del nUmero correcto de grdnulos de almidén por
cloroplasto y permitié proponer que SSIV seria necesaria para establecer una estructura inicial
que permita la nucleacién de la cristalizacion y la sintesis de un nuevo grdnulo. Las
consecuencias de la mutacién fueron: una menor tasa de crecimiento que el silvestre (WT) bajo
un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad, un retraso en el tiempo de floraciéon (aunque el
numero de hojas de la roseta en el momento de la floracion es el mismo en el mutante y el WT) y
una disminuciéon del contenido de almiddn en hoja al final del periodo de luz (entre un 35y un 40
% respecto al WT). Bl tamano del fruto, el nUmero de semillas por silicua y la tasa de germinacién
no estdn alterados en las lineas mutantes. Tampoco lo estdn las actividades SS soluble total,
AGPasa, ramificante y desramificante, la relacién amilosa/amilopectina o la distribucion
bimodal de las longitudes de las cadenas de la amilopectina (salvo por una leve reduccién del
numero de cadenas de entre 7 y 10 moléculas de glucosa), lo que indicaria que la funcién

principal de SSIV no debe ser la elongacion de las cadenas de glucano.

El menor contenido de almiddn en ausencia de SSIV parece provocado por la sintesis de
un Unico grdnulo por cloroplasto (dos en algunos casos) a diferencia de los 5-7 del WT (Rolddn et
al., 2007q). Este Unico granulo de almiddn alcanza un tamano bastante mayor que los del WT,
probablemente como consecuencia de que todo el pool de ADP-Glc estd disponible para la
elongacién de uno o dos grdnulos en el mutante, mientras que en el WT debe dividirse entre 5-7
grdnulos. La obtencion de las curvas de acumulacién de almidén mostrd que tanto la tasa de
sintesis como la tasa de degradacién eran inferiores a las del WT: la menor tasa de sintesis da
lugar a una menor acumulaciéon de almiddn al final del dia, la menor tasa de degradacion
provoca un mayor contenido que el WT al final de la noche. La disminucién de las tasas de
sintesis y degradacion fue relacionada con la menor superficie de sustrato, disponible para la
actuacién de las enzimas implicadas en ambos procesos, en el mutante que en el WT (menor
superficie de 1-2 grdnulos vs. 5-7 respectivamente). Todo ello relaciona a SSIV con el inicio de la
sintesis del grdnulo de almiddn, aungue la presencia de uno o dos grdnulos en el mutante

también indicaria la existencia de cierta redundancia en dicha funcién.

El Unico miembro de Chloproplastida carente de SSIV descrito hasta la fecha es el alga
unicelular Ostreococcus tauri, una de las algas verdes mds pequenas que existe. O.tauri
presenta un Unico grdnulo de almiddn (de igual modo que el mutante sslV), situado en el centro
del cloroplasto, y un sistema exclusivo de reparto del mismo durante la divisidon del plasto (Ral et

al., 2004), consistente en la elongacién del grdnulo y la degradacién localizada del mismo en el
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sitio de constriccion del plasto, dando lugar a dos grdnulos de aproximadamente el mismo
tamano en el momento de division del mismo. La apariciéon de tal sistema de reparto del grdnulo
hace innecesario el mantenimiento de un sistema de cebado del grdnulo, salvo para reiniciar la
sintesis tras situaciones que llevasen a la degradacién total del grdnulo. Curiosamente, nunca se
ha conseguido provocar la degradacién completa del mismo en O.tauris (Ral et al., 2004), la
viabilidad se pierde antes de que el almiddn haya sido consumido cuando se incuba en
oscuridad continua. El hecho de que el Unico organismo dentro de Chloproplastida, carente de
SSIV haya desarrollado un sistema como este, el cual hace innecesaria la sintesis de novo del

grdnulo, apoya la idea de que SSIV estd implicada en el inicio del granulo.
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Materiales y Métodos.
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Materiales y métodos -

MATERIAL BIOLOGICO.

Arabidopsis thaliana.

En este trabajo se ha ufilizado la planta modelo Arabidopsis thaliana, perteneciente a la
familia de las Brassicaceas. Los ecotipos usados han sido Columbia (Col-0) y Wassilewskija (WS).
Ademds de las plantas silvestres, se han usado mutantes simples, dobles y triples de las diferentes
isoformas de almidoén sintasa: ssill, sslV, ssl sslV, ssll ssIV, sslll ssIV, ssl ssll ssIV 'y ssl ssll sslll; el mutante
simple apsl, carente de la actividad ADP-Glucosa pirofosforilasa, y el triple mutante apsl sslil sslV.

La Tabla 4 describe las caracteristicas de estos mutantes.

Las lineas mutantes se obtuvieron de las colecciones de mutantes de insercidon de T-DNA
generadas en el INRA de Versdilles (Bechtold et al., 1993; Bouchez et al., 1993), el Laboratorio de
Andlisis Gendmico del Instituto Salk (SIGNAL) y la coleccidn de mutantes GABI-KAT (Rosso et al.,
2003).

Ademds, en este trabajo se han obtenido diferentes lineas transgénicas, las cuales serdn

descritas dentro de la seccién de Resultados (pdgina 207).

Mutante Ecotipo Deficiencia Referencia

Ausencia de la almiddn sintasa Sessions ef al., 2002;

ssl ws soluble de Clase | (SSI). Delvallé et al., 2005a
Ausencia de la almidén sintasa Zhang et al., 2008a
ssil ws soluble de Clase Il (SSll). °
Col Zhang ef al., 2005b
sslll oo Ausencia de la almidon sintasa
WS soluble de Clase Il (SSIII). szydlowski et al., 2009
Col . o
sSIV oo Ausencia de la almidon sinfasa Rolddn et al., 2007b
soluble de Clase IV (SSIV).
WS
sslsslV WS Ausencia de SSI y SSIV. Szydlowski et al., 2009
sslisslV WS Ausencia de SSll 'y SSIV. Szydlowski et al., 2009
ssllisslV Col Ausencia de SSlll y SSIV. Szydlowski et al., 2009
ssisslisslil WS Ausencia de SSl, Sl y SSlIl. Szydlowski et al., 2009
sslsslissIV WS Ausencia de SSI, SSIl 'y SSIV. Szydlowski ef al., 2009
"""""""""""""""""""" Ausencia de la subunidad pequefa
apsl Col de la ADP-Glucosa Pirofosforilasa Ventriglia et al., 2008

67



apslssllissivV Col Ausencia de AGPasa, SSIily SSIV. Esta tesis.

Tabla 4. Mutantes empleados en este trabajo.

Condiciones de cultivo de A.thaliana.

Cultivo en tierra.

Las semillas se vernalizaron durante 3 o 4 dias mediante su incubacién en agua y
oscuridad a 4 °C, para después ser sembradas en semilleros con turba vegetal COMPO SANA® -
Universal previamente humedecida. La turba utilizada recibia un tratamiento antifinguico con
Terraclor SuperX (Etridiazol 6 % + Quintoceno 24 %, Cow Agroscience lbérica, SA Espana) al 0,5 %.
Este tratamiento era realizado por el Servicio de Cultivos del Centro de Investigaciones
Cientificas Isla de la Cartuja. Dependiendo del ensayo, las plantas se crecieron en invernadero,
fitotron (Radiber, S.A.) o cdmaras de crecimiento de plantas (SANYO SGR193.526A) bajo un
fotoperiodo de 16h de luz/8h de oscuridad (condiciones de dia largo, DL) o bien de 8 h de luz/16
h de oscuridad (condiciones de dia corto, DC). La temperatura en el fitotrén la temperatura fue
de 21 °C durante todo el fotoperiodo. En las cdmaras, de 22 °C durante el dia y 20 °C durante la
noche, con una humedad relativa del 70 %. La intensidad luminica al nivel de las plantas era

entre 120y 150 uE m 2571, Las plantas eran regadas con agua cada 3 dias.

Cultivo en placa y esterilizacién de semillas.

El proceso de esterilizacion de las semillas consistia en poner las mismas en eppendorfs
abiertos dentro de una campana de vacio, en la cual se ponia también un vaso de precipitado
con una solucién al 3 % de dcido clorhidrico en lejia (hipoclorito sédico al 50 %). Se aplicaba

vacio y se dejaban las semillas en contacto con los gases durante toda la noche.

Una vez esterilizadas, las semillas se suspendian en 0,1 % de fitoagar (Duchefa Biochemie
B.V.) estéril y se sembraban en placas de Petri estériles con medio MS 0,5x (Murashige & Skoog,
1962) solidificado con fitogel (Duchefa Biochemie B.V.) al 0.8 % y famponado a pH 5,8 con MES
0,5 g/I. Una vez sembradas, la germinacién de las semillas se coordinaba mediante incubacién

en agua y oscuridad a 4 °C durante 3 dias.

Escherichia coli.

Dos estirpes de E.coli se han empleado en este trabajo: DH5a (Hanahan, 1983) y BL21 (DE3)
AgQIgCAP (Alonso-Casajus et al., 2006).

La estirpe BL21 (DE3) AglgCAP tiene delecionado el operén CAP, el cual contiene los genes
que codifican la ADP-glucosa pirofosforilasa (glgC), la glucdgeno sintasa (glgA) y la glucdgeno

fosforilasa (glgP). Esta estirpe ha sido empleada para la expresién de las diferentes Clases de
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Materiales y métodos -

almidén sintasas, ya que permite los ensayos de actividad sin la interferencia de estas tres

actividades enzimdticas.

Cultivo de E.coli en medio liquido.

Las estirpes de E.coli se cultivaban en medio Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989),
cuya composicion era: NaCl 10 g/l, Bactotriptona 10 g/l, Extracto de levadura 5 g/l. Se
emplearon tubos de ensayos o edlenmeyers dependiendo del volumen del cultivo, manteniendo
una proporciéon volumen liquido / volumen vacio de 1:4 para una buena aireacion del cultivo y
un crecimiento éptimo. Las incubaciones se llevaron a cabo en un incubador (Innova®43) a 37
°C con agitacién a 200 rpom, salvo en el caso de inducciones, que se probaron distintas

temperaturas y tiempos, como se explica en la pagina 91.

El material empleado, medios y tubos o erdenmeyers, eran previamente esterilizados en
autoclave. Los antibidticos u otros compuestos anadidos al medio eran esterilizados por filtracion

a través de membranas de nitrocelulosa de 0,2 um de didmetro de poro.

Para el cultivo y seleccidn de bacterias portadoras de pldsmidos, el medio LB se
suplementaba con el correspondiente antibidtico (segun la resistencia que confiriese el pldsmido
usado). Las concentraciones usadas fueron: ampiciina 100 ug/ml, kanamicina 50 ug/ml,

espectinomicina 100 pg/ml y/o cloranfenicol 30 ug/ml.
Cultivo de E.coli en medio sdlido.

El cultivo en medio sdélido se realizd en medio LB-agar, LB (ver pdgina 69) suplementado
con Bacto-agar (15 g/l). Las placas se incubaban en una estufa a 37 °C. Al igual que en los
medios liquidos, para el cultivo y seleccidén de bacterias portadoras de pldsmidos los medios se
suplementaban con ampicilina, kanamicina, espectinomicina o cloranfenicol a las

concentraciones indicadas en el apartado anterior.

Agrobacterium tumefaciens.

Para la transformacion genética de Arabidopsis thaliana (ver pdgina 120), se utilizd la
estirpe de A. fumefaciens C58 (Wood et al., 2001).

Cultivo de A.tumefaciens en medio liguido.

A.tumefaciens se cultivaba a 30 °C en medio LB (ver pdgina 69) y con una agitacién de
150 rom (en un incubador INFORS HT). Se emplearon tubos de ensayos o erlenmeyers
dependiendo del volumen del cultivo, manteniendo una relacion de volumen liquido/volumen

vacio de 1:4 para una buena aireacién del cultivo y un crecimiento éptimo.
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El material empleado, medios y tubos o erlenmeyers, eran previomente esterilizados en
autoclave. Los antibidticos anadidos al medio eran esterilizados por filtracidn a través de
membranas de nitrocelulosa de 0,2 um de didmetro de poro. Se afadian al medio: rifampicina a
50 pg/ml, porque la estirpe C58 es resistente a este antibidtico (Hood et al, 1993) y

espectinomicina a 100 ug/ml, en el caso de estirpes fransformadas con el vector pCTAPI.

Cultivo de A.tumefaciens en medio sélido.

El cultivo en medio sdélido se realizd en medio LB-agar (ver pdgina 69) suplementado con
rifampicina a 50 ug/mil. Las placas se incubaban a 30 °C. Al igual que en medio liquido, para la
seleccion de colonias portadoras de pldsmidos derivados del vector pCTAPi, el medio se

suplementaba con espectinomicina a 100 pg/ml.

Saccharomyces cerevisiae.

Dos cepas diferentes de S.cerevisiae fueron empleadas para el ensayo de doble hibrido
(Clontech laboratories, 2010):

Cepa Tipo sexual Auxotrofias
Y2HGold MATa Adenina, histidina, leucina y friptéfano.
Y187 MATa Adenina, histidina, leucina y friptéfano.

Tabla 5. Cepas de S.cerevisiae empleadas en el ensayo de doble hibrido.

Ambas carecen del activador transcripcional GAL4, lo cual permite el ensayo de doble
hibrido (ver pd&gina 108). La cepa YH2Gold se transformd (ver pdgina 119) con los pldsmidos
PGBKT7_SSIV, pGBKT7_SSIVIN v pGBKT7_SSIVIC y la cepa Y187, con los pldsmidos pGADT7_SSIV,
PGADT7_SSIVIN y pGADT7_SSIVtC, mediante clonacién de los respectivos genes en los vectores
pPGBKT7 y pGADT7 (ver Tabla ?). Las 3 estirpes resultantes de Y2HGold y las 3 de Y187 fueron

conjugadas durante el ensayo de doble hibrido.

Cultivo de S.cerevisiae en medio liquido.

Las levaduras se cultivaron en diferentes medios durante el desarrollo del ensayo de doble
hibrido, teniendo en cuenta que las cepas Y2HGold e Y187 son protdtrofas para Uracilo (Ura) y
que los vectores pGBKT7 y pGADT7 confieren prototrofia para Triptéfano (Trp) y Leucina (Leu)

respectivamente.

Como medio rico para el cultivo de rutina de levaduras no transformadas se usé YPDA,
cuya composicién era 20 g/L Difco peptonas, 10 g/L extracto de levadura, 0,003 % (p/v)
hemisulfato de adeninay 2 % (p/v) glucosa; como medio de conjugacién se usd YPDA 2x; como

medio minimo se usd SD, cuya composicién era 100 ml de DO 10x (10X Dropout Solution: L-
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arginina 200 mg/l, L-isoleucina 300 mg/I, L-lisina HClI 300 mg/L, L-metionina 200 mg/L, L-
fenilalanina 500 mg/L, L-treonina 2000 mg/I, L-tirosina 300 mg/l y L-valina 1500 mg/l), 1,7 g/l Bases
Nitrogenadas de levaduras (sin aminodcidos ni sulfato de amonio), 5 g/l sulfato de amonioy 2 %
(p/v) glucosa. El medio minimo era suplementado con 200 mg/l Adenina (Ade), 1000 mg/!
leucina (Leu), 200 mg/! histidina (His), 200 mg/! triptéfano (Trp) y/o 200 mg/! Uracilo (Ura) seguin las
auxotrofias de la estirpe que se fuese a crecer/seleccionar. Si la estirpe era protdtrofa para Ura'y
Trp, pero auxdtrofa para el resto (His, Ade, Leu) usdbamos un medio SD-Trp-Ura (SD sin Trp ni Ura),
es decir, un medio SD suplementado con His, Ade, Leu. En la siguiente tabla se muestra el

crecimiento (+)/no crecimiento (-) de las diferentes estirpes en varios medios SD:

Estirpes SD-Ade SD-His SD-Leu SD-Trp SD-Ura
Y2HGold - - - - +
Y187 - - - - +
Y2HGold [pGBKT7] - - - + +
Y187 [pGADT7] - - + - +
Células diploides [pGBKT7 + pGADT7] * * + + +

Tabla é. Medios SD para testar fenotipos. * Las células diploides solo crecerdn en ausencia de Ade e His si hay interacciéon
entre las proteinas testadas.

Las estirpes se crecieron mediante incubacién en un incubador INFORS HT con una

temperatura de 30 °C y una agitacion de 150 rpm.
Cultivo de S.cerevisiae en medio sdlido.

Los medios sdélidos se emplearon anadiendo a los medios liquidos agar al 2 % (p/v). Las

placas se incubaron a 30 °C.
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OBTENCION DE MUTANTES DOBLES Y TRIPLES.

Cruce de plantas parentales.

Para la obtencién de mutantes dobles y triples se seleccionaron plantas receptoras de
ambos parentales, que serian fecundadas con polen del otro parental. A las plantas receptoras
se les cortaron las flores que no iban a ser utilizadas, para facilitar el trabagjo. A.thaliana es
hermafrodita y sus flores se autofecundan antes de abrirse. Por ello, las flores que iban a ser
utilizadas como receptoras debian estar en un estadio temprano de su desarrollo. Dichas flores
eran desprovistas de sépalos, pétalos y estambres - comprobando que las anteras ain no
estaban amarillas, lo cual aseguraba que la autofecundacién no habia tenido lugar - con
ayuda de pinzas y lupa. Del parental que procediera en cada caso, se cortaba un estambre de
una flor a punto de abrir y se empleaba para fecundar las flores "desnudas”, para ello, bastaba

con dar unos ligeros toques con la antera sobre el estigma.

Parte de los cruces desarrollaban silicuas, otros abortaban, probablemente por dano en
algun tejido durante la manipulacién. Las silicuas que maduraban se cortaban, una vez secas,

para recoger las semillas.

Seleccion de la progenie.

Las semillas obtenidas de los cruces se sembraban en tierra y se dejaban florecer y secar.
En teoria, todas ellas debian ser heterocigotas para las mutaciones de sus parentales. Sus
semillas (resultantes de la autofecundacién), se sembraban también en tierra. Esta generaciéon
de plantas presentaba una distribucion mendeliana de las mutaciones parentales. Mediante
extraccién de ADN gendmico (ver pdgina 111) y PCR (ver pdgina 112) se seleccionaron aquellas

plantas homozigotas para las mutaciones que nos interesaban.
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METODOS DE CARACTERIZACION VEGETAL.

Curvas de crecimiento.

Para las curvas de crecimiento, las plantas fueron crecidas en tierra, bien en el fitotrén o
bien en la cdmara de crecimiento de plantas. Cada 3 o 4 dias, la parte aérea de la planta era
cortada y pesada en una balanza de precision. El primer punto se hacia aproximadamente 8
dias después de la siembra y el Ultimo, cuando la inflorescencia tenia un par de centimetros

aproximadamente (unos 30 dias después de la siembral).

Para cada punto de la curva se pesaban unas 5 plantas, de modo que se pudiese

obtener un valor medio + desviacion estdndar.

Tincion de hojas con lugol.

La tincién de hojas con lugol permite visualizar el contenido en almiddn de la misma. H
lugol es una solucién yodada, compuesta por 0,5 % 12/1,5 % Kl, con afinidad por los polimeros de
glucosa. El lugol tine el almiddn debido a que las moléculas de yodo se alinean en el interior de

las hélices formadas por las cadenas de glucosa.

Para la tincién se corté 1 hoja de cada planta (varias plantas por linea) y se metieron en
eppendorfs. Se elimind la clorofila mediante incubaciéon con etanol 100 % a 60 °C. Cuando las
hojas quedaban blancas (aproximadamente 3-5 min de incubacién), se eliminaba el etanol y se
enjuagaban con agua. Se retiraba el agua y se anadia lugol. Se incubaba aproximadamente 2
minutos a temperatura ambiente y se enjuagaba un par de veces con agua. Para tomar la
fotografia se extendian las hojas sobre una fransparencia y se ponia esta sobre un

transiluminador.

Aungue la tincién con lugol no es cuantitativa, permite la comparacién entre plantas
silvestres y mutantes y la identificacion de lineas con un mayor o menor contenido de almiddn
(Casparetal., 1985; Caspar et al., 1991).

Determinacion del contenido de almidon en hojas.

La determinaciéon del contenido de almiddn en hojas, se realizaba siguiendo el protocolo

descrito por Liny cols. (Lin et al., 1988b), con algunas modificaciones.
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Para dislar los grdnulos de almiddn, se pesaban 1-5 g de hojas, las cuales eran trituradas
en un mortero con nitrégeno liquido. Una vez trituradas y antes de que se descongelasen, se
afadian 10-25 ml de tampdn de extraccidn (Hepes 50 mM pH 7,6 y Tritdn X-100 1 % (p/v)). E
extracto crudo se filtraba a través de un filiro de Miracloth (Millipore, MA, USA) cuyo tamaio de
poro era de 100 um, y se centrifugaba en frio a 4000 rpm durante 15 min. Bl almidén (pellet) se
resuspendia entonces en 1ml Percoll 90 % y se centrifugaba en frio durante 45 min a 14000 rpm.
El sobrenadante se descartaba y el precipitado se lavaba dos veces con etanol absoluto y se

dejaba secar. Una vez seco, el almiddn se resuspendia en 1 ml de KOH 0,2 N.

En este punto se preparaba un patrén con cantidades conocidas de almiddn de maiz en
1 mlde KOH0,2N: 0, 0,25,0,5,0,75y 1 mg almidén / ml.

El almiddén se hervia entonces a 100 °C durante 30-45 min y se centrifugaba 10 min a
velocidad mdaxima y 4 °C. El sobrenadante se pasaba a un tubo de microcentrifuga nuevo. Se
tomaba una alicuota de 500 ul y se ajustaba el pH a 5,0 anadiendo 150 ul de dcido acético 1 N.
A continuacién, se procedia a la degradaciéon del almiddn en glucosa, cuya concentracion se
determinaba enzimdticamente. Se tomalban 200 ul de la preparacién anterior y se anadian 7,4 U
de a-amilasa (en 35 ul de acetato sédico 0,1 M pH 4,5). Se incubaba a 37 °C durante 30 miny se
anadian 5 U de amiloglucosidasa (en 165 ul de acetato sédico 0,1 M pH 4,5). Se incubaba a 55
°C durante 1 h y se detenia la reaccion hirviendo durante 2 min y centrifugando a velocidad
mdxima durante 10 min. La determinacién de glucosa se realizaba mediante la determinacién
espectrofotométrica de la cantidad de NADH formado en la reaccién catalizada por la enzima
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), tras convertir la glucosa en Glc-6-P por accién de la
enzima hexoquinasa (HK). La reacciéon acoplada de reduccidon del NAD* puede esquematizarse

de la siguiente manera:

Medir DO a
340 nm

NAD" + H' @
HK
Glc G6P Glucono-6-fosfolactona
; 5 G6PDH

ATP ADP + H*

Figura 9. Esquema de la determinacion de glucosa (Glc) acoplada a la reduccién de NAD+.

En una cubeta de espectrofotometria se preparaba una mezcla de reaccién que
contenia Hepes 80 mM pH 7,7, NAD* 0,4 mM, ATP 1 mM, MgClz 5 mM, DTT 0,5 mM, BSA 0,02 %, 5 U
de G6PDH y 100 ul de muestra (diluida si el contenido de almiddn era mayor de 1 mg / gpf) en
un volumen de reaccién de 1 ml. Se determinaba la absorbancia a 340 nm (medida a tiempo

cero) y posteriormente la reaccién era iniciada anadiendo 5 U de HK. Tras incubar a 28 °C
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durante 20 min, se volvia a medir la absorbancia a 340 nm. Restando al valor obtenido tras la
incubacién, el valor obtenido a tiempo cero, tenemos la absorbancia neta de NADH reducido y
haciendo uso de la recta patron podemos saber el contenido de almidén en la muestra. E

contenido de almiddn se presenta como mg de almiddn por gramo de peso fresco (gpf).

Alternativamente, para confirmar la ausencia de un contenido de almiddn cuantificable
en el mutante ssllisslV se usd un protocolo descrito por Smith y Zeeman (Smith & Zeeman, 2006),
que difiere del descrito anteriormente en el modo de extraccion del almiddn (eliminacién previa
de la clororila, trituracion sin nitrégeno liquido, en agua y gjuste del pH a 5,5 con acetato sdédico
200 MmM).

Determinacion del contenido de azUcares.

El contenido en glucosa, fructosa y sacarosa fue determinado para plantas crecidas en
condiciones de DL a las 16 h de luz. Para la extraccién se partia de 100-300 mg de hojas de
roseta, que con anterioridad habian sido machacadas en nitrédgeno liquido y conservadas a -80
°C. Una vez pesado el material, se anadian 500 ul de etanol 100 % y se mezclaba en el vortex
hasta obtener una suspension homogénea. Se anadian 500 ul de etanol 80 % y se agitaba de
nuevo. Se incubaba a 70 °C durante ?0min (con inversiones frecuentes) y se centrifugaba a
13000 rpm durante 10min. El sobrenadante era recogido en un tubo nuevo y el etanol
evaporado en un evaporador centrifugo tipo Speed-Vac®, para eliminar la clorofila. Se anadian
300-500 pl de agua mili-Q y se resuspendian las muestras, que acto seguido eran liofilizadas. Se
conservaban asi hasta el momento de ser inyectadas en el HPLC (DIONEX® DX-500), para lo cual
eran resuspendidas en 600 ul de agua Milli-Q. Se inyectaban 10 ul mediante un inyector
automdtico Waters® 717plus. La separacidon de los azlcares se llevaba a cabo mediante
cromatografia idnica (columna analitica Carbopac® PA-10 de 4x250 mm con precolumna
Carbopac® PA-10 de 4x50 mm) con el siguiente programa: isocrdtico de NaOH 52 mM (20
minutos), gradiente lineal de NaOH 52 a 200 mM (2 minutos), isocrdtico de NaOH 200 mM (10
minutos), gradiente lineal de NaOH 200 a 52 mM (2 minutos) e isocrdtico de NaOH 52 mM (11
minutos). La deteccién se llevaba a cabo por amperometria de pulso con electrodo de oro
(DIONEX® ED40).

Extraccion y cuantificacion de pigmentos.

Clorofilas y carotenoides.

Para cada linea se cortaron 7 discos de hojas de roseta (5-10 mg) de plantas
independientes. Cada disco se pesd y se metid en un eppendorf al que se anadia 1 ml de
metanol. Los eppendorfs se cubrian con papel de aluminio y se incubaba con agitacién a 4 °C

durante toda la noche. Por Ultimo, se media la absorbancia a 665nm, 652nm y 470nm vy se
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calculaban las concentraciones de pigmentos aplicando las férmulas en Tabla 7. Las

concentraciones se presentan referidas alos gramos de peso fresco.

ug/ml metanol

Clorofila a Chla =16,29 Absess — 8,54 Absssa
Clorofila b Chlb = 30,66 Abses2 — 13,58 Absess
Clorofilas totales Chls a+b = 22,12 Absssz + 2,71 Absess
Carotenoides Carotenoides = (1000 Absszo - 1,63 Chl a - 104,96 Chl b) /221

Tabla 7. Ecuaciones empleadas para el cdiculo de la concentracion de clorofilas y carotenoides (Porra et al., 1989;
Lichtenthaler & Buschmann, 2001) a partir de las absorbancias indicadas y en metanol.

Antocianinas.

El procedimiento de extraccién y cuantificacién de antocianinas se basé en el método
de Rabino y Mancinelli (Rabino & Mancinelli, 1986). Para cada linea se cortaron 7 hojas de
roseta de plantas independientes (15-30 mg). Cada hoja fue froceada e incorporada a un
eppendorf, al que se anadié 1 ml de una dilucién al 1 % de dcido clorhidrico en metanol. Los
eppendorfs se incubaron en agitacién y oscuridad a 4 °C durante 5 h, tras las cuales se midid la
absorbancia a 530nm y 657nm. Los niveles de antocianina se calcularon como (Abssz — 0,2

Abses7) /gramos de peso fresco.

Técnicas de microscopia electrénica.

Andlisis mediante microscopia optica de cloroplastos aislados.

Para la observacién al microscopio éptico de los grénulos de almiddn y la disposicion de
éstos en el interior del cloroplastos, en primer lugar se procedia a aislar cloroplastos de plantas
silvestres y mutantes de Arabidopsis thaliana. Se recogian 10 gramos de hojas al final del ciclo luz

(16 horas) y se procedia a la extraccion de los cloroplastos (ver pdgina 89).

Los cloroplastos asi aislados se observaban al microscopio éptico tal cual o se afadia ala
suspension de cloroplastos una gota de lugol para teir el grdnulo de almiddn, magnificdndose
asi el contraste entre estos y el estroma del cloroplasto. El microscopio éptico utilizado fue el
modelo Olympus BXé0 (Olympus) acoplado a un sistema de captacidén de imdgenes digital
Leica DFC 300FX (Leica).

Andlisis mediante microscopia electronica de transmision (TEM) y

microscopia optica de secciones de hojas de Arabidopsis thaliana.

Para los andlisis de TEM se recogian hojas de plantas silvestres y mutantes de Arabidopsis

thaliana a 12 horas de luz de plantas crecidas bajo un fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas
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de oscuridad. Se cortaban pequenas piezas de aproximadamente 2 mm?2 de hojas con una
cuchilla e inmediatamente se procedia a fijarlas en 1 % de paraformaldehido y 0,5 % de
glutaraldehido preparados en 0,05 M de tampdn cacodilato sdédico pH 7,4, que contenia 25 mg
de sacarosa/ml durante 3,5 horas a 4 °C en vacio. Después de la fijacion las muestras fueron
lavadas con el mismo tampdn 3 veces durante 30 minutos a 4 °C, y posteriormente fueron
deshidratadas en una serie de soluciones con concentracion creciente de etanol a 4 °C: 10
minutos al 30 % , 10 minutos al 50 %, 10 minutos al 70 %, 10 minutos al 90 %, 30 minutos al 96 %, 2
incubaciones de 1 hora al 100 % de etanal, tras lo cual se procedié a embeber progresivamente
las muestras deshidratadas en la resina LR White (London Resin Co.). Para ello se hicieron
diferentes incubaciones a 4 °C y con agitacién, disminuyendo el etanol y aumentado la
concentracion de resina: 3 horas en 1 : 3 LR White : Etanol 100 %; toda la noche en 1: 1 LR White :
Etanol 100 %; 3 horas en 3 : 1 LR White : Efanol 100 %; y, finalmente, LR White pura. La resina fue
polimerizada con luz UV a -20 °C (Fedorova et al., 1999). Alternativamente, algunas muestras
fueron fijadas en 3 % de glutaraldehido en 0,05 M de tampdn cacodilato sdédico, pH 7,4, que
contenia 25 mg de sacarosa ml' y embebidas en Araldita Durcupan ACM tal y como fue
descrito por Lucas y cols. (Lucas ef al., 1998). Se obtuvieron secciones Semi-finas (1 um) y
ultrafinas (60 nm) cortando las muestras con un microtomo Leika Ultracut (Leika, Viena, Austria)
provisto de una cuchilla de diamante. Las secciones semifinas para la microscopia éptica
fueron tenidas con 1 % (p/v) de azul de toluidina (preparada en una solucién acuosa al 1 % de
borato sédico) (Rolddn et al., 2007b) o mediante la reaccién PAS (incubacién en una solucién al
0,5 % de dcido peryddico en agua destilada, seguida de incubacion con el reactivo de Schiff)
(Shvaleva et al., 2009); tras lo cual se procedid a su observacién directa con microscopio Zeiss
axiophot (Zeiss, Oberkochen, Alemania). Las secciones ultrafinas para la microscopia electrénica
de transmisiéon fueron contrastadas con una solucién acuosa al 2 % de acetato de uranilo y
citrato de plomo (Reynolds, 1963). Las muestras asi tratadas fueron olbservadas con un
microscopio electrénico STEM LEO 910 (Oberkochen, Alemania) a 80 kV, equipado con una
cdmara digital Gatan Bioscan 792 (Gatan, Pleasanton, CA, USA). Se analizaron diferentes

secciones de al menos fres diferentes hojas.

Andlisis mediante microscopia electronica de barrido y de transmision

de grdnulos de almidon aislados.

Se dislaron grdnulos de almiddn tal y como se describe en la pdgina 89. Tras dejar secar
los grdnulos de almiddn se procedia al recubrimiento con oro de los mismos mediante

pulverizacion.

En el caso de la microscopia electrénica de barido los grdnulos de almiddn asi tratados
fueron visualizados con un microscopio electrénico de barido JEOL JSM-5400 (JEOL, Tokio,

Japdn).

En el caso de la microscopia electrénica de transmisién los grdnulos de almidén fueron

embebidos en una solucién de agar al 3 % (peso/volumen) a una temperatura inferior a 40 °C.
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Después de que la solucion solidificase, se cortaron pequefos cubos de Tmms3, las cuales fueron
tratadas con una solucidon de dcido peryddico al 1 % durante 20 minutos, lavadas con agua
desionizada, incubadas en una solucion saturada de tiosemicarbazida durante 24 horas,
lavadas con agua desionizada nuevamente vy finalmente incubadas con una solucién al 1 %
(peso/volumen) de nitrato de plata durante 24 horas (trafamiento PATAQ) de acuerdo con
Gallant et al (1973). Las muestras fueron entonces lavadas y embebidas en Nanoplast
(Helbert et al., 1996). Después de 10 dias de polimerizacién con Nanoplast las muestras fueron
nuevamente embebidas en la resina LR White Hard Grade. Usando un microfomo MT-7000, Bal-
Tec RMC; Tucson, AZ, USA) provisto de una cuchilla de diamante se obtuvieron secciones de 0,1
mm. Las muestras fueron entonces examinadas con un microscopio electronico de transmision

JEOL 1008 (Croissy sur Seine, Francia) bajo un voltaje de 80 kV.

Determinacién de paradmetros fotosintéticos.

Andilisis del intercambio de gases mediante IRGA.

Las tasas de fotosintesis neta (A) y transpiracion (E) en respuesta a intensidades crecientes
de luz (Q) y a concentraciones crecientes de CO2 en el inferior de la hoja (Ci), se determinaron
usando un andlizador de gases por infra-rojo (IRGA): el modelo portdtil LICOR-6400 (LI-COR
Biosciences, Inc., Lincoln, NE, USA). Estas determinaciones se realizaron en colaboracién con el
grupo de la Dra. Mariam Sahrawy, del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y

Celular de Plantas de la Estacién Experimental del Zaidin de Granada (CSIC).

Li-6400
Cdmara
Medidor de Muestra R
flujo 7
> Referencia | |
IRGA
A= Flujo - ACO, - Area” E = Flujo - AH,O - Area

Figura 10. Esquema sobre el funcionamiento del IRGA y modo en que se determinan las tasas de fotosintesis y transpiracion
(adaptado de LI-COR Biosciences, 2005).

Las tasas de fotosintesis neta (A) y de transpiracién (E), son calculadas como la diferencia
entre el contenido de CO:2 o el de H20, respectivamente, de referencia y el que atraviesa la
cdmara donde se encuentra fijada la hoja. Tanto la conductancia estomdtica (gs) como la
concentracion de CO2 en el interior de la hoja (Ci) son medidas estimadas, calculadas

mediante ecuaciones (LI-COR Biosciences, 2005), a partir de las variaciones de CO2 y H20.
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Antes de su uso, el IRGA fue calibrado y una serie de pardmetros (como el drea de la
hoja, el flujo de la cormriente y la temperatura) fueron fijados. La temperatura dentro de la
cdmara del IRGA se ajustd a la temperatura a la que crecieron las plantas (23 °C). Para las
curvas de respuesta a luz se fijé una concentracion de CO2 de 400 pmol m2 s (proxima a la que
se encuentra en el aire), con un flujo de 350 umol s'. Tras la adaptacién de las hojas a la
oscuridad, se determind la tasa fotosintética a distintas intensidades de luz: 0, 100, 250, 500, 750,
1000, 1500 y 2000 umol m-2 s, Para las curvas A/Ci se fijo una intensidad luminica de 1000 ymol
m-2 s-1, siendo esta intensidad a la que se obtiene la tasa fotosintética mdxima en las curvas de
respuesta a luz. Las medidas empezaron a 400 umol mol' de CO2 y ésta se fue disminuyendo
progresivamente hasta 50 pmol mol! de CO2 para luego ir aumentdndose: 100, 200, 400, 600,
800, 1000, 1200 y 1500 ymol mol' de COa2. La disminucién inicial de la concentracion de CO2
permite la adaptacién de las plantas a bajo Ci, de modo que las medidas iniciales (a baja

concentracién) sean fiables.

El programa de andlisis de datos del LI-6400 de LI-COR calcula todos los pardmetros
obtenidos directamente (A y E) y estimados (gs y Ci) a partir de las concentraciones de CO2 y
H2O en la cdmara. Las tasas de fotosintesis (A) y transpiracién (E), asi como, la conductancia
estomdtica (gs) al vapor de agua fueron recalculados mediante un simulador del programa,
para ajustarlos a las dreas foliares reales de cada caso. Las dreas foliares fueron determinadas

mediante escaneo de las mismas y empleo del programa Adobe Photoshop CS4.
Andilisis de las curvas AQ.

Las curvas de fotosintesis neta (umol m2 s1) en funcidén de la variacion del nivel de luz
(PAR) se denominan curvas de respuesta a luz (“curvas AQ”). En todos los casos, a muy baja
intensidad de luz aparecen valores de A negativos, que corresponden a una mayor liberacion
de CO2 por los procesos respiratorios (incluyendo la fotorrespiracién) que la fijacién fotosintética
bruta de CO2 (resultando en un incremento del CO2 en la cdmara del IRGA). A mayores
intensidades se alcanza un punto de compensacién por luz (T, punto de corte de la curva con
el eje x), este es la intensidad de luz a la cual la velocidad de fotosintesis y la de
respiracion/fotorrespiracién se igualan. Por encima de este punto de compensacién, A
incrementa lineaimente con respecto a PAR y el factor limitante es la velocidad de las
reacciones luminosas. A mayores intensidades luminicas, A incrementa mucho mds lentamente
hasta alcanzar un valor saturante, la Asat, que corresponde a la asimilacién neta de CO2 en
condiciones de luz saturante (y a la concentracion de CO:2 del ensayo). La A estd limitada en
esta fase por la concentraciéon de CO2 y la velocidad de las reacciones enzimdticas de la
fijacion del carbono. Se denomina punto de saturacién por luz a la intensidad de luz a partir de

la cual no hay incremento de la tasa de fotosintesis neta.

La tasa de asimilacion de CO2 en oscuridad (punto de corte de las curvas con el eje y),
nos indica la tasa de respiracién mitocondrial aparente (Rday), puesto que en oscuridad la

Rubisco es inactiva. Se denomina “aparente” dado que existe controversia acerca de cudl es la
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tasa respiratoria cuando la hoja estd iluminada: recientemente se ha demostrado que la tasa
respiratoria en luz es menor que en oscuridad (Tcherkez et al., 2008) y dependiente, por ejemplo,
de las condiciones previas. Por esta razdn, el dato de tasa respiratoria obtenido con esta

metodologia debe tomarse con cierta cautela.

Para intensidades luminicas superiores al punto de compensacion por luz, como se dijo
anteriormente, el incremento de A es proporcional al incremento de PAR. La pendiente de esta
recta nos indica la eficiencia cudntica aparente (AQE o @) (Tcherkez et al., 2008). Debe usarse
también aqui el término ‘aparente’, ya que la estimacion se hace en base a la luzincidente y no

a la realmente absorbida por la hoja.

Los datos de fotosintesis neta (A) frente a PAR fueron analizados mediante el programa
Photosyn Assistant (Parsons & Ogston, Dundee Scientific), de la Universidad de Dundee (UK)
(http://www.ddsci.com/), el cual nos permitid estimar la tasa de fotosintesis méxima a luz
saturante, en las condiciones de ensayo (Asat), la respiracion en oscuridad o respiracion
mitocondrial aparente (Rday) Yy los puntos de compensacién y de saturacién por luz. Las
estimaciones se hacen mediante el ajuste de los valores obtenidos a una funcidon

modelo, expresada como la siguiente ecuacién cuadrdtica (Prioul & Chartier, 1977):

A 2.Q+A,., —\/(ﬂ.Q + A ) —48.QKA, R
= 2k "

donde @ es la eficiencia cudntica aparente, Amax €5 la tasa de fotosintesis maxima y Raay
es la respiracién en oscuridad. La convexividad (k) es un pardmetro adicional necesario
para describir la tasa progresiva de flexién entre la primera parte de la funcién (comportamiento

lineal) y el valor méximo de la misma.

Photosyn Assistant determina el mejor ajuste de los datos experimentales a esta curva
mediante la variacién de los pardmetros y la minimizacién de la suma de los cuadrados. Lo
primero que hace el programa es estimar los cuatro pardmetros iniciales: @, K, Amax Y Rday.
Mediante una regresién lineal de los primeros datos, se estiman Raay Y @; @ €5 la pendiente de la
recta y Rday €l punto de corte con el eje y (oscuridad). Ama €5 la asintota superior de la curva y
se estima tomando un valor ligeramente superior al valor mdximo. El programa utiliza entonces
una rutina simple de Nelder-Mead para estimar los cuatro pardmetros por minimos

cuadrados. Las estimaciones obtenidas se utilizan para crear una funcién modelo.

Photosyn Assistant calcula el punto de compensacién por luz como el punto de corte con

el eje x (A =0) dela funcibn modelo.
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Andlisis de las curvas A/Ci.

Las curvas de fotosintesis neta (umol m2 s1) en funcidn de la variacion de la
concentracién de CO: intercelular de la hoja (Ci) se denominan ‘“curvas A/Ci". Aunque
conceptualmente similares a las curvas de AQ, las curvas A/Ci tienen algunas peculiaridades a
destacar. En primer lugar, los datos de la variable independiente (en abscisas) son expresados
no como la concentracién ambiental de CO2 (la variable realmente controlada en el equipo)
sino como la concentracion intercelular de CO2 (Ci). Ci es una variable calculada (no
directamente medida) a partir de la relacion: A = gs (Ca — Ci), donde A es la tasa fotosintética
neta, gs es la conductancia estomdtica y Ca y Ci son la concentracidn ambiental e intercelular
de COz respectivamente (McMurtrie & Wang, 1993).

Al igual que en las curvas AQ, en las curvas A/Ci aparece una primera fase de valores
negativos de A, para valores muy bajos de Ci, seguida de una segunda fase de incremento
lineal de A con respecto a Ci y una tercera, en la cual el incremento de A con respecto al Ci
disminuye, hasta alcanzarse un valor de A mdaximo, Amax, d concentraciones de Ci saturantes. Los
valores negatfivos de A se corresponden con aquellas concentraciones de Ci que no son
suficientes para permitir que la fijacién fotosintética de CO2 supere la liberacidén por los procesos
de respiracion mitocondrial y fotorrespiracién. En este caso, el punto de corte con el eje y (Ci =
0), nos indica la tasa de liberacién de CO2 cuando la tasa de fotosintesis y la de fotorrespiracién

se igualan, de modo que corresponde a la tasa respiratoria mitocondrial (Ra).

La Amax alcanzada en las curvas A/Ci es el valor méximo de fotosintesis neta que puede
alcanzar la planta, puesto que estamos en condiciones de saturacion porluzy por CO2, su valor
va a depender de la tasa de uso de las triosas fosfato (TPU) y la respiracién mitocondrial (R4) @
esta intensidad de |uz (Amax = 3 TPU — Ra) (Sharkey et al., 2007). La estimacion de Amax se llevd a

cabo con el programa Photosyn Assistant, de la Universidad de Dundee (UK).

Photosyn Assistant fija los datos obtenidos a una curva modelo descrita por la hipérbola
rectangular: A = (CE - Ci - Amax) / (CE - Ci + Amax) — Rg; donde A es la asimilacién de CO2 o
fotosintesis neta, CE la eficiencia de carboxilacion, Cila concentracion interna de CO2 , Amax la
asimilacién a concentracién saturante de CO2 y Ra es la respiracion mitocondrial. Los datos
experimentales son fijados y lo primero que hace el programa, igual que en el caso de las curvas
de respuesta a luz, es obtener estimaciones iniciales de los valores de CE, Rq y Amax. A medida
que la fotosintesis neta se aproxima a cero, el CO2 se convierte en el factor limitante de la
fotosintesis, de modo que la relacién entre A y Ci es lineal para los valores mds bajos de Ci.
Mediante una regresién lineal de los primeros datos obtenemos CE, como la pendiente de la
recta, y Ra, como la interseccién con el eje y. Anex €5 estimada a partir de los valores de A para
concentraciéon de Ci saturante. Posteriormente, el programa fija los valores de los ftres
pardmetros mediante minimos cuadrados (Olsson & Leverenz, 1994) y estima el punto de
compensacién por CO2 (nivel de CO2 subestomdtico necesario para que haya asimilacién neta

de CO2), como el punto de interseccidn con el eje x.
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Cdémo se explica en Olsson & Leverenz, 1994, las curvas de respuesta a CO2 pueden
entenderse como el resulfado de tres factores diferentes que limitan la respuesta de A al CO2
(Figura 11): la tasa de carboxilaciéon permitida por la Rubisco (Vc), la tasa de fransporte de
electrones (J) y el uso de las triosas fosfato (TPU), cada uno de los cuales puede ser estimado a

partir de la parte de la curva dénde los otros dos factores no son limitantes.

Rubisco Regeneracién de la RuBP Sintesisde
productos finales
CO, ATP AD: 5 P Manitol

—  PGA Triosa 1 Sacarosa
fosfato
0,
: MADPH MADP*

RuBH Clicina Serina — - — - - = = - =k |+ Glicinay serina

W T -
7\ e
ADP ATP 5 /

\;ﬁ/k_.---*

Figura 11. Esquema de los procesos que afectan a la tasa de fotosintesis en respuesta CO2 (adaptado de Sharkey et al.,
2007). RuBP = Ribulosa bifosfato; Rubisco = ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa.

A bajas concentraciones de COq, la tasa de fotosintesis neta puede ser predicha por las
propiedades de la Rubisco (ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/oxygenasa) asumiendo un
suministro saturante de ribulosa bifosfato (RuBP). La limitacién por la Rubisco en esta fase de la
curva estd asociada a la baja concentracién de CO2 mds que a la Vmax del enzima. E
incremento de A con la concentracién de CO:2 en esta fase es debido a (1) que el CO2 es el
sustrato del enzima 'y (2) la disminucion del CO:2 liberado por la fotorrespiracién (se incrementa la
carboxilaciéon de la RuBP a expensas de la oxigenacién) (Figura 11). La tasa de carboxilacién
mdxima permitida por la Rubisco (Vemax) puede ser estimada a partir de los valores de esta fase
de la curva (Caemmerer & Farquhar, 1981; Sharkey et al., 2007). A concentraciones mds altas de
COs2, la tasa de fotosintesis neta puede ser predicha asumiendo que la RuBP es limitante
(Caemmerer & Farquhar, 1981). En esta fase, el incremento de A con la concentracién de CO2
es debido a que el incremento de la concentracion de CO:2 provoca (1) la disminucién del CO2
liberado por la fotorrespiracién y (2) el incremento de la eficiencia del uso de luz (Figura 11). La
tasa de transporte de electrones (J) puede ser estimada a partir de los valores de la curva
limitados por la regeneracién de la RuBP. Por Ultimo, una tercera fase aparece cuando los
cloroplastos tienen una capacidad de sintesis de triosas fosfato mds alta que la capacidad de la
hoja para usarlas. En esta fase no se observa incremento de A al incrementar la concentracion
de COq2. La limitacion de la fotosintesis por la tasa de uso de las triosas fosfato (TPU)

frecuentemente determina la Amax. La estimacién de los pardmetros Vemax, J y TPU, requiere del
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conocimento de la tasa de respiraciéon mitocondrial (Ra) y la conductancia del mesdfilo (gm),
pardmetros que pueden ser estimados a partir de las ecuaciones que definen la fase de la
curva limitada por la Rubisco vy la fase limitada por la regeneracién de la RuBP (Farquhar &
Sharkey, 1982).

La respuesta fotosintética a la concentracion de CO2 nos ha permitido estimar tres
pardmetros relacionados con la fisiologia de la hoja: la tasa de carboxilacidén mdxima permitida
por la Rubisco (Vemax), €l uso de las triosas fosfato (TPU) y la tasa de respiracion mitocondrial (Ra).
Estos pardmetros fueron estimados gracias al software disenado para Excel por Sharkey y col., el

cual se basa en los principios recogidos y documentados en Sharkey et al., 2007.

Andlisis de la emision de fluorescencia de la clorofila mediante PAM.

La energia de la luz que es absorbida por los complejos recolectores de luz pigmento-
proteina (LHC) es rdpidamente transferida a la clorofila a, la cual puede relajarse de tres
maneras diferentes: mediante los procesos fotoquimicos (reduccidn de quinonas, QA), los
procesos no fotoquimicos (NPQ, principalmente la emisibn de calor) y/o la emisibn de
fluorescencia (Brooks & Niyogi, 2011; Butler, 1978). Kautsky y cols. (Kautsky et al., 1960)
demostraron que la fluorescencia de la clorofila podia ser empleada para el estudio de las
reacciones luminicas de la fotosintesis y caracterizé las curvas de induccidn. Actualmente, la
fluorescencia de la clorofila se ha convertido en uno de los métodos principales de andilisis de la
fotosintesis in vivo (Baker, 2008; Maxwell & Johnson, 2000; Govindjee, 2004), junto con las medidas

de intercambio de gases.

Light

Photosystem I

l

Photochemistry
P680 —> Q,

Chlorophyll Heat
fluorescence

Figura 12. Modelo sencillo sobre los posibles destinos de la energia luminica absorbida por el PSII (de Govindjee, 2004). La
energia luminica absorbida por las clorofilas asociadas al PSII (Photosystem 1l) puede ser empleada en las reacciones
fotoquimicas (Photochemistry), por las cuales un electrén (e) es transferido desde la molécula de clorofila del centro de
reaccién (Pé80) al aceptor primario del PSII (quinona A, Qa). Alternativamente, la energia luminica absorbida puede ser
perdida por el PSIl como emisién de fluorescencia de la clorofila (Chlorophyll fluorescence) o como calor (Heat).
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En nuestro caso las medidas de fluorescencia de la clorofila se han llevado a cabo
usando un fluorimetro de pulso de amplitud modulada (Dual-PAM-100, Chlorophyll Fluorescence
& P700 Photosynthesis Analizer), el cual permite determinar la senal de fluorescencia de una
manera precisa, rdpida y no invasiva (Schreiber et al., 1986; Schreiber, 2004). Los fluorimetros tipo
PAM usan tres tipos distintos de luz: una luz débil no actinica (<0.1 umol fotones m2 s-1), una luz
actinica (que es absorbida por el aparato fotosintético y permite el fransporte de electrones) de
infensidad moderada y variable (0-3000 umol fotones m=2 s1) y una luz saturante de alta
intensidad (10000 pE). El sistema PAM permite medir la emision de fluorescencia sin interferencia

de la luz actinica y saturante.

Dos tipos de medidas han sido realizadas usando el sistema PAM. La primera de las
medidas (curva de induccién-relajacién del “quenching” no fotoquimico) consistid en
cuantificar la fluorescencia emitida tras aplicar pulsos de luz saturante a la hoja adaptada a la
oscuridad, adaptada a la luz y en oscuridad después de la adaptacion a la luz. Antes de
comenzar la medida las plantas eran adaptadas a oscuridad, para ello fueron mantenidas en
oscuridad durante un minimo de 1 h. Las plantas adaptadas en oscuridad permiten la obtencién
de los pardmetros Fo (fluorescencia basal) v Fm (fluorescencia mdxima), para ello la hoja
seleccionada era colocada en el PAM e iluminada con una luz no actinica de muy baja
iradiancia (de modo que no se produce disipacion de la energia luminica a través de vias
fotoquimicas). En estas condiciones, el pool de Qa (aceptor primario de electrones del PSIl) est&
completamente oxidado (se dice que los centros de reaccidn estdn abiertos) y la hoja emite
una senal baja de fluorescencia denominada fluorescencia basal en condiciones de
aclimatacion a la oscuridad (Fo). A continuacidn se aplicd un pulso breve de luz saturante de
alta intensidad, lo cual provoca que el pool de Qa se reduzca completamente (se dice que los
centros de reaccién estdn cerrados) y la emisidén de fluorescencia alcance su valor méximo (Fm)
resultante de la saturacién fotoquimica de la hoja. Posteriormente la hoja era iluminada con luz
actinica (75 uE) y la fluorescencia emitida en estas condiciones era determinada (Fs). La
iluminacién era mantenida durante aproximadamente 7 minutos, durante los cuales eran
aplicados 8 pulsos de luz saturante y registrada la fluorescencia emitida: fluorescencia mdéxima
de la hoja adaptada a la luz (Fm). Esta sefal Fm es siempre menor que Fm (hoja en oscuridad)
debido a la existencia de procesos de disipacién térmica (no fotoquimicos, NPQ) inducidos por
la luz actinica y que normalmente estdn relajados en la oscuridad. Por Ultimo, la luz actinica era
retirada la luz y se iluminaba de nuevo con luz débil, obteniendose una nueva seifal basal
llamada F'o, la cual suele ser menor que Fo (fomada en oscuridad). La aplicaciéon de pulsos de
luz saturante, en estas condiciones, permite observar la recuperaciéon de la fluorescencia
mdxima, con objeto de comprobar que el procesos de induccidn vy relajacién de los procesos
de NPQ. Nétese que todos los pardmetros de fluorescencia previamente citados son
adimensionales, ya que se basan en cocientes entre coeficientes, los cuales se miden en

unidades arbitrarias de fluorescencia.

El otro tipo de medida realizado con el sistema PAM se denomina curva de luz. La curva

era redlizada a continuacién de la curva de induccién-relgjacién de NPQ. Para esta curva, se

84



Materiales y métodos -

aplicaron a la hoja intensidades crecientes de luz actinica (0, 11, 18, 27, 58, 100, 131, 221, 344,
536, 830, 1292 y 1957 uE) y para cada una de ellas, se obtuvieron los valores de Fs y F'm (esta

Ultima mediante aplicacion de un pulso de luz saturante una vez medida Fs).

Sin entrar en los fundamentos tedricos y matemdticas detrds de ello (Baker, 2008), una
serie de pardmetros pueden ser calculados a partir de los datos obtenidos a partir de las distintas
emisiones de fluorescencia que permiten profundizar en los procesos asociados a la fase

luminica durante la fijacion de carbono (Maxwell & Johnson, 2000):

- Rendimiento cudntico mdximo del PSIl. Calculado como: F/Fm, donde F, es la
fluorescencia variable = Fm - Fo. Su medicién se realiza en oscuridad en hojas aclimatadas un
minimo de 1 h. F//Fm no debe ser considerado como un valor rigurosamente cuantitativo del
rendimiento cudntico mdximo del PSII (Blankenship, 2002), sin embargo, resulta una medida
relativa del mismo muy Util. El valor de Fv/Fm para plantas de diferentes especies no sometidas a
estrés suele ser consistentemente de 0,83 (Bjorkman & Demmig, 1987) y su disminucidén es
considerada un indicador de pérdida de funcidon (dano) a nivel del aparato fotosintético (Bilger
et al., 1995). Sin embargo, también se ha descrito una disminucidén de este pardmetro asociada

a procesos de fotoproteccién (Osmond et al., 1999).

- Rendimiento cudntico efectivo del PSII (pPSll). Se calcula como: F'q/F'm, donde F'q=F'm -
Fs. F'q es el resultado de la atenuacidon de F'm por los procesos fotoquimicos. F'q/F'm es
tedricamente proporcional al rendimiento cudntico del PSIl antes de aplicar el pulso de luz
saturante. Cuando los mecanismos de disipacion térmica son iguales a 0 (oscuridad), el
rendimiento cudntico efectivo del PSII (F'o/F'm) es igual al rendimiento cudntico méximo del PSII
(Fv/Fm). Las tasas de consumo de NADPH y ATP son los principales factores que determinan ¢PSII.
Cambios en la eficiencia de carboxilacion, la tasa de regeneracién de la ribulosa 1,5-bifosfato,
la conductancia estomdtica, la fotorrespiracion o la tasa de exportacién de azicares influyen
en la tasa de uso de NADPH y ATP vy , por tanto, en el rendimiento cudntico efectivo del PSII
(Baker, 2008).

- Atenuacién no fotoguimica (‘Quenching’ no fotoquimico (NPQ). Calculado como:
(Fm/F'm) = 1 0, lo que es lo mismo, (Fm - F'm)/F'm. Como puede observarse, su cdlculo requiere
tanto pardmetros obtenidos en oscuridad (Fm) como a la luz (F'm). Esto hace que sea muy
importante la medida de ambos pardmetros justo en la misma zona de la hoja. La NPQ es un
mecanismo de defensa que evita o reduce la formacidén de moléculas de clorofila en estado
triplete y, con ello, protege de la formacién de especies reactivas del oxigeno. Los procesos de
NPQ estdn relajados en oscuridad. NPQ tiene tres componentes (MUller et al., 2001), de los

cuales el mds importante es la emisién de calor.

La emisidn de calor por parte de la planta tiene dos componentes: uno inducible por luz
(incrementa al incrementar la intensidad de la luz actinica) y otro no inducible por luz
(permanece prdacticamente constante a cualquier intensidad). El incremento de la disipacién no

fotoguimica de energia con el incremento de la intensidad luminica es un proceso regulado y
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dependiente de la acidificacion del lumen y la activacién de la violaxantina de-epoxidasa
(MUller et al., 2001). La disipacion de calor no regulada (no inducible por luz) es consecuencia
del bloqueo del fransporte de electrones provocado por danos debidos a reacciones

secundarias como la formacién de expecies reactivas del oxigeno (ROS).

El pardmetro NPQ solo puede ser comparado entre plantas con una misma relacién Fv/Fm.
Sin embargo, los rendimientos cudnticos del PSII (@PSIl), de la atenuacién no fotoquimica
inducible por luz (pNPQ) y de la atenuacién no fotoquimica no regulada (pNO) son referidos a
un valor total de 1, lo cual nos permite comparar la contribucién de cada uno de estos tres

componentes del apantallamiento de la fluorescencia entre las distintas lineas estudiadas.

Para hojas expuestas a luz actinica, @PSIl es equivalente (relacién lineal) al rendimiento
cudntico del flujo de electrones (LEF) a través del PSIl, lo cual, permite estimar la tasa de
transporte no ciclico de electrones (ETR). Los pardmetros obtenidos en la curva de luz permiten
representar la ETR a diferentes intensidades de luz. Sin embargo, la estimacién de EIR por el
software del PAM asume valores para ciertos pardmetros que en el caso del mutante ssllisslV no
podemos asumir (por poseer un alto contenido de antocianinas, pigmentos no fotosintéticos)
(MUller et al., 2001), por ello, aunque las curvas de luz representadas en las pdginas 163y 176 no
incluyen ETR, podemos comparar el rendimiento cudntico del flujo de electrones de las

diferentes lineas a partir de los valores de @PSII.

Medidas de estrés oxidativo.

Las medidas de estrés oxidativo fueron realizadas en la Estacidon Experimental del Zaidin

(CSIC) en el grupo de la Dra. Luisa Sandalio.

Inmunodeteccidon de carbonilos.

Este ensayo se basa en la capacidad de la dinitrofenilhidracina (DNP) para unirse a los
grupos carbonilo de cetonas y aldehidos y se llevd a cabo segin el método de Romero-Puertas

y col. (Romero-Puertas et al., 2002).

Se partié de 0,2-0,5 mg de hojas de rosetas que fueron machacados en un mortero con
200-500 ul de tampdn de extraccidon, cuya composicidon era: 10mM de tampdn fosfato sédico pH
7.4, ImM de EDTA, 0,2 % de Tritdn X-100 e inhibidores de proteasas (1-5 pl/ml). Las muestras
machacadas se centrifugaron 30 min a 4 °C y 13000 rpm y la concentracion de proteinas del
sobrenadante fue determinada mediante el método descrito por Lowry (Lowry et al., 1951). Se
preparaban 200 ug de proteina en 200 pl de tampdn de extraccién y se anadian 50 ul de DNP 10
mM preparada en HCI 2N. Se incubaban las muestras 1 h a temperatura ambiente con
agitacién y, a continuacién, se anadian 300 ul de TCA al 20 % y se incubaban 10 min en hielo

para precipitar las proteinas y eliminar la DNP.

86



Materiales y métodos -

Se centrifugaba 10 min a 4 °C y 2500 g. El precipitado era lavado tres veces - hasta que el
color amarillo del precipitado desaparecia - con acetato de efilo:etanol (1:1): se resuspendia el

precipitado, se dejaba 5 min en agitaciéon y se centrifugaba (10 min a 4 °C y 2500 g).

Finaimente, se resuspendia en 125 ul de 10 mM de tampdn fosfato sédico pH 7.4, se
anadia tampdn de carga 2x y se separaban las proteinas mediante electroforesis en geles de
acrilamida (ver pdgina 100). A continuacién, eran transferidas a membranas de nitrocelulosa,
que eran tenidas con rojo Ponceau vy, posteriormente, bloqueadas con bloqueante comercial e
incubadas con anti-DNP (1:50000), como anticuerpo primario, y anti-lgG de conejo, como

anticuerpo secundario (ver protocolo estdndar de Inmunoblot en pdgina 103).

La senal obtenida para cada muestra en el western se relatfivizaba a la cantidad de
proteina (Ponceau), para lo cual se hacia uso de Adobe Photoshop, y se referia cada mutante

al silvestre.

Determinacion del contenido en peréxido de hidrégeno.

Para la medida perdxido de hidrégeno en extractos crudos de hojas se usd un método

fluorimétrico descrito por Creissen y col. (Creissen et al., 1999).

La extraccién del perdxido de hidrdgeno se realizd con dcido sulfurico 25 mM (2 ul/mg de
material vegetal) y con mortero. Se centrifugaba luego 25 min a 4 °C y 14000 rpm para eliminar
los restos de hoja. Se anadié carbdn activo a los extractos para eliminar pigmentos que pudieran
interferir en la reaccion. Bl carbdn activo y los pigmentos se eliminaron por centrifugacion a 5000
g durante 5 min. El sobrenadante resultante se neutralizaba con NaOH 1 N. Se preparaba
ademds una solucién madre de perdxido de hidrégeno 1 M en dcido sulfdrico 25 mM

neutralizado con NaOH 5N, para reclizar la recta patron.

La mezcla de reaccién, en un volumen final de 3 ml, contenia tampdn Hepes 50 mM pH
7,6, 30 pl de dcido homovanilinico (HVA) 50 mM preparado en Hepes 50 mM pH 7,6 y 100 ul de
muestra o dilucién de la solucién madre. La reaccién comenzaba con la adicidén de 30 pl
peroxidasa de rdbano 4 uM y transcurria durante 2 min en oscuridad. La concentracion de H2O2
se determind midiendo la fluorescencia, en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-540, con
excitacién a 315 nm y emision a 425 nm, frente a una curva patrén de perdxido de hidrégeno (1-
20 UM). El HVA se oxida en presencia de H202 en una reaccidn catalizada por la peroxidada y

da un compuesto altamente fluorescente que es lo que se mide con el fluorimetro.

Determinacion de los niveles de peroxidacion lipidica.

La tasa de peroxidacion lipidica se determind midiendo la concentraciéon de
malondialdehido (MDA) con dcido tfiobarbitdrico segin el método de Buege y Aust (Buege &
Aust, 1978).
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Se partié de 0,2 mg de hojas de rosetas que fueron machacados en un mortero con 200 pl
de tampdn de extraccién, cuya composicion era: 10mM de tampdn fosfato sédico pH 7,4, TmM
de EDTA, 0,2 % de Tritdn X-100 e inhibidores de proteasas (1-5 ul/ml). Las muestras machacadas
se centrifugaron 30 min a 4 °C y 13000 rom y el sobrenadante fue tomado como extracto crudo.
100 ul de extracto se mezclaban con 1 ml de la siguiente solucién madre, preparada justo antes
de redlizar el ensayo: dcido Tricloroacético (TCA) al 15 % (p/v). dcido Tiobarbiturico (TBA) 0,375 %
(p/v), dcido Clorhidrico 0,25 N e Hidroxitolueno butilado (BHT) al 0,01 % (p/v) en agua Milli-Q. El
TCA se usa para precipitar las proteinas (y evitar asi posible interferencias) y el BHT (antioxidante),
para evitar danos a las membranas duranfe el proceso. Se mezclaban vigorosamente la
solucion anterior con muestra (extracto) y se calentaba a 95 °C durante 15 min. Se deja enfriary
se daba un pulso. Finalmente se media la absorbancia del sobrenadante a 535 nm. Los lipidos
peroxidados reaccionan con el TBA y forman malondialdehido (MDA), que se mide a 535 nm. La
peroxidacion se da como concentracion de MDA, la cudl se calculd a partir de una recta
patrdn con distintas concentraciones de MDA (0,1-10 uM) que recibieron el mismo tratamiento

que las muestras.
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FRACCIONAMIENTO CELULAR.

Aislamiento de cloroplastos.

Para el dislamiento de cloroplastos se partia de 20-50 g de hojas de roseta, que eran
trituradas con una batidora (BRAUN) en 100-150 ml de tampdn CIB 1x, cuya composicion era:
sorbitol 300 mM, tricina 20 mM pH 8,4, EDTA 10 mM, NaHCO3 10 mM y dcido ascérbico 40 mM. La
trituracion con la batidora se realizaba de forma intermitente y a minima potencia, evitando el
calentamiento de la muestra, hasta que no se observaban frozos de hojas. Una vez triturado, se
filtraba a través de un filiro Miracloth (Millipore, MA, USA), cuyo tamano de poro era de 100 um, y
se centrifugaba en frio en tubos tipo Falcons de 50 ml a 1000 g durante 10 minutos. El
sobrenadante era descartado y cada pellet resuspendido suavemente - con un pincel - en 1 ml

de tampdn CIB 1x.

Cada muestra de cloroplastos se ponia — usando puntas azules cortadas, para evitar la
rotura de los cloroplastos - sobre un gradiente de Percoll 40-85 % (en CIB 1x) y se centrifugaban

en frio a 2500 g durante 15 minutos y sin freno.

Después de la centrifugacién, se veian dos bandas: una superior, en la interfase entre el
tampdn CIB 1x y el Percoll 40 %, correspondiente a cloroplastos rotos; y otra inferior, en la
interfase entre el Percoll 40 % y el Percoll 85 %, correspondiente a los cloroplastos intactos. Se
retiraba el tampdn y el Percoll y los cloroplastos se lavaban en abundante tampdn CIB 1x (30-40

ml), para eliminar restos de Percoll, centrifugando cada vez a 700 g, 5 min, en frio y sin freno.

En ocasiones, los cloroplastos eran guardados resuspendidos en 0,5-1 ml de tampdn CIB 1x

a 4 °C y en oscuridad, para su uso al dia siguiente.

Fraccionamiento cloroplastidico.

Este protocolo estd basado en el descrito por Block y cols. (Block et al., 1983). Para la
rotura de los cloroplastos, éstos eran resuspendidos en 3 ml de tampdn de rotura (Tris 62,5 mM pH
7.5 y MgCl2 2mM), suplementado con inhibidor de proteasas (1-5 yl / ml), y rotos mediante la
Prensa de French a 20000 Psi. Tras la rotura se centrifugaban en eppendorfs a 10000 rom y 4 °C
durante 10 minutos. El pellet era descartado (almiddn y cloroplastos intactos) y nos queddbamos
con el sobrenadante (SN, verde), del cual se tomaba una alicuota de 200 pl que se conservaba
en frio y el resto se cargaba sobre un gradiente discontinuo de sacarosa 0,4-1 M. El gradiente de

sacarosa era preparado en tubos apropiados para el rotor SW 41 Ti (Beckman), en el cual las
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muestras (en el gradiente) eran ultracentrifugadas (Beckman XL-80) durante 90 min a 4 °C y
90000 g, sin freno.

Después de la ultracentrifugacion, tres fracciones podian ser separadas: una fraccién
superior, correspondiente al tampdn de rotura, donde se encontraban las proteinas solubles del
estroma; una fracciéon amarilla, entre ambas concentraciones de sacarosa, correspondiente a
las envolturas (externa e interna) del cloroplasto; y un fraccidén inferior, pellet, correspondiente a
las membranas tilacoidales. El pellet era resuspendido en 250-500 ul de tampdn de rotura

(suplementado con inhibidor de proteasas).

La concentraciéon de proteinas en cada fraccion se determinaba mediante el método de
Lowry (Lowry et al., 1951) y se cargaban 30 ug de cada una en cuairo geles de acrilamidas. Se
separaban las proteinas de cada fraccidn mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (ver pagina 100) y uno de los geles se tenia con Coomassie (ver pdgina 101)
para comprobar la carga proteica en cada calle. Los otfros fres geles eran fransferidos a
membranas de nitrocelulosa (ver pdgina 103) y cada una de ellas era incubada con un
anticuerpo primario diferente (ver Tabla 8): anti-SSIV, anti-PRK (marcador estromdtico) y anti-

PsbA (marcador tilacoidal).
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Materiales y métodos -

PREPARACION DE EXTRACTOS CRUDOS.

Induccion de BL21 (DE3) AglgCAP. Preparacién de extractos

crudos bacterianos.

Las cuatro clases de almidén sintasas — completas y/o fragmentadas - sin péptido de
trdnsito al cloroplasto (CTP) - fueron expresadas en la estirpe de E.coli BL21 (DE3) AglgCAP, que
carece de las actividades ADP-glucosa pirofosforilasa, glucdégeno sintasa y glucdgeno fosforilasa
(Alonso-Casajus et al., 2006), permitiendo los ensayos de actividad almiddn sintasa sin
interferencia de estas tres actividades bacterianas. La expresion fue posible mediante la
clonacién de los correspondientes genes (o parte de ellos) en el vector de expresion pET45b,

inducible por isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) (ver Tabla 9).

Para la induccién, la estirpoe que correspondiese se crecia en LB suplementado con
ampicilina (resistencia del vector) y kanamicina (resistencia de la estirpe) (ver concentraciones
en pdgina 69) hasta una DOswonm de 0,5 (cultivo en fase exponencial), momento en que se
anadia al cultivo el inductor, IPTG, a una concentracion de 1 mM. Diferentes tiempos,
temperaturas y velocidades de agitacidon fueron probadas (ver pdgina 186) y las mejores
condiciones fueron empleadas para el resto de inducciones de este trabajo. Estas condiciones
fueron 90 min a 25 °C y con agitacién a 100 rpm. Tras la induccidn, el cultivo era centrifugado a

7000 rom en una centrifuga Avanti de Beckman Coulter y el pellet congelado hasta su uso.

Para la preparacién del extracto crudo (EC), el pellet era descongelado en hielo y
resuspendido en tampdn de rotura suplementado con 1 mM de PMSF y 1-5 ul/ml de cocktail
inhibidor de proteasas. La composicion y el volumen empleado del tampdn de rotura
dependian en cada caso del ensayo para el que se requeria el EC. Una vez resuspendidas, las
células inducidas eran rotas mediante la Prensa de French a 20000 Psi, salvo en el caso de las
determinaciones de Kms, cuando se usé la rotura por sonicaciéon (3 pulsos de 30 segundos a una
infensidad del 10 % y con descansos de 1 min en hielo entfre pulso y pulso). H lisado obtenido era
pasado a tubos eppendorfs y centrifugado a velocidad mdxima durante 30 min a 4°C. La

fraccidén soluble obtenida constituia el EC.

Preparacion de extractos crudos vegetales.

Para la preparacion de extractos crudos vegetales, se emplearon hojas de roseta, las
cuales fueron cortadas en el momento del fotoperiodo que se indica en cada caso. En general,
las determinaciones enzimdticas (incluidos los zimogramas) se hicieron con extractos vegetales

de plantas crecidas en el invernadero (condiciones de dia largo) y, en este caso, las hojas
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fueron cortadas alas 8 h de luz y trituradas con una trituradora Tissue Tearor™ (Biospec products,
INC) a 4 °C. Para las medidas de estrés oxidativo, los extractos crudos vegetales fueron
redlizados con mortero en frio, sin congelacidén en nitrégeno liquido. Para los ensayos de
actividad almiddn sintasa soluble y los inmunoblots anti-SS4 de los mutantes, el material se triturd

en mortero con nitrégeno liquido.

La canfidad de material, asi como, el tampdn de rotura y el volumen del mismo
empleados dependié de cada ensayo en concreto. Pero en todos los casos, el tampdn fue

suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas de SIGMA (1-5 ul/ml).

Los restos de hojas fueron eliminados mediante centrifugacién a 14000 rom y 4 °C durante

15-30 min, fras lo cual, los extractos solubles fueron recuperados y conservados a 4 °C.

92



Materiales y métodos -

DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

Determinacién de la actividad Almidon Sintasa Soluble (SS).

Dos tipos de ensayo de actividad almiddn sintasa soluble se han realizado durante el
desarrollo de este trabajo, ambos basados en la capacidad de las SS de utilizar ADP-glucosa
como sustrato para anadir unidades de glucosa a los extremos no reductores de un polimero de
glucégeno o amilopecting, liberando una molécula de ADP por cada molécula de glucosa

incorporada.

El primer tipo de ensayo (Denyer et al., 1995) es un “ensayo radiactivo” y supone el uso de
ADP-Clc radiactiva. La actividad SS se determina a partir de la deteccién de glucosa marcada
con C'4incorporada a un polimero de glucdgeno o amilopectina. El segundo tipo de ensayo
(Viola et al., 1999), “ensayo no radiactivo™, consiste en cuantificar la incorporacién de glucosa al

polimero de modo indirecto: mediante la cuantificacién del ADP liberado desde la ADP-Glc.

Ensayo radiactivo.

Este ensayo se empled para la medida de actividad en los mutantes SS. Para la
preparacion del extracto crudo vegetal, se partié de aproximadamente 200 mg de hojas de
roseta, que se trituraban en mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, el cual se
resuspendia en 1T ml de tampdn Hepes 50 mM pH 7,6 suplementado con cdctel de Inhibidores
de Proteasas (SIGMA). Los restos de hojas fueron eliminados mediante centrifugacion a 14000
romy 4 °C durante 15 min, queddndonos con el extracto soluble. La concentracién de proteinas

de dicho extracto se determinaba mediante el método de Lowry (Lowry et al., 1951).

La reaccién se llevaba a cabo en un volumen final de 200 ul y se ensayaban
aproximadamente 250 ug de proteinas. La composicion de la mezcla de reaccion era: Tricina
100 mM pH 8,0; acetato potdsico 25 mM; EDTA 5 mM; DTT 5mM; BSA 0,5 mg/ml; citrato sédico 0,5
M; glucdgeno o amilopectina 10 mg/ml; y ADP [U-14C] glucosa 5 mM (actividad especifica 2,8
GBa/moal).

Se tomaba una dlicuota de 100 pl de dicha mezcla y se hervia durante 5 minutos,
representando el tiempo 0 (to) del ensayo. La reaccién se desarrollaba durante 15 (tis) o 30 (tao)
minutos a 30 °C y era detenida mediante incubacién a 100 °C durante 5 minutos. El glucdégeno o
la amilopectina, ya elongados por la accién de las almiddn sintasas solubles, era precipitado por
adicién de 1 ml de solucidn 75 % metanol, 1 % KCl, seguida de centrifugacion durante 2 min a
13000 rpm. Se lavaba 3 veces con la misma solucién, y finalmente se resuspendia en 200 ul de

agua destilada. La radiactividad incorporada al glucégeno o a la amilopectina se determinaba
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mediante la adicién de 5 ml de liquido de centelleo Ready Protein* MR (Beckman) y posterior
lectura en un confador de cenfelleo modelo LS 6000 IC (Beckman), restando las
descomposiciones por minuto (dpm) de la muestra a tiempo cero (o) a las dpm de la muestra

tras la reaccion (ta).

Ensayo no radiactivo.

Este ensayo se empled para la determinacion de la constante de Michaelis-Menten (Km)
de SSIV completay de sus versiones fruncadas. La Km de un enzima con respecto a un sustrato
nos indica la afinidad de dicho enzima por este sustrato. Dada la imposibilidad de obtener el
enzima puro, el cdlculo de este pardmetro (independiente de la concentracion de enzima) es el
Unico modo de comparar la actividad de cada versiéon del enzima con respecto a cada
sustrato. Las almiddn sintasas tienen dos sustratos: la ADP-Glc (donador de grupos glucosilos) v la
amilopectina (aceptor de grupos glucosilos). Para ambos sustratos se calculd la Km de cada

version de SSIV.

La induccidn de cada versidon del enzima y la preparacion de los extractos crudos (EC) se
llevé a cabo como se indica en la pdgina 91. Las inducciones fueron de 1 h 30 min a 25 °C y se
realizaron en 50 ml de cultivo. Los pellets se resuspendieron en 1 ml de Tricina 100 mM pH 8,
suplementado con inhibidor de proteasas (1-5 pl/ml) y PMSF (1 mM). La rotura de las células fue
por sonicacion (3 pulsos de 30 segundos a una intensidad del 10 % y con descansos de 1 min en
hielo entre pulso y pulso). El lisado obtenido era pasado a tubos eppendorf y centrifugado a
velocidad mdéxima durante 30 min a 4 °C, de modo que la fraccidon soluble obtenida constituia
el EC.

La reaccién se llevaba a cabo en un volumen final de 200 ul, de los cuales 10 ul eran de
EC. La composicidn de la mezcla de reaccidén dependia de para que sustrato estemos
calculando la Km, para cada caso el otro sustrato se pone a una concentracion saturante. En el
cdlculo de la Km para la amilopectina, la mezcla de reacciéon se componia de: Tricina 100 mM
pH 8,0, acetato potdsico 25 mM, EDTA 5 mM, DTT 5mM, BSA 0,5 mg/ml, citrato sédico 0,5 M, ADP-
Glc 5 mM (no radiactiva) y concentraciones crecientes de amilopectina: 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3,
0.5, 1,2, 5y 10 mg/ml de amilopectina. En el cdiculo de la Km para la ADP-Glc, la mezcla de
reaccion se componia de: Tricina 100 mM pH 8,0, acetato potdsico 25 mM, EDTA 5 mM, DTT
5mM, BSA 0,5 mg/ml, citrato sédico 0,5 M, amilopectina 10 mg/mly concentraciones crecientes
de ADP-Clc: 0,05,0,1,0,25,0,5,1,2,3,5, 7,5y 10mg/ml.

De cada mezcla de reaccién de 200 ul, se tomaba una alicuota de 100 ul que se hervian
directamente durante 10 min - constituian el to - y los otros 100 ul se incubaban durante 7 minutos
a 30 °C - constituian el tr -, tras los cuales, la reaccion se detenia hirviendo 10 minutos. Se
centrifugaban después todos los tubos a 14000 rom 5 minutos y el sobrenadante era inyectado
en un HPLC Alliance de Waters 996 con detector de fotodiodo (Photodiode Array Detector). La
separacidén del ADP de las muestras se realizd empleando una columna Partisii 10 SAX
(Whatman).
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Materiales y métodos -

Determinacion de la actividad Almidéon Sintasa Unida a Granulo
(GBSSI).

Los ensayos de actividad GBSSI se realizaban de acuerdo con el método descrito por
Denyery cols. (Denyer et al., 1995) y basado en la capacidad de la enzima GBSS de ufilizar ADP-
Glc como sustrato para anadir unidades de glucosa a los extremos no reductores de un

polimero de almiddn en crecimiento.

Para el ensayo se utilizaban grédnulos de almiddn de hojas aislados segun el método
descrito previamente (ver pdgina 73). Para ello, aproximadamente 1 g de hojas de roseta se
trituraban en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. El material triturado
se resuspendia en 2 ml de tampdn de extraccién, cuya composicidn era: tampdn Hepes 50mM
pH 7,6 y Tritdbn X-100 al 1 % suplementado con céctel Inhibidor de Proteasas (SIGMA). El extracto
crudo se filtraba a través de un filtro de 100 um de Miracloth (Millipore, MA, USA) para eliminar los
restos de hojas. El mortero se lavaba con el volumen de tampdn necesario para enrasar a 10 ml,
de los cuales, 5 ml eran empleados para la cuantificacién de almiddén y los otros 5 ml, para
ensayar la GBSS1. Ambos se centrifugaron a 4000rpm y 4 °C durante 15 min, los sobrenadantes se
descartaron vy los pellets se resuspendieron en Tml de Percoll 90 %. Se centrifugaron a mdéxima

velocidad durante 45min.

La réplica para cuantificar almiddn se lavaba con etanol 100 % y el contenido de almiddn

era determinado como se describe en la pdagina 73.

Para el ensayo de la GBSSI, los grdnulos de almiddn asi purificados eran lavados 3 veces
con Hepes 50 mM pH 7,5 y finadimente resuspendidos en 184 ul de mezcla de reaccién,
conteniendo Tricina 100 mM pH 8,5; acetato potdsico 25 mM, DTT 10 mM; EDTA 5 mM; vy
maltotriosa 1 mM. Después de la completa resuspension de los grdnulos, se tomaba una alicuota
de 92 ul ala cual se anadian 8 ul de ADP[U-14C] glucosa 125 mM (concentracién final 10 mM;
actividad especifica 2,8 GBg/mol) y se hervia durante 5 minutos, representando el tiempo 0 de
ensayo (to). A los restantes 92 ul se les anadia también 8 pl de ADP[U-“C] glucosa 125 mM
(actividad especifica 2,8 GBg/mol) y se incubaban durante 1 hora a 30 °C (tin). La reaccién se

detenia hirviendo durante 5 minutos.

Los grédnulos de almiddn eran precipitados por adicion de 1 ml de solucion 75 % Metanol,
1 % KCl, seguida de centrifugacién durante 2 min a 13000 rom. Se lavaban 3 veces con la misma
solucién, y findlmente se resuspendian en 100 p de agua destilada. La radiactividad
incorporada al grdnulo de almiddn se determinaba mediante la adicidén de 5 ml de liquido de
centelleo Ready Protein* MR (Beckman) en un contador de centelleo modelo LS 4000 IC
(Beckman), restando las cuentas por milldn (cpm) de la muestra a tiempo cero (to) alas cpm de

la muestra tras la reaccion (tin).
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Determinacion de la actividad almidén ramificante (SBE).

Los ensayos de actividad SBE se realizaron de acuerdo con el método descrito por Hawker
y cols. (Hawker et al., 1974). Este ensayo estd basado en la estimulacion por SBE de la sintesis de

o-D-glucano a partir de a-D-glucosa-1-P catalizada por la fosforilasa de conejo.

Para ello 200 mg de hojas de roseta se trituraban con una trituradora Tissue Tearor™ en 0,8
ml del siguiente tampdn: 50 MM NaOH2PO4 pH 8, 0,5M NaCl y 1-5 ul/ml de inhibidor de proteasa.
Se centrifugaban los extractos a 4 °C durante 15-30 min, tras lo cual se recuperaba el extracto
soluble y se mantenia a 4 °C. Se procedia entonces a la determinacion de la concentracién de
proteinas para cada muestra, con el fin de ensayar siempre una cantidad fija de proteina. Dicha

determinacion se basaba en el método descrito por Lowry y cols. (Lowry et al., 1951).

La cantidad de proteina ensayada era de 50 ug para cada tiempo de reaccion. Se
tomaron 200 ug de proteina de cada extracto, se completé con agua hasta 50 u y se
anadieron 100 ul de la siguiente mezcla de reaccién: Hepes 50 mM pH7, ATP 1TmM, glicerol 10 % y

3,2 U de fosforilasa a.

Por Ultimo, se anadian a cada muestra 50 yl de una solucidon 200 mM ['4C] glucosa-1-P
con una actividad especifica de 0,833 GBg/mol y se incubalba a 30 °C. Se tomaron alicuotas de
50 ul para cada tiempo de reaccién: to, ta0, tas y tso min. La reaccidn se detuvo mediante
incubacién a 100 °C durante 5 min. Después de hervir, se anadian 100 yl de una solucién de
glucégeno (10mg/ml), que facilita la precipitacion de los glucanos, la cual se llevaba a cabo
por adicién de 1 ml de solucidon 75 % metanol y 1 % KCl y centrifugacién a 13000rpm durante 5
min. Se realizaban 2 lavados con 800 ul de la misma solucidn, y finalmente se resuspendian en

100 pl de agua destilada.

La radiactividad incorporada al a-D-glucano se determinaba mediante la adicién de 5ml
de liguido de centelleo Ready Protein* MR (Beckman) en un contador de centelleo modelo LS
6000 IC (Beckman).

Determinaciéon de la actividad ADP-Glucosa pirofosforilasa
(AGPasa).

Para la determinacion de la actividad AGPasa, se prepararon los extractos a partir de 3-5
hojas de roseta que fueron trituradas con una trituradora Tissue Tearor™ (Biospec products, INC),
en 100-150 ul de tampdn de extraccién (tampdn fosfato sdédico 50 mM pH 8, NaCl 0,5 M e 1-5
ul/ml inhibidor de proteasas). Se centrifugaban a 4 °C durante 15-30 min, tras lo cual se
recuperaba el extracto soluble y se mantenia a 4 °C. La concentracion de proteinas era
determinada segun el método de Bradford (Bradford, 1976) o Lowry (Lowry et al., 1951), para

poder referir la actividad a mg de proteinas.
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Materiales y métodos -

El ensayo se basa en en las siguientes reacciones:

Medir DO a
365nm

NADP*

AGPasa PGM

ADP-Glc G1P > G6P Glucono-6-fosfolactona

G6PDH

PPi ATP

Figura 13. Esquema de la determinacién de glucosa-1-P (G1P) acoplada a la reducciéon de NADP+. ADP-Glc = ADP-glucosa;
PPi = pirofosfato inorgdnico; AGPasa = ADP-glucosa pirofosforilasa; G6PDH = glucosa é-fosfato deshidrogenasa.

Se mezclaban 50 ul de muestra con 950 ul de mezcla de reacciéon y se incubaba 30 min a
30 °C. La composicidn de la mezcla de reaccion era: GlyGly/NaOH 80 mM pH 7,5, PPi T mM,
MgCl2 60 mM, G1,6DP 0,05 mM, NADP 0,25 mM, NaF 10 mM y ADP-GIc 1 mM. La reaccion se
detenia hirviendo 10 min y centrifugando a velocidad mdxima 10 min. El sobrenadante era

pasado a un eppendorf nuevo para la determinacion de glucosa-1-fosfato (G1P) formada.

Como control de la cantidad de G1P inicial, se tomaban otros 50 ul de cada muestray se
hervian 10 min antes de anadirles los 950 ul de mezcla e incubar. Se centrifugaba 10 min a
mdxima velocidad y se tomaba el sobrenadante. Se preparaban también una recta patrdén con
concentraciones conocidas de GI1P en tampdn de extraccién (0, 25, 50, 75, 100 y 125
nmoles/tubo). De cada concentracién se tomaban 50 ul y se mezclaban con 950 ul de mezcla

de reaccion.

Tanto las muestras ensayadas, como los controles y las distinfas concentraciones de la
recta patron seguian, a continuacién, el mismo tratamiento para la determinacion del
contenido de G1P. En primer lugar, se anadia 1 U de fosfoglucomutasa (PGM), se incubaba 10
minuntos a temperatura ambiente y se media la absorbancia a 365 nm (to). En segundo lugar, se
anadian 2 U de G6PDH y se media la DO a 365nm cada 15 min, hasta que ésta se estabilizaba
(tr). Se calculaba la diferencia entre la absorbancia a try a to, tanto de los controles como de las
muestras ensayadas, y luego se restaba a cada muestra su control correspondiente. Se
calculaba también la diferencia entre la absorbancia a t y a to de las diferentes
concentraciones de la recta patrén. Se representaba la recta patrdn y se calculaba, a partir de
su ecuacién, la cantidad de G1P (nmoles) formada en el tiempo de reaccién (min). Por Ultimo,

se calculaba la actividad AGPasa cédmo nmol de G1P liberados/min/ mg proteinas.

Determinacion de la actividad a-amilasa.

Para la determinacion de la actividad a-amilasa se utilizd el kit de Megazime llamado

CERALPHA METHOD y se siguieron las instrucciones del fabricante.
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Los extractos se prepararon triturando, con una frituradora Tissue Tearor™, 0,4-1 g de hojas
de roseta en 0,8-1 ml del siguiente tampdn: 50mM de dcido mdlico pH 5,4, 87,5 mM de NaOH,
50 mM de NaClz y 2 mM de CaCl.. Se centrifugaron a 4 °C durante 15-30 min, tras lo cual se

recuperaba el extracto soluble y se mantenia a 4 °C.

Las diluciones de las muestras empleadas fueron optimizadas de modo que la
absorbancia a 400 nm, medida tras el ensayo, estuviese dentro de un rango de 0,2-0,8. La

actividad fue referida como U/mg de proteinas.

Determinacion de la actividad p-amilasa.

Para la determinacién de la actividad p-amilasa se utilizd el kit de Megazime llamado

BETAMYL METHOD v se siguieron las instrucciones del fabricante.

Los extractos se prepararon triturando, con una trituradora Tissue Tearor™, 0,25-0,5 mg de
hojas de roseta en 0,8-1,5 ml del siguiente tampdn: 0,05 M de Tris-HCI pH 8, TmM de EDTA y 1-5
ul/ml de inhibidor de proteasa. Se centrifugaron a 4 °C durante 15-30 min, tras lo cual se

recuperaba el extracto soluble y se mantenia a 4 °C.

Las diluciones de las muestras empleadas fueron optimizadas de modo que la
absorbancia a 400 nm, medida tras el ensayo, estuviese dentro de un rango de 0,3-0,8. La

actividad fue referida cémo U/mg de proteinas.

Determinacion de la actividad almidoén fosforilasa.

La actividad almidén fosforilasa se determind en su sentido degradativo, de formacidn de
glucoso-1-fosfato (G1P). Los extractos se prepararon a partir de 3-5 hojas de roseta que fueron
trituradas con una trituradora Tissue Tearor™, en 150 ul de tampdn de extraccién (Hepes 40 mM
pH 7.5, EDTA TmM y 1-5 pl/ml inhibidor de proteasas). Se centrifugaban a 4 °C durante 15-30 min,
tras lo cual se recuperaba el extracto soluble y se mantenia a 4 °C. La concentracion de
proteinas era determinada mediante Bradford (Bradford, 1976) o Lowry (Lowry et al., 1951), para

poder referir la actividad a mg de proteinas.

Se mezclaban 50 ul de muestra con 950 ul de mezcla de reaccidn y se incubaba 1 h a 30
°C. La composicién de la mezcla de reaccidon era: 20 mM  de MOPS pH7, 20 mM de tampdn
fosfato, 10 mM de MgClz, 2,7 mM de NADP, 4 uM glucosa 1, é-difosfato (G1,6DP) y 2,5 mg/ml de
amilopectina. La reaccién se detenia hirviendo 10 min y centrifugando a velocidad mdxima 10
min. El sobrenadante era pasado a un tubo eppendorf nuevo para la determinacion de la G1P
formada. Como control de la cantidad de G1P inicial, se tomaban otros 50 ul de cada muestra'y
se hervian 10 min antes de anadirles los 950 ul de mezcla de reaccién e incubar. Se

centrifugaban 10 min a mdxima velocidad y se tomaban los sobrenadantes. Se preparaba
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Materiales y métodos -

también una recta patrén con concentraciones conocidas de G1P en tampdn de extraccién (0,

25,50, 75, 100 y 125 nmoles/tubo), que recibian el mismo tratamiento que las muestras.

Tanto las muestras ensayadas como los controles y las distinfas concentraciones de la
recta patrén seguian a continuacién el mismo tratamiento para la determinacién del contenido
de G1P. En primer lugar, se anadia 1 U de fosfoglucomutasa (PGM), se incubaba 10 minutos a
temperatura ambiente y se media la absorbancia a 365 nm (to). En segundo lugar, se anadian 2
U de G6PDH y se media la DO a 3465nm cada 15 min, hasta que ésta se estabilizaba (t1). Se
calculaba la diferencia entre la absorbancia a fr y a to, tanto de los controles como de las
muestras ensayadas, y luego se restaba a cada muestra su control correspondiente. Se
calculaba también la diferencia entre la absorbancia a tr y a fo de las diferentes
concentraciones de la recta patrén. Se representaba la recta patrdén y se calculaba, a partir de
su ecuacion, la cantidad de G1P (nmoles) formada en el fiempo de reaccidén (min). Por Ultimo,

se calculaba la actividad almidén fosforilasa como nmol de G1P liberados/min/mg proteinas.
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METODOS DE ANALISIS DE PROTEINAS.

Cuantificacion de la concentracion de proteinas.

La cuantificacion del contenido proteico se realizd mediante técnicas

espectrofotométricas: métodos de Lowry (Lowry et al., 1951) y de Bradford (Bradford, 1976).

Concentraciéon de fracciones proteicas.

Cuando la concentracion proteica de una muestra o fraccidon era demasiado baja como
para poder visudlizarlas en un gel tefido con Coomassie o en un Inmunoblot, se usé la resina
StrataClean™ (Stratagene®) para poder cargar en el gel de acrilamida un nivel dptimo de

proteinas.

Separacion de proteinas mediante electroforesis en condiciones

desnaturalizantes.

La separacién analitica de proteinas se llevd a cabo mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), segun el sistema discontinuo
descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). El gel de separacién se preparaba al 10 % de acrilamida
(acrilamida:bis-acrilamida 29:1) con SDS al 0,1 % (p/v) en tampdn Tris-HCI 0,375 M pH 8,8. El gel
de empaqguetamiento se preparaba al 4 % de acrilamida (acrilamida:bis-acrilamida 29:1) con
SDS al 0,1 % (p/v) en Tris-HCI 0,307 M pH 6,8. Los geles se polimerizaban mediante la adicion de

persulfato amdnico (APS) al 0,1 % (p/v) usando TEMED 6,6 mM como agente catalizador.

Antes de aplicar las muestras, estas se suplementaban con tampdn de carga 2x SDS-SB
(sample buffer), cuya composicién era: Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 4 % (p/v). 2-mercaptoetanal
2 % (v/v), Glicerol 20 % (v/v). Azul de bromofenol 0,005 % (p/Vv); y se hervian durante 5 min antes
de ser cargadas. Como patrén de tamano molecular se utilizaban una mezcla comercial de
proteinas, PageRuler® Prestained Protein Ladder (Fermentas), con un rango de pesos

moleculares entre 10-170 kDa).

El grosor de los geles era de 0,75 mm, 1 mm o 1,5 mm segun el caso. Las electroforesis se
llevaron a cabo en una cubeta Mini Protean® Cell (Bio-Rad) a un voltaje constante de 150 V
durante 1-1,5 h a temperatura ambiente. La composicién del tampdn de corrida era: Tris-HCI 25
mM pH 8,3, Glicina 0,19 My SDS 0,1 % (p/V).
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Materiales y métodos -

Tincidn de proteinas en geles de poliacrilamida con azul Coomassie.

La visudlizacién de las proteinas separadas mediante electroforesis se llevd a cabo
mediante tincion con Coomassie Blue (0,25 % (p/v) Coomassie Brilliant Blue, 45 % (v/v) metanol y
10 % (v/v) d&cido acético): incubacién con el reactivo en agitacién y a temperatura ambiente
durante aproximadamente 15 min, seguida de 4-5 lavados con solucion destenidora (40 % (v/v)

metanoly 10 % (v/v) écido acético).

Tincion de proteinas con plata.

En aquellos casos en los que la cantidad de proteina a analizar no fuese suficiente para
poder ser tenida con azul Coomassie o cuando las bandas iban a ser identificadas por MALDI-
TOF (ver pdgina 107), se procedia a tenir los geles de poliacrilamida con nitrato de plata, cuya
sensibilidad es muy superior al azul Coomassie. Para ello se usaba el juego de reactivos
comercial Silver Staining Kit Protein (Amersham), siguiendo las instrucciones suministradas por el

fabricante.

Zimogramas.

Los zimogramas son un tipo de electroforesis en condiciones nativas, en los cuales la
separacién de las proteinas se hace, no solo en funcién de la carga, forma y tamano, sino
también en funcidn de la afinidad por un sustrato, y la visualizacidon de las mismas es posible
gracias a la modificacién que hacen de dicho sustrato. El gel de separacién se preparaba al 7,5
% de acrilamida (acrilamida:bis-acrilamida 29:1) en tampdn Tris-HCI 0,375 M pH 8,8, incluyendo
ademds uno de los siguientes sustratos: glucégeno al 0,3 % (p/v). pululano al 0,9 % (p/v), almiddn
al 0,3 % (p/v) o dextrina B-limite al 0,45 % (p/v). El gel de empaquetamiento se preparaba al 4 %
de acrilaomida (acrilamida:bis-acrilamida 29:1) en Tris-HClI 0,307 M pH 6,8. Los geles se
polimerizaban mediante la adicién de persulfato amdnico (APS) al 0,1 % (p/v) usando 1 w/ml de

TEMED (BioRad) como agente catalizador.

En funcién del sustrato empleado en el gel de separacién, la mezcla de reaccién con la
que incubemos vy el tipo de revelado se pueden diferenciar varios fipos de zimogramas que se

explican a continuacién.

Para la preparacion de los extractos crudos vegetales se partia de 200-300 mg de hojas
de roseta que eran triturados con el Tissue-Teator™ en 200 ul de tampdn fosfato 50 mM pH 8,
NaCl 0,5 My 1-5 u/ml de céctel de inhibidores de proteasas (SIGMA) y, posteriormente,
centrifugados a 14000 rom y 4 °C durante 15 min. El sobrenadante era recuperado y se
determinaba la concentracién de proteinas. De cada muestra se cargaron 150 pug de proteinas,
que se suplementaban con tampdn de carga 2x, cuya composicidn era: Tris 62,5 mM, Glicina

480 mM, Glicerol 25 % y Bromofenol blue 0,001 %. En los casos en los que se usd extractos crudos
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bacterianos, el tampdn de rotura empleado fue Tris 50mM pH 8 suplementado con 1-5 ul de
inhibidor de proteasas y 1 mM de PMSF y el volumen cargado se optimizd en funcién de la sefall

obtenida.

El gel se corre a 100 V durante 3 hy a 4 °C. La composicién del tampdn de corrida era Tris
25 mM, Glicina 192 mM y DTT 1 mM.

Zimograma de la actividad almidén sintasa.

Como sustrato en el gel se puede poner glucdégeno o almidén. El gel se deja toda la
noche a temperatura ambiente en Tricina 50mM pH 8,5; (NH4)SO4 100mM; B-mercaptoetanol
5mM; MgCl2 5 mM; BSA 0,25 g/I; y ADP-glucosa 1T mM. El revelado se hace con lugol (0,5 %1y 1,5
% Kl) y la presencia de actividad SS se detecta por bandas oscuras. En el caso del WT solo se

detectan 2 bandas. La banda superior corresponde a la SSlil y la banda inferior a la SSI.

Zimograma de la actividad fosforilasa.

Como sustrato en el gel se puede poner glucdgeno o almidén. El gel se deja toda la
noche a temperatura ambiente en citrato de sodio 100 mM pH 7 y glucosa 1-fosfato (G1P) 20
mM. El revelado se hace con lugol (0,5 %1y 1,5 %Kl) y la presencia de fosforilasas se detecta por

bandas oscuras.

Zimograma de las actividades modificantes del almidén y de la B-limite

dexirina.

Como sustrato en el gel se puede poner almiddn o B-limite dextrina (Zzmograma de las
actividades modificantes de la B-limite dextrina). El gel se deja toda la noche a temperatura
ambiente en Tris-HCI 100 mM pH7; MgCl2 1 mM; CaCl2 1 mM; y DTT 1 mM. El revelado se hace con
lugol (0.5% 1y 1,5%KIl) vy las distintas actividades se detectan en distintos colores en funcién de

la modificadoén:

- elongacién del polimero - banda oscura.
- degradacién del polimero - banda clara.
- amilosa = azul intenso.

- amilopectina = rojo.

Zimograma de la actividad pululanasa.

Como sustrato en el gel se pone pululano. El gel se deja toda la noche a temperatura
ambiente en Tris-HCI 100 mM pH7; MgCla 1 mM; CaClz 1 mM; y DTT 1 mM. E gel es rojo y la
actividad pululanasa es detectable en blanco. También se puede revelar con lugol (0,5 %1y 1,5
% Kl).
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Materiales y métodos -

Inmunodeteccién de proteinas (Inmunoblots).

En primer lugar, se redlizaba la transferencia de las proteinas de un gel de poliacrilamida a
una membrana de nitrocelulosa (Millipore), o cual se llevaba a cabo utilizando un sistema de

transferencia semihimeda Amersham ECL Semidry Blotters.

Una vez desarrollada la electroforesis de proteinas (ver pdgina 100), se incubaban los
geles aproximadamente 5 minutos en tampdn de transferencia Towbin buffer, cuya
composicion es: 25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1 % SDS y 10 % metanol. Se preparaban para cada
gel 6 piezas de papel de filtro Whatman 3MM vy un filtro de nitrocelulosa de las mismas
dimensiones que el gel a transferir, los cuales se humedecian también en towbin buffer y se
colocaban, a modo de sdndwich, en el siguiente orden (de abajo a arriba): 3 piezas de papel
Whatman - el filiro de nitrocelulosa — el gel de acrilomida - 3 piezas de papel Whatman. La
transferencia se realizaba con una intensidad de corriente de entre 0,8-1,2 mA/cm?2 durante 1-
1.5 h.

Una vez finalizada la transferencia, las membranas de nitrocelulosa se incubaban durante
1 h en solucién de bloqueo: 2 % ECL Advance® Blocking agent de Amersham y 0,05 % de Tween-
20 en TBS (15mM Tris-HCI pH 7,5 y 200 mM NaCl). Con ello se consigue la saturacién de la
membrana. A contfinuacién, se llevaba a cabo la incubacién durante 1-2 h con una dilucién
adecuada del anticuerpo primario en solucién de blogueo. En la Tabla 8, pueden verse los

anticuerpos utilizados durante la realizacién de esta tesis y sus respectivas diluciones.

Nombre Dilucién Referencia Caracteristica

Anti-SSlll 1:5000 Nuestro grupo. Reconoce la SSlil.

. Reconoce 178 aminoacidos del dominio amino
Anti-SSIV 1:5000 Laemmli, 1970

de SSIV.

N Reconoce la fosforribulokinasa y se usa como

Anti-PRK 1:1000 Agrisera
marcador del estroma cloroplastidico.

. Reconoce la proteina D1 del PSIl y se usa como

Anti-PsbA 1:10000 Agrisera
marcador de las membranas tilacoidales.
Anti-pentaHis 1:10000 QIAGEN No requiere anticuerpo secundario.

. Cedido por el grupo de la Reconoce la dinitfrofenilhidrazina (DNP) y se

Anti-DNP 1:50000
Dra. Luisa Sandalio. emplea en la inmunodeteccién de carbonilos.

Tabla 8. Anticuerpos primarios empleados en esta tesis.

Después de la incubacién con el anticuerpo primario, la membrana se lavaba varias
veces con solucion de lavado (Tween-20 al 0,05 % en TBS) para eliminar los anticuerpos unidos
de forma inespecifica a la membrana. En general, se daba: un lavado rdpido con abundante

solucién de lavado seguido de un lavado de 15 miny fres lavados de 5 min.
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A continuacién, se llevaba a cabo la incubacién durante 1 h con el antficuerpo
secundario (suero de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo marcado con peroxidasa). La
dilucién empleada de anticuerpo secundario era 1:100000 en solucion de bloqueo. Después de
la incubacién con el anticuerpo secundario, la membrana se lavaba del mismo modo que

después de la incubacién con el anticuerpo primario.

Tanto las incubaciones con los anticuerpos primario y secundario como los lavados, se

redlizaban a temperatura ambiente y con agitacion.

En Ultimo lugar se llevaba a cabo la deteccién de la unidn antigeno-anticuerpo gracias a
la actividad peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario, la cual actua sobre el sustrato ECL
Advanced® (Amersham) dando lugar a un producto quimioluminiscente. E filtro de nitrocelulosa
se incubaba durante 5 min y en oscuridad con una solucién 1:1 de los reactivos Lumigen TMA-
6_Solucion A y Lumigen TMA-é_Soluciéon B (siguiendo las instrucciones del fabricante). La senal
quimioluminiscente se detectaba haciendo uso del sistema de captacion de imagenes digital
Chemidoc (BIO-RAD).

El anticuerpo anti-pentaHis estd conjugado con la actividad peroxidasa directamente, de

modo que no requiere de incubacién con anticuerpo secundario.

Tincién de proteinas en membranas de nitrocelulosa con rojo Ponceau.

La visualizacién de las proteinas transferidas mediante electroforesis se llevé a cabo
mediante tincidén con rojo Ponceau: incubacién con el reactivo (0.1% (p/v) Ponceau S en 5%
dcido acético) en agitacién y a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 min,

seguida de un par de lavados con agua destilada.
Técnicas de cromatografia.

En este trabagjo se han empleado técnicas de cromatografia de afinidad por Niquel, de
intercambio idnico y de exclusibn molecular, tanto de modo independiente como de forma

secuencial.

Cromatografia de afinidad: His-Trap.

La cromatografia de afinidad permite la elucién diferencial de las proteinas contenidas
en una muestra en funcidon de su afinidad por la molécula contenida en la fase inmdévil de la
columna. En nuestro caso, para la purificacion se utilizé una columna de afinidad HisTrap HP (GE
Healthcare), las cuadles se basan en la afinidad de la histidina (His) por el niquel. Una vez
inyectado el extracto crudo en la columna, sdlo las proteinas con afinidad por niquel son
retenidas. En nuestro caso, se fusiond una cola de His a las cuatro clases de SSs mediante

clonacién en el vector de expresidn pET45b (ver pdgina 186). Los extractos crudos (EC) se

104



Materiales y métodos -

preparaban como se explica en la pdgina 91, usando para la resuspencidn del pellet
bacteriano tampdn A (TrissHCI 50 mM pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 % (v/v) de glicerol, 10 mM de
imidazol), suplementado con 1-5 ul/ml de céctel inhibidor de proteasas y PMSF TmM, y como

método de rotura la Prensa de French.

El proceso de purificacion era llevado a cabo en un cromatdgrafo FPLC tipo AKTA
(Amersham Pharmacia), lo que nos permitia controlar de forma precisa el flujo de solvente y la

presidon a través de la columna, asi como la canfidad de proteina recogida en las fracciones.

Antes de inyectar el EC, la columna era lavada con tampdn B (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, 200
mM NaCl, 10 % (v/v) de glicerol y 0,5 M de imidazol) para eliminar posibles restos de otras
proteinas unidas a la columna en usos anteriores. El imidazol es un infermediario de la biosintesis
de la histidina y desplaza las proteinas unidas a la columna. A contfinuacion, la columna se
equilibraba en tampdn A vy se procedia a la inyeccidén de la muestra. Una vez inyectada la
muestra se lavaba la columna con tampdn A para eliminar las proteinas no unidas a la columna
0 gue hubiesen establecido interacciones inespecificas con la misma. La elucidon de las
proteinas unidas especificamente se conseguia mediante un gradiente lineal de imidazol (de 10
mM a 500 mM). El gradiente era realizado de forma automdtica por el cromatégrafo haciendo
uso de los tampones A y B. Las fracciones recogidas fueron de diferentes volUmenes vy

analizadas de diferentes maneras (medida de actividad, inmunobiloft,...).

Cromatografia de intercambio idnico.

La cromatografia de intercambio iénico fue redlizada como paso previo a la
cromatografia de afinidad (ver pdgina 104) y, al igual que en este caso, el proceso de

purificacién era llevado a cabo en un cromatdgrafo FPLC tipo AKTA (Amersham Pharmacial).

La columna empleada era una HiPrep 16/10 Q FF (GE Healthcare), que contiene una

matriz de de intercambio anidnico (Q Sepharose Fast Flow).

Los extractos crudos (EC) se preparaban como se explica en la pdgina 921, usando para la
resuspencion del pellet bacteriano tampdn A (Tris-HCI 50 mM pH 7,5), suplementado con 1-5
ul/ml de inhibidor de proteasas y PMSF TmM, y como método de rotura la Prensa de French. H
pH 7,5 del buffer A permite que la SSIV (pl = 5,8) se encuentre cargada negativamente y sea

retenida por la columna.

Antes de inyectar el EC, la columna era equilibraba en tampdn A. Una vez inyectada la
muestra se lavaba la columna con tampdn A para eliminar las proteinas no unidas a la columna
o qgue hubiesen establecido interacciones inespecificas con la misma. La elucién de las
proteinas unidas especificamente se llevaba a cabo con tampdn de elucidén (tampdn A con
0.25 M de KCl). Las fracciones recogidas fueron analizadas mediante ensayo de actividad (ver
pdgina 93) y aquellas con actividad fueron unidas y sometidas a una cromatografia de afinidad

(ver pagina 104).
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Cromatogrdafia de exclusion molecular.

La cromatografia de exclusidn molecular permite la separaciéon de proteinas en funcién
de su peso molecular (PM) y el cdlculo del mismo gracias al uso de proteinas de peso molecular
conocido (en nuestro caso: tiroglobulina bovina, y-globulina bovina, ovoalbUmina, mioglobina
de caballo, ribonucleasa A y vitamina B12). Para la purificacién se utilizd una columna Superdex
200 (S200) Tricorn (GE Healthcare), la cual tiene un rango de separacion de 10000 - 600000 Da.

Los extractos crudos (EC) se preparaban como se explica en la pdgina 91, usando para la
resuspencion del pellet bacteriano tampdn $S200 (Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM vy glicerol 10
%). suplementado con 1-5 ul / ml de inhibidor de proteasas y PMSF TmM, y como método de

rotura la Prensa de French.

El proceso de purficacion era llevado a cabo en un cromatdgrafo FPLC tipo AKTA
(Amersham Pharmacia), lo que nos permitia controlar de forma precisa el flujo de solvente y la

presidn a través de la columna, asi como la cantidad de proteina recogida en las fracciones.

En primer lugar, la columna era lavada con agua Milli-Q y equilibrada en tampdn $200.
Una vez inyectada la muestra, un volumen de 50 ml del mismo tampdn se hacia pasar por la
columna vy las fracciones eluidas eran recogidas. El volumen vacio (Vo, volumen de elucién del
azul dextrano) fue de 8,28 ml, por la que la primera fraccién fue recogida entre los 6y 7,5 ml
después de la inyeccién de la muestra (segin cada caso). A partir de 16 ml, las proteinas que
eluyen son mucho mds pequenas que SSIV, por tanto no se recogiero las fracciones mas alld de
los 16 ml de Ve. H volumen de las fracciones recogidas fue de 0,5 ml en las primeras
purificaciones y de 200 ul en las Ultimas. En las primeras fracciones se encontraban las proteinas
de mayor PM y en las Ultimas las de menor PM. Las fracciones recogidas eran posteriormente

analizadas de diferentes maneras (medida de actividad, inmunoblot,...).

Antes de inyectar el EC, se inyectaba el azul dextrano, para comprobar que el Vo de la
columna no hubiese variado, y, una vez eluido, se inyectaba una mezcla de proteinas de PM
conocido, para obtener una recta patrén de pesos moleculares. Las proteinas empleadas
fueron: tiroglobulina bovina (670 kDa), g-globulina bovina (158 kDa), ovoalbUmina (44 kDal),
mioglobina de caballo (17 kDa), ribonucleasa A (13,5 kDa) y vitamina B12 (1,35 kDa). Para
obtener una relacién lineal entre PM y volumen de elucidn (Ve), que nos permita calcular el PM
de una proteina o de un fragmento o de un complejo conociendo su Ve, se usa el coeficiente
de distribucién, Kav, que se define como: Kav = Ve — Vo / Vi— Vo, donde Vi es el volumen total de la
columna (24 ml). Representando Kav de las proteinas de PM conocido frente al log PM,
obteniamos una recta, cuya ecuacion nos permitia conocer el PM al que correspondia cada
Ve. Dado el PM predicho de SSIV (113,84 kDa) y la recta patrdn obtenida en esta columna
(Figura 75) esperariamos que SSIV tuviese una Kav = 0,29, que corresponderia a un Ve = 12,82 ml

(poco después ala y-globulinagl).
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Materiales y métodos -

Identificacidon de proteinas.

La identificacién de las proteinas presentes en las fracciones se llevé a cabo mediante
separacion de las mismas por electroforesis en condiciones desnaturalizantes (ver pdgina 100),
tincién de los geles con plata (ver pdgina 101) y andlisis de las bandas mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF. La identificacién de las bandas era realizada por el servicio de protedmica
del IBVF.

Ensayo de autoglicosilacion.

El ensayo de autoglicosilacion que se describe a continuacion estd basado en el ensayo
usado por de Paula y cols. (de Paula et al., 2005) para la caracterizacion de la proteina

glicogenina (GNN) de Neurospora crassa.

Los EC empleados se preparaban como se indica en la pdgina 91. Los cultivos se
indujeron durante 3 h a 30 °C y la rotura de las células (resuspendidas en tampdn Hepes 100 mM

pH 7,5) se llevd a cabo mediante la prensa de French.

La reaccién se readlizaba en un volumen de 50 ul, de los cuales 25 pl eran de extracto
crudo, 5 ul eran de mezcla de reaccién 10x y 20 uyl eran de 125 uM ADP-[U-'“C]-glucosa
(actividad especifica de 200 mCi/mmol). La composicién de la mezcla de reaccidn 10x era: 0,5
M Hepes pH 7,5, 50 mM MnSO4 y 20 mM DTT. La reaccién transcurria durante 20 min a 30 °C, tras
los cuales las proteinas eran separadas mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(ver pd&gina 100). Las muestras eran cargadas en dos geles: uno se tefia con Coomassie (ver
pd&gina 101) y el otro era secado sobre un papel Whatman 3 MM con el uso de una secadora de
vacio y calor (80 °C) (modelo 583 de Bio-Rad). La deteccién y el andlisis de las dreas radiactivas
se readlizaba mediante autorradiografia electrénica con el sistema Cyclone® Storage Phosphor

System (Packard) y el programa de andlisis de imdgenes OptiQuant™ (PerkinElmer).

Tratamiento con tripsina.

Para asegurarnos que la senal radiactiva fuese verdaderamente autoglicosilacion, se
realizé el mismo ensayo, pero se incorpord un tratamiento de las muestras con tripsina antes de
cargarlas en el gel de acrilamida. Para que la tripsina pudiese actuar, los EC se prepararon sin
inhibidores de proteasas. El tratamiento consistié en incorporar 1 ul de tripsina 1 mg/ml (en 1 mM
HCI pH 3) e incubar durante 2 h a 37 °C. La tripsina degrada las proteinas de modo que si
realmente se diera autoglicosilacién, al degradarse las proteinas se perderian la sefal

radiactiva.
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Ensayo de doble hibrido en levadura.

En este trabajo, se empled el sistema “Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hibrid System”
(Clontech) y se siguieron las instrucciones de su manual de usuario (Clontech laboratories, 2010).
Este sistema se basa en la reconstruccidn del activador transcripcional GAL4 cuando dos
proteinas de fusion: una proteina cebo (X) unida al dominio de unién al DNA de GAL4 (BD) y una
proteina presa (Y) unida al dominio de activacion (AD), interaccionan. Ninguna de estas
proteinas de fusidn es capaz, por si sola, de activar la transcripcién de los genes testigos
dependientes de GAL4. Cuando la proteina X se expresa en levadura, el BD de GAL4 se une ala
region reguladora del gen testigo, pero esto no es suficiente para activar la transcripcion.
Cuando la proteina Y se expresa en levadura, el AD de GAL4 puede unirse a otros componentes
de la maquinaria de transcripcidn, pero como no se localiza en la regién reguladora tampoco
puede activar la transcripcién del gen testigo. En cambio, cuando se hacen conjugar una
levadura que expresa la proteina X y otra que expresa la proteina Y, si hay una interaccion
especifica entre X e Y, tanto el BD como el AD de GAL4 se localizan en la regién reguladora,
permitiendo la transcripcion de los genes testigos en la célula diploide originada. En el sistema
“"Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hibrid", los genes testigos son AURI-C, HIS3, ADE2 y MELI. La
expresion de AURI-C en S.cerevisiae confiere resistencia a Aureobasidina A. La expresién de HIS3
y ADE2 permite a la levadura sintetizar His y Ade y, por tfanto, crecer en un medio carente de
este aminodcido esencial y de esta base nitrogenada. La expresion de MEL-1 permite a la célula
secretar a-galactosidasa, un enzima que vuelve a la levadura azul en presencia del sustrato X-o-
Gal.

En nuestro caso, tanto la proteina SSIV completa, como sus dominios carboxilo (SSIVIC) y
amino (SSIVIN) por separado fueron fusionados al BD y al AD. En la cepa YH2Gold (ver Tabla 5),
se expresaron las proteinas de fusidén SSIV-BD, SSIVIN-BD y SSIVC-BD, mediante clonacién de los
respectivos genes en el vector pGBKT7 (ver Tabla 9), y en la cepa Y187 (ver Tabla 5), se
expresaron las proteinas de fusion SSIV-AD, SSIVIN-AD vy SSIVIC-AD, mediante clonacién de los
respectivos genes en el vector pGADTY (ver Tabla ?). Las estirpes de YH2Gold transformadas con
PGBKT7_SS4/SS4tN/SS4tC se crecian a 30 °C en medio SD-Trp-Ura y las estirpes de Y187
transformadas con pGADT7_SS4/SS4tN/SS4tC se crecian también a 30 °C, pero en medio SD-Leu-
Ura. Para la conjugacion, las estirpes se inocularon por parejas de YH2Gold-Y187 en medio YPDA
2x (40 g/L Difco peptonas, 20 g/L extracto de levadura, 0,006 % (p/v) adenina hemisulfatada y 4
% (p/v) dextrosa) y se incubaron 24h a 30 °C y 50 rom, tras lo cual las células diploides se

sembraban en dos medios diferentes:

- SD-Leu-Trp, donde crecian los diploides independientemente de que hubiese o no
interaccién entre la proteina presa y la proteina cebo. Es un control de que la conjugacién

funciona.

- SD-Leu-Trp-His-Ade, donde los diploides solo crecian si habia interaccidn entre la proteina

presa y la proteina cebo.
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Ademds, se hicieron dos ensayos controles: test de autoactivacién y test de toxicidad,

siguiendo las instrucciones del manual de usuario.

Analisis informatico de secuencias proteicas.

Las secuencias de aminodcidos de las diferentes SSs de Arabidopsis thaliana fueron
obtenidas de la base de datos de la TAIR (The Arabidopsis Information Resource;
http://www.arabidopsis.org/). Dichas secuencias fueron analizadas con los programas ChloroP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/; Emanuelsson et al., 1999), para determinar la
existencia de péptidos de transito al cloroplasto (CTPs), y Marcoil (http://bcf.isb-
sib.ch/webmarcoil/webmarcoilC1.html; Delorenzi & Speed, 2002) y Parcoll
(http://www.ch.embnet.org/sofftware/COILS_form.html; Lupas et al., 1991), para determinar la

existencia de dominios coiled-coil (CC).

Para los dalineamientos de secuencias se empleé el programa ClustalW
(http://www .ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/; Larkin et al., 2007) y BioEdit (Sequence Alignment
Editor; Hall, 1999). La secuencia de aminodcidos de la SSIV de |as diferentes especies empleadas
fueron obfenidas de NCBI (The National Center for Biotechnology Information;

http://www.ncbi.nlm.nin.gov/).
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METODOS DE ANALISIS Y MANIPULACION DE DNA.

Vectores utilizados.

Los vectores utilizados para la realizacidén de las diferentes construcciones utilizadas

durante este trabajo han sido:

Resistencia que L
Vector . . Uso y caracteristicas
confiere en E.coli

Expresion de genes en A.thaliana. Confiere resistencia a Glufosinato
pCTAPi Espectinomicina en plantas.

(Rohila et al., 2004)
Presentan sitios de recombinacion attR (GATEWAY SYSTEM).

Clonacién mediante recombinacion (GATEWAY SYSTEM) de
PDONR221® Kanamicina fragmentos de DNA generados mediante PCR.

(Invitrogen)
Presentan sitios de recombinacion attP (GATEWAY SYSTEM).

Expresion y purificacion de proteinas.

®
pET45b Ampicilina Contiene un promotor para la polimerasa T7 y dos regiones de poli-
(Novagen) .
His.
2 o Clonacién de fragmentos de exiremos romos de DNA generados
pJET1. Ampicilina . . o
(Fermentas) mediante PCR (mediante restriccién y ligacion).
® Clonacién de fragmentos de DNA generados mediante PCR
PMBL"-T Ampicilina . o
(Dominion MBL) (mediante restriccion y ligacion).

Expresidon de proteinas en levaduras.

pGADT7 Ampicilina Confiere prototrofia para Leu y los genes testigos de GAL4.
(Clontech)
Clonacién de fragmentos de DNA mediante restriccién y ligacion.

Expresion de proteinas en levaduras.

pGBKT7 Kanamicina Confiere prototrofia para Trp y los genes testigos de GAL4.
(Clontech)
Clonacién de fragmentos de DNA mediante restriccion y ligacion.

Tabla 9. Vectores empleados en esta tesis.

Aislamiento de pldsmidos de E.coli.

Aislamiento de pldsmidos a pequena escala.

Para la purificacién de pldsmidos de E. coli se ha utilizado el kit comercial “Genelute™
Plasmid Miniprep kit" de SIGMA. La purificacion se realizé siguiendo las infrucciones suministradas

por el fabricante y partiendo de un volumen de cultivo de 3 ml.
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Aislamiento de plasmidos a mediana escala.

Para obtener preparaciones de DNA plasmidico a mayor escala, se partia de 50 ml de
cultivo. Las extracciones se realizaban usando el sistema “Genelute™ HP Plasmid Midiprep kit" de
SIGMA.

Aislamiento de DNA total de tejidos vegetales.

El aislamiento de DNA vegetal se llevd a cabo mediante uso del kit “GenElute™ Plant
Genomic DNA Miniprep Kit" de SIGMA, o bien mediante el método de Murray y Thompson
(Murray & Thompson, 1980) descrito a confinuacion: un par de hojas de roseta congeladas en
nitrégeno liquido se trituraban en un tubo eppendorf con ayuda de una punta azul sellada.
Inmediatamente después se anadian 500 yl de tampdn de extraccidn — cuya composicion era:
Tris-HCI 0,1 M pH 8,0, NaCl 1,4 M, CTAB 2 % (p/v) y fmercaptoetanol 0,2 % (v/v) — precalentado a
65 °C y suplementado con 1-2 yl de RNAsa A 10 mg/ml. Se incubaba a 65 °C durante 30 min con
agitacion suave. Tras dejar enfriar el homogenizado a temperatura ambiente, se realizaba una
extraccién con 500 ul cloroformo:alcohol isoamilico 24:1 (v/v). Posteriormente se centrifugaba a
14000 rom y 4 °C durante 10 min. La fase acuosa se pasaba a tubos limpios y se anadian 400 ul
de isopropanol (para precipitar el DNA), se mezclaba bien y se centrifugaba 20 minutos a 4 °C y
14000 rpom. Se descartaba el sobrenadante y se secaba el DNA (pellet). Por Ultimo, se anadian

30-50 ul de agua Milli-Q estéril y se dejaba resuspender en hielo.

Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separaciéon de fragmentos de DNA por tamano se realizaba mediante electroforesis de
DNA en geles de agarosa. El porcentaje de agarosa (p/v) de los geles variaba en funcion del
tamano de los fragmentos de DNA que se quisieran separar. La electroforesis se realizaba en
cubetas horizontales Wide Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad), dénde los geles de agarosa eran
sumergidos en tampdn TBE 0,5x (5,39 g Tris, 2,75 g &cido bdrico y 0,37 g EDTA). Las muestras se
suplementaban con un 10 % del volumen de tampdn de carga 10x, compuesto por glicerol 50 %

(v/v), xilenocianol 0,1 % (p/v). 0,1 M EDTAy azul de bromofenol 0,1 % (p/v).

Para la deteccion del DNA se anadia bromuro de etidio a los geles a una concentracién
final de 0,5 ng/ml y se visuadlizaba iluminando el gel con un transiluminador de luz ultravioleta.

Como patrones de tamano se utilizaban “HyperLadder Il e “HyperLadder llI"” de Bioline.
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Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa.

Para la purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa se empled el kit
comercial “lllustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification™ de GE Healthcare y se siguieron

las instrucciones del fabricante.

Restriccion del DNA.

La digestion de DNA con endonucleasas de restriccion se llevaban a cabo incubando el
DNA (0,5-2 ug) con 3-10 U de la enzima correspondiente a 37 °C durante 2-4 h. El volumen final
era variable, pero siempre se cumplié que el volumen de la enzima fuera inferior a la décima
parte del volumen de reaccion. EH tampdn de incubacién y su concentracion se elegia en cada
caso segun las recomendaciones de la compania comercial (Takara o New England BioLalbs).
Cuando se realizaban restricciones dobles se intentaba utilizar un Unico tampdn adecuado para
ambas enzimas, pero cuando esto no era posible, se realizaba primero una de las restricciones,
con el tampdn correspondiente, y luego la otra, inactivando previamente el primer enzima y
desalando el DNA. La inactivaciéon del enzima se lleva a cabo mediante incubacion a 65 °C
durante 10 min. El DNA se desalaba filtrando a través de una columna de Sephadex G-50
equilibrada en tampdn TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA T mM) pH 8,0.

Ligacion de DNA.

La ligacién de fragmentos de DNA se llevd a cabo utilizando la enzima T4 DNA ligasa
suministrada por Dominion MBL. En los casos en que se introducia un inserto en un vector, se
empleaba una relacién inserto:vector de 5:1. La mezcla de reaccién contenia, en un volumen
de 10 pl, inserto y vector, 1 U de la enzima T4 DNA ligasa y 1 ul de tampdn de ligacidn (Tris-HCI 0,3
M pH 7.8, MgCl2 0,1 M, DTT 0,1 M y ATP 10 mM). La reaccidon de ligacién se desarrollaba a

temperatura ambiente durante 2 h o a 15 °C durante toda la noche.

Amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacién de fragmentos de DNA mediante PCR se realizaba en un termociclador

(T-personal de Biometra®). Los cebadores eran sintetizados por la empresa SIGMA.

En funcidn del fragmento a amplificar y la aplicacién que se le fuese a dar, se empleaba
una DNA polimerasa u otra. Para el andlisis de plantas mutantes (ver Tabla 10) y transgénicas de
A.thaliana, asi como para la seleccién de colonias portadoras de un pldsmido se usaron las

enzimas EcoTag® polimerasa (Ecogen) y BioTag polimerasa (Bioline). Para la clonaciéon de
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fragmentos de DNA en vectores se usé la enzima iProof® High-Fidelity DNA Polymerase (BioRad),

dada su alta fidelidad y estabilidad. En cada caso, se siguieron las instrucciones del fabricante.

Gen

Identificador de la

Oligonucledtidos usados en este trabajo

Cédigo AGI linea/ mutacién (5'-3") Ecofipo Referencia
Fwd: TITCCGTCCGATCGCCAGTCTC )
SS1 ?;;?gf:g—?ﬁfgﬁo?/ Rev : TACGCCAAAGTCAGCCATTACAA WS De'VQOO"OeSf al..
A15924300 Tags (T-DNA) : CTACAAATTGCCTTTICTTATCGAC
Fwd: GGGGACCGGTAGATGATTTC
$S2 Gir?:efgi'g;”:r;sei%ﬁ] ;/ Rev : CGGTCGCCCTGTGCCTAAC WS Zh";o%se; a.,
At3g01180 Tags (T-DNAJ: CTACAAATTGCCTITICTTATCGAC
Fwd: AAAGGGCACAAGCTCAAGTIC
inseﬁgﬁi‘?\sgg{\ 5 Rev: TCTIGCTCCATCACCGICTT Col Zhozno%gé al..
LBal (T-DNA): TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
S8
At1g11720
Fwd: ATACGGCGCTGTTCCTGTIGTTA .
i’ig?gg”;%;;gﬂ%’ Rev: ATTCATCTTAGAGCTTCCATITTA WS snglo%sg; ef
Tags (T-DNAJ: CTACAAATTGCCTITICTTATCGAC -
Fwd: CATTGTAACAACCGTGTCCCC
insgggkiﬁ?g ; r/w . Rev: GTTGTTCAATACCTICAAATICCC ol
GABI-1 (T-DNA):
CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC
ss¢ Rolddn et al.,
At4g18240 2007b
Genoplante_559H08/ Fwd: AACCCATGGATTAGCAGGAA
insercion en intréon 1 Rev : CAAATGGGAAATGAAAGGAAC WS
Tags (T-DNAJ: CTACAAATTGCCTITTCTTATCGAC
Fwd: TGGTTGGACTCCGTTCCTGCAT .
APS1 _ SALK_040155/ Rev: TICAGATGACAGTGCCGGITGG Col venfigiia ef al.,
At5g48300 insercion en exéon 8 2008

LBb1 (T-DNA): GCGTGGACCGCITGCTGCAAC

Tabla 10. Oligonucledtidos usados para la seleccidon de alelos mutantes. Para la identificacion de los genes silvestres se
usaron las parejas Fwd y Rev correspondientes a cada gen. Para la identificacién de la insercién de T-DNA (version mutada
de los genes) se emplearon las parejas Rev/Tag5 para SS1, SS2 y SS3 de ecotipo WS; Fwd/Tags para SS4 de ecotipo WS;
Rev/LBal para SS3 de ecotipo Col; Rev/GABI-1 para SS4 de ecotipo Col; y Fwd/LBb1 para APS1 de ecotipo Col.

Sistema Gateway.

El sistema Gateway (Invitrogen) es una metodologia pensada para facilitar la clonacion
de productos de PCR, ya que sustituye el método tradicional de clonacién mediante digestion
con enzimas de restriccion y ligacién, por una recombinacién especifica de sitio. Este sistema
proporciona un modo versdtil para transferir ssgmentos de DNA entre vectores. Una vez en el
sistema, los fragmentos pueden transferirse desde un “vector de entrada” a numerosos “vectores

de salida”. Este sistema se basa en dos reacciones enzimdticas: la reaccidon BP y la reaccién LR.
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La reaccidn BP consiste en la introduccién del gen o el fragmento de gen (flanqueado
por sitios attB) en el “vector de entrada”, conocido como pDONOR, el cual contiene sitios attP.
Los sitios atfB son incorporados al gen que queremos clonar mediante PCR. Mediante una
reaccidon de recombinacién entre los sitios attB y attP el gen queda introducido dentro del
PpDONOR, que a partir de ese momento se denomina pPENTRY. La reaccidén LR es la
recombinacién por la cual el gen que se encuentra clonado en un pPENTRY se transfiere al
“vector de sdlida” (conocido como pDEST) que corresponda. Se trata de una reaccién de
recombinacion entre los sitios atfl del pENTRY y los sitios aftR del pDEST que permite la
transferencia del gen desde el primero al segundo, ddénde queda de nuevo flanqueado por las
secuencias attB. La orientacion correcta del gen es mantenida en todo momento. Tanto el
PDONR como el pDEST poseen entre las regiones atiR el gen ccdB, que codifica para una toxina
letal para DH5a. y permite la seleccidén negativa de las colonias transformantes que no hayan

recibido el pENTRY con el gen de interés.

En el caso concreto de este trabajo, se emplearon los vectores pDONR221 (“vector de
entrada”) y pCTAPi (“vector de salida”) para la clonacién de SS4 completa y los fragmentos
amino y carboxilo de SS4 (ver Tabla 9, en pdgina 110). Para la realizacién de cada reaccion se

siguieron las indicaciones de Invitfrogen.

Secuenciacién automatica de DNA.
El trabcjo de secuenciacidon del DNA clonado en el transcurso de este trabajo fue

realizado por el Servicio de Secuenciacidén Automdtica de DNA del Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CSIC, Madrid).
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METODOS DE ANALISIS Y MANIPULACION DE RNA.

Trabajando con RNA.

Cuando se trabajé con RNA se tomaron las siguientes precauciones con el fin de evitar la

degradacion del RNA por accidn de RNasas:
- todo el material de vidrio utilizado se esterilizd a 200 °C durante 2 h en un horno,

- todas las soluciones utilizadas, fueron preparadas con agua Milli-Q suplementada con
DEPC al 0,1 % (v/v) y autoclavada.

- tanto el sitio cémo el equipo de trabajo fueron limpiados con NaOH 0,4 N para eliminar

las RNasas.

Aislamiento de RNA total de tejidos vegetales.

Para el aislamiento de RNA, se ftrituraban entre 10-100 mg de material congelado en
nitrégeno liquido en un tubo eppendorf y empleando un pistilo para tubos eppendorfs estéril. Se
anadia entonces 0,8-1 ml de Trizol (TRIsure, Bioline) y se centrifugaba a 12000 g y 4 °C durante 5
minutos. El Trizol lleva fenol y su uso tenia lugar en una campana de extracciéon. Tras la
centrifugacion, el sobrenadante (SN) era transferido a un tubo eppendorf nuevo e incubado 5
minutos a temperatura ambiente. Se anadian 200 pl de cloroformo y se agitaba fuertemente por
inversion durante 15 segundos, tras lo cual, se incubaba a temperatura ambiente 2 minutos y se
centrifuga a 12000 g y 4 °C durante 15 minutos. A continuacién, la fase acuosa (superior) se
transferia a un tubo eppendorf nuevo y se anadian 500ul de isopropanol. Se incubaba 10
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaba durante 10 minutos a 4 °C y 13000 rom. Se
descartaba el SN y se resuspendia el pellet en 750 ul de cloruro de litio 3M. Se incubaba 10
minutos a temperatura ambiente y se volvia a centrifugar. Se volvia a descartar el SN y se
lavaba el pellet con etanol 85 %. Se centrifugaba por Ultima vez, se volvia a descartar el SNy se

dejaba secar el pellet, para finalmente, resuspenderlo en agua tratada con DEPC (50ul).

Reaccion de retrotranscripcion (RT).

Para probar la expresidén de los tfransgenes en las plantas tfransgénicas, asi como para las
reacciones de Q-PCR (ver pdgina 116), el RNA total aislado (ver pdgina 115) fue retrotranscrito

usando el kit “QuantiTect Reverse Transcription” de QIAGEN.
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En primer lugar, el RNA era tratado con DNasa |, siguiendo las instrucciones del fabricante,
para eliminar el DNA gendmico contaminante. Una vez eliminado el DNA gendmico, se
procedia a la reaccién de RT, para lo cual se seguian también las instrucciones del fabricante,

obteniéndose finalmente una preparacién de cDNA de la muestra.

Andlisis de expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real
(Q-PCR).

Los niveles absolutos o relafivos de mRNA se pueden determinar mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (Q-PCR) de los transcritos presentes en una preparacién de cDNA. La
cuantificaciéon mediante Q-PCR es una potente técnica experimental que combina una alta
sensibilidad y especificidad (Czechowski et al., 2004). La técnica se basa en la determinaciéon del
ciclo umbral (Threshold Cycle; Ct) para cada muestra en cada experimento de Q-PCR. El Ct
para una muestra se define como el nUmero de ciclos de PCR a partir del cual la sefal de
fluorescencia es mayor que el nivel minimo de deteccién del aparato (Ginzinger, 2002). Asi, los
valores de Ct de diferentes muestras son usados para calcular la abundancia del mRNA de
interés — para el cudl estemos usando oligos especificos — en cada una de ellas, ya que los
valores de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad de cDNA inicial y éstq,
proporcional a los niveles de mMmRNA (la relacion va a depender de la eficiencia de

retrotranscripcion).

En éste trabajo se han cuantificado los niveles relativos de mRNA de las isoformas
citosdlica y cloroplastidica de la almiddn fosforilasa de Arabidopsis thaliana (genes PHS2 y PHS1
respectivamente) usando el kit “SensiMezclaPlus SYBR & Fluorescein” de Quantace, que se basa
en el fluoréforo SYBR® Green |. Las mezclas de reaccién de PCR se prepararon segun las
instrucciones del fabricante. Para cada isoforma se usd una pareja de cebadores especificos
(ver Tabla 11) y, cdmo gen control (house-keeping gene), se usd el gen de la actina (ACT2,
Charrier et al., 2002) por tener una expresién constitutiva. La cuantificacién relativa de los genes
de estudio respecto al gen control, permitid comparar la expresidén de los primeros en diferentes
lineas de A.thaliana audn sin conocer en términos absolutos sus niveles de expresidn: expresidon en
el mutante (mut) respecto al silvestre (WT) = 2 - (*ct mut - 2ct wil (Livak & Schmittgen, 2001), donde

ACt es el Ct del gen de interés en una muestra menos el Ct del gen control en la misma muestra.

116



Materiales y métodos -

Gen Cebadores (5'-3') ch: (r;;a;:nc:gl
SA546: TGGAAGGAAA CGAAGGCTITG
PHS‘I ____________________________________________ 'I 94 pb
At3g29320
SA547: TGTCTTTGGCGTATTCGTGGA
2 SA548: ACAGGTITIGGACGTGGTGATT
PHS 208 pb
At3g46970 SA549:
ACAGGACAAGCCTCAATGTICCA
ACT2-8L:
ACT2 GGTAACATIGTGCTCAGTGGTGG o6
A13g18780 ACT2-8R: P

AACGACCTTAATCTTICATGCTGC

Tabla 11. Cebadores especificos usados para la Q-PCR de la almiddn fosforilasa. PHS1 es la isoforma cloroplastidica; PHS2 es
la isoforma citosdlica; y ACT2 es el gen de la actina, usado cédmo control (house-keeping gene).
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METODOS DE TRANSFORMACION GENETICA.

Escherichia coli.

Transformacidn de E. coli por choque térmico.

Las células competentes de E.coli DH5a eran preparadas siguiendo el procedimiento
descrito por Hannahan vy cols. (Hanahan, 1983) por el Servicio de Cultivos Bioldgicos

perteneciente al Centro de Investigaciones Cientificas Isla de la Cartuja (Sevilla).

Para la transformacién, 100 yl de de suspensidn de células competentes, previamente
descongeladas en hielo, eran mezcladas con 5-10 ul de la preparacion de DNA transformante
(no mds de un 10 % del volumen). La mezcla se incubaba en hielo 20-30 miny, a continuacion, a
42 °C durante 90 segundos (choque térmico), tras lo cual se anadia répidamente 1 ml de LB y se
incubaba en agitacién a 37 °C durante 1 h. Por Ultimo, las células se sembraban en placas de
Petri que contenian medio LB sdlido suplementado con los antibidticos adecuados (en funcién

de la resistencia incluida en el DNA transformante).

Transformacion de E. coli BL21 AglgCAP mediante electroporacion.

Las células electroporables fueron preparadas segun el método descrito por Dower y cols.
(Dower et al., 1988).

Se realizaba un precultivo en 10 ml de LB suplementado con kanamicina (ver pdgina 69),
el cual se crecia durante toda la noche a 37 ° C y con una agitacion de 200 rom. A la manana
siguiente se inoculaban, con 4 ml del precultivo, 200 ml de LB suplementado con kanamicina
precalentado a 37 °C. Se dejaba crecer el cultivo hasta que este alcanzaba una DOgonm de 0,6.
En ese momento, se colocaba rédpidamente el cultivo en hielo. A continuacién, se fraccionaba
en fubos falcon de 50 ml y se centrifugaba a 5000 rom durante 15 minutos, tras lo cual, se
descartaba el sobrenadante y los pellets eran resuspendidos y lavados en 25 ml de agua Milli-Q
a 4 °C. Se repetia el lavado con agua Milli-Q dos veces mds y se resuspendian los pellets de
células en 400 pl de glicerol al 10 %. Finalmente, se fraccionaban (100 ul) en tubos eppendorfs

que eran congelados en nitrégeno liquido y posteriormente conservados a -80 °C hasta su uso.

Para la transformacion por electroporacidén, una de las dlicuotas de células
electroporables era descongelada en hielo y mezclada con 1-5 yl del DNA. Se incubaba la
mezcla durante 1 minuto en hielo y se procedia a dar un pulso de 2,5 kV y 15 uF, paralo cual, la
mezcla era puesta en una cubeta de electroporacién Cell projects, BioRad) y se hacia uso de

un electroporador (EasyJet Optima de Equibio). Inmediatamente después del pulso, se
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adicionaba 1 ml de LBy se transferia el cultivo a un eppendorf. Se incubaba durante 1 h a 37 °C
con agitacion suave y, por Ultimo, se sembraban las células electroporadas en cajas de Petri
que contenian LB sdlido suplementado con los antibidticos adecuados (en funcién de la

resistencia incluida en el DNA transformante).

Agrobacterium tumefaciens.

La preparacién de células transformables de A.tumefaciens y su consiguiente
transformacién por electroporacién fueron readlizadas de acuerdo con Mattanovich y cols.
(Mattanovich et al., 1989). 300 ml de LB se inoculaban con 3 ml de un cultivo saturado de la
estirpe C58 de A. tumefaciens y se incubaban a 28 °C con agitacién durante 3-4 h hasta que el
cultivo alcanzaba una DOswonm de 0,5. En ese momento, el culfivo era enfriado en hielo (10
minutos) para detener su crecimiento. Las células se recogian mediante centrifugacién a 4000 g
y 4 °C durante 5 minutos y se lavaban tres veces con 10 ml de tampdn Hepes TmM pH 7,0 y una
vez con dlicerol 10 % (v/v). Finalmente, las células eran resuspendidas en 3 ml de dglicerol 10 %

(v/v), distribuidas en alicuotas de 100 ul y conservadas a -80 °C hasta su uso.

La transformacion se llevaba a cabo por electroporacion. Para ello, una de las alicuotas
de células electroporables era descongelada en hielo y mezclada con 200 ng del DNA. La
mezcla se pasaba a una cubeta de electroporacién (Cell projects, BioRad) y se procedia a dar
un pulso de 2,5 kV y 15 yF en un electroporador (EasyJet Optima de Equibio). Inmediatamente
después del pulso, se adicionaba 1 ml de LB y se transferia el cultivo a un eppendorf. Se
incubaba durante 1 h a 30 °C con agitaciéon suave vy, por Ultimo, se sembraban las células
electroporadas en cajas de Petri que contenian LB sdlido suplementado con los antibidticos
adecuados (en funcidn de la resistencia incluida en el DNA transformante) y se crecian a 28 °C
durante 48 h.

Saccharomyces cerevisiae.

El método empleado para la transformacion de las levaduras del ensayo de doble hibrido
fue el descrito por Gietz y Woods (Gietz & Woods, 2002): “Quick and Easy Transformation

Protocol”.

En primer lugar se crecia toda la noche a 30 °C y en agitacidén un cultivo de la estirpe de
levadura en medio YPAD 2x (ver pdgina 70). Las células eran recogidas mediante centrifugaciéon
en fubos eppendorfs a 14000 rom durante 1 minuto y resuspendidas en la siguiente mezcla de
transformacién (los diferentes componentes eran anadidos en el orden en que se listan): 240 l
PEG 3500 50 % (p/v). 36 Wl acetato de litio 1 M, 50 pl de DNA “carrier” 2 mg/ml hervido durante 5
minutos y 34 ul del pldsmido transformante (0,1-1 pug) en agua. La mezcla de transformacion (ya

con las células resuspendidas) se incubaba a 42 °C durante 40-60 minutos, tras lo cual, las células
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volvian a recogerse por centrifugacién. Por Ultimo, las células eran resuspendidas en 1T ml de
agua estéril y sembradas (10 y 100 ul) en el correspondiente medio selectivo (SD-Leu en el caso
de Y187 transformada con pGADT7 y SD-Trp en el caso de Y2HGold fransformada con pGBKT7,
ver Tabla é). Las placas se incubaban a 30 °C durante 3-4 dias. Las células transformadas eran

conservadas en placas a 4 °C hasta su uso.
Arabidopsis thaliana.

Durante esta Tesis se han obtenido plantas transgénicas de A.thaliana, ecotipo Columbia
mutantes para el gen AtSS4, fransformadas con la secuencia codificante completa (incluyendo
el péptido transito hacia el cloroplasto) del gen AtSS4 (ssIV::SS4) y de los dominios amino (SS4tN) y

carboxilo (SS4tC) por separados (ssIV::SS4tN vy ssIV::SS4tC respectivamente) de A.thaliana.

Transformacion por inmersion floral.

La transformacién se llevd a cabo siguiendo el método de inmersién floral (floral dip)

descrito por Clough y Bent (Clough & Bent, 1998), mediado por A. fumefaciens.

Lo primero que se hacia era cultivar plantas de A.thaliana en condiciones de dia largo (16
h de luz/8 h de oscuridad) hasta que las inflorescencias primarias tenia unos 5 cm de longitud,
momento en el cual eran cortadas para favorecer la aparicion de un gran nimero de

inflorescencias secundarias. A los 2-4 dias se procedia a la tfransformacién de la planta.

Dos dias antes de la transformacion se inoculaba con una colonia de A.tumefaciens
portadora del pldsmido que se deseaba transferir, un matraz con 20 ml de LB suplementado con
el antibidtico correspondiente, en nuestro caso espectinomicina (ver Tabla 9). Se incubaba a 30
°C con agitacion durante 24 h, y con 10 ml de este precultivo se inoculaban 300 ml de LB,
también suplementado con espectinomicina. Este cultivo se dejaba crecer a 30 °C en agitacién
hasta que la DOsoonm alcanzaba valores entre 0,8 y 2 (aproximadamente 24 h), momento en el
que las células de A.tumefaciens eran precipitaban por centrifugacidén a 4000 rom durante 20
minutos y resuspendidas en medio de infilfracién a una DO« de 0,8. El medio de infiltracién
consistia en una solucién de sacarosa 5 % (p/v) y Siwet L-77 (Lehle Seeds, EE.UU.) 0,05 % en
agua. Las inflorescencias de las plantas eran entonces sumergidas en esta suspensidon
bacteriana durante aproximadamente 10 segundos con agitacién suave y, a continuacion, las
plantas eran cubiertas con fim transparente para mantener alta la humedad y evitar la
desecacion. Las plantas envueltas eran mantenidas con baja intensidad luminica durante 24 h,
tras las cudales, el film era retirado y las plantas eran cultivadas hasta que las semillas podian ser

recogidas.
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Seleccion de transformantes. Fumigacion.

La seleccion de las semillas transformadas se realizd por tolerancia al herbicida Finale®
(cuyo principio activo es el glufosinato de amonio), debido a que sélo las transformadas habrian
incorporado el gen de resistencia a dicho herbicida. Para ello, las semillas se sembraban en
tierra (ver pdgina 68) y se cultivaban en el invernadero. Aproximadamente 10 dias después de la
siembra, las plantulas eran fumigadas con una solucién al 1,6 % (v/v) del herbicida Finale®
(Bayer) - compuesta por glufosinato aménico al 15 % (p/v) - y 0,005 % (p/v) Siwet-L77
(surfactante). Tres dias después se volvia a repetir el tratamiento con el herbicida para minimizar
los falsos positivos. Los transformantes, que eran resistentes al herbicida, continuaban creciendo,
mientras que las plantas que procedian de semillas no transformadas, dejaban de crecer,
presentaban clorosis y, finalmente, morian. Las pldntulas transformadas (generacién Fo) se,

dejaban crecer para volver a obtener la siguiente generacion de semillas (F1).

Seleccion de lineas genéticas.

Las semillas de la Fi eran sembradas y fumigadas como se describe en el punto anterior y
las plantas resistentes al herbicida eran analizadas. Para ello, se readlizaba en primer lugar la
extraccidon de DNA gendmico (ver pdgina 111) y, usando éste como molde se realizaban las
PCRs (ver pdgina 112) oportunas. En la siguiente tabla (Tabla 12) pueden encontrarse todas las

parejas de cebadores empleadas en el andlisis.

Una vez seleccionadas las plantas Fi, con inserto, se dejaban crecery se recogian semillas
(F2) de forma individualizada. Las semillas de la F2 eran sembradas en tierra y fumigadas, igual
que las de la Fi, pero ésta vez se hacia un conteo del nimero de pldntulas antes de fumigar y
del niUmero de supervivientes unos dias después de la segunda fumigacién. El andlisis del
numero de supervivientes nos permite saber que plantas son homozigotas y cuales
heterozigotas. A las plantas homozigotas (100 % resistencia al herbicida) se les extrajo RNA (ver
pdgina 115) y se probd la expresidon del transgén mediante retrotranscripcion (ver pdgina 115)

seguida de PCR con los oligos adecuados para cada transgen en concreto.
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Tamanos de bandas (pb) esperadas en las diferentes

linea de Arabidopsis

Parejas de cebadores WT  sslV  ssIV::SS4tN  ssIV::SS4IC  ssIV::SS4

Fwd: CATTGTAACAACCGTGTICCCC
Rev: GTTGITCAATACCTTCAAATTCCC

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTICGAAG
GAGATAGAACCATGGCGACGAAGCTATCGAGCTTIC
- - 1720 - 1720
Rev:

GGGGACCCATITGTACAAGAAAGCTGGGTACAATCC

TGAACTT GTTGGAGA

Fwd: GGATCCGTICGTTCACATTGCAGCTGAG

Rev:
GGGGACCACTITGTACAAGAAAGCTGGGTACGTGC
GATTAGG AACAGCTCTT

Tabla 12. Cebadores empleados para la seleccidén de plantas transgénicas. La primera pareja de cebadores amplifica un
fragmento de S84 dentro de su dominio carboxilo. La diferencia de tamano observada enfre la banda del WT y la banda de
las fransgénicas es debida a la presencia de infrones en la secuencia gendmica, ausentes en la secuencia del transgen. La
ausencia de la banda en el mutante sslV es debida a la insercidn del T-DNA en la region flanqueada por los cebadores. La
segunda pareja de cebadores amplifica un fragmento dentro del dominio amino de SS4, el cual es demasiado grande en la
secuncia gendmica (debido a la presencia de intrones) como para ser amplificado (ausencia de banda en el WT, el
mutante sslV y la transgénica sslV:SS4tC. La tercera pareja amplifica un fragmento dentro del domino carboxilo, el cudl, al
igual que en el caso anterior, es demasiado grande en la secuncia gendémica como para ser amplificado.
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Resultados.
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OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES ALMIDON
SINTASA (SS).

Obtencidén y caracterizacion de los mutantes dobles de almidén

sintasas (SS).

Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio (Rolddn et al., 2007b) mostraron, mediante
la caracterizacién del mutante simple sslV de A.thaliana, carente de la actividad almidén
sintasa de Clase IV (SSIV), que la ausencia de dicha actividad provoca la acumulacion de un
Unico grdnulo de almiddn por cloroplastos (Figura 14), salvo excepciones en las que se observan
dos. Este Unico grdnulo de almiddn, aunque de un tamano mucho mayor que los grdnulos de
almiddn de plantas silvestres (Figura 15), no presentaba modificaciones a nivel de estructura
molecular (contenido de amilosa, distribucion de longitudes de cadena....). Los resultados
indicaban que SSIV era necesaria para la sintesis del nUmero correcto de grédnulos de almidén
por cloroplastos observados en plantas silvestres y sugerian que dicha enzima estaria implicada
en el proceso de iniciacién del grénulo de almidén. La pérdida de SSIV, sin embargo, no impide
por completo la sintesis de almiddn en el cloroplasto, lo cual sugeria la existencia de cierto
grado de redundancia en la funcién de esta proteina y nos llevd a la obtencion y
caracterizacion de los mutantes dobles carentes de la SSIV y de cada una de las otras Clases de
SS (Szydlowski et al., 2009): ssisslV, sslisslV y ssllisslV (ver Tabla 4), en busca de qué otra SS era

responsable de la sintesis de almiddn en el mutante ssiV.

Figura 14. Im&genes de microscopia éptica de cloroplastos aislados de plantas silvestres de ecotipo Col-0 (A) y el mutante
simple sslV (B) tenidos con lugol. Col-0 muestra aproximadamente 5-7 grénulos de almiddn por cloroplasto, mientras que sslV
presenta un Unico grdnulo de gran tamano.
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Figura 15. Imdgenes de microscopia electrénica de barrido de grdnulos de almiddn aislados de plantas silvestres de ecotipo
Col-0 (A) y del mutante simple ssIV (B). La barra blanca corresponde a 10 um. Se puede observar el mayor tamafno de los
grdnulos del mutante respecto al WT.

Los mutantes dobles ssisslV, sslisslV y ssllisslV fueron obtenidos mediante el cruce de los
respectivos mutantes simples parentales: el mutante ssisslV como resultado del cruce de los
mutantes ssl y sslV de ecotipo Wassilewskija (WS), el mutante sslisslV como resulfado del cruce de
los mutantes ssll y ssIV de ecofipo WS y el mutante ssllisslV como resultado del cruce de los
mutantes sslll y sslV de ecotipo Columbia (Col-0). Los mutantes simples empleados perfenecen a
las siguientes colecciones de mutantes de insercidn de T-DNA: los mutantes ssl, ssll y sslV, de
ecotipo WS, pertenecen la coleccidon de mutantes generados por el INRA en Versalles (Francia)
(Bechtold ef al., 1993; Bouchez ef al., 1993); el mutante sslll, de ecotipo Col-0, fue generado en el
Laboratorio de Andlisis Gendmico del Instituto Salk (SIGNAL); y el mutante sslV, de ecotipo Col-0,
pertenece a la coleccidon de mutantes GABI-KAT (Rosso et al., 2003). Para referencias sobre estos

mutantes ver Tabla 4 (pdgina 68).

La seleccidén de los mutantes dobles homocigotos se hizo mediante PCR de DNA
gendmico usando los cebadores descritos en la Tabla 10 (pdgina 113). La ausencia de SS4 en los

dobles mutantes se comprobd mediante Inmunoblot con anti-SSIV (Figura 58).
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Figura 16. Fotos de plantas silvestre de ecofipo WS (A); mutantes simples de ecotipo WS: ssl (B) y ssil (C); silvestre de ecotipo
Col-0 (D); mutantes simples de ecofipo Col-0: sslll (E) y ssIV (F); mutantes dobles de ecotipo WS: ssisslV (G) vy sslisslV (H); y
mutante doble de ecotipo Col-0: ssllisslV (I). Las plantas se crecieron bajo un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad (DL) en
una cdmara de crecimiento de plantas. Las fotos fueron tomadas 18 dias después de la siembra.

Curvas de crecimiento en condiciones de dia largo (DL).

Las curvas de crecimiento de los mutantes dobles (Figura 17) muestran la menor tasa de
crecimiento de todos ellos respecto a su respectivo WT (Col-0 o WS). El efecto deletéreo de las

mutaciones sobre el crecimiento se puede observar también en la Figura 16.

A los 25 dias de crecimiento, los mutantes ssisslV vy sslisslV tienen un peso fresco/planta
aproximadamente 6 veces menor que su silvestre (WS), mientras que el efecto de las mutaciones
sobre el crecimiento es mds drdstico en el mutante ssliisslV, con un peso fresco/planta

aproximadamente 27 veces menor que su silvestre (Col-0).
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Figura 17. Curva de crecimiento de los mutantes dobles frente a sus silvestres. Las plantas fueron crecidas bajo un
fotoperiodo de DL (en cdmara de crecimiento de plantas) y el peso de la roseta fue determinado en diferentes dias a lo
largo del ciclo de vida. Cada punto es la media (+ desviacién estdndar) del peso de 5-7 plantas.

Curvas de acumulacion de almidoén.

Las curvas de acumulacién de almiddn fueron obtenidas para cada mutante doble junto
con los correspondientes mutantes simples parentales vy silvestres (Figura 18). Se puede observar
que la acumulacién de amiddn durante el dia y su degradacién durante la noche en los
mutantes ssissiV y sslisslV siguen una cinética aproximadamente igual a la esperada de la suma
de las cinéticas de sus respectivos parentales (mutantes simples). Asi, el doble mutante ssisslV
acumula un 29 % de almiddn respecto al encontrado en el WT al final del periodo de luz,
mientras que sus parentales acumulan un 67 % en el caso de ssl 'y un 61,7 % en el caso de sslV. E
doble mutante sslisslV acumula un 40 % de almiddn respecto al WT, mientras que sus parentales
acumulan un 77,6 %, el mutante simple ssil, y un 61,7 %, el mutante simple sslV. Sin embargo, en el
doble mutante ssllisslV |la situacion es muy diferente: mientras que las lineas parentales acumulan
(al final del periodo de luz) un 122 % respecto al WT, en el caso del mutante sslll (Zhang et al.,
2005b), y un 61,7 %, en el del mutante sslV (Rolddn et al., 2007b), el doble mutante ssllisslV carece
de almiddn, o al menos de un contenido de almiddn que sea cuantificable alo largo de todo el
ciclo luz/oscuridad. La ausencia de almiddn cuantificable en este mutante se probd ademds
mediante el método descrito por Smith y Zeeman (Rolddn et al., 2007b). Estos datos sugieren que
la presencia de SSlIl o SSIV es necesaria para la sintesis de almiddn en las hojas de Arabidopsis
thaliana (Szydlowski et al., 2009).
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Figura 18. Curvas de acumulacién de almidén de los dobles mutantes ssisslV (grdfica izquierdal), sslisslV (gréfica central) y
ssllisslV (gréfica derecha) con las lineas parentales respectivas y el WT a lo largo del dia. Las plantas fueron crecidas bajo un
fotoperiodo de DL y el contenido en almiddn fue determinado cada 4 h. Cada punto es la media (+ desviacion estdndar)
del contenido de almidén/gpf de 5 plantas.

Andlisis mediante técnicas de microscopia.

Los andlisis de secciones de hojas mediante microscopia éptica y electrénica de
transmisién (TEM) de los mutantes dobles ssisslV (Figura 19, im&genes D, E 'y F) y sslisslV (Figura 19,
imdgenes G, H e l) muestran la presencia de un Unico grdnulo de almiddn por cloroplasto frente
alos 5-7 que se observan en el WT (Figura 19, imdgenes A, By C), de manera similar a lo descrito
previamente para el mutante simple ssiV (Szydlowski et al., 2009). Ademds, el andlisis mediante
TEM de dichos mutantes muestra que los grdnulos tienen un mayor tamano que los del WT
(Figura 19). Los andlisis mediante microscopia éptica de cortes seriados de hojas de los mutantes

dobles ssisslV vy sslisslV recogidas al final del dia y tefidas con azul de toluidina o reactivo PAS,

129



muestran la existencia de cloroplastos vacios en ambos mutantes (imdgenes no mostradas),

hecho que no se observa en el mutante simple sslV (Rolddn et al., 2007b).

Figura 19. Imdgenes de microscopia dptica y electrénica de secciones de hojas de (A-C) WT y los mutantes (D-F) ssisslV, (G-1)
sslissIV 'y (J-L) sssllissIV. Las imdagenes de microscopia éptica A, D, G y J corresponden a tinciones con azul de toluiding; la
pared celular y el estroma de los cloroplastos aparecen en color azul, mientras que los grénulos de almidén no se fifen,
salvo cuando son muy grandes, como en el caso de los mutantes carentes de SSIV. Las imdgenes de microscopia dptica B,
E, H y K corresponden a secciones de tejido tefidas con PAS; los carbohidratos de la pared celular y los grdnulos de almidén
se observan en rojo. En las imagenes de microscopia electronica C, F, G e | pueden diferenciarse los cloroplastos y, en el
interior de ellos, se pueden observar los granulos de almidén como estructuras blancas menos electrodensas que el estroma.
Las barras corresponden a 20 um en lasimdégenes A, B,D,E, G, H,JyK,yalumenC,F, Lel.
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Los andlisis de secciones de hojas mediante microscopia corroboran la ausencia de
almiddn en el doble mutante ssllisslV (Figura 19, imdgenes J, Ky L). Sin embargo, los andlisis de
dreas mayores mediante tincién con azul de toluidina o reactivo PAS, mostraron la existencia de
cloroplastos (muy pocos) con un Unico grdnulo de almiddn, al igual que el resto de mutantes
sslV, indicando que en ausencia de SSIl y SSIV, la sintesis de almiddn puede ocurrir pero con una

probabilidad muy baja (Figura 20).
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Figura 20. Im&genes de microscopia éptica de secciones de hojas del mutante ssllisslV. La imagen A corresponde a a una
fincién con azul de toluidina; la pared celular y el estroma de los cloroplastos aparecen en color azul, mientras que los
grdnulos de almiddn no se tifen, salvo cuando son muy grandes. La imagen B corresponde a una tincién con PAS; los
carbohidratos de la pared celular y los grdnulos de almiddn se observan en rojo. En ambas imdgenes se observa como la
mayor parte de los cloroplastos del mutante ssllisslV carecen de almidén, pero es posible encontrar algin cloroplasto con un
Unico grdnulo de gran tamano. Las barras corresponden a 25 um en ambas imdgenes.

Obtencidn de los mutantes triples ssisslisslll y ssisslissIV.

Dado que los datos indicaban que las enzimas SSIIl y SSIV juegan un papel importante en
el inicio de la sintesis del grdnulo de almiddn, nos planteamos si éstas permitiian la sintesis en
ausencia del resto de almiddn sintasas. Por ello, se obtuvieron los mutantes tripes ssisslisslil y

ssisslisslV que poseen exclusivamente las almiddn sintasas de Clase IV y Il respectivamente.
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Los mutantes triples ssisslisslll y ssisslisslV fueron obtenidos mediante el cruce (ver pdgina 72)
del mutante doble ssissll y los mutantes dobles ssisslll y ssisslV respectivamente. Los mutantes ssissil

y ssisslll fueron generados por el grupo del Dr. Christophe d'Hulst (Szydlowski et al., 2009).

La seleccién de los triples mutantes homocigotos se hizo mediante PCR de DNA gendmico
usando los cebadores descritos en la Tabla 10 (pdgina 113). La presencia/ausencia de SS4 se

comprobd mediante Inmunoblot con anti-SSIV (Figura 58).

Figura 21. Fotos del WT ecotipo WS (A) y los mutantes triples del mismo ecotipo, ssisslisslil (B) y sslsslisslV (C). Las plantas se
crecieron en condiciones de DL en una cdmara de crecimiento de plantas. Las fotos fueron tomadas 18 dias después de la
siembra.

Curvas de crecimiento en condiciones de dia largo (DL).

Las curvas de crecimiento de los mutantes triples (Figura 22) muestra el menor crecimiento
de ambos respecto al WT (WS). E efecto de las mutaciones sobre el crecimiento se puede

observar también en la Figura 21.

A los 25 dias de crecimiento, los mutantes ssisslisslil y sslsslisslV tienen un peso fresco/planta

de aproximadamente una tercera parte y 15 veces inferior al del WT respectivamente.
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Figura 22. Curva de crecimiento de los mutantes friples frente a su silvestre. Las plantas fueron crecidas bajo un fotoperiodo
de DL (en cdmara de crecimiento de plantas) y el peso de la roseta fue determinado en diferentes dias a lo largo del ciclo
de vida. Cada punto es la media (+ desviacion estdndar) del peso de 5-7 plantas.
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Figura 23. Curvas de acumulacién de almidén de los mutantes triples ssisslissiil y sslisslisslV con su silvestre (WS) a lo largo del
dia. Las plantas fueron crecidas bajo un fotoperiodo de DL y el contenido en almidén fue determinado cada 4 h. Cada
punto es la media (+ desviacion estdndar) del contenido de almidén/gpf de 5 plantas.

Curvas de acumulacion de almidon.

Los dos mutantes triples acumulan almiddn durante el dia y lo movilizan durante la noche,
aungue el contenido de amiddon estd fuertemente reducido al final del periodo de luz en
comparacion con el WT. En el mutante ssisslisslll, encontramos un 26,8 % y en el ssisslissllV, un 34,6

% respecto al silvestre (Figura 23).
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Ambos mutantes presentan una tasa de crecimiento menor que la del WT, pero superior a

|la del doble mutante ssllissIV.

Andlisis mediante técnicas de microscopia.

El andilisis de secciones de hojas del mutante ssisslisslV mediante microscopia (Figura 24,
imdgenes D y E) muestra la presencia de un Unico grdnulo de almiddn por cloroplasto, de
tamano superior a los grénulos del WT, de manera similar a lo observado en los mutantes dobles
ssisslV y sslisslV. Al igual que ellos, el triple mutante presenta cloroplastos vacios (carentes de
granulos de almidén visibles), lo cual ha sido confiimado mediante el andlisis de cortes seriados,

tefidos con PAS y azul de toulidina, por microscopia dptica.

El mutante ssisslisslil en contra, presenta un nimero de grdnulos de almiddn por cloroplasto
igual al observado en el WT y un tamafo de grdnulo considerablemente menor (Figura 24,

im&genes A-C).

Figura 24. Imdagenes de microscopia éptica y electrénica de secciones de hojas de los mutantes triples (A-C) ssisslissill y (D y
E) ssisslissIV. Las imdagenes de microscopia optica Ay D corresponden a tinciones con azul de toluidina; la pared celular y el
estroma de los cloroplastos aparecen en color azul, mientras que los grdnulos de almiddn no se tfinen. La imagen de
microscopia éptica B corresponde a una tincién con PAS; los carbohidratos de la pared celular y los grdnulos de almidén se
observan en rojo. En las imdgenes de microscopia electrénica C y E pueden diferenciarse los cloroplastos y, en el interior de
ellos, se pueden observar los gradnulos de almiddén como estructuras blancas menos electrodensas que el estroma. Las barras
corresponden a 20 um en lasimdégenes A,ByD,ya2umen CyE (1 um en la ampliacién).
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Figura 25. Im&dgenes de microscopia éptica de secciones de hojas del mutante ssisslisslV. La imagen A corresponde a a una
fincién con azul de toluiding; la pared celular y el estroma de los cloroplastos aparecen en color azul, mientras que los
grdnulos de almiddn no se fifien, salvo cuando son muy grandes, como en este caso. La imagen B corresponde a una
fincién con PAS; los carbohidratos de la pared celular y los grénulos de almiddn se observan en rojo. En ambas imédgenes se
observa como la mayor parte de los cloroplastos del mutante ssisslisslV presentan un Unico grdnulo de almiddn, pero
ademds se observa la existencia de cloroplastos vacios. Las barras corresponden a 50 um en ambas imdgenes.
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Figura 26. Imagenes de microscopia éptica de cortes seriados de hojas del mutante friple ssisslisslV tefidos con PAS. Las
flechas negras indican cloroplastos con un grdnulo de almidén. Las flechas rojas indican cloroplastos vacios.
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Actividades enzimaticas relacionadas con el metabolismo del

almidon de los mutantes SS.

Para determinar si los fenotipos observados en los mutantes SS (especialmente la ausencia
de almiddn en el mutante ssllissiV) eran debidos exclusivamente a la ausencia de las SS y no al
efecto pleiotrépico de las mutaciones, la actividad de diferentes enzimas relacionadas con el
metabolismo del almidén fueron ensayadas bioquimicamente y/o detectadas mediante

zimograma.

Actividad almiddn sintasa soluble de los mutantes SS.

La actividad almiddn sintasa soluble (SS) fue ensayada para los mutantes simples, dobles y
triples. En la Figura 27 se muestra la actividad presente en cada uno de ellos respecto a su

silvestre.
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Actividad almiddn sintasa soluble

Figura 27. Actividad almidén sintasa soluble de los mutantes simples, dobles y triples. La actividad de cada linea fue
ensayada en 3-5 experimentos independientes y, para cada experimento, los valores de los mutantes fueron referidos al WT.

Si comparamos los niveles de actividad SS de los mutantes simples respecto al silvestre,
observamos que la mutacion simple ssl es la que tiene un efecto mds drdstico en la actividad SS
de la planta, mientras que la mutacidon simple sslV no tiene un efecto aparente sobre la
actividad total. Si observamos los niveles de actividad de los mutantes dobles, vemos que la
pérdida de actividad almiddn sintasa soluble en los mutantes simples ssl, ssil y sslil es ligeramente
potenciada por la mutacion del gen AtSS4 (dobles mutantes ssisslV, sslisslV y ssllissIV). En el caso
del doble mutante ssllisslV, la actividad almiddn sintasa soluble se reduce a un 65 % respecto all
silvestre, lo cual quiere decir que las enzimas SSI y SSIl estdn presentes y son activas en este
mutante. La ausencia de actividad SSIII y la presencia de actividad SSI en el doble mutante

ssllisslV se puede visualizar mediante zimograma (ver Figura 28).
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Figura 28. Zimograma de la actividad almiddn sintasa. Se cargaron extractos crudos vegetales (150 ug de proteinas) del WT
y los mutantes sslil, sslV y ssllisslV. Mediante zimograma de extractos vegetales sélo es posible detectar la actividad almiddn
sintasa de Clase | y Il

En el caso de los mutantes triples vemos dos situaciones muy diferentes. Mientras que el
mutante triple ssisslisslV presenta unos niveles de actividad SS de aproximadamente el 32 %
respecto al WT, en el mutante triple ssisslisslll no se detecta actividad SS, lo cual concuerda con
el hecho de que la actividad medida en el mutante simple sslV sea prdcticamente la misma que
en el WT. Diferentes condiciones de ensayo han sido probadas: cebadores diferentes
(amilopectina y glucégeno), presencia o ausencia de citrato - activador de algunas almiddn
sinfasas (Szydlowski et al., 2011b) - o agentes reductores como DIT; en ninguno de los casos se
detectd actividad almiddn sintasa soluble. La presencia del enzima SSIV se comprobd mediante
inmunoblot con anticuerpos especificos anti-SSIV y su expresidn en el mutante triple ssisslisslil es

similar a la del WT (Figura 58).

Actividad Almiddn Sintasa Unida a Granulo.

La actividad almiddn sintasa unida a grdnulo (GBSSI) fue ensayada para los mutantes
simples sslll 'y sslV, los mutantes dobles ssisslV y sslissV y los mutantes triples ssisslisslll y sslsslissIV
(Figura 29). No es posible determinar la actividad GBSSI en el mutante ssllisslV puesto que no hay

almidoén.
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Figura 29. Actividad almiddn sintasa unida a grdnulo de los mutantes simples, dobles y triples referida al contenido de
almidén. Los valores corresponden a la media (+ error esténdar de la media) de la actividad obtenida en 3 experimentos
independientes.

Se observa que los niveles de actividad GBSSI por mg de almiddn del mutante ssill son
aproximadamente los mismos que en el WT, mientras que en todos los mutantes carentes de
actividad SSIV, hay una disminucién de la actividad respecto al WT y, en el caso del mutante
triple ssisslisslll, un incremento de la misma. La disminucidn de la actividad GBSSI en los mutantes
carentes de SSIV podria deberse al gran tamano de los grdnulos observados en los mismos. La
entrada de la ADP-Glc en grandes granulos seria mds complicada que en grdnulos pequenos,
de modo que para un mismo contenido de almidén, la diferente difusién de la ADP-Glc entre un
Unico grdnulo grande o multiples grdnulos pequenos podria explicar la relacién observada entre

la actividad GBSSI y la mutacion sslV, asi como el incremento observado en el mutante ssisslisslil.

Otras actividades relacionadas con el metabolismo del almidén.

Las actividades mds importantes relacionadas con el metabolismo del almiddn fueron
determinadas en extractos de hojas de los mutantes dobles vy triples. Los valores obtenidos estdn
recogidos en la Tabla 13. Cédmo puede verse en la misma, los mutantes dobles ssissiV y sslisslV no
tienen alteradas de manera estadisticamente significativamente ninguna de las actividades
ensayadas, aungque parece existir un incremenfo de la actividad a-glucano fosforilasa. El
mutante doble ssllisslV, sin embargo, presenta niveles de actividad B-amilasa y a-glucano
fosforilasa muy superiores a los del WT (aproximadamente 3,5 y 8 veces mds respectivamente).
En cuanto a los triples mutantes, se observa un incremento de la actividad p-amilasa en el
mutante sslsslisslV y una disminucién de la actividad a-glucano fosforilasa en el mutante ssissiissill.
El resto de actividades ensayadas no parecen afectadas de forma estadisticamente
significativa en ninguno de los dos mutantes friples, sin embargo la actividad o-glucano

fosforilasa parece incrementar en ssisslissiV, al igual que ocurre con los mutantes sslsslV y sslissIV.
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Teniendo en cuenta que el mutante simple sslV presenta un mayor nivel de actividad de las
fosforilasas citosdlica (PHS1) y cloroplastidica (PHS2) (Boyer & Preiss, 1979), se debe considerar la
existencia de un incremento de la actividad a-glucano fosforilasa asociado a la ausencia de
SSIV y que, probablemente, un mayor nUmero de repeticiones del ensayo hubiese confirmado

un nivel de actividad estadisticamente superior al del WT en estos mutantes.

Actividad
WT sslsslV sslisslV ssllisslV sslsslisslll sslsslisslV
(% respecto al WT)
SBE 100,0 + 6,1 1050+ 5,3 107,9+1,8 101,145 108,8+7,7 91,7+3,6
AGPasa 100,0+17,2 107,3+13,3 161,0£ 16,9 125,6 £19,6 64,1 £5,9 218,5+ 34,6
a-amilasa 100,0£10,0 83,0 £8,1 89,7 £9.,0 113,4 £10,0 103,8 £ 6,2 97,0 6,6
B-amilasa 100,0+ 3,4 125,1+17.8 86,5+7,2 356,2+2,7 183,3£50,3 209,6* £ 8,2
a-glucano
100,0 +8,1 131,5+11,7  161,3 £24,6 799.2+7,7 49,7 +0,9 154,8 + 47,8

fosforilasa

Tabla 13. Actividades enzimdticas relacionadas con el almiddn de los mutantes dobles y triples respecto a sus
correspondientes WT. SBE = actividad almiddn ramificante, AGPAsa = actividad ADP-Glc pirofosforilasa. Los valores son
porcentajes respecto a los obtenidos en el WT. Cada valor es la media * error estédndar de la media de tres ensayos
independientes. * indica que hay diferencia significativa con respecto al WT (p<0,05).

Ademds de las determinaciones bioquimicas mostradas en la Tabla 13, se llevé a cabo el
andlisis mediante zimogramas de los mutantes ssllisslV (Figura 30), ssisslisslil (Figura 31 izquierda) y
ssisslisslV (Figura 31 derecha), junto a sus respectivos parentales (sslll y ssIV para ssllisslV; ssl, ssll, sslil,
ssisslll y sslisslil para ssisslissill; y ssl, ssll, sslV, sslssIV y sslisslV para ssisslissiV), y el WT (Col-0 para ssllissiV
y WS para los mutantes triples). En la Figura 30 podemos observar un incremento respecto al WT
de las actividades ISAT e ISA3 (isoamilasas) en los mutantes sslll y ssllisslV, asi como, un
incremento de las actividad RAMI1 (B-amilasa citosdlica) en el mutante ssil, y PGM3
(fosfoglucomutasa citosdélica) en los mutantes sslll, ssIV y ssllisslV, siendo el incremento en el doble
mutante lo esperado en funcién del incremento observado en sus parentales respecto al WT. En
el zmograma de la actividad fosforilasa (abajo derecha) de la Figura 30, se puede observar que
el incremento de la actividad a-glucano fosforilasa del mutante ssllisslV es debido a un
incremento de la actividad de ambas isoformas, PHS1 y PHS2. Los cambios en los niveles de
actividad respecto al WT observados en el mutante sslll de ecofipo Col-0 (Figura 30), no se
observan en el caso del mutante sslll de ecotipo WS (Figura 31), probablemente por las
diferentes condiciones de crecimieno de las plantas empleadas para los zimogramas en la
Figura 30, crecidas en el invernadero del Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis (CSIC-
Sevilla, Espana), y en la Figura 31, crecidas en el invernadero de la Unité de Glycobiologie
Structurale et Fonctionnelle (Université des Sciences et Technologies-Lille, Francia). En cuanto a
los triples mutantes, la Unica variacion respecto al WT que se observa en los zimogramas de las
actividades modificantes de la B-dextrina limite (Figura 31 ariba) y del almiddn (Figura 31 abagjo)

es unincremento de la actividad p-amilasa tanto en ssisslisslil como en sslsslisslV.
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Figura 30. Zimogramas de las actividades modificantes de la p-dextrina limite (arriba izquierda) y del almiddn (arriba
derecha), de la fosfoglucomutasa (abajo izquierda) - las flechas indican diferentes isoformas — y de la fosforilasa (abajo
derecha) de los mutantes sslll, ssIV y ssllisslV y del silvestre Col-0. ISA1 e ISA3 son las isoamilasas 1y 3, SBE2-1 y SBE2-2 son
enzimas desramificantes del almidén, PUL es la actividad pululanasa, RAM 1 es la p-amilasa citosélica y PHST y PHS2 son las
almidén fosforilasas.
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Figura 31. Zimogramas de las actividades modificantes de la B-dextrina limite (arriba) y del almidén (abagjo) de los triples
mutantes ssisslisslll (izquierda) y ssisslisslV (derechal) junto a sus respectivos parentales y WT (WS). ISAT e ISA3 son las isoamilasas
1y 3, SBE2-1 y SBE2-2 son enzimas desramificantes del almiddn, PUL es la actividad pululanasa, RAM1 es la pB-amilasa
citosélica y PHS1 y PHS2 son las almidén fosforilasas.
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Tanto en el ensayo cuantitativo como en el zimograma, se observa un claro incremento
de la actividad almiddén fosforilasa en el mutante ssllisslV. La expresion de los genes PHSI1
(fosforilasa cloroplastidica) y PHS2 (fosforilasa citosdélica) fue analizada mediante Q-PCR. Como
se observa en la Tabla 14 el incremento de actividad en el mutante ssllisslV se corresponde con

un incremento de la expresion de los genes PHS1 y PHS2.

PHS1 PHS2

Col-0 1,00 1,00
sslll 1,05¢+0,13 0,999+ 0,20
sslv 1,049+ 0,11 1,680+ 0,07
ssllisslvV 2,690+ 0,30 5,100+ 0,36

Tabla 14. Expresion respecto al WT de los genes PHS1 y PHS2 en el mutante ssllisslV y sus parentales los mutantes simples sslll y
sslV. Los valores estdn normalizados respecto a los obtenidos en el WT que se consideran como 1,00. Cada valor
corresponde a la media + error estdndar de la media de 5 ensayos independientes. @ indica que no hay diferencia
significativa con respecto al WT (p20,05). ¢ indica que hay diferencia significativa con respecto al WT (p<0,05).

Determinacién de los niveles de pigmentos.

Todos los mutantes afectados en el gen SS4 presentan un color verde pdlido, lo cual
sugiere que los niveles de clorofila podrian estar afectados en dichos mutantes. Por ello, los
niveles de clorofilas a (Chla) y b (Chlb), carotenoides y anfocianinas fueron determinados en los
mutantes simples sslll y sslV, los mutantes dobles ssisslV, sslisslV y ssllisslV y los mutantes triples

ssisslisslil 'y ssissllssIV (Figura 32 y Figura 33).
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Figura 32. Niveles de clorofilas a (izquierda), b (centro) y totales (derecha) de los mutantes sslll, sslV, ssisslV, sslisslV, ssllissIV,
sslsslisslll y ssisslissIV. La barra de error corresponde al error estdndar de la media. * indica que hay diferencia significativa con
respecto al correspondiente WT (p<0,05).
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Ratio Chl a/b
WS 3.61 *0,02
Col-0 371 £0,05
sslll 3,53 +0,04
sslv 3,68 £0,05
ssisslvV 326 £0,09
sslisslV 3,49 £0,11
ssllisslV 326 +0,08
ssisslisslil 382 +0,02
sslsslisslV 332 +0,04

Tabla 15. Ratio clorofila a/clorofila b (Chl a/b) de los mutantes sslll, ssIV, sslssIV, sslissIV, ssllissIV, ssisslisslll y sslsslissIV y sus silvestres
Col-0y WS.

Como puede verse en la Figura 32, todos los mutantes carentes de actividad SSIV poseen
niveles de clorofilas totales inferiores a su correspondiente WT (1,03 mg/gpf para WS y 1,04
mg/gpf para Col-0), lo cual explica el color pdlido que presentan. Tanto los niveles de clorofila a
como los de clorofila b estdn disminuidos en dichos mutantes sin que la razdn clorofila a/clorofila
b se vea dlterada significativamente en ninguno de ellos (Tabla 15). La disminucidon mds drdstica
de los niveles de clorofilas se observa en el mutante ssllisslV (con un contenido de clorofilas
totales de 0,48 mg/gpf). El mutante simple sslll y el triple mutante ssisslisslil, en cambio, poseen
niveles normales (aproximadamente iguales a los del WT) de clorofilas (0,97 y 1,22 mg de
clorofilos totales/gpf respectivamente). EH mismo efecto se observa en los niveles de
carotenoides (Figura 33): fodos los mutantes carentes de actividad SSIV poseen un contenido en
carotenoides inferior al WT (0,22 pg/gpf para ambos ecoftipos), observdndose la disminucién mds

drdstica en el mutante ssllisslV (0,09 ug/gpf).

En cuanto alos niveles de antocianinas (Figura 33), al confrario que lo observado para los
niveles de clorofilas y carotenoides, todos los mutantes carentes de actividad SSIV poseen un
mayor contenido que el correspondiente WT. El incremento es especialmente grande en el caso
del mutante ssllisslV, que posee entre 5y 7 veces mds que Col-0, lo cual explica el color rojo que
adquieren los extractos dcidos de este mutante. Los mutantes ssill y ssisslisslll poseen niveles

normales de antocianinas.
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Figura 33. Niveles de carotenoides (arriba) y anfocianinas (abajo) de los mutantes sslll, ssIV, sslsslV, ssllssIV, ssllisslV, sslsslisslll y

ssisslisslV y los WT de ecotipo WS y Col-0. * indica que hay diferencia significativa con respecto al comrespondiente WT
(p<0,05).
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Andlisis de la sintesis de novo de granulos de almidon en los

diferentes mutantes.

Dado que SSIV parecia tener un papel importante en el inicio del grdnulo de almidén, nos
planteamos estudiar el reinicio de la sintesis de aimidén en plantas mantenidas durante 4 dias en
oscuridad (104 h en redlidad) con objeto de eliminar por completo el amidén acumulado. El
ensayo consistié en comparar el contenido de almiddn de los diferentes mutantes al final del

primer y segundo dia (16 h de luz) después de la incubacién en oscuridad (Figura 34).

Condiciones de | bacid idad 104 h Condiciones de
crecimiento: DL ncubacion en oscurida crecimiento: DL
A A A
[ / Y |
( I N N N N N I N
Cubro las bandejas Primer punto: Segundo Cuarto punto:
56 h punto: 104 h 16 h luz
oscuridad. oscuridad. (segundo dial).

Tercer punto:
16 hluz
(primer dia).

Figura 34. Esquema del ensayo para el andlisis de la sintesis de novo de grdnulos de almidén en los diferentes mutantes. Los
rectdngulos en blanco y negro cormresponden con las 16 h de luzy 8 h de oscuridad (respectivamente) del ciclo de DL. Los
rectdngulos en gris son los dias (16 h cada uno) que las bandejar estuvieron cubiertas para la completa eliminacién del
almidén acumulado.
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Figura 35. Contenido de almidén de los silvestres de ecotipo Col-0 y WS y los mutantes sslil, ssIV, sslsslV, sslissIV, ssllissIV, ssisslissliI
y ssisslisslV tras 56 y 104 h de oscuridad, alas 16 h de luz después de la incubacién en oscuridad (104 h) y a las 16 h de luz del
segundo dia después de la incubacién en oscuridad.

145



El primer dato a resaltar es que mientras las plantas WT, el mutante simple ssill y el mutante
triple ssisslissill no presentan almiddn cuantificable tras 56 h de oscuridad, los mutantes carentes
de SSIV - sin tener en cuenta el mutante ssllisslV, que no posee almidén cuantificable - poseen
cierta cantidad de almidén aun después de 104 h de oscuridad (Figura 35). H siguiente dato
observado es que el mutante ssisslisslll — a diferencia del resto — aun carecia de almiddn tras las
primeras 16 h de luz (Figura 35 y Figura 36) y sélo al final del segundo dia su contenido de
almiddn es cuantificable. Del mismo modo, Col-0 vy sslll parecen necesitar mds de dos dias para
alcanzar sus niveles normales de almiddn (Figura 35). La cinética de recuperacion de los niveles
normales de almiddn es similar para Col-0, sslil y ssisslisslll, y sélo la de WS parece ser mds rdpida.
Los datos indican, por tanto, que la recuperacion de los niveles normales de almiddn de los
mutantes carentes de SSIV es mds rdpida que la de los mutantes carentes de otras SS o del WT,
presumiblemente porque la degradacién de almiddn no es total tras los 4 dias de oscuridad.
Cdomo se discutird en la pdgina jErrort Marcador no definido., este hecho podria relacionarse con
la presencia de un “centro de nucleacion” diferente al habitual en los mutantes carentes de
SSIV. Por su parte en el WTy los mutantes sslil y ssisslisslll, el inicio del grénulo debe hacerse desde
cero, lo cual implicaria la formacién de un “complejo de iniciacion” de la sintesis de almidén.

SSIV seria de algun fundamental para la formacién de dicho complejo.
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Figura 36. Tincion con lugol de hojas y plantas antes (columna 1) y después (columna 2) de la incubacion en oscuridad
durante 48 h, tras las primeras 16 h de luz (columna 3) y a las 16 h de luz del segundo dia (columna 4).
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Caracterizacion del doble mutante ssllissIV.

Parte de mi trabajo se ha centrado en la caracterizacién del mutante doble ssliisslV, el
cual, cdmo se puede ver en la Figura 18 y la Figura 20, es incapaz de acumular niveles
cuantificables de almiddn. En la Figura 37, puede verse que el doble mutante ssliisslV posee una
tasa de crecimiento mucho menor que la del WT. Cuando uno compara este mutante con otros
mutantes con niveles muy bajos (no detectables) de almiddn, como aps! (Rolddn et al., 2007b)
o pgm! (Ventriglia et al., 2008), encuentra que ninguno tiene un fenotipo tan drdstico como
ssllisslV, de modo que la ausencia de un contenido de amidén cuantificable no es la
responsable directa del fenotipo de ssllisslV, 1o que nos llevd a preguntarnos por qué ssllisslV

presentaba un fenotipo mdas drdstico que estos otros mutantes (aps! y pgm1).

Comparacién del crecimiento en dia largo (DL), dia corto (DC) y luz

continua (LC).

El mutante doble sslilsslV fue crecido, junto a sus parentales, el WT y el mutante aps]
(carente de la subunidad pequena de la ADP-glucosa pirofosforilasa), bajo diferentes
fotoperiodos (Figura 37): 16 h luz/8 h oscuridad (DL, dia largo), 8 h luz/16 h oscuridad (DC, dia
corto) y 24 h luz/0 h oscuridad (LC, luz continua), con el objetivo de comparar el
comportamiento del mutante ssllisslV con otro mutante con niveles no detectables de almidén.
La ausencia de niveles detectables de almiddn en los mutantes sslllssiV y apsT en los tres tipos de

fotoperiodos se comprobd mediante tincién de hojas con lugol (Figura 39).

En la Figura 37 y la Figura 38 puede observarse el menor crecimiento de los mutantes ssiV'y
ssllisslV respecto al WT bajo cualquiera de los fotoperiodos — siendo el crecimiento de ssllisslV
siempre menor que el de sslV -, mientras que la mutacion del gen SS3 no parece tener un efecto
deletéreo sobre el crecimiento - en nuestras condiciones experimentales de DL, las plantas
mutantes sslil crecieron mejor que las plantas WT. El mutante apsi presenta una menor tasa de
crecimiento que el WT en condiciones de DC, pero el aumento del periodo de luz, potencia su
crecimiento, de modo quesu tasa de crecimientoen condiciones de DL o LC es
prdcticamente la misma que la observada en las plantas WT. El crecimiento de ssllisslV, en
estas condiciones (DL y LC), se manfuvo severamente afectado, y el desslVse mantuvo
infermedio entre el dessllisslV y el de plantas WT. Estos resultados indican que el efecto
nocivo observado en el crecimiento de ssllisslV, y en menor grado ensslV, no es provocado por
la deficienciaen la acumulacidon de almiddn y podria ser consecuencia de otra alteracién

metabdlica.

El mutante aps! presenta una menor tasa de crecimiento que el WT en condiciones de

DC, pero en condiciones de DLy LC no se observan diferencias estre uno y otro (Figura 38).
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d sslllsslV

Figura 37. Comparacién del crecimiento en dia largo (DL), dia corto (DC) y luz continua (LC) del mutante ssllisslV, sus
parentales sslll y sslV, el mutante aps! y el control WT Col-0. Las plantas fueron crecidas en fitofrones bajo fotoperiodos de 16
hluz / 8 h oscuridad (DL, primera columna), 8 h luz / 16 h oscuridad (DC, segunda columna) y 24 h luz / 0 h oscuridad (LC,
tercera columna) y las fotos fueron tomadas a los 22 (DL), 28 (DC) y 18 (LC) dias después de la siembra.

149



1000

Dia corto

*— Col-0
—0— sslil
800 1 v v
3 —o— ssllissV
@ 600 —=— apsl
o}
O 400
o
[0}
ke}
[0)] 200 7
€
O .|
0 10 40
Dias después de la siembra
1400 .
o— Col-0 Dia largo
1200 | —o— sslil
o —v— ss|V
O 1000 1 —a— sjiissiv
(%]
0] = gpsl
& 800 1 P
2
(0] 4
ol 600
[0)
© 400 A
o)
€ 200 A
O 4
0 5 25 30
Dias después de la siembra
1000 .
e— Col-0 Luz continua
800 1 —o— sslll
o —v— sslV
0 —a— sslllssIV
O 600 1 —=— apsl
o)
O 400 |
o
o)
ke}
(@) 200 7
€
O .|
0 5 20 25

Dias después de la siembra

Figura 38. Curvas de crecimiento de Col-0, sslll, sslV, ssllisslV 'y aps] crecidas bajo fotoperiodos de 16 h luz/8 h oscuridad
(arriba, DL), 8 h luz/16 h oscuridad (centro, DC) y 24 h luz/0 h oscuridad (abajo, LC). El peso de la roseta fue determinado en

diferentes dias a lo largo del ciclo de vida. Cada punto es la media (+ desviacién esténdar) del peso de 5-7 plantas.
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Figura 39. Comparacién del contenido de almiddn, mediante fincién con lugol, de Col-0, sslil, ssIV, ssllisslV 'y aps] cultivadas
en fotoperiodos de 16 h luz/8 h oscuridad (DL, primera columnal), 8 h luz/16 h oscuridad (DC, segunda columna) y 24 h luz/0
h oscuridad (LC, tercera columnal). En los casos de DL y DC, las muestras se recogieron al final de los respectivos periodos
de luz.

sslV

ssllisslV

Andlisis del contenido de almiddn en cotiledones y raices.

La tincidon con lugol de plantas enteras del mutante ssllisslV (Figura 39, columna central),
reveld cierta acumulacién de almiddn en los cotiledones de dicho mutante, indicando que la
sintesis de almiddn en los coftiledones podria estar ocurriendo de modo diferente a como ocurre
en los tejidos fotosintéticos. En la Figura 41 se puede ver clédramente la diferencia en cuanto a
contenido de almiddn entre una hoja y un cotileddn del mutante ssllisslV. Quisimos conocer la
situacion en el mutante apsl y, para ello, plantas jovenes (9 dias desde la siembra) silvestres (Col-
0) y mutantes ssllisslV y apsi fueron tenidas con lugol. Como vemos en la Figura 40, a diferencia

de lo comentado para el doble mutante ssllisslV, las plantas mutantes apsl no parecen
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acumular almiddn en los cotiledones (al menos no una cantidad detectable con este método).

Por tanto, SSIIl y SSIV no juegan un papel tan claro en la sintesis de almiddn en los cotiledones.

Col-0

‘ ’, sslllssIV

; % apsl
{

Figura 40. Tincién con lugol de cotiledones de Col-0, ssllisslV y aps 1. Las muestras fueron recogidas a los 9 dias después de la
siembra.

Hoja Cotiledén

Figura 41. Imagenes de microscopia éptica de hoja y cotiledédn del mutante doble ssllisslV tefidos con lugol. La flecha
sefala el Unico grdnulo visible en este segmento de hoja.

Mediante tincién con lugol de raices (Figura 42), se comprobd que ssllisslV carece de
acumulacién de aimiddn en las células de la columela, del mismo modo que lo descrito para el
mutante aps! (Caspar et al., 1985). De este modo, se confirma que la presencia de SSlIl o SSIV es
necesaria para la sintesis de almiddn, no solo en los cloroplastos de los tejidos fotosintéticos, sino

también en los plastos de tejidos no fotosintéticos.
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Col-0 ; ¢ ssllisslvV

Figura 42. Tincién de raices del WT (Col-0) y el mutante doble ssllisslV con lugol. Las plantas fueron crecidas en placas con
medio MS y bajo un fotoperiodo de DC.

La ausencia de almiddn en el dpice de la raiz podria estar afectando al gravitropismo del
mutante. Para comprobarlo, se compard el crecimiento de las raices de éste con las del WT
(Col-0) en plantas sembradas en placas de Petri estériles con medio MS o MS-sac (suplementado
con sacarosa al 2 %) dispuesta verticalmente en el fitotron. En la Figura 43 puede verse cémo el
desarrollo de las raices estd muy afectado en el doble mutante creciendo en MS, mientras que
en MS-sac se observa un buen desarrollo de las raices y se hace evidente la incompleta
respuesta a la gravedad del mismo. Cémo era de esperar, la ausencia de almidén afecta al

gravifropismo de la planta.

Figura 43. Crecimiento de raices de Col-0 (A y B) y ssllissIV (C y D) en placas de MS (A 'y C) y MS-sac (B y D)
dispuestas verticalmente en fitotron.
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Contenido en azucares.

Los niveles de glucosa, fructosa y sacarosa del mutante ssllisslV se muestran en la Figura
44, junto con los niveles de sus parentales y del mutante apsl. No encontramos diferencia
significativa entre el mutante sslll y el WT respecto a los niveles de glucosa, pero si un incremento
de los niveles en los mutantes sslV, sslllsslV y, sobre todo, apsl. En cuanto a los niveles de fructosa
no podemos decir que ninguno de los mutantes ensayados presente una alteracion significativa
de los mismos. Y, por Ultimo, en cuanto a los niveles de sacarosa, los mutantes sslll y aps]
presenfan un incremento respecto al WT, mienfras que en los mutantes sslV vy sslllsslV no

observamos un cambio estadisticamente significativo.

[ Col-0
s/l
sV
N ssilisslV
[ aps!

150 - * *

200 - *

100 A

50 A

Contenido de azUcares
referido al contenido del WT (%)

Glucosa Fructosa Sacarosa

Figura 44. Niveles de azicares de los mutantes sslll, sslV, ssllisslV y apsl respecto al WT. El contenido de azUcares fue
determinado en exiractos de plantas crecidas bajo un fotoperiodo de DL. Las hojas fueron cortadas a las 16 h de luz. Cada
valor es la media (+ error estdndar de la media) de 4-6 extracciones diferentes.
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Andilisis del intercambio de gases mediante IRGA.

Continuando con la caracterizacion del mutante ssliisslV, se obtuvieron las curvas de
fotosintesis neta (A), transpiracién (E) y conductancia estomdtica (gs) en respuesta a
infensidades crecientes de luz y a concentraciones crecientes de CO2 en el interior de la hoja
(Ci), para plantas crecidas bajo un fotoperiodo de DL, usando un analizador de intercambio de
gases porinfra-rojo (IRGA) portdtil (LI-COR 6400).

Curvas de respuesta a luz del doble mutante ssllissiV.

En la Figura 45, se representan los datos de fotosintesis neta (A), transpiracion (E),
concentracién de CO2 en el interior de la hoja (Ci) y conductancia estomdtica (gs) obtenidos
con el IRGA directa o indirectamente (ver materiales y métodos, pdgina78) para intensidades
crecientes de luz (PAR) de Col-0, sslll, ssIV' y ssllissIV.

La Figura 45A muestra la variacién de la tasa de asimilacion de CO2 o de fotosintesis neta
(A) del WT y los mutantes en respuesta a las diferentes intensidades luminicas, son las
denominadas “curvas AQ". Se observa que, mientras la curva AQ del mutante sslll es idéntica a
la del WT, los mutantes ssIV vy ssllisslV presentan tasas de fijacion de COg2 inferiores a
practicamente cualquier intensidad luminica; aproximadamente un 30 y un 75 % menor que la
del WT, respectivamente, a partir de 1000 ymoles m2 s1. Las curvas AQ de los mutantes ssill, sslV'y
ssliisslV 'y del WT (Figura 45A) desvela el por qué los mutantes carentes de SSIV, sobre todo ssllisslV,
poseen una menor tasa de crecimiento que el WT (o mutantes como apsl, ver Figura 54A en
pdgina 170): los mutantes ssIV poseen una menor tasa de fotosintesis neta que el WT en las
condiciones de cultivo (concentracion de CO2 atmosférica y una intensidad luminica de 120-150
uE m 2 s71), Como se mostrard mds adelante (Figura 54A en pdgina 170), el mutante apsl, en

estas condiciones, posee aproximadamente la misma tasa de fotosintesis neta que el WT.

La Figura 45C muestra el Ci estimado frente a PAR de los mutantes sslll, ssIV' y ssllisslV 'y del
WT (Col-0). Estas curvas son el reflejo de las curvas de A frente a PAR (Figura 45A): a medida que
se incrementa la A, disminuye el Ci: el CO2 intercelular estd siendo fijado. El WT y el mutante sslil,
que presentan las mayores tasas de fotosintesis neta en condiciones de saturacion luminica
(Asat). presentan la mayor disminucion de los niveles de Ci; el mutante sslV presenta una
disminucién de los niveles de Ci intfermedia entre el WT y el mutante doble ssllisslV, asi como su
Asat €5 intermedia entre los mismos; y el mutante ssllisslV presenta la menor disminucién de los
niveles de Cirespecto a PAR, lo cual se corresponde con su inferior Asqat. Los altos niveles de Cidel
doble mutante nos indican que la baja tasa fotosintética de ssllisslV no es debida a la falta de
CO2 dentro de la hoja, sino a algun otro factor. La Figura 45 B y D muestran la transpiracién (E) y
la conductancia estomdtica (gs) respecto a PAR. Aunque los valores de ambos pardmetros no
difieren mucho entre las cuatro lineas, se observa que a baja intensidad de luz (y sobre todo en
oscuridad), los valores de E y gs de los mutantes sslV y ssllisslV son mayores que los del WT vy el
mutante sslil. El incremento de la intensidad de luz provoca el incremento de ambos pardmetros

en los casos del WT y el mutante sslil, mientras que en el caso del mutante sslV, Ey gs se
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mantienen aproximadamente constantes, y en el caso del mutante ssillsslV, se observa una
caida de los mismos con el incremento de la intensidad luminica. Este diferente comportamiento
con respecto al WT (o, como se mostrard mds adelante, el mutante apsl; Figura 54B y Figura
54C en pdgina 170), en cuanto a la variacion de la tasa de transpiracion y la conductancia
estomdtica con el incremento de PAR, podria estar reflejando una respuesta diferente ala luz a

nivel estomdtico de los mutantes carentes de SSIV.
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Figura 45. Curvas de respuesta a luz del mutante ssllisslV en comparaciéon con sus parentales, los mutantes simples sslll y ssiV,
y el WT: (A) tasa de fijacién de CO2 o fotosintesis neta, A; (B) tasa de transpiracién, E; (C) concentracién de CO»
subestomdatica, Ci; y (D) conductancia estomdtica, gs. Cada curva consta de 8 puntos y cada punto es la media de 4
medidas (4 plantas independientes) para cada genotipo. La barra de error corresponde al error estdndar de la media.

El andlisis de las curvas AQ con el programa de andlisis complementario Photosyn Assistant
nos permitié estimar los pardmetros recogidos en la Tabla 16. Los valores de respiraciéon
mitocondrial aparente, Raay, €stimados para los mutantes simples sslll (-0,93 umol m2s1) y ssliV (-
1,13 umol m2 s1) son similares a los del WT (-1,00 umol m2 s), sin embargo, en el caso del
mutante ssllisslV (-1,96 umol m2s7), el valor de Raay €5 casi el doble que en el WT, probablemente
como consecuencia de una carencia de energia, dada la ausencia de sintesis de almiddn. Los
valores de Rday estimados para el mutante aps! son también superiores a los del WT (1,4 veces;
ver Tabla 21 en pdgina 170). Esta diferencia entre el mutante sslV y los mutantes ssllisslV y aps|
podria deberse a que, en el momento de la medida en oscuridad, el mutante ssIV al poseer
almiddn, dependen de la degradacién de éste para el aporte de azUcares que degradar (al
igual que el WT), mientras que los mutantes ssllisslV y apsl poseen un mayor contenido de

azicares solubles que son consumidos a mayor velocidad.
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Si comparamos el punto de compensacion por luz (I, la intensidad de luz a la cual la
velocidad de fotosintesis y la de respiracion/fotorrespiracion se igualan), estimado mediante
Photosyn Assistant (Tabla 16), de los mutantes respecto al WT, vemos que para el mutante simple
sslll (14,80 umol m2s1) es practicamente igual al WT (15,15 ymol m2 s1), mientras que para los
mutantes simple sslV (32,87 umol m2s1) y doble ssllisslV (69,75 umol m2s1) es aproximadamente 2
y 4,5 veces superior (respectivamente) al del WT, lo cual puede ser debido a una menor
eficiencia de las reacciones luminicas y/o una mayor tasa de respiracion/fotorrespiracién de

estos mutantes.

Para intensidades luminicas superiores al punto de compensaciéon por luz, como se explicd
en materiales y métodos (pdgina 79), el incremento de A es proporcional al incremento de PAR.
La pendiente de esta recta nos indica la eficiencia cudntica aparente (AQE o @) (Ventriglia et
al., 2008). Al igual gue ocurre con el punto de compensacién, la AQE del WT y del mutante sslli
son similares (0,065 pmol CO2/umol fotones y 0,062 umol CO2/umol fotones respectivamente),
mientras que la del mutante sslV (0,034 umol CO2/umol fotones) es la mitad que la del WTy la del
mutante sslllsslV (0,025 umol CO2/pmol fotones) es aproximadamente 2,5 veces inferior. Una AQE
inferior a la del WT, indica que factores como la cadena de transporte de electrones, la
actividad de la Rubisco o el metabolismo de las friosas-P pudieran ser limitantes en estos
mutante (Habermann et al., 2003b). Para intensidades luminicas mayores, la A se satura vy
alcanza un valor méximo, Asat. Aunque el punto de saturacién por luz (intensidad luminica a
partir de la cual no hay incremento de A con el incremento de PAR) no ha sido estimado, en la
Figura 45A se puede observar que el doble mutante ssllisslV se satura a una menor infensidad
luminica que el WTy los mutantes sslll y sslV. Como se recoge en la Tabla 16, no hay diferencias
significativas entre el WT y el mutante sslll en cuanto a Asat (10,57 y 10,63 pmol m=2 s
respectivamente). En el caso de los mutantes sslV y ssllisslV, sin embargo, la Asat es,
respectivamente, un 35 (6,87 umol m2s1) y un 76 % (2,51 ymol m2s1) inferiores ala del WT (10,57
pumol m2s1), lo cual indica una menor velocidad de las reacciones de fijacién de carbono (ciclo

de Calvin) ala concentracidon de CO2 ensayada.

Como se mostrard mds adelante (Tabla 21 en pdgina 170) el mutante aps! también
posee una Asqt inferior a la del WT (un 34,5 % inferior), indicando que, para altas infensidades
luminicas la velocidad del ciclo de Calvin limita la velocidad de fotosintesis neta. Si comparamos
las Asat de sslllsslV y aps1, vemos que pese a que ambos poseen un contenido prdcticamente
nulo de almiddn, la velocidad de fijacién de CO:2 (a intensidad luminica saturante) estd mds
limitada en el mutante ssllisslV que en el mutante aps!, indicando que la disminucidon de la

velocidad del ciclo de Calvin tiene motivos diferentes en estos mutantes.
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AQE

Asat Rduy Fi
(MmMol CO2/umol
(WMol m2s1) (WMol m2s1) (WMol m2s-1)
fotones)
Col-0 10,57 *0.64 0,065 +0,003 -1,00 +0,07 15,15 1,08
sslll 10,63« +0,32 0,062¢  +0,002 -0,93¢  +0,07 14,800 +1,48
sslv 6,870 £0,39 0,034>  +0,002 -1,13¢  +0,07 32,870 +0,17
ssllisslvV 2,516 £0,52 0,025 +0,001 -1,960 +£0,04 69,75 +8,96

Tabla 16. Pardmetros estimados con Photosyn Assistant a partir de los valores de las curvas AQ. Los pardmetros se calculan
para 4 curvas (4 plantas independientes) para cada genotipo y se presentan las medias + error estdndar de la media. @
indica que no hay diferencia significativa con respecto al WT (p20,05). ¢ indica que hay diferencia significativa con respecto
al WT (p<0,05).

Curvas de respuesta a Ci del doble mutante ssliissiV.

En la Figura 46 se representan los datos de fotosintesis neta (A), transpiracién (E) y
conductancia estomdtica (gs) obtenidos con el IRGA directa o indirectamente (ver materiales y
métodos, pdgina 78) para concentraciones crecientes de CO2 en el interior de la hoja (Ci) de
Col-0, sslll, ssIV' y sslllssIV.

La Figura 46A muestra la variacion de la tasa de asimilaciéon de CO2 en respuesta al
incremento del Ci del WT y los mutantes, son las denominadas “curvas A/Ci". A primera vista, se
puede observar que los mutantes sslV y, especialmente, ssllisslV poseen menor tasa fotosintética
que el WT a cualquier Ci, mientras que el mutante sslll presenta valores idénticos a los del WT a
bajas concentraciones de Ci y ligeramente inferiores a altas. La Figura 46 B y C muestran la
transpiracién (E) y la conductancia (gs) respecto al Ci. Se observa que el mutante ssll no
presenta un comportamiento diferente al del WT, ambos presentan un ligero incremento de Ey
gs con la concentracién de Ci. La misma tendencia se observa en el mutante sslV, aunque los
valores de ambos pardmetros son mds bajos pare este mutante que para el WT o el mutante sslii
a cualquier Ci. Sin embargo, la E y la gs de ssllisslV presentan una tendencia fotalmente
diferente: ambos parédmetros caen drdsticamente con el incremento de Ci. La disminucién de E
y gs probablemente se deba al cierre de estomas en respuesta al incremento de Ci en el
mutante ssllisslV. Este comportamiento no se observa tampoco en el mutante aps1 (Figura 55 By
C) y podria indicar, como serd discutido mds adelante (ver pdgina 239), que la “ausencia” de

sintesis de almiddn es detectada de manera diferentes en los mutantes aps] vy ssillssiV.
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Figura 46. Curvas de respuesta a Ci del mutante ssllisslV en comparacion con sus parentales, los mutantes simples sslil y sslV, y
el WT: (A) tasa de fotosintesis, A; (B) tasa de transpiracion, E; y (C) conductancia estomdtica, gs. Cada curva consta de 8
puntos y cada punto es la media de 4 medidas (4 plantas independientes) para cada genofipo. La barra de error
corresponde al error estdndar de la media.

Si comparamos los valores de Amax. estimados con el programa de andlisis
complementario Photosyn Assistant (Tabla 17), para el WT (11,2 umol m-2 s1) y el mutante ssill
(10,0 ymol m2 s') no encontramos diferencias significativas, sin embargo, se estiman valores
inferiores a los del WT en el caso del mutante ssiV (8,0 umol m2s1) y del mutante ssllisslV (6,8 pmol
m=2 s}, aproximadamente un 30 y un 40 % inferiores respectivamente. En cuanto al punto de
compensacién por CO2 (Tabla 17) de los mutantes respecto al WT (69,24 umol mol-'), vemos que
para el mutante simple sslll (78,90 umol mol') no se obtiene un valor significativamente diferente,
mientras que para los mutantes ssiV (92,69 umol mol?) vy sslllssiV (148,90 umol mol') se estiman
valores superiores al del WT (aproximadamente 1,34y 2,15 veces superiores respectivamente), lo

cual indica la necesidad de una mayor concentracidon de COzintercelular para que la tasa de
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fijacion de CO2 supere a las tasas de respiracion/fotorrespiracién. Los cambios en el punto de
compensacion pueden ser debidos a modificaciones en la emision de CO2 (respiratoria y/o

fotorrespiratoria) y/o a cambios en la asimilacién (Habermann et al., 2003a).

Punto de
Amax .
compensacion por CO:2
(WMol m2 s-1)

(WMol mol)
Col-0 11,2 £0,82 69,24 +8,88
ssll 10,0e +0,80 78,90e  +5,61
sslv 800 +0,61 92,690 +2,41
ssllisslvV 6,8 *0,96 148,900  +7,02

Tabla 17. Pardmetros estimados con Photosyn Assistant a partir de los valores de las curvas A/Ci. Los pardmetros se calculan
para 3-4 curvas (3-4 plantas independientes) para cada genotipo y se presentan las medias * error estdndar de la media. @
indica que no hay diferencia significativa con respecto al WT (p=0,05). ¢ indica que hay diferencia significativa con respecto
al WT (p<0,05).

Vemax TPU Rd dm
(umol m-2 s-1) (umol m2 s-1) (umol m2s-1) (umol m-2s-1 Pa-l)
Col-0 3537 1,74 414 0,08 1,58 0,11 30 0,00
sl %03 £138 3690 1020 179 025 309 £000
sV maae £176 366 009 248 £013 300 000
UssllissIV 24015 £250 365 030 354 £029 300 000

Tabla 18. Pardmetros Vemax, TPU, Ra'y gm estimados para Col-0, sslil, ssIV y ssllisslV. Los pardmetros se calculan para 3-4 curvas
(3-4 plantas independientes) para cada genotipo y se presentan las medias * error estdndar de la media. @ indica que no
hay diferencia significativa con respecto al WT (p=0,05). b indica que hay diferencia significativa con respecto al WT (p<0,05).

La tasa de carboxilacion mdxima permitida por la Rubisco (Vemax)., €l uso de las triosas
fosfato (TPU), la tasa de respiracidén mitocondrial (Rq) y la conductancia del meséfilo (gm) fueron
estimadas para el mutante doble ssllisslV y sus parentales (Tabla 18), gracias al software
disenado para Excel por Sharkey y col. (Lawlor & Comic, 2002). Como muestra la Tabla 18, no
hay diferencias significativas en cuanto a Vemax entre el WT y los mutantes simples, pero es menor
a la del WT en el mutante doble ssllisslV. Esta inferior Vemax €5 indicativa de una menor actividad
de la enzZima Rubisco (por ejemplo, ocurre ante un factor de estrés o senescencia), lo cudl
puede ocurrir como consecuencia de procesos de fotoinhibicidon. No hay diferencias entre los
valores estimados de TPU y gm de los mutantes con respecto al WT, indicando que estos factores
no son limitantes y no afectarian a la fijacién de COa. H mutante sslll (1,79 pmol m2 s1) presenta
la misma Ra que el WT (1,58 umol m2 s1), pero los mutantes sslV (2,48 umol m2 s1) y ssllisslV (3,54
umol m2 s1) presentan una Rq 1,5y 2,2 veces superiores respectivamente, lo cual explicaria la

menor Amax de estos mutantes (Amax = 3 TPU — Rq).
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Andlisis de la emisidon de fluorescencia mediante PAM.

Con objeto de completar el estudio de los procesos fotosintéticos, se llevd a cabo el
andlisis de la emision de fluorescencia mediante el sistema PAM, lo cual nos permitié calcular el
rendimiento cudntico méximo del PSll, el rendimiento cudntico efectivo del PSIl a diferentes
intensidades luminicas y la contribucidn relativa al apantallamiento de los procesos de
atenuacién no fotoquimica (regulados y no regulados), asi como analizar las cinéticas de

induccién-relajacién de los procesos de NPQ.

Rendimiento cudntico mdaximo del PSII.

El andlisis de la emision de fluorescencia de plantas adaptadas a oscuridad permitié la
obtencién del pardmetro Fv/Fm, que aungque no debe ser considerado como un valor
rigurosamente cuantitativo, resulta una medida relativa del rendimiento cudntico mdximo del
PSII. La Tabla 19 muestra los valores obtenidos para los mutantes sslll, ssIV y ssllisslV junto a su WT
(Col-0). Como vemos, todos los mutantes poseen un valor de Fv/Fm inferior al WT de manera
estadisticamente significativa, sin embargo, solo los mutantes ssliV y ssllisslV poseen un valor fuera
del rango que se considera normal para este pardmetro (Sharkey et al., 2007; Maxwell &
Johnson, 2000). B menor rendimiento cudntico méximo del PSIl (Fv/Fm) de estos mutantes indica
la existencia de dafo en el aparato fotosintético (Brooks & Niyogi, 2011) y/o de mecanismos de
fotoproteccion (Bilger et al., 1995). La caida de los niveles de clorofilas y carotenos, junto con el
incremento de antocianinas, provocarian la caida de Fv/Fm en el caso de los mutantes sslV y
ssllisslV.

Fv/Fm (£ se)
Col-0 0.817 £0,002
sslll 0,801p  £0,001
sslv 0,7540  £0,009
sslllsslV 0,632> 0,040

Tabla 19. Valores de F,/Fm obtenidos para Col-0, sslil, ssIV vy ssllissIV. Las plantas fueron adaptadas a oscuridad y la emisiéon de
fluorescencia basal (Fo) y maxima (Fm) fueron obtenidas mediante el sistema PAM. Fv es calculada como Fm-Fo. Se presenta
el valor medio * error estdndar de la media de tres medidas independientes. b indica que hay diferencia significativa con
respecto al WT (p<0,05).

Como se mostrard mds adelante (Tabla 24, pdgina 174), el mutante apsl posee un Fv/Fm
estadisticamente inferior al del WT, pero dentro de lo que podemos considerar normal, lo cual se
reflejaria también es las modificaciones a nivel de pigmentos de éste mutante (ver pdgina 167).
aps! posee un menor contenido de clorofilas que el WT y un mayor contenido de antocianinas,

pero la variacién con respecto al WT es mucho menor que la del mutante sslilssiV.
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Curvas de induccidn-relajacion de NPQ (‘Quenching’ no fotoquimico).

Las curvas de induccion relgjacién de NPQ obenidas mediante el sistema PAM nos
permiten comparar cambios en la contribucién relativa de las reacciones fotoquimicas del PSIl y
la atenuacién no fotoquimica al apantallamiento total de la fluorescencia. La Figura 47
representa el rendimiento cudntico efectivo del PSIl (pPSIl; Panel superior), el rendimiento de la
atenuaciéon no fotoquimica inducible por luz (PNPQ; Panel medio) y el rendimiento de la
atenuacién no fotoquimica no regulada (pNO; Panel inferior) de los mutantes sslll, ssIV y ssllisslV,
junto al WT (Col-0), en condiciones de induccién de NPQ con luz actinica o sin luz actinica.
Podemos ver que, aungue la respuesta a luz actinica/no actinica de los mutantes sigue la misma
cinética que la del WT en todos los casos, la contribucion relativa al apantallamiento total es
diferente en el caso del mutante ssllisslV, que presenta un menor ®PSII (tanto en luz actinica
como no actinica) y una mayor contribucion relativa de los procesos de NPQ (mayor ¢NPQ vy,

sobre todo, mayor eNO).
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Figura 47. Curvas de induccidon-relajacion de NPQ de Col-0, sslll, sslV vy ssllisslV. Se representan el rendimiento cudntico
efectivo del PSII (@PSIl; Panel superior), el rendimiento de la atenuacién no fotoquimica inducible por luz (pNPQ; Panel
medio) y el rendimiento de la atenuacién no fotoquimica no regulada (eNO; Panel inferior). La barra blanca indica cuando
la luz actinica (75 pE) estd encendida y la barra negra, cuando estd apagada. Cada punto corresponde con la media de
fres medidas independientes y la barra de error corresponde al error estdndar de la media.
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Curvas de luz.

La Figura 57 muestra los cambios en la contriibucion relativa de las reacciones
fotoquimicas del PSIl y los procesos de NPQ (regulados y no regulados) al apantallamiento total
de la fluorescencia a diferentes intfensidades de luz actinica. Aunque las tendencias de los tres
mutantes son similares, observamos un menor @PSIl del mutante ssllisslV que el resto de lineas
principalmente a intensidades de luz entre 0 y 1000 umoles de fotones m2 s-1. El menor ¢@PSIl se
corresponde con un mayor eNO, pero no con hay incremenfto del ¢NPQ respecto al WT o los

mutantes aps1 y apslssliissiV.
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Figura 48. Curvas de luz de Col-0, aps], ssllisslV y apslssllissiV. Se representan el rendimiento cudntico efectivo del PSII (pPSII;
Panel superior), el rendimiento de la atenuacion no fotoquimica inducible por luz (pNPQ; Panel medio) y el rendimiento de
la atenuacion no fotoquimica no regulada (eNO; Panel inferior) a diferentes intensidades de luz actinica. Cada punto
corresponde con la media de tres medidas independientes y la barra de error corresponde al error estdndar de la media.

Como se explicd en materiales y métodos (pdgina 86), ¢PSll es equivalente al rendimiento
cudntico del flujo de electrones (LEF) a través del PSIl, lo cual, permite estimar la tasa de
transporte no ciclico de electrones (ETR). Sin embargo, la estimacién de ETR por el software del

PAM no es vdlida para el mutante ssllisslV por poseer un alto contenido de antocianinas
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(pigmentos no fotosintéticos) (Osmond et al., 1999) vy, por ello, no se ha incluido en la Figura 57 la
curva de ETR frente a PAR. No obstante, podemos comparar el rendimiento cudntico del flujo de
electrones de las diferentes lineas a partir de los valores de @PSIl y concluir un menor rendimiento
del mismo en el mutante ssllisslV que en el WT, es decir, el flujo de electrones a través del PSII se

ve limitado en el mutante ssllisslV a infensidades de luz inferiores al resto (Figura 45).

Niveles de estrés oxidativo.

Con el objetivo de saber si los niveles de estrés oxidativo podian explicar las caracteristicas
descritas del mutante ssllisslV, tres medidas fueron realizadas: nivel de carbonilacién de
proteinas, nivel de peroxidacién lipidica y contenido en perdxido de hidrégeno. Estas tres

medidas nos indican el nivel de especies reactivas del oxigeno (ROS) y el dano producido por

las mismas.
Nivel de carbonilacién Nivel de peroxidacién Contenido en peréxido
proteica lipidica de hidrégeno
(infensidad relativa) (% respecto al WT) (nmoles H202/gpf)
Col-0 3,06 +0,38 100,00 +3,09 13,49 0,69
s s 030 eaz t3o4 12890 086
sV sam zoss oss 89s 35k 125
ssliisslv a2z 044 n0s1e r395 16490 1052
apsl 4w 067 9917 1346 1956 047

Tabla 20. Valores de los tres pardmetros de estrés oxidativo ensayados para el WT, los mutantes simples sslil, ssIV y aps! y el
mutante doble ssllisslV. Cada valor es la media (£ error estadndar de la media) del valor obtenido para 3-6 ensayos.

Como se resume en la Tabla 20, no hay diferencia significativa entre el WT y ninguno de
los mutantes con respecto al nivel de carbonilacién protéica. Sin embargo, el mutante sslil
presenta un menor nivel de peroxidacién lipidica (78,42 %) que el WTy los mutantes ssIV, sslllsslV y
aps| presentan un nivel mayor (140,28 %, 210,51 %y 199,17 % respectivamente) que el mismo. En
cuanto al contenido en perdxido de hidrégeno, no se observan diferencias entre los mutantes
ssll (12,89 nmoles H202/gpf) y sslV (13,56 nmoles HxO2/gpf) y el WT (13,49 nmoles HxO2/gpf),
mientras que los mutantes sslilsslV y aps1 presentan un mayor contenido que el mismo (16,49 y
19,56 nmoles H202/gpf respectivamente). Aunque el mutante sslllsslV si presenta un mayor nivel
de estrés oxidativo que el WT, éste no difiere practicamente del nivel observado en el mutante
aps! vy, por tanto, el fenotipo del mutante sslllsslV no puede ser explicado como consecuencia

del mayor nivel de estrés oxidativo.
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OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL TRIPLE MUTANTE
APSI1SSIIISSIV.

Los datos de las curvas de fotosintesis neta en respuesta a luz del mutante ssllisslV, nos
permiten explicar la menor tasa de crecimiento enconfrada en el mismo como resultado de una
menor capacidad de fijacién de CO2 en las condiciones de crecimiento. Dado que la ausencia
de almiddn no parecia ser la responsable directa de esta menor tasa de fotosintesis neta (por
comparacion con el mutante apsl), nos planteamos dos posibilidades: (1) que la ausencia de
SSIV y SSII estuviese impidiendo el funcionamiento de algun otro proceso, el cual afectase a la
actividad fotosintética o (2) que la incapacidad de sintetizar grénulos de almiddn estuviese
provocando la acumulacién de ADP-Glc (sustrato), lo cual provocaria, directa o
indirectamente, una inhibicidén de la fotosintesis y un menor crecimiento. Para testar esta
hipdtesis decidimos obtener el triple mutante apsissillsslV, de modo que, si el triple mutante
presentaba un fenotipo ssllisslV, la opcidn (2) no seria cierta, mientras que, si el triple mutante
tenia fenotipo apsl, la opcidn (2) seria correcta: la mutacion apsi revertiria el efecto de la

acumulaciéon de ADP-Glc.

Figura 49. Fotos del WT ecoftipo Col (A), el mutante simple apsl (B), el mutante doble ssllisslV (C) y el triple mutante
apslssllisslV (D). Las plantas se crecieron en condiciones de DL en una cdmara de crecimiento de plantas. Las fotos fueron
tomadas aproximadamente 23 dias después de la siembra.
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Obtencidén del triple mutante.

El mutante triple apslssilisslV fue obtenido mediante el cruce del mutante simple aps]
(Baker, 2008) y el mutante doble ssliisslV (Ventriglia ef al., 2008), ambos de ecotipo Col-0. Las
seleccion de los dobles mutantes homocigotos se hizo mediante PCR de DNA gendmico usando

los cebadores descritos en la Tabla 10.

Curva de crecimiento en condiciones de dia largo (DL).

El crecimiento del triple mutante apslssllisslvV fue comparado con el de sus parentales
(aps1 y ssllisslV) y su WT (Col-0).

700
—&— Col-0
600 | ~° apsi
—w— ssllisslV
—0— apslssllisslV
500
°
é 400 A
(e}
2
3 300 A
2
o 200 A
o
100 A
O -
0 5 10 15 20 25 30

Dias después de la siembra

Figura 50. Curva de crecimiento del mutante apsissilisslV, sus parentales y el WT (Col-0). Las plantas fueron crecidas bajo un
fotoperiodo de DL (en cdmara de crecimiento de plantas) y el peso de la roseta fue determinado en diferentes dias a lo
largo del ciclo de vida. Cada punto es la media (+ desviacién estdndar) del peso de 5-7 plantas.

Como puede verse en las Figura 49 y Figura 50, en estas condiciones de fotoperiodo el
mutante apsissliisslV presenta una tasa de crecimiento précticamente idéntica a la del mutante

apsl. Ambos crecen mejor que el mutante sslilsslV y ligeramente peor que el WT.

Ausencia de almidon en el triple mutante apslissllissiV.
La ausencia de almiddn en el triple mutante apsissliisslV se comprobd mediante tincion

con lugol. Como se observa en la Figura 51, el triple mutante, al igual que sus parentales (apsl y

ssllisslV), carece de niveles detectables de almiddn.
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Figura 51. Tincién con lugol de hojas de Col-0 (A), aps! (B), ssllisslV (C) y apslissliisslV. Las plantas fueron crecidas bajo
fotoperiodo de DLy las hojas cortadas alas 16 h de luz.

Pese a carecer los tres mutantes de niveles detectables de almidén, el mutante
apsissllissiV, al igual que el mutante aps!, presenta un fenotipo menos drdstico que el del

mutante ssllissIV.

Determinacién de los niveles de pigmentos.

Los niveles de clorofilas a (Chla) y b (Chib), carotenoides y antocianinas fueron
determinados en el mutante triple apsissliissiV, junto con sus parentales y el WT. Como puede
verse en la Figura 52, el mutante triple apsissliisslV posee los mismos niveles de clorofilas a y b
que el mutante simple aps!, es decir, aproximadamente un 90 % de la clorofila total del WT. Lo
cual indica que la ausencia de APS1 revierte la disminucién de clorofilas observada en todos los
mutantes carentes de actividad SSIV. Este hecho se evidencia en el color de la planta (Figura
49): el color pdlido de ssllisslV no se observa ni en aps! ni en apslssllisslV. El mismo efecto se
observa en los niveles de carotenoides y antocianinas (Figura 53): el triple mutante presenta los
mismos niveles que el mutante apsl, es decir, no difiere del WT en cuanto al contenido en
carotenoides y posee aproximadamente un 60 % mds de antocianinas que éste, mientras que el
mutante ssllisslV presenta aproximadamente un 40 % menos de carotenoides y unas seis veces

mds antocianinas que el WT.
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Figura 52. Niveles de clorofilas a (izquierda), b (centro) y totales (derecha) de los mutantes apsl, sllisslV y apslssllisslV, junto
con su WT (Col-0). a indica que hay diferencia significativa con respecto al WT (p<0,05). b indica que hay diferencia
significativa con respecto al mutante ssllisslV (p<0,05).
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Figura 53. Niveles de carotenoides (arriba) y antocianinas (abajo) de los mutantes apsl, ssllisslV y apslsslisslV, ssllisslV junto a
su WT (Col-0). Las barras de error corresponden con el error estédndar de la media. a indica que hay diferencia significativa
con respecto al WT (p<0,05). b indica que hay diferencia significativa con respecto al mutante ssllisslV (p<0,05).
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Andalisis del intercambio de gases mediante IRGA.

Continuando con la caracterizacién del mutante apsissllisslV se obtuvieron las curvas de
fotosintesis neta (A), transpiracién (E) y conductancia estomdtica (gs) en respuesta a
infensidades crecientes de luz y a concentraciones crecienfes de CO2 en el interior de la hoja
(Ci), para plantas crecidas bajo un fotoperiodo de DL, usando un analizador de intercambio de
gases porinfra-rojo (IRGA) portdtil (LI-COR 6400).

Curvas de respuesta a luz del triple mutante aps1ssilissiV.

En la Figura 54, se representan los datos de fotosintesis neta (A), transpiracion (E),
concentracién de CO2 en el interior de la hoja (Ci) y conductancia estomdtica (gs) obtenidos
con el IRGA directa o indirectamente (ver materiales y métodos, pdgina 78) para intensidades

crecientes de luz (PAR) de Col-0, aps1 y apsIssllissiV.

La Figura 54A muestra las denominadas “curvas AQ" (variaciéon de la tasa de asimilacién
de COs2 respecto a PAR) del WT y los mutantes en respuesta a las diferentes intensidades
luminicas. Lo primero que se comprueba es que la respuesta del mutante apsissliisslV es
prdcticamente idéntica a la del mutante simple apsT, ambos presentan una A idéntica a la del
WT para bajas intfensidades luminicas y entorno a un 30 % inferior a la de éste a partir de 1000
umoles m2 s, mientras que la disminucién observada en el mutante ssllisslV era de
aproximadamente un 75 % (Figura 45A). La Figura 54C muestra el Ci estimado frente a PAR.
Como se dijo anteriormente, estas curvas son el reflejo de las curvas de A frente a PAR (Figura
54A): a medida que se incrementa la A, disminuye el Ci, dado que el CO2 intercelular estd
siendo fijado. El WT, que tiene la mayor Asat, presenta la mayor disminucién de los niveles de Ci.
Los mutantes aps1 y apslssilisslV presenta una disminucidn de los niveles de Ciintermedia entre el
WT y el mutante doble ssliissiV (Figura 45C), asi como su Asat es infermedia entre los mismos. En
cuanto a la transpiracion (E, Figura 45B) y la conductancia estomdtica (gs, Figura 45D) no se

observa ningun cambio significativo entre los mutantesy el WT.

El andlisis de las curvas con Photosyn Assistant nos permitié estimar los pardmetros
recogidos en la Tabla 21. Ninguno de los pardmetros estimados para el mutante apsissillssiV
difiere significativamente de los valores estimados para el mutante apsl. Ambos mutantes
poseen una eficiencia cudntica aparente (AQE) igual a la del WT (0,07 pmol CO2/umol fotones
para el WT y apslssllissl, 0,06 umol CO2/umol fotones para apsl) y, por tanto, superior a la del
mutante ssllisslV (0,03 umol CO2/umol fotones; Tabla 16). Tanto aps! (-1,03 umol m=2 s1) cédmo
apslissliisslV (-1,16 umol m2s1) poseen una Rday superior a la del WT (-0,74 umol m2s1) e inferior a
la del mutante ssllisslV (-1,26 umol m2s71; Tabla 16). El mismo hecho se observa para los valores
estimados para el punto de compensacién por luz (): el valor estimado para apsissilisslV (18,32
umol m2 s1) no difiere del estimado para aps! (14,71 umol m-2 s1), siendo en ambos casos
superior al del WT (10,73 umol m2s-1) e inferior al del mutante ssllisslV (69,75 umol m2s1; Tabla 16).

El mayor punto de compensacién obtenido para los mutantes debe ser consecuencia de la
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mayor tasa de respiracion aparente. En ambos casos (Raay Y Ti), los valores estimados para aps|
y apslssllisslV son mdas proximos al WT que al mutante doble ssllisslV. En cuanto a la Asat de los
mutantes aps1 (6,08 umol m2s-1) y apsissliissiV (6,69 pmol m2s1) se estiman (y puede observarse
en la Figura 54A) valores inferiores al estimado para el WT (9,29 umol m2s) y superiores al del
mutante ssllisslV (2,51 umol m2s-1; Tabla 16), indicando (como se dijo anteriormente, pdgina 157)
una menor velocidad del ciclo de Calvin (una mayor limitacidén de la fotosintesis por las

reacciones bioquimicas) en el mutante ssllisslV que el mutante apsl.
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Figura 54. Curvas de respuesta a luz de los mutantes aps! y apsissllisslV en comparacién con su WT (Col-0): (A) tasa de
fijacién de CO2 o fotosintesis neta, A; (B) tasa de tfranspiracion, E; (C) concentraciéon de CO2 subestomdtica, Ci; y (D)
conductancia estomdtica, gs. Cada curva consta de 8 puntos y cada punto es la media de 4-6 medidas (4-6 plantas
independientes) para cada genotipo. La barra de error corresponde al error estdndar de la media.

AQE
Asat Rduy .
(umol COz/pmol Fi (umol m2s)
(Mmool m2s1) (4ol m25s-1)
fotones)
Col-0 9,29¢  £1,01 0,07¢  £0,01 -0,74¢  +0,05 10,73¢ 0,78
apsl 6,08>c  £0,23 0,06ec  £0,00 -1,030c  £0,06 14,710 1,44
apsIssllisslV 6,690c  +0,77 0,07ec  +0,00 -1,16p¢ £0,03 18,320 0,71

Tabla 21. Pardmetros estimados con Photosyn Assistant a partir de los valores de las curvas AQ. Los pardmetros se calculan
para 4-6 curvas (4-6 plantas independientes) para cada genotipo y se presentan las medias + error estdndar de la media. @
indica que no hay diferencia significativa con respecto al WT (p=0,05). ¢ indica que hay diferencia significativa con respecto
al WT (p<0,05). ¢ indica que hay diferencia significativa con respecto al mutante ssllisslV (p<0,05), datos en Tabla 16 (pdgina
158).
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Curvas de respuesta a Ci del triple mutante aps1ssllissiV.

En la Figura 55 se representan los datos de fotosintesis neta (A), transpiracién (E) vy
conductancia estomdtica (gs) obtenidos con el IRGA (ver materiales y métodos, pdgina 78)
para concentraciones crecientes de CO2 en el interior de la hoja (Ci) de Col-0, aps! y

apsissllissiV.

La Figura 46A corresponde a las curvas A/Ci del triple mutante apsissllisslV frente a su
parental el mutante simple apsl y el WT. Lo primero que podemos comprobar es la idéntica
respuesta del triple mutante con su parental apsl, claramente diferente de la respuesta del WT.
Los mutantes presentan una A idéntica a la del WT para Ci hasta 300 umol CO2 mol-, pero se

saturan a un Ci inferior al de éste, alcanzando una Amaxinferior.

En cuanto a la transpiracion (E, Figura 55B) y la conductancia (gs, Figura 55C), no parece
haber diferencias entre los mutantes aps! y apsissllissiV y el WT, observdndose en los tres un
ligero incremento de E y gs con la concentracion de Ci, a diferencia de lo observado en el

mutante ssllisslV (Figura 45, paneles By D, en pdgina 156).

Si comparamos los valores estimados (Photosyn Assistant) de Amax y de punto de
compensaciéon por CO2 (Tabla 22), vemos que los mutantes aps! (7,77 umol m2 s1) y apsissllissiV
(7,00 umol m2 s1) presentan una menor Amax que el WT (12,33 umol m2 s1) - similar a la estimada
para ssllisslV (6,8 umol m-2 s1; Tabla 17) - y un punto de compensacion por COz2 similar al del WT
(73,93 ymol mol! para Col-0, 75,97 umol mol! para aps! y 86,54 pmol mol! para apsissliissiV) —

inferior, por tanto, al del mutante ssllissiV (148,90 umol mol-'; Tabla 17).
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Figura 55. Curvas de respuesta a Ci del mutante apsissllisslV en comparacion con sus parentales, los mutantes ssllisslV y apsl,
y el WT: (A) tasa de fotosintesis, A; (B) tasa de transpiracion, E; y (C) conductancia estomdtica, gs. Cada curva consta de 8
puntos y cada punto es la media de 4-5 medidas (4-5 plantas independientes) para cada genofipo. La barra de error
corresponde al error estdndar de la media.

Punto de
Amax

compensacion por CO2
(Mmool M2 s71)

(4ol mol)
Col-0 12,33¢  +0,88 73,93¢  +4,90
apsl 7770 £033  7s9e 208
CapsissllisslV 7000 +041  sesec £537

Tabla 22. Parédmetros estimados con Photosyn Assistant a partir de los valores de las curvas A/Ci de Col-0, aps] y apslssllissiV.
Los pardmetros se calculan para 4-5 curvas (4-5 plantas independientes) para cada genotipo y se presentan las medias +
error estdndar de la media. @ indica que no hay diferencia significativa con respecto al WT (p20,05). b indica que hay

diferencia significativa con respecto al WT (p<0,05). ¢ indica que hay diferencia significativa con respecto al mutante ssllisslV
(p<0,05); datos en Tabla 17 (pdgina 160).
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Vemax TPU Rd gm
(WMol M2 s71) (WMol M2 s°1) (umol m2s-1) (umol m2s1 Pat)
Col-0 45,53  £2,94 506 0,18 233¢  +0,39 30 £0,00
apsl 37,550 +4,52 3,340c  +0,30 2,059 £0,30 30e  £0,00
apslssllisslV 42,67« +1,43 3,740c  +0,20 2,98ac  £0,39 30e  £0,00

Tabla 23. Pardmetros Vemax, TPU, Ra y gm estimados para Col-0, apsl y apslssllisslV. Los pardmetros se calculan para 4-5
curvas (4-5 plantas independientes) para cada genotipo y se presentan las medias + error estdndar de la media. @ indica
gue no hay diferencia significativa con respecto al WT (p=0,05).  indica que hay diferencia significativa con respecto al WT
(p<0,05). cindica que hay diferencia significativa con respecto al mutante ssllisslV (p<0,05); datos en Tabla 18 (pdgina 160).

La tasa de carboxilacidn mdxima permitida por la Rubisco (Vemax), €l uso de las triosas
fosfato (TPU), la tasa de respiracion mitocondrial (Ra) y la conductancia del meséfilo (gm) fueron
estimadas para los mutantes aps! y apslssllisslV y su WT (Tabla 23), gracias al software disenado
para Excel por Sharkey y col. (Szydlowski et al., 2009). Como muestra la Tabla 23, no hay
diferencias significativas en cuanto a ninguno de los pardmetros estimados (Vemax, TPU y gm)
para el triple mutante y para su parental apsl. Tan solo la TPU difiere entre estos mutantes y su
WT: los valores de TPU estimados para aps! (3.34 ymol m2s1) y apslssliisslV (3,74 pymol m2 s1) son
inferiores al estimado para Col-0 (5,06 umol m2 s1) y, por tanto, inferiores también al valor
estimado para ssliissiV (Tabla 18, no hay diferencia significativa entre la TPU de Col-0y ssllisslV). La
ausencia de la AGPasa en los mutantes apsl y apslissllisslV  estaria provocando una
acumulacion de TP mayor a la que el cloroplasto puede dar uso. La Rq de apsT (2,05 umol m-2s-1)
y apsissllisslV (2,98 umol m-2s1) no difieren significativamente de la del WT (2,33 umol m2s1) y es,
por tanto, inferior a la de ssllisslV (Tabla 18, la Ra de ssllisslV es 2,4 veces superior a la del WT).
Como se explicd anteriormente, la Amax depende del TPU y Ia Rd (Amax = 3 TPU — Rd). Los mutantes
sslV y sslllsslV presentan una Amax Un 28,5 y un 39 % inferiores a la del WT (Tabla 17 en pdgina 160)
y el mutante aps1, un 37 % inferior a la de este (Tabla 22 en pdgina 172). Aunque la disminucién
de la Amax de los mutantes ssllisslV y aps1 es similar, los motivos parecen ser diferentes: en el
mutante apsl, la menor Amax respecto al WT parece ser debida a una inferior fasa de uso de las
triosas-P (TPU, ver Tabla 23), mientras que en el mutante ssllisslV (y también en el sslV), la TPU no
difiere significativamente de la del WT (Tabla 18 en pdgina 160) y la disminucién de la Amax seria

consecuencia de la mayor Rq.
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Andlisis de la emision de fluorescencia mediante PAM.

Para completar el estudio de los procesos fotosintéticos, se llevd a cabo el andlisis de la
emision de fluorescencia mediante el sistema PAM, lo cual nos permitié calcular el rendimiento
cudntico mdximo del PSlI, el rendimiento cudntico efectivo del PSIl a diferentes intensidades
luminicas y la contribucién relativa al apantallamiento de los procesos de atenuacidén no
fotoquimica (regulados y no regulados), asi como analizar las cinéticas de induccion-relgjacion

de los procesos de NPQ.

Rendimiento cudntico mdaximo del PSII.

El andlisis de la emision de fluorescencia de plantas adaptadas a oscuridad permitié la
obtencién del pardmetro Fv/Fm, medida relativa del rendimiento cudntico mdéximo del PSII. La
Tabla 24 muestra los valores obtenidos para los mutantes apsl, ssllisslV y apslissilissiV junto a su WT
(Col-0). Como vemos, todos los mutantes poseen un valor de Fv/Fm inferior al WT de manera
estadisticamente significativa, sin embargo, solo el mutante ssliisslV posee un valor fuera del
rango que se considera normal para este pardmetro. Podemos decir que, solo el mutante ssllisslV
posee un menor rendimiento cudntico mdximo del PSII, lo cual indica la existencia de dano en el
aparato fotosintético (Sharkey et al., 2007) o de mecanismos de fotoproteccién (Bilger et al.,
1995).

Fv/Fm (tse)
Col-0 0.817 +0,002
apsl 0,804> +0,003
ssllisslvV 0,6326  +0,040
apsIssllissivV 0,803¢ +0,003

Tabla 24. Valores de Fy/Fm obtenidos para Col-0, apsl, ssllisslV y apslssllisslV. Las plantas fueron adaptadas a oscuridad y la
emision de fluorescencia basal (Fo) y maxima (Fm) fueron obtenidas mediante el sistema PAM. F, es calculada como Fr-Fo. Se
presenta el valor medio * error estdndar de la media de fres medidas independientes. P indica que hay diferencia
significativa con respecto al WT (p<0,05).

Curvas de induccion-relajacion de NPQ (‘Quenching’ no fotoquimico).

Las curvas de induccién relajacién de NPQ obenidas mediante el sistema PAM nos
permiten comparar cambios en la contribucidn relativa de las reacciones fotoquimicas del PSIl y
la atenuacién no fotoquimica al apantallamiento total de la fluorescencia. La Figura 56
representa el rendimiento cudntico efectivo del PSII (@PSIl; Panel superior), el rendimiento de la
atenuaciéon no fotoquimica inducible por luz (PNPQ; Panel medio) y el rendimiento de la
atenuacién no fotoguimica no regulada (eNO; Panel inferior) de los mutantes apsi, ssllisslV y
apslssllissiV, junto al WT (Col-0), en condiciones de induccidon de NPQ con luz actinica o sin luz
actinica. Podemos ver que aunque la respuesta a luz actinica/no actinica de los mutantes sigue
la misma cinética que la del WT en todos los casos, la contribucién relativa al apantallamiento

total es diferente en el caso del mutante ssllisslV, que presenta un menor @PSII (tanto en luz
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actinica como no actinica) y una mayor contribucion relativa de los procesos de NPQ (mayor

¢®NPQ vy, sobre todo, mayor pNO).

08

0.6

oPSII
4
[
[

0.4

02 A

00 A

0.8 1

0,6 1

oNPQ

0.4 1

024

(0]
-4
=3
—e— Col-0
—o— qgps]
—v—ssllissIV
0041 —o— apslssllisslV
N eeeeessss——
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo (min)

Figura 56. Curvas de induccién-relagjaciéon de NPQ de Col-0, apsl, ssllisslV y apslsslliisslV. Se representan el rendimiento
cudntico efectivo del PSII (@PSII; Panel superior), el rendimiento de la atenuaciéon no fotoquimica inducible por luz (PNPQ;
Panel medio) y el rendimiento de la atenuacién no fotoquimica no regulada (eNO; Panel inferior). La barra blanca indica
cuando la luz actinica (75 uE) estd encendida y la barra negra, cuando estd apagada. Cada punto corresponde con la
media de fres medidas independientes y la barra de error corresponde al error estdndar de la media.

Curvas de luz.

La Figura 57 muestra los cambios en la contribucion relativa de las reacciones
fotoguimicas del PSIl y los procesos de NPQ (regulados y no regulados) al apantallamiento total
de la fluorescencia a diferentes intensidades de luz actinica. Aunque las tendencias de los tres
mutantes son similares, observamos un menor @PSII del mutante ssllisslV que el resto de lineas
principalmente a intensidades de luz entre 0 y 1000 umoles de fotones m2 s1. El menor ¢@PSIl se
corresponde con un mayor eNO, pero no hay incremento del PNPQ respecto al WT o los

mutantes aps1 y apsissliissiV.
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Figura 57. Curvas de luz de Col-0, aps], ssllisslV y apslssllissiV. Se representan el rendimiento cudntico efectivo del PSII (pPSIl;
Panel superior), el rendimiento de la atenuacién no fotoquimica inducible por luz (pNPQ; Panel medio) y el rendimiento de
la atenuacion no fotoquimica no regulada (pNO; Panel inferior) a diferentes intensidades de luz actinica. Cada punto
corresponde con la media de tres medidas independientes y la barra de error corresponde al error estdndar de la media.

Como se explicd en materiales y métodos (pdgina 86), ¢PSll es equivalente al rendimiento
cudntico del flujo de electrones (LEF) a través del PSIl, lo cual, permite estimar la tasa de
transporte no ciclico de electrones (ETR). Sin embargo, la estimacién de ETR por el software del
PAM no es vdlida para el mutante sslllsslV, por poseer un alto contenido de antocianinas
(pigmentos no fotosintéticos) (Osmond et al., 1999) vy, por ello, no se ha incluido en la Figura 57 la
curva de ETR frente a PAR. No obstante, podemos comparar el rendimiento cudntico del flujo de
electrones de las diferentes lineas a partir de los valores de ¢PSIl y concluir un menor rendimiento
del mismo en el mutante ssllisslV que en el WT y los mutantes apsi y apslssllissiV, es decir, el flujo
de electrones a través del PSII se ve limitado en el mutante ssllisslV a intensidades de luz inferiores

al resto (Figura 45).
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ALMIDON SINTASA DE CLASE IV (SSIV) IN VIVO.

Deteccion de SSIV in vivo.

La deteccién de SSIV en Col-0 y WS y su ausencia en el mutante sslV de ambos ecotipos
fue probada por Rolddn y cols. (Baker, 2008) mediante inmunoblot con anticuerpos especificos
anti-SSIV: dos bandas de tamano aproximado al predicho para la proteina se observaban en los

WT y estaban ausentes en el mutante.

Cuando se analizd la presencia/ausencia de SSIV en la bateria de mutantes SS, se observd
que la mayor parte de la proteina SSIV aparecia en una banda de alto peso molecular. Como
podemos observar en la Figura 58 esta banda de alto peso molecular estd presente en Col-0,
WS vy los mutantes sslil y ssisslisslll, pero ausente en los mutantes sslV, sslsslV, sslissVI, ssllissIV y
ssisslisslV, confirmando la ausencia de SSIV en los mismos. La presencia de esta banda de alto
peso molecular nos llevd a estudiar la posibilidad de que SSIV formase parte de algun tipo de

complejo macromolecular.
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Figura 58. Andlisis mediante inmunoblot de extractos crudos vegetales de todos los mutantes SS y sus silvestres (Col-0 y WS).
Las proteinas (aproximadamente 30 pg) fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de
nitrocelulosa e incubadas con el anticuerpo primario anti-SSIV. Las dos flechas rojas indican las bandas presentes en los WT y
ausentes en los mutantes carentes de SSIV (la aparicidon de las dos bandas de tamafio aproximado al predicho para la
proteina se observa mejor en la Figura 65).
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Aproximacion al estudio del “complejo SSIV".

La aparicién de la mayor parte de SSIV como una banda de alto peso molecular nos llevd
a estudiar la posibilidad de que SSIV formase parte de un complejo macromolecular (“complejo
SSIV"), lo cual podria ocurrir mediante interaccién de SSIV con ella misma, con otfras proteinas o
con componentes celulares, presumiblemente a través de las regiones long coiled-coil del
dominio amino de SSIV. Aunque, la identificacién y caracterizacion de interactores de SSIV estd
siendo realizada por uno de mis companeros de grupo, inicialmente se llevaron a cabo una serie

de aproximaciones cuyos resultados muestro a continuacion.

Confirmacion de la existencia del complejo SSIV.

Lo primero que nos planteamos fue si este complejo era real o producto de la
manipulacién de las muestras. Por ello, realizamos un inmunoblot frente a SSIV con extractos
vegetales de Col-0 tfratados y sin tratar con TCA al 5% (30 min en hielo y eliminado con acetona).
Como tampdn de carga se empled un tampdn sin p-mercaptoetanol, cuya composicidon era
125 mM de Tris-HCI pH 6.8, 20 % de glicerol, 4 % de SDS, 0,001 % de bromofenol blue y 20 mM de
iodoacetamida. La iodoacetamida alquila las cisteinas reducidas "bloqueandolas” y evita asi

que se formen puentes disulfuro durante la manipulacién de las muestras.

El resultado (Figura 59) muestra que el tratamiento con TCA evita la aparicién de SSIV en
su forma monomérica, de modo que, podemos suponer que in vivo casi la totalidad de SSIV

estaria formando parte de este complejo macromolecular.

+TCA -TCA +TCA -TCA

— —— T
170 e J—
95— T
72— -——
55 e —
43 — —
34 w— —
40pg 30pug

Figura 59. Andlisis mediante inmunoblot de extractos crudos de Col-0 fratados (+) o sin fratar (-) con TCA 5%. Las proteinas
(aproximadamente 40 o 30 ug) fueron resuspendidas en tampdn de carga sin p-mercaptoetanol (composicidon en el texto),
separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de nitrocelulosa e incubadas con el AC primario anti-SSIV.
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Posible requlacion redox del complejo.

A continuacion, puesto que la regulacion redox juega un papel importante en la sintesis y
degradacién de almiddn, nos planteamos si seria posible romper el complejo mediante
incubacién con DTT. Se repitid el procedimiento anterior incorporando una incubacion de 90 min
a temperatura ambiente con concentraciones crecientes de DTI. El inmunoblot resultante se
muestra en la Figura 60 (Panel superior), como control se realizd un inmunoblot paralelo con anti-
SSHI (Figura 60, Panel inferior). Observamos que el incremento de la concentracion de DTT
provoca la disminucién de la intensidad de la banda correspondiente al “complejo SSIV" e
incrementa la de la banda correspondiente a SSIV, mientras que la intensidad de la banda
correspondiente a SSII permanece constante a cualquier concentracion de DTT. Los datos

indicarian que el anclaje de SSIV a este complejo implica puentes disulfuro.
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Figura 60. Andlisis mediante inmunoblot de extractos crudos de Col-0 incubados con concentraciones crecientes de DTT. Las
proteinas (aproximadamente 30 ug) fueron resuspendidas en tampdn de carga sin p-mercaptoetanol (composicién en
pdagina 178), separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de nitrocelulosa e incubadas con el
anticuerpo primario anti-SSIV (Panel superior) o anti-SSlil (Panel inferior).

Dado que los resultados podrian explicarse como la existencia de una regulacién redox
de la formacién/ruptura del complejo, quisimos saber si la reduccién podria llevarse a cabo
enzimdticamente vy si el complejo estaba presente durante todo el ciclo dia/noche. Para probar
lo primero, incubamos durante 1 h a temperatura ambiente extracto crudo de Col-0 con
diferentes concentraciones de DTy 2 uM de NtrC o 4 yM de TrxA (Rolddn et al., 2007b). NtrC es
una NADPH-tiorredoxina reductasa, que contiene ademds un dominio tiorredoxina, implicada
entre otros procesos en la regulacién redox de la AGPasa (Lindahl & Forencio, 2003). TrxA es una

tiorredoxina esencial para la supervivencia de Synechocystis (Michalska et al., 2009). El resultado
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(Figura 61) fue prdcticamente el mismo sin enzimas que con ellas, no hubo ningin cambio en la

cinética de separacidén de SSIV del complejo por concentraciones crecientes de DTT.
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Figura é1. Andlisis mediante inmunoblot de extractos crudos de Col-0 incubados con concentraciones crecientes de DTT
(izquierda) y 2 uM de NtrC (centro) o 4 uM de TrxA (derecha). Las proteinas (aproximadamente 30 pg) fueron resuspendidas
en tampdn de carga sin B-mercaptoetanol (composicion en pdgina 178), separadas mediante electroforesis SDS-PAGE,
transferidas a filiros de nifrocelulosa e incubadas con el anticuerpo primario anti-SSIV.

El andlisis de la secuencia de aminodcidos nos muestra que las posibles Cys formadoras
de puentes disulfuro ocupan posiciones que no son accesibles por otras proteinas y que, mds
bien, participarian en puentes disulfuro intracatenarios, no en la unién a otras proteinas. Ademds,
las concentraciones de DTT que eliminan el complejo son muy superiores a las esperadas en un
proceso de regulacion redox. Por tanto, creemos que la separacién de SSIV del complejo al
incrementar la concentraciéon de DTT seria debida a la pérdida de la estructura de la proteina, lo

cual causaria la pérdida de interaccién de SSIV con su/sus interactor/es.

Existencia del complejo a lo largo del ciclo dia-noche.

La expresidon de SS4 parece seguir un patrén de expresidon diurna: los niveles de RNAmM
aumentan durante el dia y disminuyen durante la noche, co-expresando, ademds, con un gran
numero de genes relacionados con el metabolismo del almidén (Lindahl & Forencio, 2003).
Quisimos por ello comprobar si la cantidad de SSIV variaba también a lo largo del ciclo dia-
noche. Para ello, se prepararon extractos de Col-0 a partir de material vegetal recogido a
diferentes horas del ciclo y se realizd un inmunobilot frente a SSIV. Como puede verse en la Figura
62, el complejo SSIV estd presente durante todo el ciclo dia-noche y aproximadamente en la
misma cantidad. Por tanto, SSIV estd presente en niveles constantes a lo largo del dia a pesar de
las fluctuaciones de los niveles de RNAmM, hecho que se ha descrito para otras muchas proteinas
implicadas en la sintesis de almiddn. Ademds, este resultado junto con el anterior, nos permiten

descartar laidea de una regulacién redox del complejo.
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Figura 62. Andlisis mediante inmunoblot de extractos crudos de Col-0 correspondientes a diferentes momentos del ciclo dia-
noche. Las proteinas fueron resuspendidas en tampdn de carga 2x SDS-SB (composicidn en pdgina 100), separadas
mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de nitrocelulosa e incubadas con el anticuerpo primario anti-SSIV.

Posible anclaje al grdnulo de almidén del complejo SSIV.

Las imdgenes de microscopia confocal obtenidas por el grupo del Dr. Javier Romero-
Pozueta (Figura 64), nos desvelaron la disposicién in vivo de SSIV en cloroplastos de A.thaliana: a
diferencia de lo esperado de una proteina soluble (Figura 64F), SSIV no aparece dispersa por
todo el estroma, sino formando particulas definidas asociadas a la superficie de uno de los polos
del grdnulo de almiddn (Figura 64B y C). Quisimos, por tanto, probar si el “*complejo SSIV" estaba
anclado al gradnulo de almiddn. Para ello, se prepard un extracto vegetal a partir de hojas de
Col-0 (y otro a partir de hojas del mutante sslV, como control) en tampdn Hepes 50 mM pH 7,5,
suplementado con inhibidores de proteasas, y el pellet obtenido tras la centrifugaciéon fue
empleado para la extraccién de almiddn. El almiddn fue lavado 5 veces con Tris-HClI 50 mM pH8,
resuspendido en SDS-SB 1x (pdgina 100) y hervido durante 10 min para extraer las proteinas
asociadas a los grdnulos (Lohmeier-Vogel et al., 2008a). Antes de cargarse en el gel, las muestras
de almiddn eran centrifugadas (13000 g 15 min), para eliminar el almidén gelatinizado, y el
extracto soluble era concentrado con StrataClean™ (Stratagene®). Las proteinas de las muestras
fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de nitrocelulosa e
incubadas con el anticuerpo primario anti-SSIV. E inmunoblot resultante (Figura 63) muestra que
de existir algun tipo de asociacién SSIV-almiddn, no se trataria de una interaccién fuerte, pues

como puede observarse toda la proteina se localiza en la fraccidon soluble y no en el almidon.
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Figura 63. Andlisis mediante inmunoblot de extractos de proteinas solubles y extractos de proteinas asociadas al granulo de
almiddén de Col-0 y el mutante simple ssIV. Los extractos de proteinas solubles fueron concentrados con StrataClean™
(Stratagene®) y las proteinas asociadas al almiddén fueron extraidas hirviendo las muestras (10 min) y eliminando luego el
almiddn gelatinizado por centrifugadas (13000 g 15 min). Las proteinas fueron resuspendidas en tampdn de carga 2x SDS-SB
(composicién en pdgina 100), separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de nitrocelulosa e
incubadas con el antficuerpo primario anti-SSIV.
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Figura 64. Localizacién de SSIV-GFP en cloroplastos de A.thaliana (Szydlowski et al., 2009). (A) Localizacién de SSIV-GFP en
células guarda de los estomas de la hoja. La microscopia confocal revela su aparicion como particulas definidas en el
interior de los cloroplastos. Los cloroplastos son visualizados gracias a la autofluorescencia de la clorofila. (B y C) las
particulas definidas de SSIV-GFP aparecen asociadas a uno de los polos de estructuras ovoides (indicadas con flechas)
detectadas en las imdgenes de autofluorescencia del cloroplasto, las cuales fueron identificadas como grdnulos de
almidén usando plantas expresoras de GBSSI-GFP (D yE). (F) Localizacion estromdtica de la construccién ASPP-GFP, conftrol
de localizacién de una proteina cloroplastidica soluble. Barras = 5 mm en (A) y 2 mm en (B-E).
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Localizacion subcloroplastidica de SSIV.

La localizacién subcelular de SSIV se llevd a cabo mediante separacién en gradiente de
sacarosa de las fracciones estromdtica (ES), tilacoidal (Tl) y la correspondiente a las envolturas
cloroplastidicas (membranas externa e interna, EC) de cloroplastos aislados de Col-0. La Figura
65 muestra el inmunoblot resultante de la incubacién de las diferentes fracciones con anti-SSIV,
anti-PRK y anti-PsbA. PRK es la fosforibuloquinasa, una proteina estromdtica. PsbA es la proteina
D1 del fotosistema Il. Los anticuerpos anti-PRK y anti-PsbA son empleados como marcadores
estromdtico y tilacoidal respectivamente. Observamos que las fracciones Tl y ES presentan senal
de sus respectivos marcadores y estdn libres de senal del marcador contrario. La fraccién EC
presenta contaminacién de ambas fracciones, sobre todo de la fraccién tilacoidal. La proteina
SSIV, tanto en su forma de complejo como en su forma monomérica, estd ausente en la fracciéon
ES y presente en la fraccion Tl. SSIV se encuentra, por tanto, asociada de alguna manera
(presumiblemente mediante interaccién con otras proteinas a través de su dominio long coiled-

coil) alas membranas tilacoidales.

CL SN1 ES EC TI

ok Bl
i —170
.” ! — 130
— —5
»

— 72

anti-SSIV e
1 —43

— 34

anti-PRK T - —a3

—_—26
anti-PsbA '

Figura 65. Andlisis mediante inmunoblot de la presencia/ausencia de SSIV en extractos de cloroplastos aislados (CL), el
sobrenadante obtenido tras la rotura de los cloroplastos y la centrifugaban a 10000 rpm (SN1) y las fracciones estromdtica
(ES), de las membranas externa e interna (EC) vy tilacoidal (Tl) obtenidas mediante ultracentrifugacién del SN1 en gradiente
de sacarosa. Las proteinas (aproximadamente 40 ug) fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, tfransferidas a
filtros de nitrocelulosa e incubadas con el AC primario anti-SSIV, anti-PRK y anti-PsbA.

Para descartar que la localizacion de SSIV en la fraccidn tilacoidal fuese debida a su
unién a algun polimero de glucosa y no a su asociacién a la membrana, la fraccién tilacoilal fue
tratada con amiloglucosidasa de Rhizopus sp. (Megazyme). Para ello, la fraccién tilacoidal fue
resuspendida en acetato sédico 100 mM pH 4,5 y dividida en 2 eppendorfs: a uno se le
anfadieron 30 U de amiloglucosidasa y el otro, se llevd como control. La reaccién ocurria a 55 °C
durante 1 h y se detenia hirviendo 2 minutos. A continuacidn, se centrifugaron en una
microcentrifuga durante 15 minutos a velocidad mdxima y sobrenadantes y pellets fueron

separados. Como vemos en la Figura 66, el fratamiento con amiloglucosa no evita la
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precipitacién de SSIV junto con las membranas tilacoidale: observamos la misma seial en el
pellet sin tratamiento (p-) que en el pellet con tratamiento (+) — salvo por la presencia de la

amiloglucosidasa - y no observamos senal en el sobrenadante con fratamiento (SN+).
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Figura é6. Andlisis mediante inmunoblot del efecto sobre SSV del tratamiento con amiloglucosidasa de la fraccién tilacoidal.
La fraccién tilacoidal fue resuspendida en acetato sédico 100 mM pH 4,5 y dividida en 2 eppendorfs: a uno se le afadid
amiloglucosidasa (+) y el ofro, se llevé como control (-). Transcurrida la reaccién, se centrifugaron a 14000 rpm y
sobrenadantes (SN) y pellets (p) fueron separados. Las proteinas (aproximadamente 30 ug) fueron separadas mediante
electroforesis SDS-PAGE, fransferidas a filtros de nitrocelulosa e incubadas con el anticuerpo primario anti-SSIV. La banda
inferior que aparece en la calle de la muestra fratada (p+) corresponderia a la amiloglucosida, que va en exceso en la

muestra y parece asociarse al pellet.
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ALMIDON SINTASA DE CLASE IV (SSIV) IN VITRO.

Clonacion de $S1, $S2, SS3 y $S4.

Las secuencias codificantes de AtSS1, AfSS3 y AtSS4 fueron clonadas en el vector de
expresion en E.coli pET45b (Tabla 9), bajo el control de un promotor reconocido por la DNA
polimerasa del fago T7. Las clonaciones se realizaron mediante PCRs con oligos especificos para
cada gen (excluyendo la secuencia de nucledtidos correspondiente a la senal de trdnsito al
cloroplasto) (Tabla 25) y usando como molde una preparaciéon de cDNA de hojas de Col-0. Los
productos de PCR fueron purificados desde los correspondientes geles de agarosa y clonados
en el pET45b mediante corte con enzimas de restriccidon y ligacién, pasando primero por el
vector pJET1.2 o el pMBL®-T (Tabla 9). El vector pET45b pemite la expresidon de las proteinas
recombinantes SSI, SSHil 'y SSIV con una cola de His fusionada en la parte amino. Como se explica
en materiales y métodos (pdgina 91), las tres proteinas recombinantes fueron expresadas en la
estiroe de E.coli BL21 (DE3) AgigCAP, por carecer de las actividades ADP-glucosa pirofosforilasa,
glucdgeno sintasa y glucoégeno fosforilasa (Szydlowski et al., 2009). La estirpe de BL21 (DE3)
AgIgCAP expresora de SSlI (pDEST15_ AfSS2) fue cedida por el grupo del Dr. Christophe d'Hulst.

Gen ; Tamano de banda esperado
Oligonucledtidos usados en este trabajo (5'-3’)
Codigo AGI (incluyendo dianas)
SS1 Fwd: ggatccTCTTICTICCTICTCCGGTG (BamHlI) 1824 06
p
A15924300 Rev : ctcgagCTAGCTGACATAGGGAGG (Xhol)
$83 Fwd: ctgcagGGAAGTGCTCAGAAAAGAACTCAGA (Pstl) 3031 ob
p
At1g11720 Rev: ctcgagTTACTIGCGTGCAGAGTGATA (Xhol)
$$4 Fwd: ggatccGTGTAAGATGCGACAACAACGT (BamH1) 301000
p
At4918240 Rev: ctcgagTCACGTGCGATTAGGAACAGC (Xhol)

Tabla 25. Oligonucledtidos especificos para cada gen (excluyendo la secuencia del CTP) empleados para la clonacién de
los genes AtSS1, AtSS2, AtSS3 y AtSSIV y tamafo de la banda esperada en cada caso, usando como molde una preparacion
de cDNA de hojas de Col-0. Los nucledtidos en minUscula corresponden a la incorporacién de la secuencia diana para el
enzima de restriccion indicado entre paréntesis.
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Induccién de las proteinas recombinantes SSI, SSII, SSIIl y SSIV.

La induccidén mediante IPTG fue probada con varias colonias resultantes de cada
transformacién y aquella con una mayor induccién fue selecionada. Para comparar la
induccion de las diferentes colonias de una misma transformacién, 1ml de cultivo de cada una
de ellas, inducido a 30 °C y 150 rpm, fue tomado alas O (to). 1 (t1) y 3 (t3) h después de la adicién
de IPTG. Las tres muestras de cada colonia fueron centrifugadas a 13000 rom durante 5 min y los
sobrenadantes (LB) fueron eliminados. Los pellets fueron resuspendidos en 500 ul de tampdn Tris-
HCI 100mM pH 7.5 suplementado con PMSF y un cdctel de inhibidores de proteasas, y rotas por
sonicacién (ver pdgina 91). Los cultivos rotos fueron centrifugados (20 min a 4 °C y 14000 rpm) y
los sobrenadantes (aproximadamente 30 yg de proteinas) fueron cargados en geles de
poliacrilamida para la separacidon de las proteinas de las muestras. Como control, se indujo
también la estirpe BL21 (DE3) AgIgCAP transformada con el pET45b_vacio (sin ningin gen
clonado). La Figura 67 muestra la tincién con Coomassie de las proteinas, separadas en geles de
poliacrilamida, de la colonia elegida de cada transformacién a los diferentes tiempos de
induccién. El primer gel (A) muestra a la estirpe transformada con el vector vacio. Se
comprueba que ninguna de las bandas incrementa su intensidad con la induccién. Los otros tres
geles corresponden a las estirpes transformadas con los pldsmidos (B) pET45b_SS1, (C)
PET45b_SS3 y (D) pET45b_SS4. En los tres casos se puede observar el incremento en la intensidad
de una banda con el tiempo de induccién. Estas bandas presentan aproximadamente el
tamano esperado en cada caso (considerando que el CTP ha sido eliminado y una cola de His
anadida): 67,17 kDa para SSI, 115,25 kDa para SSHl y 113,84 kDa para SSIV.
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Figura 67. Andlisis mediante electroforesis SDS-PAGE y tincién con Coomassie de la induccion por IPTG de las estirpes de BL21
(DE3) AglgCAP transformadas con (A) pET45b_vacio, (B) pET45b_SS1, (C) pET45b_SS3 y (D) pET45b_SS4. Las estirpes fueron
inducidas con IPTG durante O (o), 1 (t1) y 3 (t3) h a 30 °C y 150 rpm. La induccién se realizd mediante adicion de 1TmM de IPTG
al cultivo de la estirpe crecido hasta una DOsoonm de 0,5. Muestras de 1 ml de los cultivos fueron tomadas a los diferentes
fiempos de induccién. Las muestras eran centrifugadas a 13000 rom durante 5 min y el sobrenadante (LB) era eliminado. Los
pellets fueron resuspendidos en 500 ul de tampdn Tris-HCI 100mM pH 7,5 suplementado con PMSF y un céctel de inhibidores
de proteasas y rotas por sonicacién (ver pdgina 91). Los cultivos rotos se centrifugaban (20 min a 4 °C y 14000 rpm) y los
sobrenadantes (aproximadamente 30 ug de proteinas) fueron cargados en geles de poliacrilamida que, tras la separacién
de las proteinas de las muestras, fueron tefidos con Coomassie blue. Las flechas indican la banda inducida. Las bandas del
marcador de peso molecular corresponden (de arriba a abajo) a los siguientes tamafos: 170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26 y 10
kDa.
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Actividad almidén sintasa de las proteinas recombinantes SSI,
SSII, SSHl y SSIV.

Para comprobar que las proteinas expresadas en E.coli eran funcionales se realizd un
zZimograma de la actividad almiddn sintasa de los cultivos inducidos 3 h a 30 °C y 150 rom. La
cantidad de proteina cargada de cada induccidn se intentd djustar para tener una sefal
parecida, sin embargo, dado que la induccidén de una misma estirpe no siempre resulta en la
produccién de una misma cantidad de proteina y que cada proteina tiene una diferente
actividad en las condiciones ensayadas, resulfa complicado hacer un buen aqjuste de las
cantidades. La Figura 68 muestra un zimograma de la actividad SS usando glucégeno como
sustrato, en el cual se cargaron 100 ug de proteinas de la estirpe vacia (pET45b_vacio), 35 ug de
proteinas de la estirpe expresora de SSI, 225 ug de proteinas de las estirpes expresoras de SSli
(0ET45bb_SSIl) y SSIV (pET45b_SSIV) y 100 ug de proteinas de la estirpe expresora de SSllI
(PET45b_SSIIN). A la vista del resultado, podemos decir que las cuatro clases de SS recombinantes
son funcionales, siendo SSI la que presenta la mayor induccién y/o actividad en las condiciones
de ensayo vy SSIl la que presenta la menor induccidn y/o actividad - de hecho, el tampdn de
incubacién no lleva citrato y la ausencia del mismo disminuye la actividad de SSII del mismo

modo que lo descrito para la SSI de maiz por Boyer y Preiss (Alonso-Casajus et al., 2006).
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Figura 68. Zimograma de la actividad almidén sintasa de las estirpes de BL21 (DE3) AgIgCAP transformadas con (A)
PET45b_vacio, (B) pET45b_SS1, (C) pET45b_SS3 y (D) pET45b_SS4 fueron inducidas con IPTG durante 3 h a 30 °C y 150 rom. La
induccion se realizd mediante adicion de TmM de IPTG al cultivo de la estirpe crecido hasta una DOgwonm de 0,5. Los cultivos
inducidos fueron centrifugados para precipitar las células, las cuales fueron resuspendidas en tampon Tris-HCl 100mM pH 7.5
suplementado con PMSF y un céctel de inhibidores de proteasas y rotas por sonicacién (ver pdgina 91). Los cultivos rotos se
centrifugaban (20 min a 4 °C y 14000 rpm) y los sobrenadantes fueron cargados en el Zzimograma. La cantidad de proteinas
cargada de cada muestra se basd en pruebas anteriores (ver texto arriba).
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Puesta a punto de las condiciones de induccion de SSIV.

La puesta a punto de las condiciones de induccidn de SSIV se hizo mediante su induccién
en fres condiciones (20 °C y 150 rpm, 25° C y 100 rom o 30 °C y 150 rom) y durante tres tiempos
(30, 90 y 180 min) de induccién diferentes y posterior deteccién por inmunoblot con el
anticuerpo anti-pentaHis. Como vemos en la Figura 69, la induccién de SSIV no provoca la
aparicion de una banda electroforética Unica, sino la de mUltiples bandas. Si comparamos con
lo obtenido para la estirpe transformada con el vector pET45b vacio (Figura 86) vemos que casi
todas estas bandas son especificas de la presencia del gen SS4, lo cual nos hizo pensar que la
banda mdas alta debia corresponder con la proteina completa (aunque esta banda
corresponde con un peso molecular mayor al esperado), mientras que el resto serian versiones
fragmentadas por E.coli (Figura 73). Vemos también que gran parte de la proteina precipita
junto con los restos celulares tras la ruptura y centrifugacion de los cultivos, lo cual indicaria que
parte de la proteina estd siendo enviada a cuerpos de inclusion. A 30 °C y 150 rom, observamos
la mayor presencia de SSIV en cuerpos de inclusion tanto para tiempos de induccién de 90
como de 180 min. Viendo la relacién entre la cantidad de proteina soluble (SN) y la proteina en
cuerpos de inclusion (pellet) para las diferentes condiciones ensayadas, decidimos quedarnos
con la induccién durante 90 min a 25 °C y 100 rpm. Estas condiciones de induccién fueron las

empleadas para el resto de inducciones, no solo las de SSIV, de este trabagjo.
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Figura 69. Andlisis mediante inmunoblot de la expresion de SSIV en la estirpe de E.coli fransformada con el vector pET45b_SS4
inducida con IPTG durante 0O (fo), 30 (f30), 90 (t90) © 180 (t1s0) min a (A) 20 °C y 150 rom, (B) 25 °C y 100 rom o (C) 30 °C y 150
rom. Los cultivos rotos se cenfrifugaban (20 min a 4 °C y 14000 rom) y sobrenadante (SN) y pellet (pellet) eran cargados en
geles de acrilamida para la separacion de las proteinas de las muestras, su transferencia a filtros de nitrocelulosa e
incubaciéon con el anticuerpo anti-pentaHis.
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Purificacion de SSIV desde cultivos de E.coli inducidos.

La purificacién de la proteina SSIV expresada en E.coli se intentdé mediante combinacién
de técnicas de cromatografia de intercambio idénico, usando una columna HiPrep 16/10 Q FF
(GE Healthcare) de intercambio anidnico, y de cromatografia de afinidad, usando una columna
Nickel His Trap HP (GE Healthcare). Para ello, los extractos crudos (EC) fueron preparados a partir
de 2 | de cultivo inducido de la estirpe BL21 (DE3) AgIgCAP transformada con pET45b_SS4, en 9
ml de tampdn A (ver pdgina 105), suplementado con un cdctel de inhibidores de proteasas y
PMSF. 8 ml de EC eran inyectados en la columna de infercambio idnico y la elucién de las
proteinas unidas especificamente se llevaba a cabo con tampdn de elucién. Las fracciones
recogidas fueron analizadas mediante electroforesis SDS-PAGE (Figura 70A) y ensayo radiactivo
de actividad SS (Figura 71). Las fracciones con mayor actividad, fracciones 1 a 8 (2,5 ml cada
una), fueron unidas (pool ii). Vemos en la Figura 70A, que estas fracciones presentan multiples
proteinas. 18 ml del pool ii fueron inyectados en la columna de afinidad. Las fracciones
recogidas fueron analizadas del mismo modo que las anteriores: mediante electroforesis SDS-
PAGE (Figura 70B) y ensayo radiactivo de actividad SS (Figura 72). La Figura 70B revela que no
existe ninguna fraccién que contenga una Unica proteina. La fraccidn 6 presenta un par de
bandas (marcadas con una flecha) del tamano aproximado de SSIV similares a las observadas
por inmunoblot de extractos vegetales. Cuando miramos la actividad de las fracciones (Figura
72) vemos la existencia de dos picos de actividad, uno de ellos corresponde a la fracciéon 6 y
podria corresponder con la presencia de las dos bandas mencionadas, pero el otro (de mayor

actividad total) corresponde a la fracciéon 12, dénde estas dos bandas son minoritarias.
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Figura 70. Andlisis mediante electroforesis SDS-PAGE vy tincién con Coomassie de algunas de las fracciones eluidas de la
cromatografia de infercambio idnico (A) y cromatografia de afinidad (B) a partir de un cultivo de la estirpe de BL21 (DE3)
AglgCAP transformada con pET45b_SSIV. Se cargaron 5 ul de EC y de poollii (correspondiente a la suma de las fracciones 1
a 8 de la columna de intercambio idnico) y 10 ul de las fracciones -3, -1, 2, 3, 5y 7 de la columna de intercambio iénico y -2,
4,6 9,12, 15y 16 de la columna de afinidad. Las fracciones -3 y -1 de A y -2 de B corresponden con los lavados de la
columna. Las bandas del marcador de peso molecular corresponden (de arriba a abajo) a los siguientes tamanos: 170, 130,
95,72,55,43,34,26 y 10 kDa.

Dado el gran nUmero de proteinas presentes en las fracciones con actividad SS eluidas de
la columna de afinidad (Figura 70B, fracciones 6 a 12), nos planteamos la identificacién de las

mismas con objeto de identificar a SSIV y saber que proteinas de E.coli estamos arrastrando con
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ella en la purificacion. Para ello, las proteinas de las fracciones 7 a 14 fueron separadas por
electroforesis y tefidas con plata (Figura 73). La tincién con plata es mds sensible que la tincion
con Coomassie, por eso vemos mds bandas en las fracciones en la Figura 73 que en la Figura 70.
La identificacion de las bandas fue realizada por el servicio de protedmica del IBVF mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF. No todas las bandas pudieron ser identificadas. Las
bandas a, b, e y g (Figura 73) fueron identificadas como SSIV: la banda a corresponde a un peso
molecular superior al predicho para SSIV; la banda b podria ser la proteina SSIV, pues
corresponde a un PM aproximado al predicho (113,84 kDa); y las bandas e y g, que
corresponden a un peso molecular inferior al predicho, serian fragmentos de SSIV,
presumiblemente productos de la protedlisis que son retenidos por la columna debido a que
poseen la fusibn de poliHis. La banda ¢ es identificada como la NADH deshidrogenasa (o
NADH:ubiquinona oxido-reductasa); la banda d, como la UDP-L-Ara4N formiltransferasa/UDP-
GIcA C-4'-descarboxilasa; la banda i, como una proteina del ribosoma 70S; y la banda j, como

una proteina receptora de AMPc.
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Figura 71. Actividad total (DPM) de las fracciones eluidas de la columna de intercambio idnico y del EC inyectado en la
misma (culfivo inducido de BL21 (DE3) AgIgCAP transformada con pET45b_SSIV). Volumen de EC: 8 ml; volumen de las
fracciones -4 a -1 (lavados): 2,5 ml; volumen de las fracciones 1 a 15 (elucién): 2,5 ml. Las fracciones 1-8 fueron reunidas en el
pool ii.

Los dos picos de actividad observados en la Figura 72 podrian corresponderse con los
picos de elucion de las bandas a y b. No sabemos si los fragmentos de SSIV correspondientes
con las bandas e y g son funcionales. El hecho de que SSIV aparezca, también in vitro, como
una banda de alto peso molecular (banda a), hizo que nos preguntdramos si el complejo SSIV
seria un homo-oligbmero de SSIV, lo cual nos llevd a dos aproximaciones: purificacién de SSIV
mediante cromatografia de exclusion molecular y estudio de la interaccion SSIV-SSIV mediante
doble hibrido.

Puesto que gran parte de la proteinas contaminantes corresponden con la propia SSIV,
decidimos dejar de intentar obtener una fraccidon de SSIV pura y realizamos el resto de ensayos
directamente con los EC de E.coli, llevando siempre como control la estirpe transformada con el

vector pET45b_vacio.
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Figura 72. Actividad total (DPM) de las fracciones eluidas de la columna de afinidad a partir del poolii (Figura 71). Volumen
de poolii: 18 ml; volumen de la fraccién -4 a -1: 2,5 ml; volumen de las fracciones 1 a 20: 1,5 ml.
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Figura 73. Proteinas de las fracciones 7 a 14 eluidas de la columna de afinidad a partir del pool i (Figura 71), separadas
mediante electroforesis en gel de acrilamida y tenidas con plata. Las bandas a identificar por MALDI-TOF (a-k) fueron
picadas con un picador automdtico (pueden observarse los puntos tomados). Las bandas a, b, e y g fueron identificadas
como SSIV.

Estudio del “complejo SSIV” in vitro.

Como se explicd en el apartado anterior (pdgina 191), la existencia de una banda
(banda a en Figura 73) cuyo PM es mayor que el predicho para SSIV y cuyo pico de elucién
coincide con la fraccidén de mayor actividad SS, nos llevd a plantearnos dos aproximaciones: la
purificacién de SSIV mediante cromatografia de exclusibn molecular, para corroborar la
existencia del complejo in vitro, y el estudio de la interaccién SSIV-SSIV mediante doble hibrido,

para entender si dicho complejo es 0 no un homo-oligémero de SSIV.

Purificacién de SSIV mediante cromatografia de exclusién molecular.

La purificacion de SSIV mediante cromatografia de exclusidn molecular se llevd a cabo

con una columna Superdex 200 (S200) Tricorn (GE Healthcare). Los EC fueron preparados a partir
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de cultivos de 0,5 | de la estirpe BL21 (DE3) AgIgCAP transformada con pET45b_SS4, en 4 ml de
tampdn S200 (ver pagina 106), suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas y PMSF,
y como método de rotura se empled la prensa de French. Antes de inyctar en la columna, los EC
eran filirados en columnas de Sefarosa G25 con objeto de limpiar dichos extractos. 200 ul del EC
filtrado fue inyectado en la columna y 30 fracciones de 0,5 ml fueron recogidas y analizadas
mediante ensayo radiactivo de la actividad SS del EC y las fracciones 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
15y 17. En la Figura 74A, se muestra la actividad total de las fracciones frente a la del EC
inyectado en la columna, vemos cémo la actividad presente en los 200 ul de EC se diluye a su
paso por la columna entre las fracciones (de 0,5 ml) eluidas (fundamentalmente entre las
fracciones 5y 13). Si representamos solo las fracciones (Figura 74B), vemos que la proteina SSIV
aparece en dos picos de actividad, uno en torno a la fraccién 8-9 (proteinas de mayor PM) y

otro entorno ala fraccién 11 (proteinas de menor PM).
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Figura 74. Actividad total (DPM) de las fracciones eluidas de la columna de exclusién molecular. En A, se muestra la
actividad total de las fracciones frente a la del EC inyectado en la columa (cultivo inducido de BL21 (DE3) AglgCAP
fransformada con pET45b_SSIV). En B se muestra la actividad de las fracciones, simulando lo que seria el patréon de elucidn
de la proteina (activa). Volumen de EC: 200 ul; volumen de las fracciones: 0,5 ml. La primera fraccién recogida fue a los 6 ml
de elucién después de la inyeccién de la muestra.
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Figura 75. Recta patrén con proteinas de PM conocido: tfiroglobulina bovina (670 kDa), y-globulina bovina (158 kDa),
ovoalbUmina (44 kDa), mioglobina de caballo (17 kDa), ribonucleasa A (13,5 kDa) y vitamina B12 (1,35 kDa).
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Antes de inyectar el EC, se inyectaban una serie de proteinas de PM conocido y la Kav de
cada una de ellas era calculada a partir de sus volumenes de elucidn (Ve). Representando el
logaritmo del PM frente a la Kav de estas proteinas, obtenemos una recta (Figura 75) que nos
permite conocer a que rango de PM corresponde cada fraccion. Estableciendo que el Ve del
primer pico de actividad (fraccién 8-9) es 9,5-10,5 ml (teniendo en cuenta que la fraccion 1
corresponde a un Ve entre 6-6,5 ml) y el del segundo (fraccién 11), 11-11,5 ml, podemos decir
que los picos de actividad aparecen en las fracciones correspondientes a un famano de 3,5-6,1
veces el tamano de SSIV (fraccién 8-9) o de 2,1-2,7 veces (fraccién 11) y, por tanto, que SSIV se

une también in vitro a otras proteinas o a si misma formando un complejo de mayor PM.

Para afinar los volUmenes de elucién de los picos de actividad de SSIV, la cromatografia
se repiti® tomando fracciones mds pequenas (200 ul). Ademds, un tratamiento con DTT fue
incorporado (50 mM DTT, 90 min a temperatura ambiente) para ver si la proporcién entre un pico
y el otro variaba del mismo modo que ocurria con el complejo SSIV in vivo (Figura 60). Los niveles
de actividad de las fracciones 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30 y 33 se recogen en la Figura 76. La
diferencia entre los 2 picos fue menos clara en este ensayo, sobre todo en el caso sin DTT,
probablemente debido a que, al no haberse ensayado la actividad de todas las fracciones, la
resolucion es menor. Si comparamos los dos picos de actividad, vemos que hay un incremento
del segundo cuando el EC era incubado con DTT. Este pico aparece en la fraccién 18, que
corresponde a un Ve de aproximadamente 11 ml, que equivale a un PM de 2,4 veces el tamano
de SSIV. Segun su PM predicho vy la recta patrdn obtenida, SSIV deberia tener un Ve de 12,82 ml,
gue en este caso corresponderia a la fraccidn 27, en la cual a penas se detecta actividad.
Algunas de las fracciones ensayadas fueron analizadas mediante inmunoblot anti-SSIV (Figura
77). pero no se encontrd ninguna correlacién clara entre las bandas obtenidas y los picos de

actividad.
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Fracciones cromatografia de exclusién molecular.

Figura 76. Actividad total (DPM) de las fracciones eluidas de la columna de exclusion molecular a partir de EC de la estirpe
expresora de SSIV fratado (gris) y sin tratar (cian) con DTT. Se muestra la actividad de las fracciones, simulando lo que seria el
patrén de elucién de la proteina (activa) de la columna de exclusion molecular. Volumen de EC: 200 ul; volumen de las
fracciones: 0,2 ml. La primera fraccion recogida fue alos 7,5 ml de elucidon después de la inyeccidn de la muestra.
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Figura 77. Andilisis mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-SSIV de algunas de las fracciones eluidas de la columna de
exclusion molecular.

Ensayo de doble hibrido.

Para estudiar la posible interaccién de SSIV consigo misma se empled el sistema
“Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hibrid System” (Clontech), basado en la reconstruccion del
activador transcripcional GAL4 cuando dos proteinas de fusion, una con el dominio de unidn al
DNA de GAL4 (BD) y otra con el dominio de activacion (AD), interaccionan. Tanto la proteina
SSIV completa, como sus dominios carboxilo (SSIVIC) y amino (SSIVIN) por separado fueron
fusionados al BD y al AD. En la cepa YH2Gold (ver Tabla 5 en la pdgina 70), se expresaron las
proteinas de fusién SSIV-BD, SSIVIN-BD y SSIVIC-BD, mediante clonacién de los respectivos genes
en el vector pGBKT7 (ver Tabla 9 en la pdgina 110), y en la cepa Y187 (ver Tabla 5 en la pdgina
70), se expresaron las proteinas de fusion SSIV-AD, SSIVIN-AD y SSIVIC-AD, mediante clonacién de
los respectivos genes en el vector pGADT7 (ver Tabla 9 en la pdgina 110). Las clonaciones para
el ensayo de doble hibrido fueron realizadas mediante restriccion y ligacién. Las estirpes de
YH2Gold transformadas con pGBKT7_SS4/SS4tN/SS4tC se crecieron en medio SD-Trp-Ura y las
estirpes de Y187 transformadas con pGADT7_SS4/SS4tN/SS4tC en medio SD-Leu-Ura. Conjugando
las diferentes cepas de YH2Gold con las diferentes cepas de Y187 se comprobd si la proteina
SSIV interaccionaba consigo misma. Para ello, las células diploides resultantes de las diferentes
conjugaciones se sembraron en dos medios diferentes: SD-Leu-Trp, donde crecian los diploides
independientemente de que hubiese o no interaccidén entre la proteina presa y la proteina
cebo, y SD-Leu-Trp-His-Ade, donde los diploides solo crecian si habia interaccién entre la

proteina presa y la proteina cebo.

En todos los casos se obtuvo el mismo resultado: hubo crecimiento en el medio SD-Leu-Trp,
indicando que la conjugacién estaba funcionando, pero no lo hubo en el medio SD-Leu-Trp-His-
Ade, indicando que en las condiciones ensayadas la proteina SSIV no interacciona con ella

misma.

195



Ensayos de auto-glucosilacién.

Dado que la sintesis de glucdgeno es iniciada gracias a proteinas con actividad auto-
glucosilante: glucogenina en animales y levaduras (Boyer & Preiss, 1979) y la propia glucdégeno
sintasa en bacterias (Lomako et al., 2004), nos planteamos si SSIV tendria actividad auto-
glucosilante que le permitiera operar en la iniciacién del granulo de almidén de manera similar a
la realizada por la glucogenina. Para el ensayo se usaron EC de cultivos inducidos de las estirpes
que expresan SSI, SSII, SSHl y SSIV (dada la imposibilidad de purificar SSIV), asi como de la estirpe
transformada con el pET45b_vacio como control. Los EC fueron analizados en primer lugar
mediante zZimograma de la actividad almiddn sintasa usando glucdgeno como sustrato y sin
sustrato. El primero (con sustrato) para comprobar que las proteinas inducidas eran activas y el
segundo (sin sustrato) para ver si SSIV era capaz de sintetizar polimeros de glucosa en ausencia
de cebador, es decir, usando solamente la ADP-Glucosa presente en el tampdn de incubacion.
Como vemos en la Figura 78A, las cuatro clases de almiddn sintasa expresadas en E.coli eran
activas (no observdndose senal en el control). La Figura 788 muestra que solo SSI y SSIII son
capaces de sintetizar polimeros de glucosa en las condiciones de ensayo, es decir, usando ADP-
Glc como Unico sustrato, mientras SSII y SSIV no tienen actividad detectable en estas
condiciones. A continuacién, usando los mismos EC, se realizé el ensayo de autoglucosilacion. En
la Figura 79C vemos el resultado de la autorradiografia: se observa la aparicion de dos sefales
radiactivas, una correspondiente a la SSI y otra a la SSIIl. Por tanto, podemos decir que ni SSII ni
SSIV tienen actividad autoglucosilante. Para comprobar si la senal observada en SSI y SSIII era
verdadera autoglucosilacién, se incorpord un tratamiento con tripsina, de modo que si la senal
era autoglucosilacién, al degradarse las proteinas la senal radiactiva desapareceria.
Comparando la Figura 79A con la Figura 79B, correspondientes a la tincion con Coomassie de
las proteinas de las muestras sin tratar y tratadas con tripsina (respectivamente) separadas
mediante electroforesis, vemos que el tratamiento con tripsina elimina la mayor parte de las
proteinas de la muestra. En la Figura 79D vemos el resultado de la autorradiografia de las
muestras tratadas con tripsina: se observa la aparicion de las dos sefales radiactivas,
correspondientes a SSI y SSlIl, de modo que podemos decir que la senal radiactiva observada no

corresponderia a una verdadera autoglucosilacion.
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Figura 78. Andlisis mediante Zimograma de las muestras empleadas en el ensayo de autoglucosilacion. Se emplearon dos
tipos de geles: con glucdgeno (A) y sin sustrato (B), ambos fueron incubados con el mismo tampdn de incubacion: Tricina 50
mM pH 8,5; (NH4)SO4 100mM; B-mercaptoetanol 5mM; MgClz 5 mM; BSA 0,25 g/I; y ADP-glucosa 1 mM; y revelados con lugol.
Se emplearon 250 ug de proteina de cada muestra. La aparicion de sefal en (A) indica la presencia de actividad SS en la
muestra y en (B), la capacidad de sintesis de polimeros usando ADP-Glc como Unico sustrato.
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Figura 79. Resultado del ensayo de autoglicosilaciéon sin tratamiento (A y C) y con tratamiento (B y D) con tripsina. El
fratamiento consistid en incorporar 1 pl de tripsina 1 mg/ml (en 1 mM HCI pH 3) e incubar durante 2 h a 37 °C. La tripsina
degrada las proteinas de modo que si realmente se diera autoglucosilacién, al degradarse las proteinas se perderian la
senal radiactiva. Ay B son los geles tenidos con Coomassie, permiten ver el efecto del tratamiento con tripsina. C y D son las

imdagenes obtenidas mediante autoradiografia electrénica.
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Determinacion de la constante de Michaelis-Menten (Km) de

SSIV para la ADP-Glucosa y la amilopectina.

La Km de SSIV fue calculada para sus dos sustratos: la ADP-Glc (donador de grupos
glucosilos) y la amilopectina (aceptor de grupos glucosilos). Para ello la actividad SS fue
ensayada (ensayo no radiactivo, ver pdgina 94) para diferentes concentraciones de cada
sustrato, usando en cada caso una concentracion saturante del otfro sustrato. En el caso de la
Km para la amilopecting, se usd una concentracion de ADP-Glc de 5 mM y concentraciones
crecientes de amilopectina: 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,5, 1, 2, 5y 10 mg/ml. En el caso de la Km
para la ADP-GIc, se usé una concentraciéon de amilopectina de 10 mg/ml y concentraciones
crecientes de ADP-Glc: 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 5, 7,5 y 10 mM. Los valores de actividad
obtenidos en cada caso quedan recogidos en la Tabla 26. El cdlculo de las Kms se realizd
mediante la representacién de dobles inversos o Lineweaver-Burk (Figura 80), obteniéndose una

Km = 0,22 mM para la amilopectina y una Km = 0,38 mM para la ADP-Glc.

Km de SSIV para la amilopectina = 0,22 mM

mg/mi nmoles ADP 3 1/V 1/18]
amilopectina producidos/ml/min 3 (nmoles ml min) (mg! mil)
"""" 015906011667
0.20 11,22 ! 0,09 5,00
0,30 12,84 ! 0,08 333
0,50 16,77 : 006 2,00
1,00 17,66 006 1,00
2,00 20,45 ! 0,05 050
5,00 22,21 005 0,20

mM AGP-Gle progt:r;?;issfn?l';min i (nmoIeIS'/'va min) (mlg/'l'sanl)
T 005 Ty T 024 72000
0,10 7.06 0,14 10,00
025 13,16 ! 0,08 4,00
0,50 17,18 ! 0,06 2,00
1,00 25,24 0,04 1,00
2,00 32,91 ! 0,03 0,50
3,00 27,39 : 004 033
5,00 37,74 0,03 0.20
7.50 38,38 ! 0,03 013
10,00 38,54 003 0,10

Tabla 24. Valores obtenidos en los ensayos de actividad SS para el cdlculo de la Km de SSIV para la amilopectina y la ADP-
Glc. Se incluyen también los valores inversos de V (velocidad de reaccidén = nmoles de ADP producidos/ml/min) y [S]
(concentracion de sustrato = mg/ml amilopectina o mM ADP-Glc) empleados para el cdlculo de las Kms mediante la
representacion de dobles inversos o Lineweaver-Burk (Figura 80).
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Figura 80. Representacion de dobles inversos o Lineweaver-Burk para el cdlculo de la Km de SSIV por amilopectina (A) y
ADP-GlIc (B). Los valores de 1/V y 1/[S] representados son los recogidos en la Tabla 26.
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ANALISIS INFORMATICO DE LA SSIV.

Andlisis de la secuencia polipeptidica de SSIV.

La secuencia polipeptidica de SSIV de Arabidopsis thaliana (Figura 81) consta de 1040
aminodcidos. El andlisis de la misma con el programa ChloroP (Ugalde et al., 2003) indica que los
42 primeros constituyen el péptido de trdnsito al cloroplasto (CTP, indicado en verde en la Figura
81). El alineamiento de su secuencia con las de las ofras cuatro clases de SSs (Figura 82) y con
diferentes GSs muestra la existencia de un dominio carboxilo, con homologia con las diferentes
clases de SSs (35-50 %) y, también, con las glucégeno sintasas (28-35 %); y un dominio amino,

caracteristico de cada clase de SS soluble y ausente en las GSs y la GBSSI.

La SSIV de A.thaliana (AtSSIV) presenta una homologia del 55 % con la SSIV de Triticum
aestivum (TaSSIV), del 56 % con la SSIV de Zea mays (ZmSSIV), del 62 % con la de Solanum
lycopersicum (SISSIV) y del 51/55 % con SSIVa/SSIVb de Oryza sativa variedad japonica (OsSSIV).
La homologia de los dominios amino varia entre un 33 y un 69 % (sin considerar los CTPs) y la del

dominio carboxilo, entre un 71 y un 89 %.

Dada su alta homologia con la GS, el dominio carboxilo de las SSs seria responsable de la
actividad glucosiltransferasa, lo cual ha sido probado en el caso de la SSllI (Emanuelsson et al.,
1999). Sin embargo, como se muestra mds adelante, los ensayos de actividad in vitro de las
versiones truncadas de SSIV (ver pdgina 214) muestran que el dominio carboxilo de SSIV (SSIVIC)
no posee actividad. Parte del dominio amino (la regién préxima al dominio carboxilo) es

requerida para que SSIV posea actividad glucosiltransferasa.

El dominio amino, ausente en la GBSSI, es caracteristico de cada clase de SS. Dada la alta
homologia de los dominios carboxilos, es de suponer que las caracteristicas y diferencias
funcionales de las cuatro clases de SSs se deben a sus dominios amino terminales. El andlisis del
dominio amino de SSIV con el programa Marcoil (Valdez et al., 2008b) predice la existencia de
varios dominios coiled-coil (CC). Con un umbral (threshold) del 90 % encontramos los siguientes
dominios CC: del aminodcido 192 al 260 (longitud: 69 aminodcidos), del 280 al 306 (longitud: 27
aminodcidos), del 316 al 344 (longitud: 29 aminodcidos), del 363 al 374 (longitud: 12) y del 380 al
458 (longitud 79 aminodcidos). El programa Paircoil predice un long coiled-coil entre los
aminodcidos 187 y 409 (p = 0,025). El dominio long coiled-coil de SSIV ha sido predicho también
por otros autores (Delorenzi & Speed, 2002; Rose et al., 2004). El alineamiento de secuencias de
SSIV de diferentes especies (Figura 83) muestra un alto grado de conservacion de los dominios
CC, lo cudl es indicativo de la importancia de los mismos para la funcién de la SSIV. Entre el
dominio long coiled-coil y el dominio carboxilo aparece otra regién alfamente conservada

(aminodcidos 471 a 544, ver Figura 83), a la cudl no hemos podido asignar una estructura, pero
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la cual parece ser imprescindible para

214).

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001

MTTKLSSFCF
FDSSKRQEVK
KGSSIHGSID
GHDDGKNLDN
RLDEARATAL
VELLEEQLEK
SELDSVKDTG
CTDLWAKVET
VYKESSEKIQ
TLESLKEESK
RDMVWKKDRR

LTHGLAGISC
KGSPKPILSI
MNHADENLEK
ITVPEVAKAL
DDLNKILSDK
LRHEMISPIE
ERVVVLEKEC
LOLLLDRATK
QYNELMQHKV
KKSRDEPVDD
IHDTYIDVKD

que SSIV posea actividad glucosiltransferasa (ver pdgina

EREHGSSRRF
NSGLQSNNDE
KDDIQTTEVT
SLNKSEGEQTI
EALQGEINVL
SDGYVLALSK
SGLESSVKDL
QAEQAVIVLQ
TLLEERLEKS
MPWDYWSRLL

FYLPSRRLVS
ESDLENGSAD
RRKSKTAKKK
SDGQFGELMT
EMKLSETDER
ELETLKLENL
ESKLSVSQED
QNQDLRNKVD
DAEIFSYVQL
LTVDGWLLEK

TSCKMRQORG
SVPSLKSDAE
GESIHATIDI
MIRSAEKNIL
IKTAAQEKAH
SLRNDIEMLK
VSQLSTLKIE
KIEESLKEAN
YQESIKEFQE
KIASNDADLL

KNERDAISAF

LKLVSSPTSS

GLYVVHIAAE

MAPVAKVGGL
TVVESYFDGK
RRFSYFSRAA
RICFTCHNFE
AIIFSNIVTT
WNPATDPFLK
VPQKGVHLIR
VRLLLKYDEA
GGLNDSVFDI
WMRLVEKVMS

GDVVAGLGKA
LYKNKIWIGT
LELLLQSGKK
YQGTASASEL
VSPTYAQEVR
AQFNAKDLQG
HAIYRTLELG
LSHTIYAASD
DDDTIPTQFQ
IDFSWGSSAT

LORKGHLVEI
VEGLPVHFIE
PDITHCHDWQ
GSCGLDVNQL
TAEGGKGLHS
KEENKHALRK
GQFVLLGSSP
LFIIPSIFEP
NGFTFQTADE
QYEELYTRSV

ILPKYDCMQY
PQHPSKFFWR
TAFVAPLYWD
NRPDRMQDHS
TLNFHSKKFI
QLGLSSAESR
VPHIQREFEG
CGLTQMIAMR
OGFNYALERA
SRARAVPNRT

DRVRDLRALD
GQFYGEQDDF
LYAPKGLDSA
SGDRVNPVKG
GILNGIDTDS
RPLVGCITRL
IEQQFKSHDH
YGSIPIARKT
FNHYKKDEEK

Figura 81. Secuencia polipeptidica de SSIV de A.thaliana. En verde se ha marcado el péptido de transito al cloroplasto
predicho con ChloroP (Lohmeier-Vogel et al., 2008a; Rose et al., 2004). Subrayado en amarillo (dentro del dominio amino)
aparecen las regiones predichas por Marcoil (Emanuelsson et al., 1999), con un umbral del 90 %, como parte de un dominio
long coiled-coil. Con una linea negra se marca una regién altamente conservada (ver Figura 83) y sin estructura predicha
que, como se mortrard mds adelante (ver pdgina 215), es fundamental para la actividad glucosiltransferasa de SSIV. En azul
aparece el dominio carboxi-terminal de SSIV, con alta homologia con las GSs y el resto de clases de SSs (ver Figura 82).
Dentro del dominio carboxi-terminal, se han subrayado los motivos KXGGL amino y XXGGL carboxilo, altamente
conservados e implicados en la catdlisis y/o la unién del sustrato (ver pdgina 49). En la pdgina 216 (Figura 88) puede verse
un esquema de la proteina.
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Figura 82. Alineamiento mediante ClustalW de las secuencias polipeptidica de las Glucégeno sintasas (GS) de Synechocystis

sp. PCC 6803 (SpGSI

y SpGS2; NP_441947.1

y NP_439945.1

respectivamente), Agrobacterium tumefaciens (AtGS;

AADO3474.1) y Escherichia coli (EcGS; ACI76465.1) y las cinco clases Almidén sintasas (SS) de A.thaliana (AtGBSSI, AtSSI, AtSSII,
AtSSIIl y AtSSIV; AEE31537.1, AED93283.1, AEE73621.1, AEE28775.1 y AEE84015.1 respectivamente). En un cuadro azul se han
resaltado la alta homologia entre los dominios carboxi-terminales de las SSs y las GSs. Dentro del dominio carboxi-terminal, se
ha marcado con un recuadro mds oscuro los motivos KXGGL amino y XXGGL carboxilo, alfamente conservados e
implicados en la catdlisis y/o la unidn del sustrato (ver pagina 49).
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LPGTSSGLHI
LPGTSSGLHI

VHIAAEMAPV
IHIAAEMAPV
VHIAAEMAPV
VHIAAEMAPV
IHIAAEMAPV

HIAAEMAPV

VGGY
VGGY
VGGY
VGGY
VGGY

IGDVV
IGDVV
IADVI
IADVV
IADVI

VGGLADVI

AGLGKALQRK
AGLGKALQEK
SGLGKALQKK
AGLGKALQTK
SGLGKALQKK
SGLGKALQKK

GHLVEIILPK
GHLVEIVLPK
GHLVEIILPK
GHLVEIVLPK
GHLVEIILPK
GHLVETITILPK

KA orkroE,

YDCMQYDRVR
YDCMQYESTIK
YDCMQHNQIN
YDCMQLDQIT
YDCMQONDQVN

10

610

EEEEETTEN

DLRALDTVVE
DMKVLDVVVE
NLKVLDVVVK
NLKVLDVVIQ
NLKVLDVVVQ
NLKVLDVLV

kk e es

620

*1%x 1 1:

SYFDGKLYKN
SYFDGRLYNN
SYFEGNMFAN
SYFDGNLFSN
SYFEGNLENN
SYFEGNMENN

kkk ek e K

630

YLSYRGTENR

* B N

KIWIGTVEGL
NIWTGTVEGL
KIWTGTVEGL
NVWTGTVEGL
KIWTGTVEGL
KIWTGTVEGL

sk kkkkkk

40

640

EVMDNLLKMA
N T

PVHFIEPQHP
PVYFIEPQHP
PVYFIEPQHP
PVYFIEPQHP
PVYFIEPQHP
PVYFIEPQHP

ok ek ok koK ok kK

50

*ke s

SKFFWRGQFY
GKFFCRGQLY
GKFFWRAQYY
SKFFWRAQYY
AKFFWRAQYY
AMFFSRAQYY

kx ok Kk ok

60

660

kK Kk K K K

GEQDDFRRF'S
GEHDDFKRF'S
GEHDDFKRF'S
GEHDDFKRYS
GEHDDFKRFA
GEHDDFKRFS

kkoekkke ks s

670

Kok kKKK KK s

YFSRAALELL
FFSRVALELL
YFSRVALELL
YFSRAALELL
YFSRAALELL
YFSRAALELL

Skkk kkkkk

80

680

Sk kK kKKK K

LOSGKKPDII
LOAEKRPDITI
YQSGKKVDII
YQSGKKIDII
YQSQKKIDII
YQSGKKVDIT

ke ke KKk

90

K okk ok kK s kKK

HCHDWQTAFV
HCHDWQTAFV
HCHDWQTAFV
HCHDWQTAFV
HCHDWQTAFV
HCHDWOTAFV

P

800

APLYWDLYAP
APLYWEIYVP
APLYWDVYAN
APLYWDIYAT
APLYWEAYAN
APLYWDVYAN

KGLDSARICF
KGLDSARICF
LGFNSARICF
RGFSSARICF
LGFNSARICF
LGFNSARICFE

TCHNFEYQGT
TCHNFEYQGT
TCHNFEYQGI
TCHNFEYQGT
TCHNFEYQGA
TCHNFEYQGT

ASASELGSCG
APASELTSCG
APAQDLAYCG
APAPDLSYCG
APAQDLACCG
APARDLAWCG

LDVNQLNRPD
LDAYHLNRPD
LDVDHLDRPD
LDVEQLDRPD
LDVQQLDRED
LDVEHLDRPD

RMQDHSSGDR
RMODNSANDR
RMRDNSHG-R
RMODNAHG-R
RMRDNSHG-R
RMRDNSHG-R

VNPVKGAIIF
INPVKGAIVF
INVVKGAVVY
INVAKGGIVY
INVVKGAIVY
INAVKGAVVY

SNIVTTVSPT
SNIVTTVSPT
SNIVTTVSPT
SNIVTTVSPT
SNIVTTVSPT
SNIVTTVSPT

YAQEVRTAEG
YAQEVRSVQG
YAQEVR-SEG
YALEVR-SEG
YALEVR-SEG
YALEVR-SEG

GKGLHSTLNF
GKGLHATINS
GRGLQDTLKV
GRGLQDTLKM
GRGLQDSLKL
GRGLQDTLK

kkkkk s K

ke Kk K kKK

ok kK kKK kK

* Kk 1k kK

kx| skak K

kke ke s *

T

Kk kK KK K K K

kk kkKk 2%

Kk s
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Resrultados

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

AtSSIV HSKKFIGILN GIDTDSWNPA TDPFLKAQFN AKDLQGKEEN KHALRKQLGL SSAESRRPLV GCITRLVPQK GVHLIRHAIY RTLELGGQFV LLGSSPVPHI
S1Ss1IV HSKKFAGILN GIDTAAWNPA SDNFLKVQYS ASDIDGKIEN KEALRRLLGL SSSDFRQPLV GCITRLVPQK GVHLIRHAVY RTLELGGQFV LLGSSPVPHI
ZmSSIV HSKKFVGILN GIDTDTWNPS TDRFLKVQYS ANDLYGKSAN KAALRKQLKL ASTQASQPLV GCITRLVPQK GVHLIRHAIY KITELGGQFV LLGSSPVQHI
OsSSIvVa HSRKFVGILN GIDTGTWNPS TDRFLAVQYS ATDLQGKAAN KAFLRKQLGL YSEDASQPLV ACITRLVPQK GLHLIRHAIY KTAELGGQFV LLGSSPVPHI
OsSSIVb HSRKFVGILN GIDTDTWNPS TDRHLKVQYN ANDLQGKAAN KAALRKQLNL SSTNASQPLV GCITRLVPQK GVHLIRHAIY KTAELGGQFV LLGSSPVPHI
TaSSIV HSRKFLGILN GIDTDTWNPC TDRYLKVQYN AKDLQGKAAN KAALREQLNL ASAYPSQPLV GCITRLVAQK GVHLIRHAIY KTAELGGQFV LLGSSPVPETI
Clustal Co Kk g kK KKKk KKK ghKK gk K kg K ki Kk K K Kk _ K K K KKK KKKKKK KK K KAKKKK K 3 KKKKKAK KAKKAKK K
T e e L e L L T I e L e e L I

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
AtSSIV QREFEGIEQQ FKSHDHVRLL LKYDEALSHT IYAASDLFII PSIFEPCGLT QMIAMRYGSI PIARKTGGLN DSVFDIDDDT IPTQFONGFT FQTADEQGFEN
S1SsS1IV QREFEDIANH FONHEHARLV LKYDEALSHL IYAASDMLII PSIFEPCGLT OMIAMRYGSI PIARKTGGLN DSVFDVDDDS IPLQFRNGFT FATADEQGFN
ZmSSIV QREFEGIADQ FONNNNVRLL LKYDDALAHM IFAASDMFIV PSMFEPCGLT QMVAMRYGSV PVVHRRTGGIN DSVFDLDDET IPMEVRNGFT FLKADEQDFG
OsSsIvVa QREFEGVADQ FOKNNNIRLI LKYDEALSHC IYAASDMFII PSMFEPCGLT OMIAMRYGSV PIVHQTGGILL DSVFDFDDET IPVELRNGFT FARTDEQDLS
OsSSIVb QREFEGIADH FQNNNNIRLL LKYDDSLSHW IYAASDMFIV PSMFEPCGLT OMIAMRYGSV PIVHKTGGLN DSVFDFDDET IPKELRNGFT FVHPDEKALS
TaSSIV QREFEGIADH FONNNNIRLI LKYDDALSHC IYAASDMFIV PSIFEPCGLT OMIAMRYGSV PIVHKTGGLN DSVFDFDDET IPMEVRNGFT FVKADEQGLS
Clustal Co FHRKKK 3 11 Ki.ia: Kkg KEKKggkgk KRk kkg gk KK RKKKKKK Kk RKKKKK; K kg REKKK  KKKKK Kk KK g iRRRR * *k:

T I e L e IR T I Y e e |

1010 1020 1030 1040 1050
AtSSIV YALERAFNHY KKDEEKWMRL VEKVMSIDFS WGSSATQYEE LYTRSVSRAR AVPNRT
S1SS1IV NALERAFNYY MNNYEIWKEF VQKDMSIDFS WDSSASQYEE LYEKAVLRAR AASRN-
ZmSSIV NALERAFNYY HRKPEVWKQL VQKDMKIDFS WDTSVSQYEE IYQKTATRAR AAA---
OsSsIvVa SCLERAFSYY SRKPMVWKQL VQKDMQIDFS WDSPASQYEN LYQSAVAQAR GAAQT-
OsSSIVb GAMERAFNYY NRKPEVWKQL VQKDMRIDFS WASSASQYED IYQRAVARAR AAA---
TaSSIV SAMERAFNCY TRKPEVWKQL VQKDMTIDFS WDTSASQYED IYQKAVARAR AVA---
Clustal Co LrRERRR R FoLn RIR R ORRREOR L rRXEL xR

Figura 83. Alineamiento mediante ClustalW de las secuencias polipeptidica de la SSIV de A.thaliana (AtSSIV, AEE84015.1),
Solanum lycopersicum (SISSIV, NP_001234617.1), Zea mays (IZm, NP_001123590.1), Oryza sativa (OsSSIVa y OsSSIVb, ACT09058.1
y AAT47085.1 respectivamente) y Triticum aestivum (TaSSIV, AAK97773.1). En verde se han marcado los péptidos de trdnsito al
cloroplasto predichos con ChloroP (Delorenzi & Speed, 2002) para cada secuencia. Subrayado en amarillo (dentro del
dominio amino) aparecen las regiones predichas por Marcoil (Emanuelsson et al., 1999), con un threshold del 90 %, como
parte de un dominio long coiled-coil. En un cuadro rojo se marca una region alfamente conservada vy sin estructura
predicha que, como se mortrard mds adelante (ver pdgina 215), es fundamental para la actividad glucosiltransferasa de
SSIV. En un cuadro azul se han resaltado la alta homologia entre las diferentes especies del dominio carboxi-terminal de SSIV.
Dentro del dominio carboxi-terminal, se ha marcado con un recuadro mds oscuro los motivos KXGGL amino y XXGGL
carboxilo, altamente conservados e implicados en la catdlisis y/o la unidon del sustrato (ver pdgina 49). En la pdgina 216
Figura 88) puede verse un esquema de la proteina.
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ESTUDIO FUNCIONAL DE LOS DOMINIOS AMINO Y
CARBOXILO DE LA SSIV.

Previo a este trabagjo, Rolddn y cols. (Delorenzi & Speed, 2002) confimaron la
complementacién de la mutacién por la versibn completa de SSIV. Con el objetivo de entender
la importancia de los dominios amino y carboxilo de SSIV, plantas transgénicas, de fondo
mutante sslV, expresando SSIVIN (el dominio amino) y SSIVIC (dominio carboxilo) fueron
obtenidas para estudiar la complementacién de la mutacién sslV. Ademds, diferentes versiones
truncadas de la proteina fueron clonadas y expresadas en E.coli. La actividad de estas proteinas

fue testada y las Kms de las mismas fue calculada.

Estudios de complementacion de la mutacion sslV por los

dominios amino y carboxilo de SSIV.

Obtencién de los plasmidos pCTAPi_SS4tN y pCTAPi_SS4tC.

El vector pCTAPi es un “vector de salida” del sistema Gateway (ver pdgina 113). Como
“vector de entrada” se empled el pPDONR221 (ver Tabla 9, en pdgina 110). Para la clonacién de
los dominios amino y carboxilo en dicho vector se disenaron cebadores flanqueantes de la
regién a clonar que incluian las secuencias de los sitios attB (necesarias para la reaccién BP) y se
us® como molde el pldsmido pCTAPI_SS4 (con la versidn completa de SS4, incluido el CTP),
obtenido por nuestro grupo previamente (Rolddn et al., 2007b). Para la fusién del CTP al dominio
carboxilo de SS4, se fusiond una diana BamHI al extremo de carboxilo del CTP y al extremo
amino del dominio carboxilo. La fusidn se realizd mediante corte con BamHI y ligacién. Los
cebadores empleados y sus caracteristicas estdn recogidos en la Tabla 27. Las secuencias
fueron clonadas en primer lugar en el vector de clonacién pJET1.2 (ver Tabla 9, en pdgina 110) v,

a continuacién, transferidas al pCTAPi mediante las reacciones BP y LR (ver pdgina 113).
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Construccién Cebadores empleados para la clonacién (5'-3')

Fwd:

GGGGACAAGTITGTACAAAAAAGCAGGCITCGAAGGAGATAGAACCATGGCGACGAAG
SS4iN CTATCGAGCTTC (attBI)

Rev :

GGGGACCCATITGTACAAGAAAGCTGGGTACAATCCTGAACTIGTTGGAGA (attB2)

Fwd:
GGGGACAAGTITGTACAAAAAAGCAGGCITCGAAGGAGATAGAACCATG

GCGACGAAGCTATCGAGCTIC (attB]) Clonacién del

CTP

Rev:
ggatccCGAAGTAGAAACTAATCGACG (BamHl)

SSAIC o eeoieoooooiooooooooooooooo-
Fwd:
ggatccGTCGTTCACATTIGCAGCTGAG (BamHI) Clonacién del
Rev: dominio
GGGGACCACTITGTACAAGAAAGCTIGGGTACGTGCGATTAGGAACAGCT carboxilo
CTT (attB2)

Tabla 27. Oligonucledétidos empleados para la clonacién de SS4tN y SS4tC en el pJET1.2 y la transferencia de ambas
construcciones al vector pCTAPi, mediante Gateway. Los nucledtidos en negrita corresponden a las se cuencias de los sitios
attB indicados entre paréntesis. En azdl se muestran las secuencias Shine-Dalgarno y Kozak. Los nucledtidos en minUscula
corresponden a la incorporacién de la secuencia diana para el enzima de restriccién indicado entre paréntesis.

Obtencién de lineas transgénicas.

Seis lineas transgénicas fueron obtenidas a partir de la transformacion del mutante sslvV
(Figura 84): tres lineas con pCTAPI_SS4tN (pldsmido expresor del dominio amino, incluyendo CTP,
de SSIV), denominadas ssIV::SS4tN-1, -2 y -3, y otras tres con pCTAPI_SS4tC (pldsmido expresor del
dominio carboxilo de SSIV con fusibn amino terminal del CTP predicho por ChloroP),
denominadas ssIV::SS4tC-1, -2 y -3.

Como se explicd en materiales y métodos (pdgina 120), la seleccidon de las lineas
transgénicas fue realizada mediante fumigacion con el herbicida Finale® (sdlo las plantas que
transformadas son resistentes a éste) y PCRs a partir del DNA gendmico y usando los oligos de la
Tabla 12. Se seleccionaron las lineas homozigotas y, en ellas, la expresién del transgen fue
probada mediante RT-PCRs (extraccién de RNA, retrotranscripcion y PCR a partir de la

preparacién de cDNA).

Caracterizacion de las lineas transgénicas.

Cdémo vemos en la Figura 84, ninguna de las seis lineas (y, por tanto, ninguno de los
dominios de SSIV por separado) complementa la ausencia de SSIV. Las lineas transgénicas
presentan una menor tasa de crecimiento que el WT y un color pdlido, del mismo modo que lo
descrito para el mutante simple ssIV y a diferencia de lo descrito para las transgénicas que

expresan la version completa de SSIV (Roldén et al., 2007b).
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SSIV::4tN-1 | ssIV:41C-1

SSIV::4tN-2 |

sslIV::41C-2

ssIV::4iN-3 i 8 ssIV::4tC-3

Figura 84. Fotos del WT ecotipo Col-0y de las seis lineas fransgénicas: ssIV::SS4tN-1, -2 y -3 y ssIV::SS4tC-1, -2 y -3. Las plantas se
crecieron en condiciones de DL en una cdmara de crecimiento de plantas. Las fotos fueron tomadas aproximadamente 20
dias después de la siembra.
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Estudio in vitro de diferentes versiones truncadas de SSIV.

Clonacioén de las versiones truncadas S$4.

Dado que el dominio amino de SSIV es exclusivo de ésta mientras que el dominio
carboxilo presenta una alta homologia con las demds SS, consideramos que las caracteristicas
funcionales de esta proteina residen en su dominio amino y llevamos a cabo la caracterizacion
del mismo, para lo cual diferentes versiones de SSIV fueron clonadas y expresadas en E.coli: el
dominio carboxilo (SSIVIC) y una serie de versiones truncadas (SSIV.A, SSIV.B, SSIV.C, SSIV.D y
SSIV.E) intermedias entre la SSIV completa y SSIVIC, es decir que el dominio amino se fue
acortando secuencialmente desde su extremo amino. Las secuencias polipeptidicas de cada
una de ellas estdn recogidas en la Tabla 28 (para una visibn esquemdtica de los diferentes

fragmentos ver la Figura 88 en la pdgina 216).

Las secuencias codificantes de SSIV.A, SSIV.B, SSIV.C, SSIV.D, SSIV.E y SSIVIN fueron
clonadas en el vector de expresion en E.coli pET45b (Tabla 9). Las clonaciones se realizaron
mediante PCRs con oligos especificos para cada construccién (Tabla 29) y usando como molde
una preparaciéon de cDNA de hojas de Col-0. Los productos de PCR fueron purificados desde los
correspondientes geles de agarosa y clonados en el pET45b mediante corte con enzimas de
restriccion y ligacién, pasando primero por el vector pMBLE-T (Tabla 9). El vector pET45b permite
la expresion de las proteinas recombinantes fusionando a las mismas una cola de 6 His. Como se
explica en materiales y métodos (pdgina 21), las proteinas recombinantes fueron expresadas en
la estipe de E.coli BL21 (DE3) AglgCAP, por carecer de las actividades ADP-glucosa

pirofosforilasa, glucégeno sintasa y glucégeno fosforilasa (Rolddn et al., 2007b).
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Nombre

Secuencia

Tamano

SSIV.A

H
DDLNKILSDK
SDGYVLALSK
ESKLSVSQED
KIEESLKEAN
TLESLKEESK
IHDTYIDVKD
LQRKGHLVET
PQHPSKFFWR
LYAPKGLDSA
AIIFSNIVTT
AQFNAKDLQG
GQFVLLGSSP
CGLTQMIAMR
FNHYKKDEEK

HHHHHVAKAL
EALQGEINVL
ELETLKLENL
VSQLSTLKIE
VYKESSEKIQ
KKSRDEPVDD
KNERDAISAF
ILPKYDCMQY
GQFYGEQDDF
RICFTCHNFE
VSPTYAQEVR
KEENKHALRK
VPHIQREFEG
YGSIPIARKT

SLNKSEGEQI
EMKLSETDER
SLRNDIEMLK
CTDLWAKVET
QYNELMQHKV
MPWDYWSRLL
LKLVSSPTSS
DRVRDLRALD
RRFSYFSRAA
YQGTASASEL
TAEGGKGLHS
QLGLSSAESR
IEQQFKSHDH
GGLNDSVFDI
IDFSWGSSAT

SDGQFGELMT
IKTAAQEKAH
SELDSVKDTG
LQLLLDRATK
TLLEERLEKS
LTVDGWLLEK
GLYVVHIAAE
TVVESYFDGK
LELLLQSGKK
GSCGLDVNQL
TLNFHSKKFI
RPLVGCITRL
VRLLLKYDEA
DDDTIPTQFQ
QYEELYTRSV

MIRSAEKNIL
VELLEEQLEK
ERVVVLEKEC
QAEQAVIVLQ
DAEIFSYVQL
KIASNDADLL
MAPVAKVGGL
LYKNKIWIGT
PDIIHCHDWQ
NRPDRMQDHS
GILNGIDTDS
VPQKGVHLIR
LSHTIYAASD
NGFTFQTADE
SRARAVPNRT

RLDEARATAL
LRHEMISPIE
SGLESSVKDL
QNQDLRNKVD
YOESIKEFQE
RDMVWKKDRR
GDVVAGLGKA
VEGLPVHFIE
TAFVAPLYWD
SGDRVNPVKG
WNPATDPFLK
HAIYRTLELG
LFIIPSIFEP
QGFNYALERA

881 aa
(100,36 kDa)

SSIV.B

HHHHHHIE
SGLESSVKDL
QONQDLRNKVD
YQOESIKEFQE
RDMVWKKDRR
GDVVAGLGKA
VEGLPVHFIE
TAFVAPLYWD
SGDRVNPVKG
WNPATDPFLK
HAIYRTLELG
LFIIPSIFEP
QOGFNYALERA

SDGYVLALSK
ESKLSVSQED
KIEESLKEAN
TLESLKEESK
IHDTYIDVKD
LQRKGHLVEI
PQHPSKFFWR
LYAPKGLDSA
AIIFSNIVTT
AQFNAKDLQG
GQFVLLGSSP
CGLTQMIAMR
FNHYKKDEEK

ELETLKLENL
VSQLSTLKIE
VYKESSEKIQ
KKSRDEPVDD
KNERDAISAF
ILPKYDCMQY
GQFYGEQDDF
RICFTCHNFE
VSPTYAQEVR
KEENKHALRK
VPHIQREFEG
YGSIPIARKT

SLRNDIEMLK
CTDLWAKVET
QYNELMQHKV
MPWDYWSRLL
LKLVSSPTSS
DRVRDLRALD
RRFSYFSRAA
YQGTASASEL
TAEGGKGLHS
QLGLSSAESR
IEQQFKSHDH
GGLNDSVFDI
IDFSWGSSAT

SELDSVKDTG
LOLLLDRATK
TLLEERLEKS
LTVDGWLLEK
GLYVVHIAAE
TVVESYFDGK
LELLLQSGKK
GSCGLDVNQL
TLNFHSKKFI
RPLVGCITRL
VRLLLKYDEA
DDDTIPTQFQ
QYEELYTRSV

ERVVVLEKEC
QAEQAVIVLQ
DAEIFSYVQL
KIASNDADLL
MAPVAKVGGL
LYKNKIWIGT
PDIIHCHDWQ
NRPDRMQDHS
GILNGIDTDS
VPQKGVHLIR
LSHTIYAASD
NGFTFQTADE
SRARAVPNRT

778 aa
(88,79 kDa)

SSIV.C

HHHHHHE
VYKESSEKIQ
KKSRDEPVDD
KNERDAISAF
ILPKYDCMQY
GQFYGEQDDF
RICFTCHNFE
VSPTYAQEVR
KEENKHALRK
VPHIQREFEG
YGSIPIARKT

CTDLWAKVET
QYNELMQHKV
MPWDYWSRLL
LKLVSSPTSS
DRVRDLRALD
RRFSYFSRAA
YQGTASASEL
TAEGGKGLHS
QLGLSSAESR
IEQQFKSHDH
GGLNDSVFDI
IDFSWGSSAT

LOLLLDRATK
TLLEERLEKS
LTVDGWLLEK
GLYVVHIAAE
TVVESYFDGK
LELLLQSGKK
GSCGLDVNQL
TLNFHSKKFI
RPLVGCITRL
VRLLLKYDEA
DDDTIPTQFQ
QYEELYTRSV

QAEQAVIVLQ
DAEIFSYVQL
KIASNDADLL
MAPVAKVGGL
LYKNKIWIGT
PDIIHCHDWQ
NRPDRMQDHS
GILNGIDTDS
VPQKGVHLIR
LSHTIYAASD
NGFTFQTADE
SRARAVPNRT

ONQDLRNKVD
YQESIKEFQE
RDMVWKKDRR
GDVVAGLGKA
VEGLPVHFIE
TAFVAPLYWD
SGDRVNPVKG
WNPATDPFLK
HAIYRTLELG
LFIIPSIFEP
QOGFNYALERA

KIEESLKEAN
TLESLKEESK
IHDTYIDVKD
LORKGHLVEI
PQHPSKFFWR
LYAPKGLDSA
AIIFSNIVTT
AQFNAKDLQG
GQFVLLGSSP
CGLTQMIAMR
FNHYKKDEEK

697 aa
(79.83 kDa)

SSIV.D

HHHHHHPVDD
KNERDAISAF
ILPKYDCMQY
GQFYGEQDDF
RICFTCHNFE
VSPTYAQEVR
KEENKHALRK
VPHIQREFEG
YGSIPIARKT
WMRLVEKVMS

MPWDYWSRLL
LKLVSSPTSS
DRVRDLRALD
RREFSYFSRAA
YQGTASASEL
TAEGGKGLHS
QLGLSSAESR
IEQQFKSHDH
GGLNDSVFEFDI
IDFSWGSSAT

LTVDGWLLEK
GLYVVHIAAE
TVVESYFDGK
LELLLQSGKK
GSCGLDVNQL
TLNFHSKKFI
RPLVGCITRL
VRLLLKYDEA
DDDTIPTQFQ
QYEELYTRSV

KIASNDADLL
MAPVAKVGGL
LYKNKIWIGT
PDITHCHDWQ
NRPDRMQDHS
GILNGIDTDS
VPQKGVHLIR
LSHTIYAASD
NGFTFQTADE
SRARAVPNRT

RDMVWKKDRR
GDVVAGLGKA
VEGLPVHFIE
TAFVAPLYWD
SGDRVNPVKG
WNPATDPFLK
HAIYRTLELG
LFIIPSIFEP
QOGEFNYALERA

IHDTYIDVKD
LORKGHLVETI
POHPSKFFWR
LYAPKGLDSA
AITIFSNIVTT
AQFNAKDLQG
GQFVLLGSSP
CGLTQMIAMR
FNHYKKDEEK

580 aa
(65,96 kDa)

SSILE

LORKGHLVETI
POHPSKFFWR
LYAPKGLDSA
AITIFSNIVTT
AQFNAKDLQG
GQFVLLGSSP
CGLTQMIAMR
FNHYKKDEEK

HNERDAISAF
ILPKYDCMQY
GQFYGEQDDF
RICFTCHNFE
VSPTYAQEVR
KEENKHALRK
VPHIQREFEG
YGSIPIARKT
WMRLVEKVMS

LKLVSSPTSS
DRVRDLRALD
RREFSYFSRAA
YQGTASASEL
TAEGGKGLHS
QLGLSSAESR
IEQQFKSHDH
GGLNDSVFEFDI
IDFSWGSSAT

GLYVVHIAAE
TVVESYFDGK
LELLLQSGKK
GSCGLDVNQL
TLNFHSKKFI
RPLVGCITRL
VRLLLKYDEA
DDDTIPTQFQ
QYEELYTRSV

MAPVAKVGGL
LYKNKIWIGT
PDITHCHDWOQ
NRPDRMQDHS
GILNGIDTDS
VPQKGVHLIR
LSHTIYAASD
NGFTFQTADE
SRARAVPNRT

GDVVAGLGKA
VEGLPVHFIE
TAFVAPLYWD
SGDRVNPVKG
WNPATDPFLK
HAIYRTLELG
LFIIPSIFEP
QGEFNYALERA

525 aa
(59.29 kDa)

SSIViC

DRVRDLRALD
RRFSYFSRAA
YQGTASASEL
TAEGGKGLHS
QLGLSSAESR
IEQQFKSHDH
GGLNDSVFDI
IDFSWGSSAT

HHHHVHIAAE
TVVESYFDGK
LELLLQSGKK
GSCGLDVNQL
TLNFHSKKFEI
RPLVGCITRL
VRLLLKYDEA
DDDTIPTQFQ
QYEELYTRSV

MAPVAKVGGL
LYKNKIWIGT
PDITHCHDWQ
NRPDRMQDHS
GILNGIDTDS
VPQKGVHLIR
LSHTIYAASD
NGFTFQTADE
SRARAVPNRT

GDVVAGLGKA
VEGLPVHFIE
TAFVAPLYWD
SGDRVNPVKG
WNPATDPFLK
HAIYRTLELG
LFIIPSIFEP
QOGFNYALERA

LORKGHLVETI
POHPSKFFWR
LYAPKGLDSA
AITIFSNIVTT
AQFNAKDLQG
GQFVLLGSSP
CGLTQMIAMR
FNHYKKDEEK

ILPKYDCMQY
GQFYGEQDDF
RICFTCHNFE
VSPTYAQEVR
KEENKHALRK
VPHIQREFEG
YGSIPIARKT
WMRLVEKVMS

502 aa
(56,85 kDa)

Tabla 28. Secuencias aminoacidicas de las versiones truncadas de SSIV de A.thaliana. En verde aparece la cola de 6 His
fusionada por la clonacién en el pET45b, en negro el dominio amino, subrayado en amcairillo las regiones predichas como
parte de un dominio long coiled-coil y en morado, el dominio carboxilo. El tamano predicho incluye la cola de poliHis.
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Tamaio de banda

Version truncada de Oligonucledtidos usados en este trabajo (5'-3")

S$s4 esperado (pb)
Fwd: CGggatccCGTTGCAAAAGCTTITIGTCC (BamHl)
$34.A Rev: ctcgagTCACGTGCGATTAGGAACAGC (Xho') 2639 pb
SS4.B Fwd: CGggatccCATAGAAAGTGATGGTTATG (BamHl) 2330 bb
: Rev: ctcgagTCACGTGCGATTAGGAACAGC (Xhol) P
$S4.C Fwd: ;GggochCGAATGCACTGATCTATGGG (BamHl) 2087 pb
Rev: ctcgagTCACGTGCGATTAGGAACAGC (Xhol)
$S4.D Fwd: CGggatccCCCGGTTIGATGATATGCCTIG (BamHlI) 1736 b
. Rev: ctcgagTCACGTGCGATTAGGAACAGC (Xhol) P
SSA.E Fwd: CGggatccCAATGAACGTGATGCCATC (BamHil) 1571 ob
: Rev: ctcgagTCACGTGCGATTAGGAACAGC (Xhol) P
SS4iC Fwd: ggatccGTCGTTCACATIGCAGCTGAG (BamHil) 1506 pb

Rev: ctcgagTCACGTGCGATTAGGAACAGC (Xhol)

Tabla 29. Oligonucledtidos empleados para la clonacién de las versiones truncadas de $S4 y tamafo de la banda esperada
en cada caso, usando como molde una preparacion de cDNA de hojas de Col-0. Los nucledtidos en minUscula
corresponden a la incorporacién de la secuencia diana para el enzima de restriccién indicado entre paréntesis.

Induccidon de las versiones truncadas de SSIV.

La induccién fue probada con varias colonias resultantes de cada transformacién y
aquella con una mayor induccién fue seleccionada. Para comparar la induccion de las
diferentes colonias de una misma transformacién, 1ml de cultivo de cada una de ellas, inducido
a 25°C y 100 rpm, fue tomado alas 0 (to), 0,5 (ts0), 1 (t) y 3 (f3) h después de la induccién. Las
cuatro muestras de cada colonia fueron centrifugadas a 13000 rom durante 5 min y los
sobrenadantes (LB) fueron eliminados. Los pellets fueron resuspendidos en 500 ul de tampdn Tris-
HCI 100 mM pH 7,5 suplementado con PMSF y un cdctel de inhibidores de proteasas y rotas por
sonicacién (ver pdgina 21). Los cultivos rotos fueron centrifugados (20 min a 4 °C y 14000 rpm) vy
los sobrenadantes (aproximadamente 30 ug de proteinas) fueron cargados en geles de
poliacrilamida para la separacién de las proteinas de las muestras. Como control, se indujo
también la estirpe de BL21 (DE3) AgIgCAP transformada con el pET45b_vacio (sin ningUn gen
clonado). La Figura 85 muestra la tincibn con Coomassie blue de las proteinas, separadas en
geles de poliacrilamida, de la colonia elegida de cada transformacién a los diferentes tiempos
de induccién. E primer gel (Figura 85A) muestra a la estirpe tansformada con el vector vacio. Se
comprueba que ninguna de las bandas esperadas en las estirpes tfransformadas incrementa su
intensidad con la induccién cuando el vector estd vacio. El resto de geles corresponden a las
estirpes transformadas con los pldsmidos (B) pET45b_SS4 (completa), (C) pET45b_SS4.A, (D)
PET45b_SS4.B, (E) pET45b_SS4.C, (F) pET45b_SS4.D, (G) pET45b_SS4.E, (H) pET45b_SS4tC (dominio

carboxilo). En cada caso se puede observar el incremento en la intensidad de una banda con
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el fiempo de induccién. Estas bandas presentan aproximadamente el tamafo esperado en
cada caso (ver tamanos en Tabla 28, pdgina 210). La induccidén fue menos evidente en los
casos de los fragmentos SSIV.A (Figura 85C) y SSIV.B (Figura 85D), pero la induccién fue
confirmada mediante inmunoblot con el anticuerpo anti-pentaHis (Figura 86). Mediante
inmunoblot confirmamos tfambién que parte de cada proteina era degradada y/o enviada a
cuerpos de inclusidn. Como vemos en la Figura 86, gran parte de todas las proteinas precipita
junto con los restos celulares tras la ruptura y centrifugacion de los cultivos, lo cual indicaria que
parte de las mismas estd siendo enviada a cuerpos de inclusion. Ademds, como ya se vio para
la SSIV completa (pagina 189), las proteinas sufren protedlisis por parte de E.coli, de modo que
en cada calle observamos una banda (de mayor famano) correspondiente al famano de la
proteina en cuestién y una serie de bandas menores que corresponderian a fragmentos de la
misma producidos por E.coli. Esta degradacién, parece mayor cuanto mayor es la version de la
proteina. Debe tenerse en cuenta que, los cultivos empleados en este ensayo corresponden a
una induccién de 3 h a 30°C y 150 rpm y que estas condiciones no son las mds adecuadas para

la expresion de SSIV, al menos para la version completa (ver pdgina 189).
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Figura 85. Andlisis mediante electroforesis SDS-PAGE y tincién con Coomassie de la induccién por IPTG de las estirpes de BL21
(DE3) AgIgCAP transformadas con (A) pET45b_vacio (confrol), (B) pET45b_SS4 (completa), (C) pET45b_SS4.A, (D)
PET45b_SS4.B, (E) pET45b_SS4.C, (F) pET45b_SS4.D, (G) pET45b_SS4.E, (H) pET45b_SS4tC (dominio carboxilo). Las estirpes fueron
inducidas con IPTG durante 0 min (to), 30 min (), 1.5 h (f15) y 3 h (f3) a 30 °C y 150 rpm. La induccién se realizé mediante
adicién de TmM de IPTG al cultivo de la estirpe crecido hasta una DOsoonm de 0,5. Muestras de 1 ml de los cultivo fueron
tomadas a los diferentes tiempos de induccién. Las muestras eran centrifugadas a 13000 rom durante 5 min y el
sobrenadante (LB) era eliminado. Los pellets fueron resuspendidos en 500 pl de tampodn Tris-HCI 100mM pH 7.5 suplementado
con PMSF y céctel de inhibidores de proteasas y rotas por sonicacion (ver pdgina 91). Los cultivos rotos se centrifugaban (20
min a 4 °C y 14000 rpm) vy los sobrenadantes (aproximadamente 30 pg de proteinass) fueron cargados en geles de
acrilamida que, tras la separacién de las proteinas de las muestras, fueron tefidos con Coomassie blue. Las flechas indican
la banda inducida.
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Figura 86. Andlisis mediante inmunoblot de la expresién de SSIV y sus versiones truncadas en las estirpes de E.coli
tfransformadas con los vectores pET45b_SS4, pET45b_SS4.A, pET45b_SS4.B, pET45b_SS4.C, pET45b_SS4.D, pET45b_SS4.E y
PET45b_SS4tC inducidas con IPTG durante 3 h a 30 °C y 150 rpm. Como control se usé la estirpe transformada con el
pPET24b_vacio. La induccion se realizd mediante adicion de 1mM de IPTG al cultivo de la estirpe crecido a una DOgoonm de
0.5. Muestras de 1 ml de los cultivos fueron tomadas a los diferentes tiempos de induccidn. Las muestras eran centrifugadas
a 13000 rom durante 5 min y los sobrenadantes (LB) eran eliminados. Los pellets fueron resuspendidos en 500 ul de tampdn
Tris-HCI 100mM pH 7.5 suplementado con PMSF y céctel de inhibidores de proteasas y rotas por sonicacién (ver pagina 91).
Los cultivos rotos se centrifugaban (20 min a 4 °C y 14000 rom) y sobrenadante (SN) y pellet (pellet) eran cargados en geles
de acrilamida para la separaciéon de las proteinas de las muestras, su transferencia a filtros de nifrocelulosa e incubacion
con el anficuerpo anti-pentaHis.

w

Actividad almidon sintasa de las versiones truncadas de SSIV.

Para comprobar cuales de las versiones truncadas de SSIV expresadas en E.coli eran
funcionales se realizdé un zimograma de la actividad almiddn sintasa de los cultivos inducidos 3 h
a 30 °C y 150 rom. La cantidad de proteina cargada de cada inducciéon fue de 150 pg, sin
embargo, dado que la induccién de cada estirpe produce una cantidad diferente de la
proteina recombinante correspondiente (Figura 85 y Figura 86) y que una misma induccién no
siempre resulta en la produccién de una misma cantidad de proteina, la sefal obtenida en el
zimograma no debe enftenderse como una medida cuantitativa de la actividad de cada
fragmento, sino como una manera de saber que versiones son activas y cudles no lo son. La
Figura 87 muestra el zimograma de la actividad SS (usando glucégeno como sustrato) obtenido
con las versiones completa y truncadas de SSIV. La estirpe con el pldsmido vacio se usd como
control. El resultado obtenido indicaba que las versiones SSIV.A, SSIV.B, SSIV.C y SSIV.D, asi como
la SSIV completa, presentaban actividad SS, mientras que las versiones SSIV.E y SSIVIC carecian

de actividad en las condiciones de ensayo empleadas.
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SSIV SSIV.A SSIV.B SSIv.C SSIV.D SSIV.E SSIViC

Figura 87. Andlisis mediante zimograma de la actividad SS de las versiones truncadas de SSIV.

Obtencion de las Kms para ADP-Glucosa y amilopectina de las

versiones truncadas de SSIV.

Las Kms de las versiones truncadas de SSIV fueron calculadas para sus dos sustratos: la
ADP-Glc (donador de grupos glucosilos) y la amilopectina (aceptor de grupos glucosilos). Para
ello la actividad SS fue ensayada (ensayo no radiactivo, ver pdgina 94) para diferentes
concentraciones de cada sustrato, usando en cada caso una concentfracion saturante del otro
sustrato. En el caso de las Kms para la amilopecting, se usé una concentracién de ADP-GIc de 5
mM y concentraciones crecientes de amilopectina entfre: 0,05 y 10 mg/ml. En el caso de las Kms
para la ADP-Clc, se usé una concentracion de amilopectina de 10 mg/ml y concentraciones
crecientes de ADP-Glc entre 0,05 y 10 mM. Los valores de actividad obtenidos en cada caso
quedan recogidos en la Tabla 31. El cdiculo de las Kms se realizd mediante la representacién de
dobles inversos o Lineweaver-Burk (Figura 89). Los valores de Km obtenidos quedan recogidos en
la Tabla 30:

. Km amilopectina Km ADP-Glucosa
Proteina

(mM) (mM)
SSIvV 0,22 0,38
SSIV.A 0,27 0,32
SSIV.B 0,23 0,50
SSiv.C 1,30 1,36
SSIV.D 0,13 13,89
SSIV.E 1,38 37,50
SSIVIC No tiene actividad

Tabla 30. Recopilatorio de las Kms de SSIV y sus versiones truncadas para la amilopectina y la ADP-Glc.

SSIV.A 'y SSIV.B presentan valores de Km prdcticamente idénticos a los de SSIV completa,
indicando que esta regidn amino terminal del dominio amino no es imprescindible para la
actividad glucosiltransferasa de SSIV, sin embargo, la regién carboxi terminal del dominio amino
parece tener un papel importante en la afinidad de SSIV por la ADP-Glc. Vemos en la Tabla 30
que al seguir acortando el dominio amino, la Km por la ADP-Glc incrementa, es decir, la afinidad
por este sustrato es mayor en SSIV.C que en SSIV.D y en SSIV.D es mayor que en SSIV.E, que tiene
una Km de 37,5 mM (dfinidad por ADP-Glc muy baja). El dominio carboxilo de SSIV (SSIVIC) no

muestra actividad, presumiblemente por falta total de afinidad por la ADP-Glc. La regidn del
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dominio amino presente en SSIV.D y ausente en SSIVIC parece fundamental para que el enzima
presente actividad glucosiltransferasa. Un andlisis informdtico, mediante adlineamiento de las
secuencias polipeptidicas de las SSIV de diferentes especies, demuestra que esta zona estd
altamente conservada (Figura 83). Podemos decir, que esta regidn (aminodcidos 471 a 544),
que no muestra estructura coiled-coil, constituye un dominio conservado fundamental para la
actividad SSIV (Figura 88). En cuanto a las Kms observadas para la amilopectina (Tabla 30), no
podemos decir que exista una clara relacién entre el dominio amino de SSIV y la afinidad por

este sustrato.

SSIV.A

SSIV.B
SSIV.C

. > SSIVIC

(I W W W W e —

CTP { Y J Dominio carboxilo

Long coiled-coil

Regidénaltamente
conservaday necesaria
parala actividad glucosil
fransferasa de SSIV.

Figura 88. Esquema de los diferentes dominios y motivos de AtSSIV. El rectdngulo azul marca el dominio carboxilo y las
regiones en su interior, marcadas en azul oscuro, son los motivos KXGGL amino y XXGGL carboxilo, altamente conservados e
implicados en la catdlisis y/o la unidn del sustrato (ver pdgina ;?). El rectdngulo verde corresponde al péptido de trdnsito
predicho medianfte ChloroP (Alonso-Casajus et al., 2006) y los amarillos, a los motivos coiled-coil predichos mediante
(Emanuelsson et al., 1999). La regién marcada en rojo no tiene asociada ninguna estructura, pero estd altamente
conservada y parece fundamental para la actividad glucosiltransferasa de SSIV.
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Km de SSIV.A para la amilopectina = 0,27 mM Km de SSIV.A para la ADP-Glc = 0,32 mM
am:rl‘c%:‘clzﬁn nmoles E (nr:w{)\lles* (lr‘{w[gsg-]' mM AGP- nmoles E (nr;QIIes-‘ 1/81
producidos/ml/min ) Glc producidos/ml/min . (mM-1)
a ' mlmin) ml) '+ milmin)
007 376 L0266 14,29 005 0,322 L 032 20,00
015 5,62 10178 6,67 0,10 0173 L0017 10,00
0.20 6,48 ' 0154 500 025 0,088 » 009 4,00
035 13,02 L0077 2,86 0,50 0,075 1008 2,00
0.50 16,00 ' 0063 2,00 1,00 0,061 ' 006 1,00
5,00 12,93 L0077 020 2,00 0.054 i\ 005 0,50
i 3,00 0,045 L 005 033
: 500 0,055 ' 006 0.20
: 7.50 0,047 . 005 013
E 10,00 0,038 L 004 0,10
Km de SSIV.B para la amilopectina = 0,23 mM Km de SSIV.B para la ADP-Glc = 0,50 mM
amriTog;:clﬁn nmoles E (nn]w{)\lles" (ln{mlgs']‘ mM AGP- nmoles E (nr:]QI/eS" 1781
producidos/ml/min ! . Glc producidos/ml/min . (mM-1)
_______ a Tl mlmin) o)y T mimin) T
0,10 18,99 . 0050 10,00 0,05 0,270 L 027 20,00
0.20 26,61 10,040 500 0,10 0,139 L014 10,00
0.30 34,20 ' 0030 3,33 025 0,070 » 007 4,00
0,40 36,48 10,030 2,50 0,50 0,044 1004 2,00
0,50 38,22 ' 0,030 2,00 1,00 0,042 ' 004 1,00
2,00 62,73 0020 0,50 2,00 0,031 . 003 0,50
500 62,49 10020 020 3,00 0,032 © 003 033
: 5,00 0,034 ' 003 0.20
; 7.50 0,026 © 003 013
! 10,00 0,019 L 002 0,10
Km de SSIV.C para la amilopectina = 1,30 mM Km de SSIV.C para la ADP-Glc = 1,36 mM
cmrirljc?ézlzﬁn nmoles : (nrr:{)\lles" (1n{1[;']‘ mM AGP- nmoles : (nn:é\lles" /8]
producidos/ml/min | . Glc producidos/ml/min | ) (mM-1)
_______ a oy mimin) el Nl mimin) Tl
015 16,11 10,062 6,67 025 17,53 L0057 4,00
0,20 19,00 ' 0053 500 0,50 25,82 ' 0039 2,00
0,30 29,02 i 0034 333 1,00 48,90 L0020 1,00
0,50 49,65 ' 0020 2,00 2,00 59,88 L0017 0,50
2,00 104,69 10010 0,50 3,00 78,41 i 0013 033
500 116,82 L 0,009 020 5,00 97,44 L0010 0,20
: 7,50 97.33 ! 0010 013
; 10,00 97,08 0010 0,10
Km de SSIV.D para la amilopectina=0,13 mM Km de SSIV.D para la ADP-Glc = 13,89 mM
amrir;gég‘clzﬁn nmoles : (nr:\{)\lles" (]rr/g']' mM AGP- nmoles : (nr:wé\lles" S
producidos/ml/min . Glc producidos/mi/min . (MmM-1)
a somimin) o) Lomimin) o T
0,10 32,67 . 0031 10,00 025 8,83 L0113 4,00
0,15 39,10 L0026 6,67 0,50 19,25 ' 0,052 2,00
0,20 44,33 ' 0023 500 1,00 45,30 L0022 1,00
025 46,34 © 0022 4,00 2,00 62,49 L0016 0,50
0,30 57,22 L0017 3,33 3,00 64,88 ' 0015 0.33
0,50 64,22 L0016 2,00 75 109,89 . 0,009 013
1,00 73,69 L0014 1,00 ;
2,00 75,61 » 0013 0,50 :
5,00 76,06 '\ 0013 0,20 i
Km de SSIV.E para la amilopectina = 1,38 mM Km de SSIV.E para la ADP-Glc = 37,50 mM
cm??c?é?clztin nmoles E (nrrlwé\lles" (lrrlwlé']' mM AGP- nmoles E (nrrllwé\lles" 1/8]
producidos/ml/min . . Glc producidos/ml/min . X (mM-1)
_______ a oy mimin) el NI mimin) T
0.15 9,55 ' 0,105 6,67 0.80 20,82 ' 0048 1,25
0.30 17,81 0,056 333 2,00 50,70 10020 0.50
0,50 25,61 . 0039 2,00 4,00 110,15 . 0,009 0.25
1,00 43,96 | 0023 1,00 5,00 121,47 | 0008 0.20
2,50 66,19 0015 0,40 7.50 135,09 P 0007 013
5,00 103,01 ' 0010 0.20 !
10,00 111,75 0,009 0,10 5

Tabla 31. Valores obtenidos en los ensayos de actividad SS para el cdlculo de las Kms de SSIV.A, SSIV.B, SSIV.C, SSIV.D y SSIV.E
para la amilopectina y la ADP-Glc. Se incluyen también los valores inversos de V (velocidad de reaccién = nmoles de ADP
producidos/ml/min) y [S] (concentracion de sustrato = mg/ml amilopectina o mM ADP-Glc) empleados para el cdlculo de
las Kms mediante la representacion de dobles inversos o Lineweaver-Burk (Figura 89).
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Figura 89. Representacion de dobles inversos o Lineweaver-Burk para el cdlculo de la Km de las versiones truncadas SSIV.A
(AyB),SSIVB (CyD),SSIV.C (EyF), SSIV.D (G yH)ySSIV.E (ly J), por amilopectina (A, C,E, Gel) y ADP-Glc (B, D, F, Hy J). Los
valores de 1/V y 1/[S] representados son los recogidos en la Tabla 31.
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EL PAPEL FUNDAMENTAL DE SSIV EN EL INICIO DE LA
SINTESIS DEL GRANULO DE ALMIDON.

Como ya se comentd en la infroduccidn (pdgina 58), poco se conoce acerca del
proceso de inicio de la sintesis del grdnulo de almiddén. Nuestro grupo ha demostrado que la
almidén sintasa de Clase IV (SSIV) juega un importante papel en este punto (Rolddn et al.,
2007b; Szydlowski et al., 2009). La caracterizacion de los mutantes SS simples (sslll, sslV), dobles
(ssIssIV, ssllssIV, ssllissIV) y triples (ssIsslisslil, ssisslissIV) nos han permitido un mayor entendimiento de
la implicacion de SSIV en la sintesis de almiddén en hojas de A.thaliana. En este apartado discutiré

las evidencias acerca del papel fundamental de SSIV en la iniciacién del granulo de almidon.

SSIV es necesaria y suficiente para la sintesis del nUmero

correcto de granulos de almidén en hojas de A.thaliana.

Datos previos de nuestro grupo (Rolddn et al., 2007b) han mostrado, mediante la
caracterizacion del mutante simple sslV de A.thaliana, carente de la actividad almiddn sintasa
de Clase IV (SSIV), que la ausencia de dicha actividad provoca la acumulacién de un Unico
grdnulo de almiddn por cloroplastos (Figura 14), salvo excepciones en las que se observan dos.
Los resultados indican que SSIV es necesaria para la sintesis del nUmero correcto de grdnulos de
almiddn por cloroplastos observados en plantas silvestres y sugieren que dicha enzima estd
implicada en el proceso de iniciacién del grénulo de almiddn. En este sentido, encontramos que
la actividad in vivo de SSIV supone una parte inapreciable de la actividad glucosiltransferasa
total de la planta — el mutante sslV posee prdcticamente la misma actividad SS soluble que el WT
y en el mutante sslisslisslll no se detecta dicha actividad (Figura 27) -, sugiriendo que su funcién
principal debe ser diferente a la de elongacién de las cadenas de amilopectina. Por el
contrario, la ausencia de otras SSs provoca una disminucién de la actividad glucosiltransferasa
total (Figura 27) y cambios en el contenido y/o la estructura del almiddn (Delvallé et al., 2005b;

Zhang et al., 2008b), pero no afecta al nimero de grdnulos por cloroplastos.

Parte de este trabajo ha consistido en la obtencién y caracterizacién de mutantes dobles
y triples carentes de SSIV y una o dos de las demds SSs solubles. Bl efecto de la mutacion del gen
SS4 se ve incrementado cuando ademds eliminamos ofras SSs: en los mutantes ssisslV,  sslisslV
(Figura 19), ssllisslV y ssisslisslV (Figura 24) encontramos también un Unico grdnulo por cloroplasto,
pero ademds se observa la aparicién de cloroplastos vacios (Figura 19, Figura 24 y Figura 26). En
el caso particular del doble mutante ssliisslV es especialmente dificil localizar cloroplastos que
posean sintesis de almidén, siendo el contenido de almiddn en dicho mutante demasiado bajo
como para ser cuantificado mediante los métodos ensayados. Los mutantes ssisslV, sslisslV y

sslssllsslV presentan un contenido de almiddén/gpf acorde con lo esperado del efecto aditivo de
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las mutaciones que poseen, sin embargo, el contenido de almiddn del mutante ssllisslV no es
cuantificable, sugiriendo una cierta sinergia entre las proteinas SSHl y SSIV y, por tanto, que SSlI
tendria alguna funcién extra a la de elongacién de glucanos, al menos en ausencia de SSIV (ver
pdgina 227). Por su parte, el triple mutante ssisslisslll (que solo posee la SS soluble de Clase IV y la
GBSSI) acumula muy poco almiddn (Figura 22), como resultado de su baja actividad
glucosiltransferasa (no detectable con los métodos empleados), pero posee un nUmero correcto
de grdnulos. Podemos decir, por tanto, que SSIV es necesaria y suficiente para la sintesis del
numero correcto de grdnulos de almiddn por cloroplasto. Otros indicios de la implicacién de SSIV
en un proceso diferente al resto de SSs, son (1) su disposicion en particulas definidas asociadas a
la superficie de uno de los polos del grdnulo de almiddn (Figura 64, SSIV no aparece distribuida
por todo el estroma); y (2) la presencia en los grénulos de almiddén de plantas carentes de SSIV,
de una zona en el centro de los mismos menos electrodensa al microscopio electrénico (Zhang
et al., 2008b) y ausente en los grédnulos de plantas silvestres (Rolddn et al., 2007a), lo cual, como
se discutird a continuacion (ver pdgina 223), podria estar indicando un inicio diferente del
grdnulo en estos mutantes. Todo ello nos lleva a suponer que SSIV es necesaria para el inicio del
grdnulo de almiddn en condiciones normales, de modo que en su ausencia la sintesis solo
puede tenerlugar de manera estocdstica (azarosa) y facilitada por la presencia del resto de SSs.
La sintesis en ausencia de SSIV dejaria de estar controlada y SSII jugaria un papel

particularmente importante (ver pdgina 227), dado el drdstico fenotipo del mutante ssliissiV.

Los granulos de almidén iniciados en ausencia de SSIV difieren

de los granulos normales.

Los grdnulos de almiddn del mutante sslV no presentan alteracion de la tasa
amilosa/amilopectina ni cambios importantes en la estructura de la amilopectina - la
comparacion de los perfiles de distribucién polimodal de las cadenas en la molécula de
amilopectina segun su longitud (distribucién CL) del mutante ssIV y el WT indican que la ausencia
de SSIV tiene un efecto minoritario sobre la estructura de la amilopectina: solo se observa una
ligera disminucion en el nUmero de cadenas de entre 7 y 10 residuos de glucosa (Rolddn et al.,
2007b) -, a diferencia de lo descrito para los mutantes simples ssl, ssll y sslll que presentan
cambios en la distribucién CL, asociados al papel especifico de SSI, SSIIl y SSlIl en la elongacién
de las cadenas de la amilopectina (ver pdgina 47), y una mayor relacién amilosa/amilopectina
en los casos de los mutantes ssll y sslll, pero no en el mutante ssl (Rolddn et al., 2007b). Los
mutantes dobles ssisslV y sslisslV presentan cambios en la distribucién CL resultado de la suma de
las alteraciones observadas en los mutantes simples (Szydlowski et al., 2011a). Los mutantes triples
ssisslisslll 'y ssisslisslV  presentan  una  mayor relacion  amilosa/amilopectina que el WT
(aproximadamente un 41 y un 42 % respectivamente), probablemente como consecuencia del
incremento de la eficiencia de la GBSS| (la cual tiene una menor afinidad por la ADP-Glc que el
resto de SSs). ssisslisslll presenta una distribucién CL similar a la esperada de la suma de de las
alteraciones observadas en los mutantes simples ssl, ssll y sslll, pero no idéntica, lo cual seria

debido a cierto solapamiento de funcién entre las enzimas ausentes en el triple mutante (Zhang
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et al., 2008b; Szydlowski et al., 2011a). La distribucidén CL del mutante ssissliss/V es idéntica a la del
mutante ssissll (Szydlowski et al., 2009; Szydlowski et al., 2011a), sugiriendo de nuevo que SSIV no

juega un papel importante en la determinacion de la estructura de la amilopectina.

Sin embargo, los grdnulos de almidén presentes en los cloroplastos de todos los mutantes
carentes de SSIV presentan un mayor famano que los presentes en cloroplastos de plantas
silvestres (Figura 14, Figura 15, Figura 19 y Figura 24). La explicacion mds simple es que, en
cloroplastos de plantas carentes de SSIV, todo el pool de ADP-GIc seria empleado en la
elongacién de las cadenas de glucosa del Unico grdnulo presente, permitiendo un mayor
crecimiento del mismo en comparacién con los grénulos del WT, en cuyos cloroplastos, el pool

de ADP-Cilc se distribuye en el crecimiento de los 5-7 grdnulos existentes (Rolddn et al., 2007b).

Otra caracteristica observada en los granulos de almiddn de los mutantes carentes de
SSIV, es la presencia de una zona en el centro de los mismos menos electrodensa al microscopio
electrénico y ausente en los grénulos de plantas silvestres (Rolddn et al., 2007a). Esta zona menos
electrodensa podria indicar un inicio del grdnulo diferente a lo habitual: al carecer de SSIV, la
sintesis del grédnulo tendria lugar a parir de un “centro de nucleacién” diferente. Ademds,
hemos observado la imposibilidad de la completa degradacion del almiddn en los mutantes
carentes de SSIV (Figura 35). Mientras las plantas WT, el mutante simple ssill y el mutante triple
ssisslisslll no presentan almiddn cuantificable tras 56 h de oscuridad, los mutantes carentes de
SSIV - sin tener en cuenta el mutante ssllisslV, que no posee almiddn cuantificable - poseen cierta
cantidad de almiddn aln después de 104 h de oscuridad (un mayor niUmero de horas de
oscuridad compromete la supervivencia de la planta). Es posible que este “centro de
nucleacion alternativo” empleado por los mutantes carentes de SSIV no pueda ser degradado

(al menos, no tras 104 h de oscuridad) por las enzimas degradativas del almidén.

La imposibilidad de obtener plantas carentes de SSIV sin almidén mediante crecimiento
en oscuridad prolongada recuerda a lo documentado para Ostreococcus tauri (Ral et al., 2004).
Como se comentd en la introduccidn (ver pdgina 63), O.tauri es el Unico miembro de
Chloproplastida carente de SSIV descrito hasta la fecha y presenta, al igual que los cloroplastos
de mutantes carentes de SSIV, un Unico grdnulo de almiddn cuya degradacién completa nunca
se ha conseguido - la incubacién en oscuridad continua provoca la pérdida de la viabilidad

antes de que el almiddén haya sido consumido (Ral et al., 2004).

SSIV es necesaria para la sintesis de almidon en raices de

A.thaliana.

Nuestros datos muestran que SSIV jugaria el mismo papel en el inicio de la sintesis de
almiddn en hojas que en raices. El mutante ssllisslV, al igual que lo descrito para el mutante aps|
(Ventriglia et al., 2008), carece de acumulacién de almiddn en las células de la columela. El

mutante sslV, por su parte, presenta un menor contenido de almiddn en el dpice de la raiz que
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el WT (Crumpton-Taylor, 2010), lo cual corresponderia con la existencia de amiloplastos
incapaces de iniciar la sintesis de almiddn, del mismo modo que la ausencia de SSIV, junto con

alguna otra SS, provoca la aparicién de cloroplastos vacios en hojas.

Como se comentd en la introduccion (ver pdgina 28), los grénulos de almiddn de las
células de la columela se denominan estatolitos y estdn relacionados con la percepcion de la
gravedad por la raiz. El almiddén no es absolutamente requerido para la percepcidon de la
gravedad, pero es necesario para un completo y sensible gravitropismo (Kiss ef al., 1996; Kiss &
Edelmann, 1999). Las raices del mutante ssliisslV, carente de estatolitos, responden ala gravedad
- todas terminan creciendo en el sentido correcto — pero la respuesta de estas es mds lenta,
menos sensible, que la de las raices de plantas WT. En el caso del mutante sslV, se ha
documentado el mismo efecto: las raices con mayor contenido de almiddn responden mejor a

la gravedad que las que poseen un contenido menor (Crumpton-Taylor, 2010).

Posible papel de SSIV en el inicio de la sintesis de almidon.

A la vista de los resultados mostrados y discutidos arriba, podemos afirmar que SSIV
desempena un papel crucial en el inicio del grdnulo de almiddn en hojas y raices de A.thaliana
y proponemos que funcionaria como parte de un complejo (“complejo de nucleacién”, ver
pdgina) que permitifia la formacién del centro de nucleacién necesario para la sintesis de un
nuevo grdnulo de almiddén. Una vez formado, el centro de nucleacion serviria de cebador para
el resto de SSs y constituiria el hilum del grdnulo de almiddn en formaciéon. La formacién del
complejo de nucleacion seria fundamental para la sintesis del nimero de grdnulos por
cloroplasto observado en plantas silvestres y, aunque no sabemos qué papel desempenaria SSIV

dentro del mismo, su presencia parece serimprescindible para la funcién del complejo.

Cuestiones que se plantean son la identificacién del precursor usado para la formacion
del centro de nucleacién vy si éste es sintetizado por el propio complejo o por otras enzimas.
Diferentes autores han propuesto (ver pdgina 58) que en el inicio del grénulo de almiddn
podrian jugar un papel importante proteinas de tipo glucogenina (glycogenin-like proteins). En
este sentido, hemos comprobado que SSIV no tiene actividad auto-glucosilante, al menos en las
condiciones ensayadas, descartando asi su posible similitud a las proteinas iniciadoras de la
sintesis de glucdégeno en animales y levaduras (glucogenina; Lomako et al., 2004) o bacterias (la
propia glucdgeno sintasa; Ugalde et al., 2003). Debe tenerse en cuenta, que SSIV podria tener

propiedades enzimdticas diferentes al formar parte del complejo in vivo.

El nUmero de grdnulos por cloroplasto estd altamente regulado, siendo de 5-7
grdnulos/cloroplasto en plantas WT. El hecho de que en ausencia de SSIV el niUmero de
granulos/cloroplasto se convierta en un suceso estocastico (azaroso) nos indica que SSIV estd
implicada en la regulacion del nUmero de grdnulos por cloroplastos. Sin embargo, aungue se ha
comprobado que la sobreexpresidon de SSIV incrementa en un 30-40 % el contenido de almidén

en hojas de A.thaliana (Gdmez-Arjona et al., 2011), no ha sido posible comprobar si el motivo de
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la mayor acumulacién es un mayor nimero de grdnulos por cloroplastos o un mayor tamano de
los mismos. Ademds, se ha descrito que la disminucién de la expresidn de SSIV a la mitad, no
afecta (de manera detectable) al nUmero de grdnulos sintetizados por cloroplastos (Crumpton-
Taylor, 2010). De modo que, el efecto sobre el nUmero de grdnulos observado en los mutantes
carentes de SSIV podria no ser debido a la ausencia de la proteina reguladora, sino a la
imposibilidad de formacién del complejo de nucleacién y a la formacién, menos eficiente, de
“centros de nucleacidon alternativos” (ver a continuacién, pdgina 225). El nUmero de grdnulos
que se sintetizan por cloroplasto podria ser regulado a través de SSIV, pero también por algin
ofro mecanismo que impidiese la formacion de mds de 5-7 complejos de iniciacién por
cloroplasto de manera independiente de SSIV, siendo esta necesaria para la formacion de
dichos complejos. La identificacion del resto de componentes del complejo de nucleacion y la
funcidn de cada uno de ellos, permitird esclarecer el modo en el que la regulacion del nimero

de grdanulos es llevada a cabo en cloroplastos de plantas WT.

SSIV tendria, ademds de su papel en la iniciacion del granulo, capacidad para elongar
las cadenas de amilopecting, al igual que el resto de SSs. Hemos comprobado que la proteina
expresada en E.coli posee actividad glucosiltfransferasa (Figura 74, Figura 78, Figura 87 y Tabla
26188) y hemos mostrado que el mutante ssisslisslll posee un numero normal de grdnulos (Figura
24), lo cual sugiere que, en ausencia de SSI, SSIl y SSHII, SSIV es capaz de llevar a cabo la
elongaciéon de las cadenas de amilopectina. Sin embargo, serd necesaria la obtencidon de un
cuddruple mutante sslisslisslligbss! (en el cual SSIV sea la Unica SS activa) para confirmar dicha

capacidad.

Sintesis estocdastica de almidon en ausencia de SSIV.

La presencia de almiddn en los cloroplastos de los mutantes carentes de SSIV indica que
la sintesis de almiddn es posible en ausencia de esta enzima, aungque de un modo bastante
menos eficiente. Nosotros proponemos que, en ausencia de SSIV, la sintesis de almiddn se
coinvertifia en un proceso estocdstico (Figura 90), no controlado. En ausencia de SSIV el
complejo de nucleacidn o no se formaria o no seria funcional, de modo que la formacién del
centro de nucleacioén seria azarosa y menos probable a medida que se eliminan otras clases de
SSs, ya que cdémo se ha mostrado: en el mutante simple ssIV la sintesis de almiddn es mds
probable que en los mutantes ssisslV vy sslisslV, los cuales presentan una menor acumulacion de
almidén al final del dia (Figura 18) y algunos cloroplastos vacios (Figura 19); y en ellos, mds
probable que en el triple mutante ssisslisslV, que presenta un menor contenido de almiddén al
final del dia (Figura 23) y un mayor nUmero de cloroplastos vacios (Figura 24). En el mutante
sslllsslV, el contenido de almidén acumulado al final del dia no es cuantificable (Figura 18 y
Figura 39Figura 20) por ser demasiado bajo, indicando que SSlll juega un papel importante en el

inicio del gr&nulo de almiddn en ausencia de SSIV (lo cual serd discutido en la pdgina 227).
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En ausencia de SSIV, la iniciacién de la sintesis de almiddn estaria impedida, lo cual
provocaria la acumulacién de ADP-Glc. Recientemente, se ha comprobado que los niveles de
ADP-Glc del mutante sslV son aproximadamente 59 veces superiores a los del WT ((Crumpton-
Taylor, 2010). La acumulacidén de altos niveles de ADP-Glc podra favorecer la sintesis de
polimeros solubles de glucosa y la acumulacion de éstos podria permitir la cristalizaciéon
espontdnea de los mismos, formando un “centro de nucleacion alternativo” sobre el que las SSs
y el resto de enzimas implicadas en la sintesis podrian funcionar. Se ha demostrado (Lorén et al.,
2001; Ziegler et al., 2005), que bajo condiciones apropiadas, los glucanos pueden experimentar
separacion de fase seguida de nucleacién y formacion de una estructura cristalina. La tasa y la
frecuencia de formacién de nlcleos cristalinos estables en el estroma del cloroplasto de manera
espontdnea dependerdn de factores bioldgicos vy fisicoquimicos, que incluyen la concentracion,
el tamano vy la estructura de los glucanos, asi como condiciones tales como la naturaleza y
concentracién de proteinas. El inicio del grdnulo a través de este mecanismo no requeriria de
sintesis de un cebador especifico, pero estaria favorecido por la presencia de otras SSs, en
especial por la presencia de SSIII (ver en pdgina 227). En este sentido, el papel del complejo de
nucleacion (del que formaria parte SSIV) podria ser el de optimizar las condiciones para permitir

la nucleacién de glucanos sintetizados por el mismo complejo o por otras enzimas.

ssllisslvV

sslsslvV
sslisslV
sslsslisslV

Figura 90. Sintesis estocdstica de almidén en ausencia de SSIV. SSIV es fundamental para la iniciacién del grdnulo de
almidén en cloroplastos de plantas WT. En ausencia de SSIV, el proceso se vuelve “azaroso” (dependiente de factores
biolégicos y fisicoquimicos) y menos frecuente que el WT, lo que da lugar a la acumulacion de los 1-2 grdnulos por
cloroplasto observados en el mutante sslV. La pérdida aditiva de SSI y/o SSIl hace ain menos frecuente la iniciacion del
grdnulo en los mutantes ssisslV, sslisslV y ssisslisslV, en los cuales se observan cloroplastos vacios. La eliminacion de SSlil junto
con SSIV es la combinacién con el efecto mds drdstico: el mutante ssllisslV no presenta un contenido de almidén
cuantificable y solo visualizando una amplia superficie de la hoja somos capaces de encontrar algun cloroplasto con un
grdnulo de almidén (Figura 20).

226



Sintesis estocdstica de almiddén en cotiledones.

A diferencia de lo observado en hojas y raices, el mutante ssllisslV, presenta acumulacion
de almiddn en los cotiledones (Figura 40 y Figura 41). En el mismo sentido, se ha descrito que el
mutante sslV no presenta un contenido de amiddén homogéneo, sino que el contenido
depende de la edad de la hoja (Ziegler et al., 2005): las mds jbvenes no presentan almiddn, las
intermedias presentan un menor contenido que el WT, y las mds maduras y los cofiledones

presentan mds almiddn que el WT.

El hecho de que el mutante sslV presente grandes diferencias de acumulacion de
almiddn entre hojas jovenes (sin almiddn) y maduras (con alto contenido de almiddn), apoyaria
la teoria de la sintesis estocdstica de almiddn en ausencia de SSIV: mientras mds vieja es la hoja,
mayor numero de grdnulos se habrdn iniciado espontdneamente. En el mismo sentido, se ha
descrito que el mutante sslV no presenta un contenido de almiddén homogéneo, sino que el
contenido depende de la edad de la hoja (Crumpton-Taylor, 2010): las mds jdvenes no
presentan almidén, las intermedias presentan un menor contenido que el WT, y las mds maduras

y los cotiledones presentan mds almiddn que el WT.

Importancia de SSlll en ausencia de SSIV.

Segun nuestra hipdtesis, en ausencia de SSIV, el sistema habitual de inicio de la sintesis de
almiddn en cloroplastos no funcionaria, provocando la acumulacion del donador de grupos
glucosilos, la ADP-Glc. En estas condiciones SSHII parece desempenar un papel critico, o al
menos, mds importante que el de SSI o SSII. El doble mutante ssllisslV, a diferencia de sslsslV,
sslisslV y ssisslisslV, no presenta un contenido cuantificable de almiddn, indicando que el efecto
de las mutaciones sslil y sslV no es aditivo - dado que el mutante ssllil posee un mayor contenido

de almiddn que el WT (alas 16 h de luz bajo un fotoperiodo de DL, ver Figura 23).

Hemos demostrado que SSI y SSIl son capaces de sintetizar polimeros de glucosa usando
ADP-GIc como Unico sustrato (Figura 79). En ausencia de SSIV podria ocurrir que la produccién
de glucanos, a partir de ADP-GIc, por SSlIl permitiese la nucleacidn espontdnea, lo cudl puede
ocurrr bajo las condiciones adecuadas (Lorén et al., 2001; Ziegler et al., 2005), como se comentd
en el punto anterior (pdgina 226). La SSlil presenta una baja afinidad por la ADP-Glc (Km = 4,08;
Ziegler et al., 2005), de modo que su funcién cobraria importancia en condiciones de
acumulacion de dicho sustrato, situacidn que se da en el mutante sslV. El incremento de la
sintesis de glucanos, como consecuencia de la mayor actividad de SSlll a altas concentraciones
de ADP-Glc, junto a ofra serie de condiciones, podria facilitar la formacién de centros de
nucleacion alternativos. La aparicién de estos centros de nucleacién alternativos ocurriria con

una baja eficiencia.

Cdémo se comentd en el punto anterior (en esta misma pdgina), el mutante sslV presenta
grandes diferencias de acumulacién de almiddn entre hojas jovenes y maduras (Crumpton-

Taylor, 2010): no es posible detectar almiddn en las hojas mds jbvenes, mientras que, en las mds
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maduras, el contenido de almidén (tanto al final del dia como al final de la noche) es superior all
de las hojas equivalentes del WT. Si nuestra hipdtesis es correcta, las hojas jévenes serian
incapaces de formar centros de nucleacién y, por tanto, de sintetizar almiddn, con lo cual los
cloroplastos comenzarian a acumular ADP-Glc. A medida que aumentase la edad de la hoja, se
alcanzarian concentraciones de ADP-GIc a las cuales la actividad de SSlil cobraria una mayor
importancia y provocaria la acumulacién de glucanos solubles. En las hojas de edad intermedia
empezarian a formarse centros de nucleaciéon espontédneos y algunos cloroplastos formarian un
granulo de almidén, el cual alcanzaria un gran tamafio dada la alta concentracién de donador
de grupos glucosilos (ADP-Glc) y la presencia de un Unico grénulo aceptor de los mismos. En las
hojas mds maduras, el proceso de nucleacidén espontdnea facilitado por los glucanos
sintetizados por SSII habria tenido lugar en todos los cloroplastos (en diferentes momentos
durante el desarrollo de la hoja), incluso mds de una vez en algunos cloroplastos. Ahora bien,
esta sintesis de almiddn promovida por SSlil seria dependiente de las otras SSs (SSI 'y SSII), puesto
que en los mutantes ssisslV, sslisslV y, sobre todo, ssisslisslV se observan cloroplastos vacios incluso
en hojas maduras. La aparicion de SSI, SSII y SSlII junto con otras proteina como parte de
diferentes complejos de alto peso molecular ha sido documentada en endospermo de maiz y
trigo (Tetlow ef al., 2004; Tetlow ef al., 2008; Hennen-Bierwagen et al., 2008; Hennen-Bierwagen et
al., 2009), lo cual podria explicar la interdependencia de dichas enzimas a la hora de permitir la

sintesis estocdstica de almidon.

AUn con todo, es posible encontrar algun cloroplasto con un grdnulo de almiddén en el
mutante ssllisslV, indicando que audn es posible que se den las condiciones necesarias para la
nucleacion espontdnea de glucanos solubles, eso si, con una mucho menor frecuencia. Dado
que SSI también posee capacidad de sintesis de glucanos en presencia de ADP-Glc como Unico
sustrato, bien podra ser esta SS la que en situaciones extremas y con muy baja eficacia
permitiese |a sintesis de almiddn. La obtencidn del triple mutante ssissllisslV podria ser interesante

en este sentido.
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LA ACUMULACION DE ADP-GLC PRINCIPAL RESPONSABLE
DE LOS EFECTOS PLEIOTROPICOS OBSERVADOS EN LOS
MUTANTES CARENTES DE SSIV.

AUNn teniendo en cuenta la importancia de SSIV en la iniciacién del grdnulo, es dificil
entender la relacion entre el bloqueo de la sintesis de almiddn, que su ausencia provoca, y el
conjunto de efectos pleiotrépicos observados en todos los mutantes carentes de SSIV. H efecto
mds drdstico de su ausencia lo encontramos en el doble mutante sslllsslV: baja tasa de
crecimiento, bajos niveles de clorofilas, fuerte induccidn de antocianinas,... aunque todos los
mutantes carentes de SSIV presentan - en menor grado que este - las mismas caracteristicas. Se
podria pensar que los efectos tan drdsticos observados en el mutante ssllisslV son debidos a su
extremadamente bajo contenido de almiddn. Sin embargo, cuando uno compara este mutante
con otros mutantes con un contenido de almidén similar, como apsi (carente de la subunidad
pequena de la ADP-glucosa pirofosforilasa, Ventriglia et al., 2008) o pgm! (carente de la
fosfoglucomutasa plastidial; Caspar et al., 1985), encuentra que ninguno tiene un fenotipo tan

drdstico como él.

En este apartado se discutirdn los mUltiples efectos de la ausencia de SSIV, basdndonos en
los resultados de la caracterizacién del mutante ssllisslV en comparaciéon con el WT, sus
parentales los mutantes sslil y ssIV y el mutante aps!, con el objetivo de entender qué hace
diferente al mutante ssllisslV de ofros mutantes como apsl y llegar a un mejor entendimiento de

la importancia de SSIV.

Efecto de la ausencia de SSIV sobre el metabolismo del

almidon.

La principal alteraciéon en el metabolismo del aimiddn observada en el mutante sslV fue la
menor tasa de recambio (turnover) del mismo en comparacién con el WT. El mutante ssiV
presenta una menor acumulacion de almiddén que el WT al final del dia (Figura 18; Rolddn et al.,
2007b), consecuencia de su menor tasa de sintesis, y una mayor acumulacién que éste al final
de la noche, debido a su menor tasa de degradacién (Rolddn et al., 2007b). La mayor
acumulacion en el mutante sslV que en el WT al final de la noche fue comprobada mediante
comparacién del tamano de los grdnulos de almiddn por microscopia electrénica de

transmisién (Figura 15; Rolddn et al., 2007b).

En condiciones normales, las plantas adaptan su tasa de degradacion de almiddn a la
cantidad del mismo acumulada al final del dia y a la longitud de la noche, para sacar el mayor

provecho del almidén sintetizado durante el dia - el contenido de almidén al final de la noche
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es prdcticamente cero -, evitando al mismo tiempo situaciones de hambre durante la noche,
como consecuencia del agotamiento prematuro de las reservas. En el caso del mutante sslV, la
incompleta movilizacién de las reservas de almiddn durante la noche, influiia negativamente
sobre su tasa de crecimiento, pues supondria el consumo de recursos en la produccién de un
componente de reserva improductivo (Graf et al., 2010; Pantin et al., 2011). Sin embargo, esta no
parece ser (como se discutird en el siguiente punto, pdgina 232) la principal causa del fenotipo

observado enlos mutantes carentes de SSIV.

Los niveles de las actividades involucradas en el metabolismo del aimiddn en el mutante
sslV fueron determinados por nuestro grupo en un trabajo previo a esta tesis (Rolddn et al.,
2007b). No se observd disminucion de los niveles de las actividades almiddn sintasa (SS) soluble,
ADP-GlIc pirofosforilasa (AGPasa), almiddén ramificante (SBE) o desproporcionante (DPE),
ensayadas in vitro, ni de las actividades ISAT (isoamilasa), pululanasa o RAMI1 (B-amilasa),
ensayadas mediante zimograma, en dicho mutante. El Unico cambio en las actividades
relacionadas con el metabolismo del almidén observado en el mutante sslV (tanto por
zimograma como mediante ensayo in vitro) fue un incremento de la actividad a-glucano
fosforilasa. Tanto la isoforma cloroplastidica (PHS1), como la citosdlica (PHS2) aparecian
incrementadas en el mutante ssiV. Mediante Q-PCR se comprobd que este incremento se
correlacionaba directamente con un incremento de la expresién de ambos genes, por lo que es
de suponer que el incremento de actividad no es debido a una posible interaccién entre SSIV y
PHS, sino a las alteraciones en el metabolismo del almiddén provocadas por la ausencia de SSIV
en el mutante. Se puede concluir que la disminucién de las tasas de sintesis y degradacion de
almiddén en el mutante sslV no es provocada por el efecto pleiotrépico de la mutacién sobre
otras actividades enzimdticas relacionadas con el metabolismo del mismo. Asumiendo que la
velocidad de sintesis y degradacién de almiddn son dependientes de la superficie disponible
(Rolddn et al., 2007b), una posible explicacion a la baja tasa de recambio de este mutante
podria basarse en la incapacidad de dicho mutante para sintetizar més de 1 o 2 grdnulos de
almiddn por cloroplasto (Figura 14). En esta situacion, la superficie del grdnulo disponible a las
enzimas biosintéticas y degradativas seria inferior a la disponible si la misma cantidad de almiddn

se distribuyese en los 5-7 grédnulos presentes en plantas WT.

En este trabgjo se han ensayado (mediante ensayos in vitro y zimogramas) los niveles de
las actividades involucradas en el metabolismo del amiddn en los mutantes dobles ssissIV, ssllsslV
y ssllisslV y triples ssisslisslll y ssisslisslV, con el objetivo principal de determinar si la ausencia de un
contenido cuantificable de almidén en el mutante ssllisslV era provocada por la alteracién de
otras actividades relacionadas con el metabolismo del almidén a consecuencia de las
mutaciones (efecto pleiotrépico de la mutacion de los genes SS3 y SS4). En este sentido, hemos
comprobado que el mutante ssllisslV posee actividad glucosilfransferasa soluble (Figura 27), es
decir, la SSI y la SSll son activas en dicho mutante, pero son incapaces por si solas de permitir la
sintesis de un contenido de almiddn cuantificable. Las actividades SBE, AGPasa, o-amilasa y
pululanasa (Tabla 13y Figura 30) no aparecen modificadas en el mutante ssllisslV (ni en ninguno

de los mutantes carentes de SSIV, Figura 31). B incremento de la actividad a-glucano fosforilasa
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observado en el mutante sslV (Rolddn et al., 2007b) se observa también en el mutante ssllisslV, y
parece ser una caracteristica de los mutantes carentes de SSIV, aungque un mayor nUmero de
ensayos hubiese sido necesario para confirmar que los incrementos observados en los mutantes
sslsslV, sslisslV y ssisslisslV con respecto al WT son estadisticamente significativos (Tabla 13). Para el
mutante ssllisslV hemos comprobado que, al igual que ocurre en el mutante simple sslV, el
incremento de la actividad fosforilasa es debido a un incremento de la expresidon de los genes
PHS1 y PHS2 (Tabla 14), porlo que (al igual gue se ha comentado para el mutante simple sslV) el
incremento de dicha actividad seria provocado por la alteracién del metabolismo del almiddn
del mutante ssliisslV. El doble mutante ssllisslV posee ademds un incremento de los niveles de las
actividades pB-amilasa, ISAT (e ISA3 en menor medida) y PGM3 (Tabla 13 y Figura 30). H
incremento de la actividad B-amilasa se observa también en el mutante triple ssisslisslV (y en el
ssisslisslll, aunque de manera no significativa estadisticamente) y parece mds asociado a la
presencia de un contenido muy bagjo de almiddén (el mayor incremento se observa en ssllisslV
gue posee el menor contenido de almiddn); el incremento de las actividades ISAT e ISA3 se
observa también en su parental el mutante sslil; y el incremento de la actividad PGM3 parece el
resultado de los incrementos en ambos mutantes simples parentales (sslll y sslV). Aunque el
significado bioldégico de estos incrementos nos es desconocido, no parece que la mutacion de
SS3 y SS4 tenga un efecto pleiotrdpico sobre otras enzimas del metabolismo del almiddn que

pudiese explicar el bajo contenido de almiddn en el doble mutante sslllssiV.

En cuanto a la actividad SS soluble (Figura 27), hemos mostrado que la disminuciéon
observada en los mutantes dobles y triples se correlaciona con la disminucién observada en los
mutantes simples parentales. En este sentido, no somos capaces de detectar actividad en el
mutante triple ssisslisslll, del mismo modo que no se detecta una disminuciéon de la actividad total
en el mutante simple sslV. Como ya se ha mencionado (ver pdgina 221), concluimos de esto
que, aunqgue SSIV ftiene actividad glucosiltfransferasa in vitro (expresada en E.coli), dicha

actividad del enzima es minoritaria en la planta.

Respecto ala actividad GBSSI, se observa una disminucién de la actividad respecto al WT
en todos los mutantes carentes de actividad SSIV. Esta disminucion de la actividad GBSSI es
debida probablemente al gran tamano de los grénulos observados en los mismos y no a una
disminucién de la cantidad de proteina o de la actividad de la misma. Para el ensayo de esta
actividad se usd el almiddn extraido de los mutantes (ver pdgina 95), dado que GBSSI se localiza
en el interior de los grdnulos (ver pdgina 50). La difusién de la ADP-Glc de la mezcla de reaccién
al interior del grdnulo se ve dificultada con el tamano del grdnulo, de modo que podemos
suponer que la menor actividad GBSSI, asociada a los mutantes carentes de SSIV, es debida a la
menor disponibilidad de sustrato durante el ensayo en el interior de los grandes grdnulos de
dichos mutantes en comparacién con los grénulos de plantas WT (o mutantes ssill y ssisslisslil).
Esta hipdtesis se ve reforzada por el incremento, respecto al WT, de la actividad GBSSI

detectado en el mutante ssisslisslll, cuyos grdnulos de almiddn son mds pequenos que los del WT.

Podemos concluir que la ausencia de SSIV no influye per se sobre el resto de actividades

implicadas en el metabolismo del almidén. Sin embargo, SSIV afecta al nUmero de grdnulos por
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cloroplasto, lo cual repercute en el tamafo del, generalmente, Unico grdnulo sintetizado por
cloroplasto provocando la disminucidn de la tasa de sintesis y degradacién del mismo. El mayor
tamano del grdnulo seria responsable de la disminucién de la actividad GBSSI asociada a la
mutacion SSIV. El incremento de la actividad a-glucano fosforilasa puede tener diferentes
explicaciones, dado que existen multiples teorias acerca de su funcidn (ver pdginas 35 y 60).
Tradicionalmente, se asocial a esta proteina con la degradacion de almiddén y, desde este
punto de vista, se podria pensar que el bajo suministro de azlcares (debido a la baja
acumulacién de almiddn y la baja tasa de degradacién del mismo) provocaria el incremento
de dicha actividad con el fin de incrementar la produccién de azlUcares a partir de los

maltooligosacdridos solubles presentes en la célula.

Efecto de la ausencia de SSIV sobre la tasa de crecimiento.

Estd ampliamente documentado que el correcto metabolismo del almiddn es importante
para el 6ptimo crecimiento de Arabidopsis en un ciclo dia-noche: los mutantes ineficientes en la
sintesis de almiddén presentan fenotipos de crecimiento lento. Se ha demostrado que la longitud
de la noche compromete el crecimiento de estos mutantes: en la mayoria de los casos, se ha
visto que bajo condiciones de luz continua, la tasa de crecimiento normal es restaurada en estos
mutantes, apoyando la idea del papel crucial del almiddn transitorio durante el periodo de
oscuridad (Rolddn et al., 2007b). La incompleta movilizacidon de las reservas de almiddn durante
la noche, influifa también en el crecimiento, pues supondra el consumo de recursos en la

produccién de un componente de reserva improductivo (Caspar et al., 1985; Graf et al., 2010).

Hemos mostrado que todos los mutantes carentes de SSIV presentan una tasa de
crecimiento inferior a la del WT (Figura 17 y Figura 22), de modo que a los 25 dias de crecimiento
bajo un fotoperiodo de DL, el peso fresco/planta del mutante simple sslV es la mitad que el del
WT; el de los mutantes ssisslV vy sslisslV, 6 veces inferior al mismo; el del triple mutante ssisslissIV, 15
veces menor; y el del mutante ssllisslV, 27 veces inferior al de su WT, siendo éste el que presenta
un efecto mds drdstico de las mutaciones sobre el crecimiento. En cuanto al mutante apsl
(carente, al igual que ssllisslV, de un contenido de almiddn cuantificable), su peso fresco/planta
a los 25 dias de crecimiento bagjo un fotoperiodo de DL no difiere del WT (Figura 38); lo cual
muestra que un muy bajo contenido de almiddn no es suficiente para explicar la bajisima tasa
de crecimiento del muatnte sslllsslV. En este sentido, el mutante triple ssisslissll, que posee una
baja acumulacion de almiddn (26,8 % respecto al WT) crece peor que el WT (Figura 22) y el
mutante ssIV (Figura 17), pero mejor que los mutantes dobles ssisslV, sslisslV y ssllisslV (Figura 17) o
el mutante triple ssisslisslV (Figura 22) - que poseen un contenido de almiddn (al final del periodo
de luzy bajo un fotoperiodo de DL) igual o superior al del mutante ssisslisslil (Figura 23) -, siendo su
peso fresco a los 25 dias de crecimiento bajo un fotoperiodo de DL, una tercera parte del de su

correspondiente WT.
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En el caso del mutante aps1, hemos comprobado que, efectivamente, la duraciéon de la
noche determina su tasa de crecimiento. B mutante crece peor que el silvestre en condiciones
de DC, pero igual que este, en condiciones de DL y LC (Figura 38). En condiciones de DL, el
crecimiento del mutante aps! depende también del resto de condiciones de crecimiento
(infensidad luminica, temperatura, humedad); asi, cuando fue crecido en fitotron, el mutante
creci6 igual que el WT (Figura 38), mientra que, cuando fue crecido en una cdmara de
crecimiento de plantas, presentd una tasa de crecimiento inferior a la del WT (Figura 49). En
cualquier caso, el crecimiento del mutante apsl es dependiende de la longitud de la noche. Sin
embargo, hemos comprobado que ni el mutante sslV ni el mutante ssllisslV revierten su fenotipo
de crecimiento lento en condiciones de LC, dando a entender que la ausencia de SSIV
provoca, ademds del bloqueo de la sintesis de almiddn, alguna otra alteracién metabdlica que
afecta a la tasa de crecimiento. De modo que, aunque no puede ignorarse el efecto de la
menor tasa de sintesis y degradaciéon de almiddn sobre la tasa de crecimiento de los mutantes
carentes de SSIV, no parece que la alteracién del metabolismo del almiddén sea la principal

responsable de la menor tasa de crecimiento de los mismos.

Se ha mostrado también (Figura 43) que el desarrollo de las raices estd muy afectado en
el doble mutante sslllsslV. Durante la noche el mutante ssllisslV consume rdpidamente los
azUcares solubles acumulados durante el dia, pero cuando estos se agotan las respuestas de
hambre de carbono se disparan; una de las primeras es el cese del crecimiento de la raiz. Esta
respuesta ha sido descrita en el mutante pgm1 (carente, al igual que ssllissslV y apsl, de un
contenido de almidén cuantificable) y en plantas WT sometidas a una prolongacién del periodo
de oscuridad (Pantin et al., 2011). El efecto de la ausencia de almiddn sobre el crecimiento de la
raiz revierte cuando el mutante ssllisslV es crecido con un aporte de sacarosa, confirmando que
la inhibicidn del crecimiento es parte de la respuesta a hambre de carbono de la planta vy sin
que el resto de fenotipos revierta (no almiddn, no gravitropismo, menor tasa de crecimiento que

el WT, color pdlido....).

Efecto de la ausencia de SSIV sobre la acumulacion de

azucares.

El bloqueo en el uso del carbono fijado fotosintéticamente como consecuencia de Ia
ausencia de SSIV y la disminucion de la tasa de sintesis de almidén parece afectar
exclusivamente a los niveles de glucosa (Figura 44), al menos en las condiciones ensayadas. El
mutante simple sslV y el mutante doble ssllisslV presentan un incremento de los niveles de
glucosa de entre el 30-40 % respecto al WT. El incremento es mayor en el mutante apsi, en torno
a un 70 % mds que el WT. Probablemente, el incremento en los tres mutantes de los niveles de
glucosa sea debido a la acumulacidén de maltooligosacdridos solubles, cuya degradacion
produce, entre otros, glucosa. Los mutantes sslll y aps! presentan niveles mayores de sacarosa
que el WT (Figura 44). En el caso del mutante sslil, seria debido a su mayor tasa de fijacién de

CO (Figura 45), que seria también responsable de su mayor contenido en almiddn. En el caso
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del mutante aps! seria debido a que, en ausencia de sintesis de almidén (de un contenido
cuantificable), una mayor parte del carbono fijado se dirige a la sintesis de sacarosa. Los
mutantes ssiV' y ssllisslV (y suponemos que todos los mutantes carentes de SSIV), a diferencia de
apsl, no parecen estar dirigiendo el exceso de carbono fijado (la parte que deberia ir destinada

a la sintesis de almiddn) al aumento de la sintesis de sacarosa.

Efecto de la ausencia de SSIV sobre el contenido de pigmentos.

La ausencia de SSIV parece estar directamente relacionada con la caida de los niveles
de clorofilas (Figura 32) y carotenoideides (Figura 33): todos los mutantes carentes de SSIV
presentan niveles de clorofilas a y b y de carotenoideides inferiores al WT — observéndose, en
ambos casos, la caida mds drdstica en el mutante ssllisslV -, mientras que los mutantes ssill y
ssisslisslll presentan niveles normales de ambos tipos de pigmentos. El mutante aps! presenta
niveles de clorofilas y carotenoideides superiores a los de los mutantes carentes de SSIV, aunque
acumula un 10 % menos de clorofilas que el WT. De nuevo los datos estarian indicando, que la
disminucién de estos pigmentos no es consecuencia directa del bajo contenido en almiddn, sino
que la ausencia de SSIV provoca alguna otra alteracion metabdlica. Clorofilas y
carotenoideides son los pigmentos responsables de la captacién de luz, forman parte de los
complejos antenas. El exceso de energia permite la formacién de moléculas de clorofila en
estado triplete (3Chl) (bien mediante captacion directa de energia por parte de éstas, bien
mediante transferencia desde carotenocides), las cuales pueden interaccionar con el O2
produciendo oxigeno singlete ('O2) y provocando dano fofooxidativo (Smith & Stitt, 2007b;
Mimuro & Katoh, 1991; Niyogi, 1999). La disminuciéon de la sintesis de clorofilas y carotenoideides
seria un modo de evitar o disminuir la produccién de ROS provocada por el exceso de energia.
El menor contenido en clorofilas seria responsable de que todos los mutantes carentes de SSIV

presenten un color verde pdlido.

Al contrario que los niveles de clorofilas y carotenoideides, todos los mutantes carentes de
SSIV presentan niveles de antocianinas superiores a los del WT y los mutantes ssllil y ssisslisslll (Figura
33). H incremento observado en el mutante ssllisslV (aproximadamente 6 veces mds que el WT)
es mucho mayor que el incremento observado en el resto de mutantes carentes de SSIV o en el
mutante apsi (Figura 53). La fuerte induccién de los niveles de antocianinas en el mutante
ssllisslV explicaria la coloracién rojiza de los extractos dcidos del mismo (Figura 91.). El incremento
de las antocianinas tendria un papel fotoprotector: se ha demostrado que actian a modo de
protector solar, protegiendo a los tejidos de la fotoinhibicidn (Tzvetkova-Chevolleau et al., 2007).
En este sentido, los pardmetros de estrés oxidativo ensayados mostraron la existencia de un
mayor nivel de peroxidacion de lipidos de membrana respecto al WT tanto en los mutantes ssiV y
ssllisslV, como en el mutante apsl. Los niveles de peroxidacion lipidica no difieren entre los
mutantes ssllisslV y aps1, indicando que la mayor induccion de los mecanismos fotoprotectores

en el mutante ssllisslV son suficientes para evitar danos por estrés oxidativo.
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Figura 91. Exfraccion de antocianidas de los mutantes SS 'y sus WT (Col-0 y WS).

Efecto de la ausencia de SSIV sobre la fotosintesis.

Para comprender el efecto de la ausencia de SSIV sobre la fotosintesis, ha resultado
imprescindible el estudio comparativo de los mutantes apsi y ssllislV (ambos con un confenido
de almidén no cuantificable), mediante andlisis del intercambio de gases (IRGA) y de la emisidn

de fluorescencia de la clorofila (PAM).

A la vista de los resulfados obtenidos mediante IRGA y PAM, podemos decir que en los
mutantes carentes de SSIV, la menor tasa de crecimiento es debida a una menor tasa de
asimilacion de CO2 enlas condiciones de crecimiento (Figura 45). Esta menor tasa de fijacion de
CO2 parece provocada por el enlentecimiento de la cadena de fransporte de electrones
(Figura 48, ®PSIl) y del ciclo de Calvin-Benson (Tabla 16, menor Asat). Este enlentecimiento de las
reacciones fotoquimicas y biogquimicas de la fotosintesis no ocurren en el mutante apsi en las
condiciones de crecimiento (Figura 57 y Tabla 21) - el cual posee una tasa de fijaciéon de CO2
(Figura 54) y un rendimiento cudntico del flujo de electrones (Figura 57, PSll) iguales a los del WT
en dichas condiciones -, indicando que no es el defecto en la acumulacién de almidén lo que
provoca el enlentecimiento de la cadena de transporte de electrones y el ciclo de Calvin-
Benson (y con ello, la menor tasa de crecimiento) de los mutantes carentes de SSIV, sino el punto
de la ruta dénde estd blogueada la misma. Esto nos permite hipotetizar que la acumulaciéon de
ADP-Glc podria ser la principal responsable de los efectos pleiotrépicos de la ausencia de SSIV y

de las diferencias fenotipicas entre los mutantes ssllisslV y aps1 (ver a continuacién).

La ausencia de SSIV provoca una disminucién de la eficiencia cudntica méxima (Fv/Fm).
Fv/Fm de los mutantes sslV y ssllisslV (Tabla 19) es inferior a los valores que se consideran normales
para este pardmetro (Nagata et al., 2003; Maxwell & Johnson, 2000), indicando la existencia de
dano en el aparato fotosintético (Brooks & Niyogi, 2011) y/o de mecanismos de fotoproteccién
(Bilger et al., 1995). Actualmente existe una alta controversia acerca de si la disminucion de Fv/Fm
representa un sistema de fotoproteccidon reversile o de inactivacion irreversiole del PSII;
ademds, algunos autores consideran que la inactivacion del PSIl podria ser el Ultimo recurso de
los mecanismos de fotoproteccién (Osmond et al., 1999; Nilsen & Orcutt, 1996). En este sentido,

la disminucién de los niveles de clorofilas y carotenoideides, asi como el incremento de los
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niveles de antocianinas, pueden considerarse mecanismos de fotoproteccion frente al bloqueo

de la cadena de transporte de electrones.

En relacién con la existencia de fotoinhibicion (fotoinactivaciéon) se llevé a cabo la
medida de tres pardmetros de estrés oxidativo (estrés provocado por el incremento de la
produccién de ROS, especies reactivas del oxigeno): nivel de carbonilacién de proteinas, nivel
de peroxidacién de lipidos de membrana y contenido en perdxido de hidrégeno (Tabla 20). No
se observan diferencias significativas entre el WT y ninguno de los mutantes a nivel de
carbonilacién de proteinas. Sin embargo, los mutantes sslV, ssliisslV y aps] presentan un mayor
nivel de peroxidaciéon de lipidos de membrana que el WT y los mutantes ssliisslV y aps1 presentan
un mayor contenido en perdéxido de hidrégeno que el mismo. De este modo, aungue el mutante
ssllisslV si presenta un mayor nivel de estrés oxidativo que el WT, éste no difiere practicamente del
nivel observado en el mutante apsl y, por tanto, la diferencia en cuanto a Fv/Fm observada
entre estos mutantes no seria provocada por un mayor nivel de estrés oxidativo, sino por las
variaciones en el contenido de pigmentos descritas en el punto anterior (ver pdgina 234), las
cuales, probablemente, evitan mayores niveles de estrés oxidativo en el mutante ssllisslV

(fotoproteccion).

La acumulacion de ADP-Glc en los mutantes carentes de SSIV es

responsable de las alteraciones fenotipicas de los mismos.

Como se explicé en la Introduccidn (ver pagina 29), el sustrato para la sintesis de almiddn
en plantas superiores es la ADP-Glc (donador glucosilico activado). En células fotosintéticas, el
suministro de ADP-Glc conecta con el ciclo de Calvin-Benson a través de tres pasos enzimdaticos:
(1) la fructosa-é-fosfato (F6P), un intermediario del ciclo de Calvin, es convertida en glucosa-6-
fosfato (Gé6P) por la fosfoglucoisomerasa cloroplastidica (PGI), (2) la G6P es convertida por la
fosfoglucomutasa plastidial (PGM1) en glucoso-1-fosfato (G1P), que a su vez (3) es sustrato de la
ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), la cual cataliza la sintesis de ADP-Glc y pirofosfato
inorgdnico (PPi) a partir de G1P y ATP. Los tres pasos son reversibles bajo condiciones celulares,
pero el Ultimo es prdcticamente irreversible debido a la hidrdlisis del PPi a ortofosfato (Pi) por la

pirososfatasa alkalina plastidial (Anderson et al., 1997; Weiner et al., 1987) (Figura 92A).

Comparando la situacién en los mutantes ssllisslV y apsl (Figura 92), ambos con un
contenido de almidén no cuantificable, podemos imaginar que en el primero (Figura 92B) el
blogqueo en la sintesis de almiddn provocaria la acumulacion de ADP-Glc, mientras que en el
segundo (Figura 92C), se acumilaria glucosa-1-P (G1P) y, por tanto, dado que las reacciones
previas son reversibles, triosas-P (TP). La acumulacién de TP explicaria los niveles de sacarosa
observados en aps! (Figura 44). Apoyando esta idea estdn los valores estimados de tasa de uso
de TP (TPU; Tabla 18 y Tabla 23): para apsl se estima un valor inferior que para el mutante ssllissiV
o el WT. Es decir, a altas concentraciones de COx», el uso de las TP limita la fijacién de carbono en

este mutante antes que en el WT o el mutante ssllisslV. En el caso de este Ultimo, puesto que la
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reaccién de la AGPasa es metabdlicamente irreversible (gracias a la hidrdlisis del PPi) y la
actividad AGPasa no estd afectada (Tabla 13), la sintesis de ADP-Glc impediria la acumulacién
de TP observada en aps! (la TPU no difiere de la del WT). La acumulacidén de niveles de ADP-Glc
superiores a los del WT ha sido documentada para el mutante sslV (George et al., 2010). Las
medidas se realizaron a mitad del periodo de luz (en un ciclo de 12 h luz/12 h oscuridad). E
mutante ssIV posee aproximadamente 59 veces mds ADP-Glc que el WT (ecotipo WS), mientras
los mutantes ssll y sslll presentan niveles iguales que éste y el mutante ssl presenta dos veces la
cantidad de APD-Glc del WT. Todo ello, nos lleva a proponer que la acumulacién de ADP-Glc
podria ser la principal responsable del fenotipo de los mutantes carentes de SSIV. La
acumulacion de ADP-Glc, supondra una disminucion del pool cloroplastidico de ADP. E
descenso de los niveles de ADP provocaria una disminucidn en la sintesis de ATP mediada por
fotofosforilacion y esto, a su vez, una reduccion en la fijacién de CO2 (al disminuir la tasa de
regeneracion de ribulosa 1,5-bisfosfato) por el ciclo de Calvin-Benson y un bloqueo en la
transferencia de electrones entre los fotosistemas. Ante una situacién como esta la planta la
planta responderia disminuyendo los niveles de clorofilas y carotenoides e incrementando los

niveles de antocianinas, para disminuir los danos por fotoinhibicion.
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Figura 92. Esquema del efecto de las mutaciones ssllisslV (B) y aps! (D) sobre la ruta d sintesis de almidén (A). Ademds del
bloqueo de la sintesis de almidoén, la ausencia de SSlll y SSIV provoca la acumulacién de ADP.GIc (puesto que la reacciéon
de la AGPasa es metabdlicamente irreversible, mientras que la de APS1 provoca la acumulacion de G1P, lo que origina una
mayor sintesis de sacarosa.

Sin embargo, los datos muestran que el mutante ssisslisslll, que posee un niUmero correcto
de grdnulos, presenta una tasa de crecimiento mayor que los mutantes dobles ssisslV, sslisslV y
ssllisslV, y el mutante triple ssisslisslV, asi como niveles de pigmentos iguales a los del WT.
Aparentemente esto datos serian contrarios a nuestra teoria acerca de la acumulacién de ADP-
Glc, ya que el mutante ssisslisslll, con un contenido de almiddn al final del dia similar al de
ssisslisslV deberia de acumular niveles similares de ADP-Glc vy, por tanto, pese a tener capacidad
de iniciacién de un nUmero correcto de grdnulos, poseeria caracteristicas similares a éste. Como
ya se comentd (pdgina 227) el mutante sslV no parece acumular el mismo contenido de
almiddn en todas sus hojas, sino que hay una gran diferencia entre hojas jévenes y maduras: |as
hojas jévenes prdcticamente carecen de almiddn y las maduras poseen un contenido superior
al de hojas de la misma edad del WT. Debemos considerar, por tanto, que en todos los mutantes
carentes de SSIV, los cloroplastos de hojas jévenes carecen de almiddn y los de hojas maduras
poseen cloroplastos vacios y cloroplastos con un Unico grdnulo (siendo el caso extremo el del
mutante ssllisslV, que apenas posee cloroplastos en las hojas maduras en los que se observe la
sintesis de almiddn). De este modo, podemos asumir que el uso de las rosetas completas en

nuestros ensayos permite obtener los valores medios de las hojas de diferentes edades, es decir,

238



la media entre los dos extremos presentes en la planta. Con esta idea en mente, podemos
considerar que la situacion en el triple mutante ssisslissll es diferente a la de los mutantes
carentes de SSIV, aungue acumula un contenido de almiddn similar a ssisslisslV, a diferencia de
este, ssisslisslll lo hace de manera homogénea en todas las hojas, de modo que no acumularia
niveles lo suficientemente altos de ADP-GIc en ninguna de ellas como para desencadenar las
respuestas de los mutantes carentes de SSIV. Por ofro lado, las caracteristicas del mutante
sslsslisslll también podrian deberse a la implicacién de SSIV en algin otro proceso, por ejemplo
que SSIV estuviese implicada en la regulaciéon de la AGPasa. Si esto fuese asi, la AGPasa no seria
inhibida en ausencia de SSIV lo cual contribuiria a la acumulacion de ADP-Glc en los mutantes
carentes de la misma, mientras que en el mutante ssisslisslll, la acumulacién de ADP-Glc
provocaria a través de algin mecanismo no descrito hasta la fecha la inhibicidon de la AGPasa
evitdndose los efectos nocivos que provoca su acumulacion. El mutante ssisslisslli, a diferencia
de los mutantes carentes de SSIV, seria capaz de regular los niveles de ADP-Glc mediante la
regulacién de la actividad AGPasa. Para llegar a un mejor entendimiento del mutante ssisslissili
mds ensayos serian necesarios. El contenido de ADP-GIc en hojas del triple mutante no ha sido
cuantificado y el valor de actividad AGPasa obtenido, aunque inferior al del WT, carece de

significancia estadistica y mds réplicas serian necesarias.

Explicacion del fenotipo de los mutantes carentes de SSIV.

Caracterizacion del mutante ssllisslV.

En base a la idea de que la acumulacién de ADP-Glc, vy no la ausencia de almidén, es
responsable de las caracteristicas fenotipicas del mutante ssillsslV, podemos imaginar la
secuencia de eventos que unen la ausencia de SSlll y SSIV con la bagja tasa de crecimiento,
independiente de las horas de oscuridad, y el color pdlido de dicho mutante. Como se recoge
en la Figura 93, la ausencia de SSIV impide la iniciacién del grdnulo de almidén de manera
“normal” (mediante formacion del complejo de nucleacidon del que forma parte SSIV) vy la
ausencia de SSlIl hace que la sintesis estocdstica del grdnulo sea muy poco frecuente, de modo
que en el doble mutante el contenido de almidén es prdcticamente cero. Este hecho
provocaria situaciones de hambre de carbono durante la noche que desencadenarian el
bloqueo nocturno del crecimiento y la activacién del catabolismo. Por otfro lado, el bloqueo de
la sintesis de almiddn, provocado por la ausencia de SSlll y SSIV, hace que se alcancen altas
concentraciones de ADP-Glc en el interior del cloroplasto, lo que se traduce en el secuestro de
la mayor parte del pool cloroplastidico de ADP y en una muy baja concentracién de ATP
cloroplastidico. La fuerte disminucién de la concentracion de ADP llevaria a la disminucion de la
actividad ATPasa y, por tanto, al enlentecimiento del transporte de electrones. Dicho
enlentecimiento desencadenaria las respuestas de fotoproteccion por parte de la planta, entre
ellas los cambios en el contenido de pigmentos antena y fotoprotectores (la disminucién del
contenido en clorofilas seria responsable del color pdlido del mutante), con el objeto de
disminuir la presién de excitacion que llevaria a dafos en el aparato fotosintético y al
incremento de ROS. La disminucidn de Fv/Fmy de ¢PSIl serian consecuencia de los fendmenos de

fotoinhibicidon/fotoproteccion. La mayor respuesta de fotoproteccion del mutante ssllisslV en
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comparacién con apsl, haria que el nivel de estrés oxidativo observado en ambos mutantes sea
parecido. La disminucién del contenido de ATP del cloroplasto, por su parte, provocaria una
disminucién de la actividad de las enzimas del ciclo de Calvin-Benson, llevando a la disminucién

de la fijaciéon de CO2 y a la menor tasa de crecimiento.

No complejos de nucleacién “normales” Contenido de almidén
(no SSIV) no cuantificable

I | Frecuencia sintesis estocdstica

(no SSii)

Ausenciade SSllly SSIV Blogqueo nocturno del T Catabolismo

crecimiento.

™ [ADP'GIC]cIoroplas'o — [ADP]cloroplosio

/

4 { Tasa de fijacion
| «— |l [ATP]cloroplasio

J | Tasa de crecimiento «<—— de CO,

Enlentecimiento de la cadena de

<——— | Clorofilas transporte de electrones

TAntocianinas l

{ Fv/Fm «<—> Fotoinhibicién/fotoproteccion

I

Estrés oxidativo

Figura 93. Esquema de la situacion en el mutante ssllisslV evidenciando que sus caracteristicas fenotipicas son consecuencia
delincremento en la concentracién de ADP-Gilc.

Se ha mostrado ademds que la eliminacion de APS1 en el mutante sslllsslV revierte el
fenotipo de éste a un fenotipo apsl, en el cual la tasa de crecimiento es dependiente de la
longitud de la noche. En el mutante apsi, el bloqueo de la sintesis de almiddn es traducido en
un incremento de la sintesis de glucosa y sacarosa. El mutante pgml (carente de la
fosfoglucomutasa plastidial; Crumpton-Taylor, 2010) ha sido mds estudiado en este sentido que
el mutante apsi. pgmI! tampoco acumula un contenido cuantificable de almiddn y se ha
descrito (Caspar et al., 1985) que la menor tasa de crecimiento del mismo es debida al blogqueo
del catabolismo disparado por el hambre de carbono durante la noche. pgmI acumula
grandes cantidades de azUcares durante el dia, los cuales son consumidos rdpidamente
durante las primeras horas de la noche, provocando una situacién de hambre de carbono al
final del periodo de oscuridad que dispara la represion de muchos genes necesarios para la
biosintesis y el crecimiento. De este modo, al inicio del periodo de luz, la utilizacidon del carbono
esté inhibida y se acumulan altas cantidades de azicares. La inhibicidon del crecimiento del
mutante pgm1, y por analogia de los mutante aps!1 y apsissliissiV, dependerd de la longitud del
periodo de oscuridad y de la intensidad de las respuestas al hambre de carbono disparadaos.
Una menor longitud de la noche supondria una situacién menos grave de hambre de carbono y
un menor bloqueo del crecimiento; el crecimiento en luz contfinua evita las situaciones de
hambre de carbono por lo que estos mutantes presentan un crecimiento igual al del WT. La

fijacion de CO2 en el mutante aps! no estd alterada en las condiciones de crecimiento (Figura
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54; para las medidas con IRGA las plantas fueron crecidas bajo un fotoperiodo de dia largo, DL),
por lo que el menor crecimiento se debe a la inhibicién del mismo al final de la noche/principio
del dia (dependiente de la duracion de la noche), no a una menor tasa de fijacién de CO:2
(independiente de la duracién de la noche) como ocurre en ssllisslV. Altas intensidades luminicas
o concentraciones de Ci, provocarian en los mutantes aps! y apsissllisslV una disminucion de
fijacién de CO2 debido a una menor actividad de las enzimas del ciclo de Calvin-Benson. La
disminucién de la actividad de dichas enzimas seria consecuencia, en el caso de estos
mutantes, de la incapacidad de acumulacién de un mayor contenido de sacarosa (menor tasa
de uso de las triosas-P), lo cual explicaria la menor Asat Y Amax respecto al WT de estos mutantes.
Al eliminar APS1 del mutante ssllisslV estamos impidiendo la acumulacién de ADP-Glc y con ello
las alteraciones que dan lugar a su fenotipo. En las condiciones de cultivo, el mutante

apslssllisslV crece incluso mejor que el mutante simple ssliV.

Podemos considerar que la situacién en el mutante sslV se ve “adliviada” respecto al
mutante ssllisslV debido a que SSlIl facilita la sintesis estocdstica de almiddn, de modo que en
hojas jévenes la situacion seria mds parecida a la de dicho mutante, mientras que en las hojas
mds maduras seria mds parecida a la del WT. Considerando esto, podemos entender que, en la
mayoria de los casos, la situacion del mutante ssIV (los valores obtenidos en los diferentes

ensayos) sea infermedia entre la del WTy el mutante ssllisslV.

Como conclusién podemos considerar que la ausencia de SSIV da lugar a todas las
alteraciones detalladas para el mutante ssllisslV y que dicha situacién se ve “relajada™ gracias a
la sintesis estocdstica de almiddn facilitada por la presencia de SSlIl (y en menor medida SSI y
SSIl) que permite la aparicidon fenotipos menos drdsticos en los mutantes sslV, ssisslV, ssllsslV y

sslssllsslV.
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ANALISIS DEL DOMINIO N-TERMINAL DE SSIV.

Puesto que el dominio carboxilo de SSIV presenta una alta homologia con el resto de SSs,
podemos predecir que sus caracteristicas diferenciadoras se basan en las propiedades que le
confiere su dominio amino. B andlisis informdtico del mismo nos permite diferenciar varias
regiones (Figura 81 y Figura 88): (1) el péptido de transito al cloroplasto (CTP) (aminodcidos 1 a
42), (2) el dominio long coiled-coil (aminodcidos 187 a 409 aproximadamente) y (3) un dominio
de estructura desconocida altamente conservado entre diferentes especies y esencial para la
actividad glucosiltransferasa de la proteina (aminodcidos 471 a 544). El CTP permitiia el
transporte de SSIV desde el citosol (lugar de sintesis) al interior del cloroplasto, dénde hemos
comprobado que se localiza (Figura 65). La regién entre el CTP y el dominio long coiled-coil no
parece estar implicada en la funcién de SSIV, no tiene estructura asociada ni estd conservada

en otfras especies.

Los dominios coiled-coil (CC) son dominios de oligomerizacion compuestos de dos 0 mds
a-hélices anfipdticas que se enrollan unas alrededor de las otras en una superhélice (Gibon et
al., 2004a). Fue una de las primeras estructuras proteicas descubiertas, descrita por primera vez
para la proteina del pelo a-queratina (Burkhard et al., 2001). Las secuencias con capacidad de
formar CC se caracterizan por un patrdén de repeticion de siete aminodcidos en el que los
residuos en las posiciones primera y cuarta son hidréfobos, y los residuos en las posiciones quinta
y séptima son frecuentemente polares o cargados. La estabilidad del CC deriva de un
empaquetamiento caracteristico en el cual las cadenas laterales hidréfobas quedan recluidas
en un nucleo hidrofébico ('knobs-in-holes"; Crick, 1952). A grandes rasgos, los dominios CC se
pueden agrupar en dos clases: CC pequenos (short coiled-coils), formados por la repeticidon de
seis o siete héptadas, o CC grandes (long coiled-coils), formados por mds de cien aminodcidos.
Los short coiled-coils también se conocen como cremalleras de leucina y se encuentra con
frecuencia como motivos de homo- y heterodimerizacién en factores de transcripcién (Crick,
1952; Jakoby et al., 2002). Por su parte, los long coiled-coils a menudo estdn involucrados en la
unién de complejos proteicos a grandes estructuras celulares, como el Golgi, los centrosomas o
la envoltura nuclear. Cada vez existen mds evidencias experimentales de la importancia de las
proteinas con dominios long coiled-coils en la organizacién espacial de procesos celulares, sin
embargo, aunque varias proteinas con estos dominios han sido descritas en animales vy

levaduras, el conocimiento en plantas es muy limitado a dia de hoy (Vinson et al., 2002).

El dominio CC predicho para SSIV tendria mds de 200 aminodcidos y se englobaria dentro
de los denominados long coiled-coils. Hemos comprobado, mediante la caracterizacion
bioquimica de las versiones truncadas de SSIV, que el dominio long coiled-coil no influye en la
afinidad de la proteina por ninguno de sus sustratos (amilopectina o ADP-Glc). El hecho de que
el dominio esté altamente conservado, cuando aparentemente no influye en la actividad de la

proteina, evidencia que SSIV tiene una funcién diferente a la elongacién de las cadenas de
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amilopectina. Probablemente esta otra funcidén sea mds estructural que catdalitica, permitiendo
la correcta formacién del complejo necesario para la formacion del centro de nucleacién que
inicia la sintesis del grénulo de almidén. El dominio long coiled-coil de SSIV le permitiria unirse a
algun otro componente (o a varios) del complejo del que forma parte. Actualmente, nuestro
grupo estd llevando a cabo un escrutinio de posibles interactores de SSIV. Se ha mostrado en
este trabajo, mediante ensayos de doble hibrido, que SSIV no interacciona consigo misma.
Posibles dianas serian, por ejemplo, aquellas proteinas cloroplastidicas implicadas en el
metabolismo del almiddn que poseen dominios CC: PGM2 (At1g70820), GBSS1 (At1g32900), SSlI
(At3g01180), SSHI (At1g11720), AMY3 (At1g69830) o GWD1 (At1g10760); ninguna de las cuales
posee un dominio CC tan grande como el de SSIV (Rose et al., 2004); pero también podrian serlo
proteinas ancladas a la membrana tilacoidal (ya que que el complejo SSIV aparece asociado a
la misma, ver Figura 65) o proteinas de andamigje que estén implicadas en la formacién o

localizacion del complejo.

La caracterizacién bioquimica de las versiones truncadas de SSIV mostrd también que el
dominio carboxilo de ésta, pese a presentar una alta homologia con la glucdégeno sintasa, no
presenta actividad glucosiltransferasa in vitro, mientras que Valdez y cols. (Lohmeier-Vogel et al.,
2008a) encontraron que el dominio carboxilo de SSllI si presenta actividad glucosiltransferasa y
que ésta es modulada por los dominios de unidon a almiddén (SBD) presentes en su dominio
amino. La regién entre el dominio carboxilo y el long coiled-coil de SSIV parece fundamental
para la afinidad de la proteina por la ADP-Glc (Tabla 30) vy, por tanto, para que esta posea
actividad glucosiltransferasa. No hemos podido predecir la adquisicion de estructura secundaria
por parte de esta regidén y mds andlisis serian necesarios para conocer de qué modo determina

la actividad de la proteina.
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EL COMPLEJO SSIV Y SU ANCLAJE A LAS MEMBRANAS
TILACOIDALES.

La inmunolocalizacién de SSIV, con anticuerpos especificos, en extractos vegetales y
extractos de cloroplastos purificados desvela que ésta se encuentra mayoritariamente formando
parte de un complejo de alto peso molecular y que, sélo una pequena parte, se encuentra en
su forma monomérica (siendo posible que esta porcidn de la proteina se libere del complejo

debido a la manipulacién de las muestras).

La formacién de complejos macromoleculares por parte de las enzimas de la ruta de
biosintesis de almidén en endospermo de maiz y trigo (Valdez et al., 2008a; Tetlow et al., 2004;
Tetlow et al., 2008; Hennen-Bierwagen et al., 2008) ha sido demostrada mediante el uso de
diferentes técnicas. Los diferentes ensayos coinciden en incluir las SSs de clase |, Il y lll y la SBE,
junto con oftras proteinas (conocidas o no) dentro de diferentes complejos de alto peso
molecular. Tetlow y cols. describen dos complejos en amiloplastos de trigo, uno de 260 KDa y
otro de 180 KDa. En el primero identifican a SSI, SSlla y SBE (no identifican si SBEIla o SBElIb) y
suponen que diferentes combinaciones de estas proteinas serian posibles. En el segundo
identifican solo a SBE y predicen que el complejo seria en realidad un homodimero de alguna
de las dos isoformas (SBElla o SBEIlb). Hennen-Bierwagen y cols. describen la existencia de dos
tipos de complejos en amiloplastos de maiz, uno de 600 KDa y otro de 300 KDa. H primero
incluiria a SSlil, SSlla, SBEIla y SBEIIb junto con otras proteinas, entre ellas: la AGPasa (ADP-Glc
pirofosforilasa) y la PPDK (piruvato ortofosfato dikinasa); el segundo, a SSlla, SBElla y BEIIb. La SSIV
no fue detectada en ninguno de los estudios realizados, pero ninguno de ellos contd tampoco

con anticuerpos especificos frente a ella.

En Arabidopsis no se han descrito, hasta la fecha, complejos similares. Sin embargo, en
este trabagjo se ha mostrado la existencia de al menos un complejo macromolecular en
cloroplastos de hojas de Arabidopsis implicado en la sintesis de almiddn vy, del cual, SSIV formaria
parte. Suponemos que SSIV interaccionaria con una o varias proteinas del complejo a través de
su dominio long coiled-coil. Una de las funciones de este complejo, cdmo se ha discutido
previamente (pdgina 224), seria la de permitir la formacidén de los centros de nucleacién
necesarios para la sintesis de los 5-7 grdnulos de almiddn por cloroplasto, funcién para la cual
SSIV seria imprescindible, por ser requerida estructuralmente (en su ausencia el complejo no
podria formarse) o funcionalmente (es requerida por jugar algin papel crucial en el proceso de

nucleacion).

Hemos demostrado ademds que el “complejo SSIV" estd anclado a las membranas
tilacoidales (Figura 65). Al carecer de dominios fransmemlbranas, asumimos que la asociacién de
SSIV a las mismas debe estar basada en su interaccién (directa o indirecta) con alguna proteina

transmembrana que formase también parte del complejo. Es posible que el complejo SSIV no se
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localice al azar en la membrana tilacoidal, sino en zonas concretas permitiendo el
posicionamiento de los grdnulos de almiddn, ya que existen evidencias de que las proteinas con
dominios long coiled-coil estdn implicadas en la organizacion espacial de diferentes procesos
celulares (Hennen-Bierwagen et al., 2009). Hemos mostrado también que SSIV aparece asociada
a uno de los polos del granulo de almiddn (Figura 64, Rose et al., 2004), aungue no parece existir
una unién fuerte entre la profeina y el grdnulo (Figura 63). En este sentido, se ha descrito
recientemente (Lohmeier-Vogel et al., 2008a) la existencia en cloroplastos de una proteina
(At5g39790) que posee un dominio de unidn a carbohidratos (CBM) y un dominio CC (de
aproximadamente 60 aminodcidos), la cual se cree tendria un papel de andamiaje en el
metabolismo del almiddén. Aunque los autores postulan que SSIV podria ser una de las dianas de

esta proteina, mds estudios serian necesarios.

Por Ultimo, hemos comprobado que el complejo SSIV estd presente durante todo el ciclo
dia/noche, indicando que, aun en el caso de que los niveles de RNAmM de SSIV oscilen durante el
ciclo (Lohmeier-Vogel et al., 2008a), esta oscilacion no afecta a los niveles de proteina SSIV ni a

su localizacién en el cloroplasto (Figura 62).
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Conclusiones.
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[ La Aimidén Sintasa (SS) soluble de Clase IV (SSIV) es imprescindible para la nucleacion inicial
del grdnulo de almiddn. En su ausencia, el nimero de grdnulos se ve reducido a uno o dos
los cuales presentan ciertas peculiaridades respecto a los grdnulos de plantas silvestres:
diferente estructura del hilum, mayor tamaro, tasas de sintesis y degradacién inferiores y la
imposibilidad de degradarlos completamente.

[] SSIV forma parte de un “complejo de nucleacidn” que permite la nucleacién de un sustrato
inicial (probablemente algiun o algunos maltoligosacdridos solubles) o facilita las
condiciones en las que dicha nucleacién ocurre espontdneamente. En su ausencia, la
nucleacion se vuelve un proceso azaroro, poco frecuente y dependiente de la presencia
del resto de SSs, principalmente de la presencia de SSlil. La eliminacién de SSlil en un fondo
genético sslV hace que el contenido de aimidén sea inferior al limite de deteccidén de los

ensayos empleados.

L] El dominio amino de SSIV posee un péptido de transito al cloroplasto (CTP) (aminodcidos 1 a
42), un dominio long coiled-coil (aminodcidos 187 a 409 aproximadamente) y un dominio de
estructura desconocida altamente conservado entre diferentes especies y esencial para la

actividad glucosiltransferasa de la proteina (aminodcidos 471 a 544).

L] sSIV forma parte de un complejo macromolecular asociado a la membrana tilacoidal. La
interaccién de SSIV con algin o algunos de los componentes de dicho complejo ocurre a

través de su dominio long coiled-coil. SSIV no interacciona consigo misma.

[l El dominio carboxilo de SSIV no posee actividad glucosiltransferasa, pese a su alta
homologia con la Glucdgeno Sintasa bacteriana. La regidén entre el dominio carboxilo y el
long coiled-coil parece fundamental para la afinidad de la SSIV por ADP-glucosa (ADP-Glc)

y, por tanto, para su actividad glucosilfransferasa.

[] Las caracteristicas fenotipicas observadas en los mutantes carentes de SSIV son provocadas
por la acumulacién de ADP-Glc resultante del bloqueo de la sintesis de almidén. El bloqueo
de la sintesis de almiddn, provocado por la ausencia de SSIV, hace que se alcancen altas
concentraciones de ADP-GIc en el interior del cloroplasto, lo que se traduce en unas bajas
concentraciones de ADP y ATP cloroplastidicos. La disminucién de la concentracién de ADP
provoca el enlentecimiento de la cadena de transporte de electrones, que desencadena
las respuestas de fotoproteccion por parte de la planta, entre ellas cambios en el contenido
de pigmentos antena y fotoprotectores. Los fendmenos de fotoinhibicidn/fotoproteccion
provocados por el enlentecimiento de la cadena de fransporte de electrones dan lugar a la
disminucién del rendimiento cudntico méximo (Fv/Fm) y el rendimiento cudntico aparente
(ePSIl) en las condiciones de cultivo. La disminucién del contenido de ATP del cloroplasto
provoca el enlentecimiento del ciclo de Calvin-Benson, llevando a la disminucion de la

fijacion de CO2y ala menor tasa de crecimiento.
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