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Introduccion.

1. El GIRASOL. ORIGEN Y DESARROLLO DEL CULTIVO.

1.1. Origen e importancia del cultivo.

Se cree que el girasol (Helianthus annus L.) tiene su origen en el suroeste de Norte
América y que fue domesticado originariamente en el area centro-oeste del actual EEUU
hacia el afio 5000 a.d.C. El cultivo se introdujo en Europa en el siglo X VI inicialmente como
una planta ornamental y mas tarde se desarrolld para alimento y usos medicinales, siendo en
Rusia a lo largo del siglo XIX donde comenzé a ser usado como cultivo oleaginoso (Fick,
1989).

Debido a sus elevados contenidos en aceite y proteinas, las semillas oleaginosas
constituyen uno de los principales cultivos de la agricultura mundial. El cultivo de girasol,
con mas de 9 millones de Tm de aceite producido anualmente, ocupa el cuarto lugar a nivel
mundial detras de la soja, palma y colza. En Europa, debido a razones climatoldgicas y
socioeconémicas ocupa el segundo lugar por detrds del cultivo de colza, situdndose la
produccién del pasado afio 2003 en 4,8 millones de Tm. Espafia, con una produccién media
anual de 480.000 Tm de aceite en los ultimos 10 afios, se encuentra entre los principales
productores mundiales de aceite de girasol, siendo sélo superada por Francia, Argentina y por

los paises miembros de la extinta URSS: Ucrania y la Federacion Rusa. (FAOSTAT 2003).

1.2. Mejora del cultivo de girasol.

En el cultivo de girasol se ha perseguido desde sus inicios la obtencién de nuevas
variedades con una serie de caracteristicaé deseables tales como una mayor produccién de
semillas y aceite, una mayor resistencia a enfermedades y parasitos, tales como el jopo
(Orobanche cumana), la roya (Puccinia helianthi), o el mildiu (Plasmopara helianthi), y una

mayor resistencia a condiciones de cultivo adversas, como la sequia o la elevada salinidad de



Introduccion.

los suelos; todas ellas encaminadas a incrementar el rendimiento. Para conseguir. estos
objetivos se han estado utilizando diversas estrategias.
La estrategia clasica utilizada desde los origenes ha sido la mejora del cultivo

aprovechando la gran variabilidad genética natural que posee el girasol y que es una de las

razones que hacen del girasol un cultivo ampliamente adaptado y con un gran potencial.
Gracias a esta cualidad, desde los inicios de la mejora clasica en Rusia a finales del siglo XIX,
se consiguid reducir hasta uno el nimero de capitulos por planta, in’crem'entar el tamafio de las
semillas (Vranceanu, 1977) y pasar de variedades con un contenido de aceite del 30% (1912-
1926) a variedades con un rendimiento de aceite del 45-50% a principios de los afios 60. Estas
mejoras confirieron a esta planta, ornamental en sus inicios, la consideracién e importancia de

cultivo oleaginoso (Robbelen ef al., 1989).

Posteriormente, se desarrolld la mejora mediante [a_obtencidn de hibridos,
aprovechando el fenémeno de la heterosis o vigor del hibrido de primera generacién. La
mejora mediante la heterosis dio sus primeros frutos en Canada a mediados del siglo pasado,
pero debido a que sobre el parental hembra sucedia tanto autopolinizacién como polinizacién
cruzada, los porcentajes de hibridacién eran menores del 50% (Robbelen et al., 1989). Este
problema se soluciond a principios de los afios 70 obteniéndose hibridos mediante la
introduccién en la linea parental hembra del caricter androsterilidad citoplésmica (CMS).
Este caracter es un sistema que se transfiere de una generacic’)n a otra por via materna, esta
relacionado con la produccién de una proteina mitocondrial alterada y las plantas que lo
poseen son incapaces de producir polen (Kohler et al, 1991). La linea macho utilizada para
obtener hibridos, ademds de producir polen, debe tener los genes restauradores de la
fertilidad, para que los hibridos de primera generacién obtenidos puedan producir polen de

manera normal y por tanto semillas.
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Sin embargo, dado que tanto la variabilidad genética natural del girasol como la

conseguida mediante la hibridacién son en ocasiones insuficientes para conseguir lineas con

unas caracteristicas determinadas, es necesario recurrir a otras técnicas, como la mutagénesis

o la ingenieria genética, con el fin de obtener variedades con una. serie de: caracteres

deseables demandados por la industria y por tanto con un elevado interés econémico. Para

mutagenizar semillas oleaginosas se pueden emplear dos tipos de procedimientos:

- Mutagénesis quimica; que consiste en sumergir las semillas en soluciones de mutagenos
quimicos que o bien reaccionan directamente con el DNA, caso de los agentes alquilantes
como el etilmetanosulfonato (EMS), o bien indirectamente por medio de la formacion de
un metabolito a partir de ellos que si tiene propiedades mutagénicas, caso de la azida
sddica que es efectiva solo en algunas especies vegetales (McCourt y Somerville, 1987).

- Mutagénesis fisica; que consiste en someter a las semillas a radiaciones ionizantes como
rayos-X o rayos-y para asi producir foturas en la doble cadena de DNA, algunas de las
cuales seran reparadas por los propios mecanismos celulares de reparacion que

introduciran modificaciones.

Fruto de la mutagénesis de plantas oleaginosas ha sido la obtencion de mutantes con
modificaciones en la composicién de dcidos grasos de su aceite. Utilizando EMS en soja
(Glycine max), se han obtenido mutantes con un menor contenidkoy en acido linolénico (18:3),
reduciendolo de un 7% a un 3% (Wilcox y Cavins, 1985). También se han obtenido mutantes
con alto contenido en acido estearico (18:0) en el aceite y buenas propiedades agrondémicas.
Asi se ha obtenido con azida sédica un mutante con un mayor contenido en 18:0,

incrementandolo de un 5% a un 30% (Graef et al., 1985). En colza (Brassica sp.), utilizando
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el agente EMS, se han obtenido mutantes alto oleico con hasta un 87% de acido oleico (18:1)
en su aceite (Auld ez al., 1992; Riicker y R6bbelen, 1995).

En girasol (Helianthus annuus 1.) son varios los mutantes obtenidos con
modificaciones en los lipidos de semilla. El primer mutante de girasol se obtuvo en Rusia
utilizando como agente mutagénico el dimetilsulfato, que originé la primera variedad alto
oleico (76%) (Soldatov, 1976). Posteriormente, se han obtenido varias lineas mutantes con
niveles superiores de acidos grasos saturados palmitico o este'ériqo~, (Osorio et al., 1995), asi
como mutantes con alto contenido de 4cido palmitico en fondo alto oleico (Ferndndez-
Martinez et al., 1997), obtenidos tanto por mutagénesis quimica como por mutagénesis fisica.

Este apartado sera ampliado mas adelante al hablar del aceite de girasol.

1.3. Caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas.
1.3.1. Morfologia del girasol.

El girasol cultivado es una planta dicotiledénea, anual y diploide (2n=34), que dentro
de la familia Compositae pertenece a la especie Helianthus annuus L. La planta es de porte
erecto, con altura variable entre 60-220 cm, sistema radicular bien desarrollado, tallo
cilindrico con amplia superficie foliar coronado por una inica inflorescencia o capitulo apical.
La inflorescencia tiene un didmetro de entre 15-30 cm dependiente de la variedad y de las
condiciones de cultivo (Figura 1). Dentro de la inflorescencia, adosadas al receptaculo
discoidal se encuentran las flores, que pueden ser liguladas y tubulares:

- Las flores liguladas (Fig. 1.Be) se sittian en el borde del capitulo y se disponen
radialmente en 1-2 filas. Tienen forma alargada y son de un color amarillo intenso. Tienen

estilos y estigmas vestigiales pero no tienen anteras, por lo que son estériles.
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Las flores tubulares (Fig. 1.Ba-d) son las flores propiamente dichas y son hermafroditas.
Se disponen en arcos espirales que parten desde el centro y estan separadas entre ellas por
la palea. El caliz se compone de dos sépalos muy reducidos que se caen con facilidad. La
corola tiene forma de tubo con cinco dientes y es de color amarillo. Tiene cinco estambres
con los filamentos libres y las anteras unidas entre si por una cuticula. El pistilo tiene dos
carpelos y el ovario es infero con un solo évulo. El estilo esta oculto en el interior del tubo

y el estigma esta bifurcado.

Figura 1. Inflorescencia. A. Seccidn longitudinal de un capitulo de girasol; B.
Flores liguladas (e) y tubulosas en diferentes estadios de desarrollo: antes de
abrirse (a); comienza a abrirse (emergencia de estambres) (b); abierta (c) y

después de fecundada (d) (Alba y Llanos, 1990).
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El fruto es un aquenio de 7-17 mm de largo compuesto por el pericarpio o cascara, que
es la envuelta externa dura y fibrosa, normalmente muy proxima al embrién excepto por las
aristas (Figura 2). El embridén estd rodeado por una fina cuticula denominada membrana
seminal que sirve de unién entre embridén y pericarpio. Los cotiledones son la principal
reserva de aceite de la semilla, y entre ambos se sitda la gémula, que esta formada por células

alargadas que durante la germinacion daran lugar a la radicula (Vranceanu, 1977).

Figura 2. Seccion longitudinal de un aquenio: 1. Pericarpio; 2. Gémula; 3.

Cotileddn; 4. Membrana seminal (Vrédnceanu, 1977).

1.3.2. Fisiologia del girasol.

La longitud del ciclo de vida del girasol depende principalmente de dos factores: la
variedad o cultivar, y las condiciones ambientales, como la temperatura, fotoperiodo y
humedad, presentes durante el desarrollo. En términos generales varia entre 120-150 dias para
las variedades cultivadas actualmente en Espafia. La floracion del capitulo comienza a las 10-
12 semanas después de la germinacion y suele durar en torno a 10-12 dias. Comienza con la
apertura de las primeras flores liguladas y sigue con la de las flores verdaderas desde los

anillos externos hacia los centrales, a razén de 2-5 anillos diarios. Durante la floracién, el 73-
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85% del carbono acumulado en las semillas deriva de los carbohidratos asimilados por
fotosintesis (Hall ef al., 1999). Las hojas mayores de la parte superior de la planta tienen la
mayor capacidad fotosintética, exportando el 80% de la materia seca incorporada dentro de
las semillas (McWilliam et al., 1974). Después de la fecundacion de las flores se inicia el
llenado de las semillas. En ese periodo hay un escaso aumento de la materia seca de la planta,
produciéndose una redistribucion de las sustancias asimiladas por la planta en beneficio de las
semillas y a expensas de los tallos y hojas. En este estado es cuando ocurre la sintesis y
acumulacién de materia grasa, y suele durar de 35 a 50 dias. Una vez finalizado >e1 llenado, 1a
semilla alcanza la madurez fisioldgica y comienza a perder agua. Una vez perdida el agua, se

considera el momento optimo para su recoleccion (Vranceanu, 1977; Alba y Llanos, 1990).

1.4. Acumulacién de productos de reserva durante Ia
embriogénesis.

Se ha estudiado en detalle la acumulacion de productos de reserva durante la
embriogénesis de semillas oleaginosas, y se ha comprobado que esta no ocurre de forma
gradual y constante durante la formacién de la semilla, sino que hay una etapa especifica de
acumulacién y que dicha temporalidad estd determinada por la presencia de ciertas
actividades enzimaticas implicadas en la ruta de biosintesis.

En semillas de colza (Brassica napus L.), se ha observado que la acumulacién de
productos de reserva durante los primeros 20 dias después de floracién (DDF) es escasa o
nula, y que el embrién crece por divisién celular. Entre los 20 y 50 DDF sucede la méaxima
tasa de acumulacién de aceite en semilla, y ademés, hay una acumulacién temporal de
almidén en la semilla que incrementa hasta los 33 DDF, para luego degradarse y casi no

detectarse al final del desarrollo de la semilla periodo en el que la division celular cesa y
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comienza la expansion de las células. Después de este periodo, entre los 55 y los 85 DDF se
sintetizan las proteinas de reserva (da Silva et al., 1997; Norton y Harris, 1975). En semillas
de soja, el aceite y la proteina son los principales productos que se almacenan durante el
desarrollo del embrién. El almidén también se acumula durante la etapa inicial del desarrollo,
pero a diferencia de lo que ocurre en colza, la degradacién del mismo es mas tardia y si se
detecta en semilla madura (Wilson et al., 1978).

En semillas de girasol se ha estudiado la acumulacién de productos de reserva durante
el desarrollo existiendo una clara temporalidad en el depdsito tanto de aceite como de
proteina, pero no existiendo acumulacién parcial ni final de almidén (Connor y Hall, 1997).
Aunque existen ciertas diferencias en cuanto a la duracién de la etapa de llenado de la semilla
entre los distintos autores, probablemente causadas por el uso de distintos cultivares y
distintas condiciones de cultivo, se puede afirmar que la acumulacion de aceite en semilla se
empieza a detectar a partir de los 12 DDF, y se alcanza la tasa mas elevada entre los 16 DDF
y los 24 DDF, momento en el que ¢l contenido de aceite en semilla pasa aproximadamente del
16% al 30% del peso seco de semilla. A partir de dicha edad y hasta los 35 DDF el
incremento, mas o menos pronunciado, siempre es muy inferior. La acumulacién de proteinas
de reserva es temporalmente paralela a la acumulacién del aceite, aunque durante todo el
llenado de la semilla el porcentaje de estas se mantienen siempre por debajo del porcentaje de
aceite, alcanzandose en semillas proximas a madurez (30 DDF) un porcentaje de proteinas de

mas del 25% del peso total de la semilla (Martinez-Force et al., 2000).

2. LIPIDOS. CLASIFICACION Y NOMENCLATURA.

Los lipidos constituyen un grupo quimicamente diverso cuya caracteristica comun y

definitoria es su insolubilidad en agua, y tienen un amplio abanico de funciones bioldgicas.
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En semillas oleaginosas las grasas y los aceites, lipidos formados por triacilglicéridos, son la
principal forma de almacenamiento energético junto con las proteinas. Otros lipidos como
fosfolipidos y esteroles constituyen la mitad de la masa de las membranas vegetales, teniendo
funciones estructurales. Otros, aun estando en cantidades relativamente pequefias, juegan un
papel crucial como cofactores enzimaticos, transportadores electrénicos, agentes

emulsionantes, hormonas y mensajeros intracelulares.

2.1. Acidos grasos.

Los 4cidos grasos son lipidos sencillos y posiblemente los més abundantes. Son écidos‘
organicos formados por una cadena hidrocarbonada, usualmente con un ndmero par de
atomos de carbono y un grupo carboxilo terminal. La longitud de la cadena varia entre 2 y 80
atomos de carbono, pero los mas habituales son los acidos grasos de 12 a 22 atomos de
carbono. Existen varias formas de nombrarlos; asi, todos tienen un nombre sistematico y uno
abreviado, e incluso algunos un nombre comin. El nombre sistemdtico sigue las reglas de la
TUPAC, mientras que el abreviado consiste en dos niimeros separados por dos puntos, donde
el primero indica el nimero de atomos de carbono y el segundo el nimero de dobles enlaces
presentes en la cadena hidrocarbonada. En esta nomenclatura también se puede indicar la
posicién en la que se encuentran los dobles enlaces mediante el uso de letras griegas que
indican su posicion respecto al extremo carboxilico o al extremo opuesto (A si se cuenta desde
el grupo carboxilo, y n u ® si se cuenta desde el grupo metilo terminal), y la configuracién cis
(¢) o trans (t) del doble enlace. Por ejemplo, el 4cido oleico es el cis-9-octadecenoico segin la
nomenclatura sistematica y el 18:1A9¢ segun la abreviada. No todos los 4cidos grasos que se
conocen en la naturaleza, que son cientos, tienen la misma importancia (Naudet, 1996). Segin

su importancia se clasifican en dcidos grasos mayoritarios que, aun siendo muy pocos,

-10-
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constituyen al menos el 95 % del total (4cido palmitico, estedrico, oleico, linoleico y

linolénico); dcidos grasos minoritarios que son los constituyentes secundarios (acido

palmitoleico, araquidico o behénico); y dcidos grasos inusuales que sélo se encuentran en

algunas especies vegetales como es el caso del ricinoleico o del erucico. En la Tabla 1 se

indican los principales acidos grasos del girasol, asi como su nomenclatura y punto de fusién.

Tabla 1. Principales 4cidos grasos del girasol, tanto de semilla como de tejidos

fotosintéticos), su nomenclatura y temperatura de fusion (Tf) (Gurr y Harwood,

1991).
Comiin Sistematico Abreviado Tt (°C)
Palmitico Hexadecanoico 16:0 60
Estearico Octadecanoico 18:0 69
Araquidico Eicosanoico 20:0 75
Behénico Docosanoico 22:0 80
Oleico cis-9-octadecenoico 18:1A9¢ 16
- trans-3-hexadecenoico 16:1A3t 53
Linoleico 9,12-octadecadienoico 18:2A9¢,12¢ -5

c-Linolénico  9,12,15-octadecatrienoico 18:3A9¢,12¢,15¢  -11

Segun el nimero de dobles enlaces los acidos grasos se clasifican en:

-Saturados: no tienen ningun doble enlace y son cadenas lineales. Su féormula
general es C,H,O; y se clasifican en cortos, medios, largos y muy largos segin la
longitud de su cadena.

-Insaturados: son aquellos que contienen dobles enlaces y pueden ser mono o
poliinsaturados, dependiendo de si tienen uno o més de ellos. Los dobles enlaces
estdn normalmente en configuracién cis y aparecen en un numero limitado de

posiciones en la cadena, siendo las mas usuales las A9, A12 y Al35.

-114
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Acido Acido Acido
estearico oleico elaidico

(18:0) (18:1A9¢) (18:1A9¢%)
P.=69°C P.=16°C P=44°C

Figura 3. Estructura de los acidos grasos: A) estearico (18:0), B) oleico (18:1A9¢)
y C) elaidico (18:1A9).

Los dobles enlaces con isomeria cis (Figura 3.B), introducen “codos” en las cadenas
* hidrocarbonadas afectando con ello todas sus propiedades fisicas, como por ejemplo el punto
de fusién. No sucede lo mismo con los dobles enlaces en configuracién trans (Figura 3.C),
que no introducen mas que un pequefio angulo en la cadena lo que supone un cambio menor
en las propiedades fisico-quimicas del compuesto y su comportamiento es mas parecido al de
los 4cidos grasos saturados (Figura 3.A). El angulo que introduce el doble enlace cis en la
molécula del acido oleico, hace que su punto de fusion baje desde 69 °C del acido estedrico
hasta 16 °C. En cambio, el doble enlace trans no distorsiona tanto la molécula por lo que el

punto de fusién sélo baja a 44 °C.

S12-
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2.2. Lipidos complejos de plantas.

Los lipidos complejos son ésteres del glicerol o glicerolipidos y se agrupan
normalmente en lipidos neutros y fosfolipidos. Los acilgliceroles (lipidos neutros) estan
formados por 4cidos grasos esterificados a una molécula de glicerol, y dependiendo del
numero de 4acidos grasos que se unan a la molécula se denominaﬁ monoacilglicéridos (MAG),
diacilglicéridos (DAG) o triacilglicéridos (TAG). Los TAG son los més abundantes y
principales constituyentes de los aceites, mientras que los MAG y DAG son los

intermediarios metabdlicos de los TAG (Figura 4).

c‘:H2 OCO-R ?H20CO-R1 CH,0CO-R, CH,0CO-R,
CHOH RZCOO?H OHCH R,COOCH
CH,OH CH,OH CH,0CO-R, CH,0CO-R,
1-MAG 12-DAG 13-DAG TAG

Figura 4. Estructura de acilglicéridos. MAG: monoacilglicérido, DAG:

diacilglicérido, TAG: triacilglicérido. (R,) molécula de 4cido graso.

Los fosfoglicéridos o fosfolipidos son lipidos polares formados por una molécula de
glicerol con dos 4cidos grasos esterificados en las posiciones sn-/ 'y sn-2 y un grupo fosfato
en la posicion sn-3 del glicerol Segln cual sea el sustituyente del grupo fosfato asi se
clasifican los distintos fosfolipides. En la Tabla 2 se recogen los principales fosfolipidos,
jun‘éo con su sustituyente, carga eléctrica y abundancia de cada uno de ellos.

Las principales funciones de los lipidos son:

-Reserva de energia: en los oleosotas, gotas de aceite citopldsmicas, se

213 -
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acumulan los lipidos neutros para que las semillas puedan obtener energia con su
degradacién.

-Estructurales: los lipidos polares o fosfolipidos son los constituyentes
fundamentales de las membranas celulares.

-Metabdlicas: hormonas, esteroides que regulan mensajes entre tejidos,
prostanoides que son potentes efectores bioldgicos, fosfoinositoles en la sefializacién

celular, etc.

Tabla 2. Principales fosfolipidos, naturaleza de sus sustituyentes, éarga eléctrica y

la abundancia y funcién de cada uno de ellos.

Sustituyente Fosfolipido Carga Abundancia/Funcion

Intermediario metabdlico
Trazas
Intermediario metabdlico

H Acido fosfatidico -1

FEtanolamina Fostatidiletanolamina 0 Cantidades apreciables

Colina Fosfatidilcolina 0 Grandes cantidades

Serina Fosfatidilserina -1 Minoritario

Glicerol Fosfatidilglicerol -1 ?bun.da?t‘e en tejidos
otosinteticos

Inositol Fosfatidilinositol -1 Minoritario

3. SINTESIS DE ACEITE EN SEMILLAS.

3.1. Fuentes de carbono para el metabolismo de las semillas.

Las fuentes de carbono necesarias para el metabolismo de las semillas son
suministradas por la fotosintesis que se realiza en las hojas y en las inflorescencias de las
plantas. La contribucion relativa de estos tejidos depende tanto de la especie como del estado

de desarrollo de la semilla. La contribucién fotosintética de las inflorescencias varia entre el

.14 -
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10 y el 75% en cereales (Crookston et al., 1974) y entre el 0 y el 20% en leguminosas (Flinn
et al., 19'77). En embriones de guisante (Pisum sativum L.), la contribucién relativa varia
durante el desarrollo, de tal forma que la fotosintesis realizada en las inflorescencias
suministra mas fotosintatos a las semillas en los estados intermedios de desarrollo que en los
estados iniciales o finales (Flinn et al., 1977). En colza (Brassica napus L.), las semillas en
desarrollo se encuentran dentro de una capsula o silicua de color verde, y se cree que la
asimilacién fotosintética de carbono que se produce por la silicua es suficiente para soportar
la mayor parte de demanda de carbono requeridas por la semilla durante el desarrollo. (Allen

et al., 1971; Pechan y Morgan, 1985; Keiller y Morgan , 1988).

3.2. Flujos de carbono desde los tejidos fotosintéticos a las

semillas.

En la mayoria de las plantas, el principal soluto transportado entre los tejidos
fotosintéticos y las semillas es la sacarosa (ap Rees, 1988), aunque en algunas ocasiones otros
carbohidratos simples e incluso aminodcidos pueden ejercer de medio de transporte del
carbono (Rijven y Gifford, 1983; Schussler et al., 1984). El carbono asimilado por
fotosintesis en los tejidos fuente puede ser convertido en almidén, permanecer en el
cloroplasto y estar disponible para su re-movilizacion durante la noche, o puede exportarse al
citosol en forma de triosas fosfato. Una vez en el citosol, las triosas fosfato se convierten en
sacarosa que se transporta por el floema de la planta hasta los tejidos sumidero. La cantidad
de sacarosa destinada a las semillas depende de multiples factores entre los que se encuentran
la tasa neta de fotosintesis, la capacidad para sintetizar sacarosa y la capacidad de descargar
sacarosa en el floema. La descarga de sacarosa desde el floema a las semillas requiere que en

primer lugar la sacarosa pase simplasticamente desde los elementos de criba o tamizado del
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floema a las células de la cubierta de la semilla a través del plasmodesmata (Patrick y Offler,
1995; Stitt, 1996) y de ahi al espacio apoplastico que rodea al embrién (Wang et al., 1995).
Alkio y Grimm (2002), estudiaron en girasol el transporte de fotoasimilados desde las
hojas hasta el capitulo durante el llenado de la semillas, después de aplicaciones foliares de
pulsos de ¥1400,. Determinaron que 2/3 del total de las hojas, aquellas situadas en la parte
superior del tallo, exportaban fotoasimilados al capitulo, y que lo hacian de forma sectorial, es
decir, cada hoja suministraba fotoasimilados a un sector en forma de cufia que correspondia a
2/8-3/8 de la superficie total del capitulo. Demostraron que durante el llenado de las semillas,
la méaxima importacién de fotoasimilados sucedia en los arcos intermedios del capitulo
mientras que la minima ocurria en los arcos centrales del capitulo y establecieron que la
sacarosa era el Uinico azucar transportado a través del floema. Por otro lado, Goffner ef al.,
(1988) suministrando '“CO, a hojas de plantas de girasol en desarrollo, estudiaron la
radioactividad translocada a los fotoasimilados de la semilla y encontraron que a las 8 horas
después del suministro de CO, la mayor parte de la radioactividad aparecia en forma de
azucares solubles. Pasadas 48 h el 60% de los fotoasimilados se habian metabolizado, siendo
los compuestos lipidicos el principal destino de la radioactividad, aunque también se

detectaba radiactividad en la fraccidn proteica y en la fraccidon de carbohidratos insolubles.

3.3. Capacidades enzimaticas de los plastidios.

Una vez dentro del embridn, el principal destino de la sacarosa es el suministro del
carbono necesario para la biosintesis de productos de reserva, como proteinas, almidén y
aceite, asi como para la produccién de ATP y poder reductor necesarios para llevar a cabo
estos procesos (ap Rees, 1995). Inicialmente, la sacarosa una vez dentro del citosol puede

convertirse tanto en uridina difosfato-glucosa (UDP-glucosa) o adenosina difosfato-glucosa
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(ADP-glucosa) y fructosa por la accién de la sacarosa sintetasa, o puede convertirse en
glucosa y fructosa por la accion de la invertasa (ap Rees, 1995). La UDP-glucosa se convierte
en glucosa-1-fosfato (Gle-1-P) y uridina trifosfato (UTP) por la accién de la UDP-glucosa
pirofosforilasa (Stitt y Steup, 1985). En algunas especies vegetales como el maiz o la cebada,
la Gle-1-P puede convertirse en. ADP-glucosa por la isoforma citosdlica de la ADP-glucosa
pirofosforilasa (Thorbjornsen et al., 1996; Denyer et al., 1996). Las hexoSas, hexosas fosfato
o ADP-glucosa producidas en el citosol pueden ser importada‘s" directamente al plastidio o
servir de sustrato para la ruta glucolitica en el citosol y ser transformadas en intermediarios
glicoliticos como piruvato, malato o acetato. Uno o mds de estos métabolitos pueden ser
importados al interior del plastidio donde seran utilizados como suministradores de carbono
para la sintesis de almiddn y/o 4cidos grasos (Figura 5).

Desde nuestros conocimientos actuales, la glucolisis, gluconeogénesis y la ruta
oxidativa de las pentosas fosfato (OPPP) pueden estar implicadas en el suministro de fuentes
de carbono, ATP y poder reductor necesarios para la sintesis de almidén y éacidos grasos.
Ademaés, varias enzimas como la Acetyl-CoA sintetasa (ACC), el complejo de la piruvato
deshidrogenasa (PDH) y la enzima malica pueden suministrar también acetil-CoA vy

cofactores para la sintesis de acidos grasos (Figura 5).
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Sacarosa Glucosa
Sacarosa \ > Gic Almidén Coz
e (1) l (2) /‘
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I I (3) Pentosas-5-P
Fru > Fru-6-P Fru-6- P
| T
(4) Fru-16p, Fru-1,6-P, Plasud'o

Citosol

GAP <—— DHAP «@» DHAP <—— GAP
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Glicerol-3-P co! PDHNADH
Malato —'——> Malato
Elongasas/ODS

(6)

Acil-CoAs «———@) FAS«— 4——J
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(5)

Figura 5. Esquema del metabolismo del carbono en embriones en desarrollo

durante la acumulacidén de aceite. (1) Degradacién de sacarosa hasta hexosa y

hexosa fosfato; (2) Sintesis de almidén; (3) Ruta oxidativa de las pentosas fosfato;

(4) Glucolisis; (5) Sintesis de acidos grasos. EM: enzima malica, PDH: complejo

de la piruvato deshidrogenada, FAS: sintetasa de acidos grasos; (6) Sintesis de

triacilglicéridos y formacién de oleosomas.
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3.3.1. Glucolisis y piruvato deshidrogenada.

En la glucolisis se degrada una molécula de glucosa en una serie de reacciones
catalizadas enzimaticamente y se originan dos moléculas de piruvato, conservandose parte de
la energia libre cedida por la glucosa en moléculas de ATP. El piruvato originado puede ser
metabolizado por la PDH liberando CO, y poder reductor en forma de NADH, y generando
acetil-CoA, el sillar bésico para la sintesis de 4cidos grasos. Tanto en cloroplastos como en
plastidios no-fotosintéticos, el metabolismo de las hexosas o hexosas fosfato hacia el acetil-
CoA ocurre a través de la glucolisis y PDH, siendo la glucosa,’ﬁx'uctosa y Glc-1-P los puntos
de inicio para la glucolisis en plantas. Se acepta que aparte de la fosfoglicerato mutasa, los
cloroplastos poseen todas las enzimas de la ruta glicoliticas asi como de la PDH (Dennis y
Miernyk, 1982). Gracias a determinaciones enzimaticas se sabe que la fosfoglicerato mutasa
esta ausente en cloroplasto de guisantes (Stitt y ap Rees, 1979), mientras que los cloroplastos
de hojas de espinaca parecen tener una ruta glucolitica y una PDH completas (Yamada y
Nakamura, 1975). Se ha demostrado también que la PDH se encuentra en cloroplastos de
hojas de guisante, espinaca y cebada (Williams y Randall, 1979; Liedvogel, 1986; Hoppe et
al., 1993).

Una ruta glucolitica parcial o completa se ha encontrado en plastidios no fotosintéticos
de varios tejidos. Asi, por ejemplo se ha demostrado la existencia de una ruta glucolitica
completa en plastidios aislados de endospermo de ricino, brotes de coliflor, embriones de
guisante, y amiloplastos aislados de endospermo de trigo (Simcox et al., 1977, Journet y
Douce, 1985; Denyer y Smith, 1988; Foster y Smith, 1993; Entwistle y ap Rees, 1988). En
contraste, amiloplastos aislados de cultivo de células de sicomoro y plastidios de raices de
guisante tiene una ruta glucolitica incompleta, ya que la actividad fosfoglicerato mutasa

medida en plastidios aislados no excedié de la esperada por contaminaciones citosélicas
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(Frehner er al., 1990; Trimming y Emes, 1993). Por tanto las capacidades de la ruta
glucolitica pueden estar reducidas o incluso incompletas en los tramos finales en algunas
especies vegetales.

Al igual que en cloroplastos, plastidios no-fotosintéticos de varios tejidos vegetales
poseen una PDH completa. Reid et al. (1975) aislaron plastidios procedentes de endospermo
de semillas de ricino en desarrollo, ausentes de cualquier contaminacién mitocondrial y
demostraron la presencia de actividad PDH. Esta enzima estd también presente en plastidios
de embriones de guisante en desarrollo (Denyer y Smith, 1988). Sin embargo, esta actividad
no se detect6 en plastidios de semillas de ricino en germinacién (Rapp y Randall, 1980).

Sin ninguna duda, la presencia de las enzimas glucoliticas y del complejo de la
piruvato deshidrogenasa en los plastidios es un factor clave para determinar si los
intermediarios glicoliticos y el piruvato pueden utilizarse como substratos para la sintesis de

acidos grasos en cloroplasto y en plastidios no fotosintéticos.

3.3.2. Gluconeogénesis.

En los plastidios, las enzimas de la ruta gluconeogénica son las responsables de
sintetizar ADP-glucosa, el sustrato inmediato para la sintesis de almidén. En cloroplastos, las
triosas fosfato generadas a partir de la fotosintesis actian como substrato para la sintesis de
ADP-glucosa. Sin embargo, en plastidios no fotosintéticos, la sintesis de almidon es
dependiente del carbono importado desde el citosol. Sin embargo; las rutas implicadas en la
conversion de triosas fosfato en hexosas fosfato estdn incompletas en algunos tejidos
vegetales, por lo que en estos plastidios las triosas fosfato importadas no pueden ser substrato
para la sintesis de almidén. Esto sugiere que las hexosas o las hexosas fosfato son
probablemente las fuentes de carbono para la sintesis de almidén en plastidios de ciertos

tejidos no fotosintéticos (Entwistle y ap Rees, 1988).
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3.3.3. Ruta oxidativa de las pentosas fosfato.

La ruta oxidativa de las pentosas fosfato (OPPP) es la encargada de producir ribosa-5-
fosfato y poder reductor en forma de NADPH en la fase oxidativa de la ruta, y reciclar las
pentosas fosfato de nuevo en hexosas fosfato mediante una fase no oxidativa, para que
continue la fase oxidativa y por tanto la producciéon de NADPH. Ademas, la ruta oxidativa de
las pentosas fosfato estd también implicada en el metabolismo de lkas'hexos'as fosfato y triosas
fosfato (Figura 5). Las enzimas de esta ruta no se han estudiador tanto como las de las rutas
anteriores, sin embargo, esta claro que al menos algunas de las enzimas de esta ruta estan
presentes como isoformas tanto en el citosol como en el plastidio de tejidos fotosintéticos y
no fotosintéticos.

Esta descrito el papel que juega la OPPP como suministrador de NADPH para el
metabolismo del nitrégeno (Bowsher er al., 1992; Foster y Smith, 1993). En leucoplastos
obtenidos de endospermo de ricino, Smith et al. (1992) apuntaban que la enzima malica
podria ser la responsable del suministro de poder reductor para la sintesis de acidos grasos.
Recientemente se han presentado evidencias directas que conectan la OPPP con la sintesis de
acidos grasos en plastidios de colza (Schwender e al., 2003 y Hutching ef al., 2004).

Asi pues, la sintesis de acidos grasos en plastidios de plantas, requiere del suministro
de poder reductor, el cual en plastidios de tejidos no fotosintéticos podria ser suministrado por
la ruta oxidativa de las pentosas fosfato y/o la glucolisis y el complejo de la piruvato

deshidrogenasa.
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3.4. Fuentes de carbono para la sintesis de acidos grasos y almidén

en plastidios.

La sintesis de novo de acidos grasos en semillas de plantas ocurre en el interior de los
plastidios. El primer paso comprometido de la sintesis de dcidos grasos es la formacién de
malonil-CoA a partir de acetil-CoA y bicarbonato, paso catalizado en el interior del plastidio
por la acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Harwood, 1988). Teniendo en cuenta que la molécula
de acetil-CoA no puede cruzar la membrana plastidial, esta debe ser generada dentro del
propio plastidio a partir de intermediarios de la glucélisis. Estos intermediarios pueden ser
sintetizados en el interior del propio plastidio o ser importados activamente desde ¢l citosol.

La capacidad de los plastidios por utilizar substratos exdgenos capaces de mantener
sus rutas biosintéticas y catabdlicas depende de la actividad de las propias enzimas
plastidiales, y en mayor medida, de la presencia de transportadores especificos situados en la
envuelta del plastidio. En la actualidad se dispone de un vasto conocimiento sobre la
naturaleza de los precursores usados para la sintesis de dcidos grasos por los plastidios
aislados de diferentes especies vegetales. Entre estos substratos estén la glucosa-6-fosfato
(Glc-6-P), dihidroxiacetonafosfato (DHAP), fosfoenolpiruvato (PEP), piruvato, malato y
acetato, y su tasa relativa de utilizacién depende de la especie vegetal, del drgano o tejido
estudiado y de su estado de desarrollo. Asi, por egjemplo, la Glc-6-P y el piruvato son los
principales substratos para la sintesis de acidos grasos en plastidi%s aislados de semillas de
colza (Brassica napus L.) en desarrollo, para los estadios iniciales-intermedios y para los
estadios finales, respectivamente. (Eastmond y Rawsthorne, 2000). En cambio, plastidios
aislados de endospermo de ricino (Riccinus communis L.) en desarrollo soportan sus mayores
tasas de sintesis de acidos grasos cuando se les suministra malato y piruvato (Smith et al,

s

1992).
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En tejidos no-fotosintéticos, las fuentes potenciales de carbono para la sintesis de
almidén que se importan desde el citosol al interior del plastidio incluyen hexosas, hexosas
fosfato, triosas fosfato y ADP-glucosa, y el substrato preferido por los plastidios suele variar
entre las especies estudiadas. Se ha determinado que la Glc-6-P sirve como principal
suministrador de carbono para la sintesis de almidén en plastidios aislados de embriones de
guisante (Pisum sativum L) y de embriones de colza (Brassica napus Ly (Hill y Smtih, 1991;
Kang y Rawsthorne, 1994). También puede ser metabolizada a traveés de la ruta oxidativa de
las pentosas fosfato (OPPP) en plastidios aislados de embriones de colza en desarrollo (Kang

y Rawsthorne, 1996; Eastmond y Rawsthorne, 2000; Hutching ef al., 2004).

3.5. Ruta de sintesis de acidos grasos.
3.5.1 Sintesis intraplastidial.

La sintesis de novo de acidos grasos en plantas y las reacciones que para ello se llevan
a cabo dentro del plastidio, estan muy bien caracterizadas (Roughan y Slack, 1982; Harwood,
1988; Slabas y Fawcett, 1992; Murphy et al., 1993; Ohlrogge y Browse, 1995). El primer
paso implicado en la sintesis de acidos grasos es la conversion ATP-dependiente de acetil-
CoA y bicarbonato en malonil-CoA por la accién de la acetil-CoA carboxilasa (ACC).

Esta enzima existe en plantas en dos isoformas distintas (Sasaki ez al., 1995). La forma
procariota de la ACC es un complejo de multiples subunidades que estd localizado en el
plastidio de dicotiledoneas y monocotiledoneas no Gramineae (Sasaki ef a/., 1993). La forma
eucariota de la ACC es una enzima multifuncional que esta presente en el citosol, y también
en el plastidio de Gramineae (Slabas y Hellyer, 1985; Egli ef al., 1993) y posiblemente de

otras plantas superiores (Roesler er al., 1997).
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El otro complejo enzimatico responsable de la sintesis de novo de 4cidos grasos es la
acido graso sintasa (FAS). Las plantas contienen una FAS de tipo II que consisten en cinco
polipéptidos disociables que actan in vivo como un complejo, estando el substrato unido a
una proteina transportadora de grupos acilos (ACP). Las cinco enzimas son la acetil-CoA-
ACP transacilasa, la 3-acetoacil-ACP sintasa, la 3-cetoacil-ACP reductasa, la 3-hidroxiacil-
ACP deshidratasa y la enoil-ACP reductasa. El complejo cataliza la adicién secuencial de dos
atomos de carbono, derivados del malonil-CoA, sobre una cadena de acilos formada
inicialmente a partir del acetil-CoA (Figura 6). La cadena de acilos en crecimiento es
trasladada entre los distintos enzimas que componen el proceso ciclico de la sintesis de novo
de 4cidos grasos por la molécula de ACP a la cual permanece umida. La reaccion de
condensacién inicial de la FAS esta catalizada por la B-cetoacil-ACP sintasa IH (KAS III),
que forma butiril-ACP (4:0-ACP).

A continuacién, la enzima KAS T toma el relevo encargandose de catalizar las
reacciones de condensacién ciclica hasta originar el palmitil-ACP (16:0-ACP). Una nueva
enzima del complejo, KAS 11, se encarga entonces de condensar la molécula de palmitil-ACP
y malonil-ACP para formar estearil-ACP (18:0-ACP). Este a su vez es sustrato del enzima
estearil-ACP desaturasa (SAD, EC 1.12.99.6) que introduce un doble enlace.en la cadena
carbonada entre Cy y Cyo originando el oleil-ACP (18:1-ACP). Estos productos son
interceptados en la ruta principal y transferidos fuera del plastidio gracias a la accién de las
enzimas acil-ACP tioesterasas (TE, EC 3.1.2.14), que hidrolizan el enlace entre el grupo acilo
y la molécula de ACP. Una vez fuera, los acilos generados se incorporardn al pool de acil-
CoAs, gracias a la enzima acil-CoA sintetasa (Roughan y Slack, 1982).

En plantas superiores se han identificado dos tipos de acil-ACPs tioesterasas: FatA y

FatB (Jones et al, 1995). Los genes FatA codifican para tioesterasas de 4cidos grasos de
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Figura 6. Esquema general de la biosintesis de acidos grasos en semillas
oleaginosas. ACC, acetil-CoA carboxilasa; FAS 1, II, III, complejo 4cido graso
sintasa I, II, III; SAD, estearato desaturasa; ODS, oleato desaturasa; LDS,

linoleato desaturasa.
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cadena larga, con una alta especificidad por el 18:1-ACP, y una afinidad reducida por el 16:0-
ACP y el 18:0-ACP. Los genes FatB, codifican para tioesterasas con una afinidad mayor por
los acil-ACPs saturados. En semillas de girasol en desarrollo, Martinez-Force et al. (2000)
indicaron la presencia de al menos dos enzimas tioesterasas con propiedades diferentes: una
tioesterasa tipo FatA, con alta afinidad por 18:1-ACP, y una tioesterasa tipo FatB, con
preferencia por 4acidos grasos saturados de cadena larga. También demostraron que la
actividad acil-ACP tioesterasa variaba cualitativa y cuantitativamente durante el periodo de
sintesis activa de lipidos (15-30 DDF). Asi, mientras que el substfato preferido era siempre el
18:1-ACP, la afinidad por 16:0-ACP decrecia mientras que la afinidad por 18:0-ACP
incrementaba durante el desarrollo.

Aunque estas enzimas tienen una influencia clara sobre la composicién acidica final de
los aceites de semilla, el resultado final de la sintesis de novo de acidos grasos deriva, tal
como propuso Davies (1993), de la interaccién de estas tioesterasas con enzimas claves de la
ruta principal de sintesis como son la KAS I y la SAD (Martinez-Force et al., 2000; Cantisan

et al., 2000).

3.5.2. Modificaciones extraplastidiales.

a) Biosintesis de acido linoléico

El 4cido linoléico (18:2A9¢, 12¢) es uno de los acidos grasos mayoritarios en los
aceites vegetales que tiene ademas una gran importancia desde el punto de vista nutricional ya
que es un acido grasos esencial para la dieta humana. La sintesis de acido linoleico ocurre
fuera del plastidio por la desaturacidn del acido oleico (18:1A9c) introduciendo un segundo
doble enlace en configuracion cis entre los carbonos 12 y 13 por la accién de la enzima oleil-

fosfatidilcolina desaturasa (OLD) localizada en la fraccién microsomal de la célula. Este
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enzima no utiliza como substrato la molécula de oleil-CoA, sino que el oleico es transferido a
la posicién sn-2 de la fosfatidilcolina (PC) por la accion de la 18:1-CoA lisofosfatidilcolina
aciltransferasa originando sn-2-oleil-PC. Una vez producida la desaturacién del oleico
esterificado a la posiciéon sn-2 de la PC, el linoleato formado, mediante un mecanismo de
intercambio de acilos, pasa al conjunto de acil-CoAs de la célula para ser a continuacion
utilizado de forma selectiva en la acilacién del glicerol-3-fosfato y continuar en la ruta
biosintética de los TAG. El intercambio de acilos entre acil-CoA y PC juega un papel
determinante en la regulacion de la cantidad de 4cidos grasos insafurados para la sintesis del
aceite (Stobart et al., 1983).

Dada su importancia, el mecanismo de sintesis y regulacién ha sido ampliamente
estudiado (Harwood, 1988; Garcés y Mancha, 1991; Gareés ef al., 1992; Hongtrakul er al.,
1998; Martinez-Rivas et al., 2000). Las condiciones ambientales durante el desarrollo del
embrién, principalmente la temperatura de crecimiento, modifican las proporciones relativas
de 4cido oleico (18:1) y linoleico (18:2), de tal forma que un descenso de la temperatura
provoca un incremento en el contenido de 18:2 en el aceite. Son varios los mecanismos
propuestos para explicar como la temperatura regula la actividad ODS. Garcia-Diaz ef al.
(2002) propusieron dos mecanismos para explicar la regulacién por temperatura de la
actividad ODS en semillas de girasol en desarrollo: (i) un efecto directo relacionado con la
baja estabilidad térmica de la enzima, de tal forma que las altas temperaturés inactivarian a la
enzima disminuyéndose asi la sintesis de 18:2; y (ii) un efecto indirecto por el cual la
temperatura determina la disponibilidad de oxigeno dentro del aquenio, el cual a su vez es
substrato de la reaccion. Una mayor temperatura disminuiria la concentracion de oxigeno

disponible para la ODS, incrementindose el contenido de 18:1 en el aceite.
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En girasol se han caracterizado tres genes de la ODS: FAD2-1, FAD2-2 y FAD2-3
(Martinez-Rivas et al., 1998). El gen FAD2-1 se expresa a altos niveles exclusivamente en las
semillas en desarrollo, mientras que los genes FAD2-2 y FAD2-3 lo hacen ampliamente en
todos los tejidos estudiados. Estudios recientes han revelado que la baja estabilidad térmica de
la isoforma FAD2-1 (Sanchez-Garcia et al., 2004) junto con la represion del gen FAD2-1 a
alta temperatura son los principales factores que controlan el efecto directo de la temperatura

sobre la actividad ODS en semillas de girasol en desarrollo.

b) Elongaciones extraplastidiales.

Se consideran 4cidos grasos de cadena muy larga (AGML) aquellos que tienen 20
atomos de carbono (Cyp) o mas. Normalmente se encuentran formando parte de superficies
protectoras de plantas como ceras y cutinas, aunque hay algunas semillas oleaginosas que
acumulan grandes cantidades de AGML, generalmente de menos de Cy4 tanto saturados como
insaturados, estos ultimos de una insaturaciéon. Entre las especies que acumulan AGML
saturados destacan Nephelium lappaceum y Scheleichera trifuga que acumulan un 35% y
30% de acido araquidico (20:0), respectivamente. En cuanto a los AGML monoinsaturados
destapan las semillas de colza (Brassica napus) que acumulan acido erticico (22:1A13c¢) hasta
en un 49% del total de su aceite o 1a semilla de mostaza (Brassica alba) que acumula hasta un
43%.

Las enzimas responsables de la sintesis de AGML son las elongasas, enzimas
presentes en la fraccidn microsomal que llevan a cabo la elongacion de los acidos grasos a
partir de acil-CoA y malonil-CoA (Harwood, 1996). Aunque la mayor parte de los AGML se
sintetizan fuera del plastidio, Domergue y Post-Beittenmiller (2000) definieron la existencia
en epidermis de puerro (Allium porrum L.) de una inusual actividad KAS II capaz de aceptar

18:0-ACP y 20:0-ACP como substrato para sintetizar 20:0-ACP y 22:0-ACP.
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c) Biosintesis de glicerolipidos v de fosfolipidos.

La formacién de las moléculas de triacilgliceroles (TAG) se lleva a cabo por la ruta de
Kennedy (Murphy ef al., 1993; Ohlrogge y Browse, 1995). Esta ruta es llevada a cabo por una
serie de enzimas unidas a membranas situadas en el reticulo endoplasmico e implica tres
pasos consecutivos de acilacién (Figura 7). En el primer paso, la molécula de acilo del
correspondiente acil-CoA es esterificada a la posicién sn-1 '_der"y'l“a molécula de glicerol-3-
fosfato por la accién de la glicerol-3-fosfato acil transferasa (GPAT) y se forma &cido
lisofosfatidico. La enzima acido lisofosfatidico aciltransferasa (LPAAT) cataliza entonces la
unién de otro grupo acilo esta vez a la posicién sn-2 del glicerol para generar el acido
fosfatidico. Este se transforma en diacilglicerol y fosfato inorganico por la accién de la
fosfatidato fosfatasa. Finalmente, se une la ultima molécula de acilo a la posicién sr-3 del
diacilglicerol gracias a la accidn de la diacilglicerol aciltransferasa. Los TAG asi formados se
almacenan en los denominados oleosomas, que cuando maduran se rodean por una monocapa
de fosfolipidos en la cual se ensamblan pequefias proteinas hidrofébicas denominadas
oleosinas. Estas oleosinas llegan a constituir hasta el 20% del contenido total de proteina

dentro de la semilla de girasol (Tzen y Huang ,1992)
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Figura 7. Formacién de triacilglicéridos a través de la ruta del glicerol-3-P o ruta
de Kennedy, y su relacién con la PC. GPAT; glicerol-3-fosfato acil transferasa,

LPAAT, acido lisofosfatidico aciltransferasa.

4. REGULACION DE LA SINTESIS DE LiPIDOS.

En la actualidad no estd claro dénde se encuentran los puntos claves que controlan la
sintesis de 4dcidos grasos, ni en tejidos fotosintéticos ni en no fotosintéticos. A lo largo de los
tltimos 20 afios han sido miltiples los estudios encaminados a responder o al menos aclarar

este punto, muchos de ellos interesantes pero ninguno definitivo.
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4.1. Regulacion intraplastidial.

Son varias las evidencias que sugieren que la ACC puede representar un sitio clave
para la regulacién de la sintesis de acidos grasos, ya que se trata de la primera enzima de la
ruta. La evidencia mas convincente para esto descansa en tejidos fotosintéticos. La tasa de
sintesis de 4cidos grasos en hojas se reduce drasticamente en oscuridad. Post-Beittenmiller es
al. (1991,1992) observaron que durante la transicién luz/oscuridad el nivel de acetil-ACP
disminuye. Asumiendo que el acetil-ACP estd en equilibrio con el acetil-CoA, este
descubrimiento implicaba que la actividad ACC estaba regulada y que a su vez limitaba la
tasa de sintesis en la oscuridad. Shintani y Ohlrogge (1994) también mostraron que los niveles
de acetil-ACP caen en respuesta a altas concentraciones de acidos grasos libres, lo que sugiere
que la ACC debe estar también regulada via un mecanismo de inhibicién por retrocontrol.
Page et al. (1994) utilizaron inhibidores de la ACC para determinar el coeficiente de control
de flujo de esta enzima sobre la sintesis de acidos grasos en hojas iluminadas de maiz y
cebada. Se determino en estos tejidos un coeficiente de control de flujo de aproximadamente
0,5, lo que sugeria que la ACC era importante en la regulacion de la sintesis de 4cidos grasos.

En tejidos no fotosintéticos se ha medido la actividad ACC y se ha visto que es igual o
inferior a la requerida para sustentar la tasa de biosintesis de lipidos (Simcox er al., 1979;
Turnham y Northcoat, 1983; Charles ef af., 1986; Bettey y Smith, 1990). Se ha comuniéado
también que la acumulacién de lipidos de reserva durante el desarrollo de las semillas
coincide aproximadamente con el incremento de la actividad ACC (Simcox et al., 1979;
Turnham y Northcoat, 1983; Charles et al., 1986). Observaciones como esta han hecho que se
considere a la ACC como un factor limitante en la biosintesis de acidos grasos en semillas
oleaginosas (Harwood, 1988). Sin embargo, Kang ef a/. (1994) mostraron que la actividad

ACC no se correlaciona positivamente con la tasa de sintesis de lipidos durante el desarrollo
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de semillas de colza. Roesler et al. (1997) sobreexpresaron la forma eucariota de la ACC en
embriones de soja en desarrollo usando una secuencia diana plastidial. El incremento
resultante en la actividad ACC dentro del plastidio solo provoco un ligero incremento (5%) en
la acumulacién de lipidos de reserva en la semilla, por lo que concluyeron que la ACC debia
ejercer algun control sobre la tasa de sintesis de aceite pero que otras enzimas de la ruta
debian también jugar un papel significativo en esta regulacidn: Por su parte, Klaus y Dérmann
(2003) observaron que la expresiéon de la ACC en amiloplastos de tubérculos de patata
conducia a un fuerte incremento de la sintesis de acidos grasos y a un incremento de hasta 5
veces en el contenido de TAG, demostrando que los tubérculos de patata tienen la capacidad
de sintetizar lipidos de reserva y que el malonil-CoA representa un factor también limitante en

la acumulacion de aceite.

4.2. Regulacién extraplastidial.

Se han descrito otros mecanismos capaces de regular la sintesis de novo de acidos
grasos mediante el retrocontrol que ejercen los productos finales de la ruta sobre la entrada de
nuevas fuentes de carbono al interior del plastidio. La Glc-6-P es uno de los principales
suministradores de carbono para la sintesis de novo de acidos grasos en plastidios aislados de
semillas de colza en desarrollo. Johnson et al. (2000) observaron que la tasa de sintesis de
acidos grasos a partir de la Glc-6-P se reducia de 3-4 veces en presencia de CoA y ATP,
substratos necesarios para la sintesis de acil-CoAs, y que esta inhibicién se veia aliviada por
la adicién de la proteina de unién de acil-CoAs (ACBP), la cual se une 1:1 con las moléculas
de acil-CoAs. Por su parte Fox er al. (2000) demostraron que las moléculas de acil-CoA
gjercian una inhibicion sobre el transporte de Glc-6-P al interior del plastidio. La adicién de

acil-CoAs con longitud de cadena menor de C;, no inhibia la entrada de Glc-6-P. Sin embargo
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lauril-CoA (Cy;) causaba una inhibicién del 34%, miristil-CoA (Ci40) provocaba una
inhibicién del 62%, y acil-CoAs de longitud de cadena mayor, por ejemplo el palmitoil-CoA
(Ci6:0) inhibia un 73% la entrada de Glc-6-P al interior del plastidio. Sin embargo, ni CoA ni
tioesteres de cadena muy corta como acetil-CoA o malonil-CoA ejercieron ningin efecto
sobre el transporte de Glc-6-P. También demostraron que tanto los acil-CoAs de cadena larga
como la ACBP se encontraban en la misma concentracién dentro de las células. Asi, que
mientras la concentracion de acil-CoAs de cadena larga fruto de la sintesis intraplastidial
permaneciera por debajo de la de ACBP, se mantendria un alto ﬂujb de carbono a través de la
ruta hacia la sintesis de TAG mediadas por las aciltransferasas. Una disminucién en el uso de
acil-CoAs por las acil-transferasas conduciria a un exceso en las concentraciones de acil-~
CoAs por encima de las concentraciones de ACBP, esto causaria una inhibicién en el
suministro de Glc-6-P al plastidio, y por tanto una disminucién de esqueletos carbonados y de
poder reductor para la sintesis de acidos grasos. La inhibicién desapareceria una vez que el
suministro de acidos grasos se redujera lo suficiente como para soportar la tasa de sintesis en
ese momento.

De la misma manera Fox et al. (2001) mostraron que el oleil-CoA también inhibia la
entrada de Glc-6-P al interior de los plastidios aislados de raices de plantas de guisante y que
dicha inhibicién era revertida por la adicion de ACBP. De la misma manera, en presencia de
ATP y de CoASH, la entrada de Glc-6-P era inhibida hasta un 60%, debido a la sintesis de
acil-CoAs. Del mismo modo, la adicién de oleil-CoA disminuia el flujo de carbono desde la
Glc-6-P hacia la sintesis de almidén y a través de la OPPP hasta un 73% y 40%,
respectivamente. La incorporacion de acetato dentro de la fraccién de acidos grasos también

se inhibia por la adicidn de oleil-CoA.
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El papel que tiene el suministro de fuentes de carbono a través de transportadores
proteicos en la regulacién de la sintesis de acidos grasos ha sido puesto de manifiesto
mediante la clonacion del transportador proteico de fosfoenolpiruvato(PEP)/fosfato: El PEP,
al igual que el piruvato y la Glc-6-P, es un metabolito de potencial importancia para el
suministro de esqueletos carbonados para la sintesis de acidos grasos en embriones de colza
(Kubis et al., 2004). La sobreexpresion de este transportador en la membrana de plastidios de
embriones de colza en desarrollo parece afectar al contenido de aceite almacenado en semilla:
Asi, Pike et al. (2003) definieron una correlacién directa entre: ein nimero de copias de este

gen en el genoma de plantas transformadas v el contenido de aceite.

4.3. Regulacion luz/oscuridad.

El tiempo es un aspecto estrechamente relacionado con la mayoria de los procesos
bioldégicos. Las plantas son capaces de ajustar su crecimiento y desarrollo a los ciclos diarios
de luz/oscuridad. Esta adaptacién les permite mantener el ritmo de multiples procesos
fisiolégicos y anticiparse a los diferentes eventos ciclicos que ocurren en su ambiente,
proporcionéndoles de esta manera ventajas adaptativas (Harmer ez al., 2000; Staiger, 2002).
Esta capacidad reside en un oscilador bioquimico interno o reloj circadiano. La oscilacidén
generada por este oscilador circadiano interno se caracteriza por tres propiedades (Barak ef
al., 2000):

- La oscilacién ritmica persiste con un periodo aproximado de 24 horas bajo
condiciones constantes.

- Sefiales ambientales como ciclos de luz-oscuridad o temperatura, pueden reajustar la
fase del ritmo para ajustarla a los ciclos ambientales.

- La temperatura puede afectar al periodo de la oscilacién.
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En plantas se han definido multiples procesos biolégicos que estan regulados por el
reloj circadiano, dependientes directa o indirectamente de la expresién también ritmica de
multitud de genes. La induccién de floracién por fotoperiodo, los movimientos ritmicos del
hipocotilo y cotiledones, o la apertura de los estomas, son ejemplos de ello. Uno de esos
procesos regulados por el reloj circadiano hace referencia a la necesidad de mantener la
fluidez de las membranas bioldgicas en respuesta a los cambios de temperatura entre el dia y
la noche. Esta necesidad ha provocado que parte de los genes implicados en la modificacion
de lipidos estén regulados por el reloj circadiano.

En Arabidopsis, los niveles de mRNA de multitud de genes han sido analizados
medianfe microarray y se ha encontrado que los niveles de expresion de varias desaturasas
tienen picos de expresion maximos justo antes del inicio de la noche (Harmer er al., 2000;
Schaffer er al., 2001). Esta expresion diferencial durante el dia de enzimas implicadas en la
sintesis de acidos grasos, podria ser la responsable por ejemplo, de las fluctuaciones diurnas
medidas en la composicidén de acidos grasos en hojas de espinaca (Browse et al., 1981) o en

plantulas de algodén (Rikin et al., 1993).

5. EL ACEITE DE GIRASOL.

5.1. Caracteristicas generales.

El aceite de girasol es un excelente aceite comestible que tiene un alto contenido en
acidos grasos insaturados (85-91%), representados en su mayor parte por los acidos oleico y
linoleico. El hecho de que practicamente no tenga acido linolénico (18:3) le proporciona una
razonable estabilidad oxidativa. En la mayoria de los casos, el aceite de girasol es rico en

acido linoleico, ya que representa del 50% al 70% del total, mientras que el 4cido oleico suele
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suponer del 15 al 45 % de todos los acidos grasos del aceite (Murphy, 1993). En €l aceite de
girasol existe una fuerte relacién inversa entre el contenido de 4cido oleico y linoleico,
causada por el genotipo y la temperatura ambiental que soportan las plantas durante la
formacion de la semilla: a mayor temperatura, mayor proporcién de 18:1 y menor de 18:2.
También se ha descrito la relacidn inversa entre la temperatura y el contenido de 18:0, que es
mayor a temperaturas menores (Lajara ef al., 1990). Esta es la causa por la que la misma
variedad de girasol, cultivada en puntos geograficos diferentes y baJo condiciones ambientales
distintas, tenga una composicion de acidos grasos distinta. Asimismo, también existen ligeras
variaciones en cuanto al contenido de los 4cidos linoleico, palmitico y oleico respecto a la
posicién espacial dentro del capitulo. Los dos primeros aumentan y el oleico disminuye desde
el perimetro hacia el centro (Zimmerman y Fick, 1973). E1 98-99% del aceite estd formado
por acilglicéridos, de ellos el 95% son triacilglicéridos, el resto son sustancias que se pueden
agrupar con ¢l término genérico de “insaponificable”. Por ello, la composicién de 4cidos
grasos de los triglicéridos es practicamente igual a la del aceite.

Los fosfolipidos mayoritarios, que suponen un 2% del aceite total, son la
fosfatidilcolina (48,7%), fosfatidilinositol (27,9%), fosfatidiletanolamina (21,2%) y 4cido
fosfatidico (2,2%) (Chapman, 1980). En la fraccién insaponificable hay sustancias de
naturaleza muy diversa como ceras, mucilagos, carbohidratos, esteroles y tocoferoles. En el
aceite de girasol el contenido total de tocoferol es del orden de 700 mg/Kg, valor similar al
que se encuentra en otros aceites vegetales como el de soja,‘mal'z y semilla de algodén
(Landers y Rathmann, 1981). En porcentaje con respecto al total del aceite, el 0,06% es a-
tocoferol o vitamina E y un 0,01% es y-tocoferol, un buen antioxidante natural (Warner ef al.,
1990). El aceite de girasol, desde el punto de vista de su valor calérico y del grado de

asimilacién por el organismo humano, se sitia entre los mejores aceites vegetales (Vranceanu,
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1977) y la presencia de vitaminas liposolubles, esteroles, lecitinas, y otros componentes,

hacen que tenga un alto valor nutritivo (Gunstone et al., 1994).

5.2. Usos industriales del aceite de girasol

Los aceites y grasas utilizados para la alimentacién humana se dividen en dos grupos:
los de consumo directo y los que emplea la industria alimentaria para la preparacién de
margarinas, productos precocinados, bolleria, pastelleria, etc. Las‘g’ryésas con alto contenido en
acidos grasos saturados son semisélidas y untables a temperatura ambiente, por lo que la
industria las utiliza para la fabricacién de margarinas, pasteleria y bolleria. Originariamente y
para este fin, la industria alimentaria usaba grasas de origen animal, como la manteca de cerdo
y la mantequilla. Debido a la riqueza de estas grasa animales en determinados acidos grasos
saturados en la posicion central de las moléculas de TAG, que inciden negativamente sobre
los niveles de colesterol en sangre (James, 1996; Willett, 1994), en los ultimos 20 afios se ha
promovido su sustitucién por aceites de origen vegetal. Los aceites vegetales, debido a su
elevado contenido en 4&cidos grasos insaturados son liquidos a temperatura ambiente. Esta
propiedad los hace poco apropiados para la fabricacién de margarinas, pero muy beneficiosos
para el consumo humano ya que apenas poseen acidos grasos saturados en la posicién central
de los TAG. Los 4cidos grasos saturados de mas de 18 carbonos que estan en la posicion
central (sn-2) de los TAG son preferentemente absorbidos a través de la pared intestinal,
mientras que los liberados por la hidrdlisis de 1a lipasa de las posiciones externas (sn-/ o sn-3)
son mayoritariamente excretados y por tanto no asimilados por el organismo (Zock er al.,
1995). De lo anterior se deduce la importancia de incrementar el consumo de aceites con
dcidos grasos insaturados en la posicién sn-2 de los TAG, mucho mas beneficiosos para la

salud que los saturados en esa misma posicion.
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Para conseguir que los aceites vegetales tengan una consistencia mas sélida, se
manipulan quimicamente de manera que se les modifica su composicién de acidos grasos y/o
la estructura de sus TAG. Para ello se someten a un proceso industrial denominado
hidrogenacién. La hidrogenacidén es un proceso quimico que se realiza a altas temperaturas,
utilizando hidrégeno y ciertos catalizadores metalicos, normalmente niquel, para convertir los
aceites vegetales liquidos en grasas sélidas. El proceso de hidrogenacién no es completo sino
parcial, ya que de lo contrario las grasas resultantes serian demasiado sélidas. Este proceso
quimico produce un cambio en las propiedades fisicas y quimicas de la grasa, ya que parte de
los acidos grasos insaturados se transforman en saturados, lo que le cénﬁere a la grasa un
punto de fusién mas elevado y en consecuencia una consistencia semisélida a temperatura
ambiente. Como consecuencia de la hidrogenacién también se producen isomerizaciones de
los dobles enlaces de los acidos grasos (Patterson, 1994). De los isomeros artificiales

producidos, los isémeros trans, pueden llegar a representar hasta un 40% del total, y son

diferentes a los isdmeros frans que se encuentran de forma natural en los productos lacteos,
estos ultimos originados por fermentacion bacteriana (Lawson, 1995).

Los alimentos elaborados con este tipo de grasas y aceites hidrogenados contienen por
tanto dcidos grasos frans y son la principal fuente de acidos grasos trans en la dieta tipica de
los Estados Unidos (Satchithanandam, 2004). Son multiples los estudios realizados para un
amplio rango de condiciones de ensayo, regiones geograficas y poblaciones que ponen de
manifiesto la relacién adversa entre la ingesta de grasas trans y el riesgo de enfermedades
coronarias. Asi, el consumo de acidos grasos trans aumenta el nivel de colesterol de baja
densidad (LDL), disminuye el colesterol de alta densidad (HDL) e incrementa el nivel de
lipoproteina A, otro lipido asociado a enfermedades cardiovasculares (Willet, 1994; Ascherio

y Willet, 1997; Ip, 1997, Shapiro, 1997).
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5.3. Alternativas a la hidrogenacion.

Los inconvenientes de la hidrogenaciéon han motivado que en los dltimos afios se
busquen nuevas grasas alimentarias, que manteniendo la funcionalidad requerida para la
industria, tengan a su vez los beneficios para la salud que no ofrecen las grasas hidrogenadas.
Entre las posibles alternativas estaria incrementar el uso de aceites vegetales ricos en acido
palmitico (16:0) que tienen un alto grado de estabilidad y son semisolidos a temperatura
ambiente. Estos aceites tienen como inconveniente las propiedades nutricionales adversas del
acido palmitico, ya que su ingesta incrementa el colesterol LDL (Jémes, 1996). Una mejor
alternativa seria el uso de aceites vegetales ricos en acido oleico (18:1) y en acido estearico
(18:0) que retinen en un mismo aceite la estabilidad oxidativa y las propiedades beneficiosas
para la salud que aporta el 18:1, y la mayor plasticidad que aporta ¢l 18:0, teniendo este un
efe;to nulo sobre los niveles de colesterol en sangre (Purdy, 1986: Wardlaw y Snook, 1990;
Ascherio y Willet, 1997).

En los ultimos afios y con el fin de buscar alternativas al uso de grasas hidrogenadas,
se han desarrollado nuevas variedades vegetales que incrementan el contenido de estos acidos
grasos en el aceite de las semillas. Utilizando la variabilidad natural o generada por mutacién,
se han obtenido nuevas variedades vegetales con una composicion modificada en el contenido
de dcidos grasos. Asi se han obtenido lineas alto estedrico de soja (Glycine max L.) (Graef et
al., 1985), alto oleico de colza (Brassica napus L.) (Auld er al., 1992) o alto oleico de
cacahuete (4rachis hypogaea 1L.) (Norden et al., 1987). También se han aplicado técnicas de
biologia molecular para modificar la composicién de acidos grasos del aceite. Knutzon et af.
(1991) obtuvieron variedades transgénicas alto estedrico en colza mediante la incorporacién

de secuencias antisentido para el gen de la estearil-ACP desaturasa en su genoma. Liu e al.

(2002) mediante silenciamiento génico también obtuvieron nuevas variedades transgénicas de
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algodoén (Gossypium hirsutum) con alto contenido en estedrico al silenciar el gen SAD, y con
alto contenido en oleico al silenciar el gen de la oleil-PC w6-desaturasa. Asi mismo, mediante
el cruce de ambas lineas transgénicas, consiguieron segregantes F, alterados en ambas
actividades que tenian un alto contenido en acido estearico y acido oleico en su aceite.

En girasol mediante mejora clasica tras mutacién inducida, se han obtenido nuevas
lineas que tienen un alto contenido en 4acido oleico (Soldatov, 1976; Fernandez-Martinez et
al., 1993) asi como otras con un mayor contenido de acidos grasos saturados (Osorio et al.,
1995) en el aceite de las semillas (Tabla 3), sin que dicho‘carécter se manifieste en la

composicion de 4cidos grasos de otros tejidos de las plantas (Alvarez-Ortega et al., 1997).

Tabla 3. Composicion de acidos grasos del aceite de semilla de las lineas control
(RHA-274), control alto-oleico (HAOL-9) y mutantes (CAS-5, CAS-12, CAS-3,
CAS-4 y CAS-8). SD < 2,5 % del valor medio; -* < 0,2 %.

Composicion de &cidos grasos (%)

Linea 16:0 16:1 16:2 18:0 18:1  18:1A 18:2 20:0 22:0

RHA-274 6,4 A - 4,9 30,8 - 56,2 0,3 1,0
HAOL-9 5,2 - - 3,7 88,1 - 1,5 0,3 1,1
CAS-5 30,2 4,3 1,5 4,2 4,0 4,0 50,1 - 1,2
CAS-12 27,8 7,6 - 1,7 52,7 4,0 4,4 0,3 1,3
CAS-3 5,4 - - 26,1 14,2 - 51,3 1,4 1,3
CAS-4 59 - - 11,9 27,8 - 53,0 0,6 0,7
CAS-8 6,3 - - 11,7 18,1 - 61,6 0,6 1,3

El andlisis enzimatico de los mutantes alto-estedrico, CAS-3, CAS-4 y CAS-8, reveld
que el fenotipo resultaba de la combinacién de dos efectos; por una parte una actividad SAD
reducida y una acil-ACP tioesterasa mejorada sobre el estearico (Cantisén et al., 2000). En los

mutantes alto-palmitico CAS-5 y CAS-12, el fenotipo mutante parecia deberse a la
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combinacién de una actividad FAS II reducida y una actividad tioesterasa mejorada sobre el
palmitil-ACP. Como consecuencia de la acumulacion intraplastidial de palmitil-ACP
aparecen tres acidos grasos nuevos, el palmitoleico (16:1 A9), el asclépico (18:1 All) y el
palmitolinoleico (16:2 A9 A12). Estos tres acidos grasos se sintetizan a partir del palmitil-
ACP por la accién de la SAD, la SAD y la FAS 1II, y la SAD y la ODS, respectivamente

(Martinez-Force et al., 1999).

5.4. Herencia del caracter alto estearico y alto oléico.,

Para estudiar la herencia del caracter alto 18:0, el mutante de girasol CAS-3 se cruzé
reciprocamente con la linea RDF-1-532, parental original a partir de la cual se obtuvo, y con
la linea control HA-89 (Pérez-Vich er al., 1999). El patrdn de herencia del 18:0 en los cruces
entre CAS-3 y RDF-1-532 se ajustaba al modelo de un solo locus, (denominado Es/) con dos
alelos (£s1, esl), donde existia dominancia parcial del carécter bajo contenido en 18:0 sobre
el caracter alto contenido en 18:0. Los patrones de segregacién en los cruces CAS-3 x HA-89
indicaron la presencia de un segundo locus independiente (denominado Es2) con dos alelos
(£s2, es2), que también mostraba dominancia parcial del cardcter bajo sobre el alto contenido
de 18:0 en el aceite. Los genotipos propuestos para cada una de las lineas usadas en el estudio
genético fueron: CAS-3= esles! esles2, RDF-1-1532= EslEsl es2es?2 y HA-89= EslEs]
Es2Es2. La relacion entre estos genotipos y su contenido en 18:0, asi como los patrones de
segregacion en los distintos cruces estudiados, indicaban que el locus Es/ tenia un efecto
mucho mayor sobre los niveles de 18:0 que el locus Es2, pero que ambos loci Es tenian efecto
aditivo sobre el contenido final de 18:0 en el aceite. Aparentemente, la mutagénesis realizada
sobre RDF-1-532 habia causado la mutacién de Es/ a es/, pero el alelo es2 ya estaba presente

en la linea RDF-1-532 antes de que ésta fuera mutagenizada.
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Los primeros estudios genéticos realizados sobre lineas alto 18:1 de girasol apuntaban
a que un unico gen parcialmente dominante (Fick, 1984) o dominante (Urie, 1984) designado
como O! (Fick, 1984) controlaba el caracter alto 18:1. Esta mutacién O! producia un
incremento significativo de la concentracion de 18:1 en el aceite y era esencial a la hora de
producir fenotipos alto oleico en girasol. La mutacién Ol segregaba como un unico gen
dominante en las poblaciones F,, en las cuales la progenie se podia asignar inequivocamente a
la clase dominante (OI_, fenotipo alto 18:1) o la clase recesiva (olo/, bajo 18:1) (Fick, 1984;
Urie, 1984). Ferndndez-Martinez et al. (1989), identificaron dos genes adicionales dominantes
y complementarios de O/, que controlaban también el caracter alto 18:l1. Los tres genes se
denominaron O/;, Ol; y Ol;. Aquellos fenotipos con alto contenido de 18:1 en el aceite
acarreaban tres alelos dominantes (genotipo OI;  Ol;_ Ol; ), mientras que dos alelos
dominantes OI; y Ol con e] tercer gen en homocigosis recesiva (genotipo Of;  Ol, olz0l3)

expresaban niveles intermedios de 18:1.

5.5. Control genético del caracter alto estearico y alto oleico.

De los datos disponibles en la bibliografia mas reciente es posible especular acerca de
la funcién que los distintos loci Es1, Es2 y Ol tienen dentro de la ruta de biosintesis de acidos
grasos en semillas de girasol. La cantidad de 18:0 disponible para ser incorporado a los
lipidos de reserva de las semillas es probable que esté controlada por la regulacién combinada
de las siguientes enzimas de la ruta biosintética de acidos grasos: B-cetoacil-ACP sintasa II
(KAS 1II), estearil-ACP desaturasa (SAD), acil-ACP tioesterasas (TE) y acil-ACP
aciltransferasa, ya que todas ellas usan 18:0-ACP como substrato (Harwood, 1996). La
caracterizacién bioquimica del mutante alto estedrico CAS-3, indicé que dos actividades

enzimaticas estaban implicadas en la determinacién del fenotipo mutante, la estearil-ACP
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desaturasa y la acil-ACP tioesterasa (Cantisan et al., 2000).. Las TE en plantas se han
clasificado en dos grupos de acuerdo a su especificidad por substrato: FatA y FatB (Jones et
al., 1995) y Cantisan ef al. (2000) sugirieron que la TE alterada en el mutante CAS-3 podia
ser del tipo FatB, TE con mayor afinidad por acil-ACP saturados que FatA.

La cantidad final de 18:1 almacenado en la semilla podria estar afectada por una
regulacién alterada de la enzima oleil-fosfatidilcolina desaturasa (OLD), la cual desatura
oleato a linoleato, aunque también de algunas de las enzimas que canalizan el transito de
oleato desde el plastidio hacia la fosfatidil colina (Stymne y Stobart, 1987). Lineas de girasol
alto 18:1 presentan niveles reducidos de actividad OLD (Garcés y Maﬁcha, 1989) asi como
bajos niveles de ARNm del gen OLD (Kabbaj et al. 1996; Hoggtrakul er a/. 1998; Martinez-
Rivas et al. 1998; Lacombe y Bervillé, 2000). Sin embargo, las regiones codificantes del gen
OLD7 son idénticas tanto en lineas de girasol alto y bajo 18:1 (Hongtrakul ez al. 1998), lo que
apunta a que la mutacidén O/ presente en las lineas alto 18:1 déscanse en alguna secuencia
reguladora del gen.

Mediante andlisis de QTLs, genes candidatos y la construccién de mapas de
ligamiento a partir del uso de marcadores para RFLP (polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion), Pérez-Vich et al. (2002) encontraron que un locus de la 18:0-ACP
desaturasa (SAD17A) localizado en el LGl y un locus de la oleil-PC desaturasa (OLD7)
localizado en el LG14, cosegregaban con los genes Es/ y Ol. ’SLin embargo, no encontraron
asociacidon alguna entre un locus polimérfico de la tioesterasa FatB y el contenido final de
18:0 en el aceite. Con el fin de asignar una funcién génica al locus Es2, Pérez-Vich et al.,
(2004a) realizaron un analisis QTL de poblaciones segregantes derivadas de la linea de girasol
medio estearico CAS-20 (genotipo Esl/Esl esles2) obtenida a partir del mutante CAS-3

(Pérez-Vich ef al., 2004b). Para este anélisis RFLP, utilizaron marcadores para los dos tipos
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de TEs: FatA y FatB. Concluyeron que a pesar de que las evidencias bioquimicas de Cantisan
et al., (2000) apuntaban a que las TEs estaban implicadas en el fenotipo alto estearico del
mutante CAS-3, y que ambas se expresan durante el desarrollo de las semillas (Martinez-
Force et al. 2000), ninguno de los loci polimérficos mapeados en ese estudio tenia un efecto
significativo sobre el contenido de 18:0. A pesar de lo cual los mismos autores indicaban que
los genes FatA y FatB no deberian descartarse como potenciales candidatos del fenotipo alto
18:0 en el mutante CAS-3, ya que el analisis RFLP habia proporcionado también fragmentos
de restriccion monomorficos para el gen FatB. Estos fragmentos podrian formar parte de otros
loci FatB duplicados dentro del genoma de girasol, uno de los cualeé podria ser el locus
mutado en CAS-3. Del mismo modo los fragmento polimérficos detectados para el gen FatA,
no necesariamente deben ser los Unicos ya que podrian aparecer otros mas si las hibridaciones
se hubieran realizado en otras condiciones de ensayo (Pérez-Vich ef al. 2004b).

Pérez-Vich et al. (2000) estudiaron las relaciones genéticas entre los caracteres alto
18:0 y 18:1 en girasol, mediante cruces entre variedades mutantes alto estearico, CAS-3
(Osorio et al., 1995) y mutantes de girasol alto oleico HAOL-9 (Fernandez-Martinez et al.,
1993). Los patrones de segregacidn para 18:0 y 18:1 obtenidos se ajustaban a los descritos
con anterioridad cuando ambos acidos grasos se estudiaban independientemente. Sin
embargo, en la segregacién combinada F, no se recuperaban las semillas recombinantes alto
18:0/alto 18:1. Ademas, el andlisis de la generacién F; de esos mismos cruces reveld que
aquellas semillas F, que tenfan las mayores concentraciones de 18:0 en fondo alto 18:1,
seguian segregando tanto para 18:0 como para 18:1, lo que los autores explicaron como la
existencia de un ligamiento génico entre los alelos Es2 y Ol (Pérez-Vich et al., 2000). A pesar
de lo cual, Pérez-Vich ef al. (2002) no encontraron evidencias directa sobre el ligamiento

existente entre ambos alelos cuando realizaron un analisis de QTLs de los mismos cruces,
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pero Pérez-Vich ef al. (2004b) mapearon el locus de la FatA en el LG1 de genoma de girasol
a 36,8 cM del locus ODS, y tan solo a 11,4 cM del locus de la SAD. Todo lo cual indica que
la herencia del caricter alto 18:0 en girasol es més compleja de lo que en un principio se
penso.

Con la finalidad de obtener elevados niveles de estearico en fondos alto oleico, Pérez-
Vich et al. (2000) propusieron diversas alternativas: (i) el uso de aproximaciones bioquimicas
y moleculares que suministraran mds informacién sobre la naturaleza de las relaciones
existentes entre los caracteres alto estedrico y alto oleico. (ii) el anélisis de un mayor numero
de poblaciones segregantes, lo que incrementaria la probabilidad de recui)erar el recombinante
alto estedrico/alto oleico, o (iii) la utilizacién de otros fondos alto oleico distintos de HAOL-9,

que contribuyeran a superar las limitaciones impuestas por el ligamiento Es2-Ol; detectado en

su investigacion.
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1. MATERIAL VEGETAL, CONDICIONES DE CULTIVO Y CRUCES.

1.1. Material vegetal.

Durante el desarrollo de esta tesis se han empleado diferentes plantas de girasol
(Helianthus annuus L.), procedentes tanto de lineas control como de lineas mutantes.

Las lineas control con fenotipo normal utilizadas tenian una composicion estandar de
4cidos grasos, y fueron RHA-274 y CAS-6. Como linea control con fenotipo alto-oleico se
utilizé HAOL-9 (Fernandez-Martinez et al., 1993) derivada en ultima instancia de una linea
original Pervenets, que fue la primera linea mutante alto-oleico que se obtuvo (Soldatov,
1976).

Las lineas mutantes alto saturado que se utilizaron durante el transcurso de esta tesis
fueron: (i) CAS-3, linea mutante con elevado contenido en acido estedrico en el aceite (26%)
en comparacion con el valor normal (4%) de lineas control (Osorio ef al., 1995), y (ii) CAS-3,
linea mutante con elevado contenido en 4cido palmitico, 25% respecto al 6% de las lineas con

contenido estandar (Osorio et al., 1995) (ver Tabla 3. Introduccion).

1.2. Condiciones de cultivo.

Las semillas de girasol, tanto semillas enteras como % semillas, se ponian a germinar
~en placas de Petri con perlita expandida, donde permanecian en oscuridad durante tres dias a
25°C para facilitar la germinacién. Posteriormente, se pasaban a camaras de germinacién a
una temperatura de 25/15°C (dia/noche) éon un fotoperiodo de 16 h y una intensidad de luz de
300 puEm™s™!, en las que se suministraba riego por goteo. Pasados 15 dias, las plantulas se
pasaban a las cdmaras de cultivo donde crecian normalmente a una temperatura de 25/15°C

(dia/noche) con un fotoperiodo de 16 h y una intensidad de Iuz de 300 pEm?s™. El riego se
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realizaba de forma automatica con una frecuencia de dos riegos diarios de 2-3 minutos. El

abonado se llevo a cabo con abono liquido una vez a la semana.

1.3. Cruces.

Para realizar los cruces su usaron las lineas alto oleico seleccionadas como donadoras
de polen y la linea mutante CAS-3 como receptora de polen, ya que de esta manera debido a
la dominancia de los genes que controlan el caracter alto oleico (Pérez-Vich et al., 2000) si se
producia la fecundacion por polen de alto oleico, la semilla F; tendria cardcter alto oleico y no
alto estedrico como la planta madre.

Las plantas alto oleico se pusieron a germinar con dos semanas de antelacién respecto
a las plantas CAS-3 para que su floracién estuviera completada antes de que las receptoras de
polen abrieran las primeras flores liguladas. Se recogia el polen de las plantas alto oleico por
las tardes y se guardaba a -80°C en tubos con gel de silica. El dia que las plantas receptoras
abriank las primeras flores liguladas, se pasaban a condiciones constantes de luz (300
uwEm™?s™), para evitar de esta manera que produjeran polen. A partir de ese dia, cada mafiana
se pulverizaba agua sobre los capitulos de las plantas receptoras CAS-3 para inutilizar por
osmosis aquel polen que pudiera haberse producido. Una vez que las plantas receptoras
tuvieron abiertos los tres primeros arcos de flores, por las tardes se frotaba sobre el capitulo el
polen recogido de la planta alto oleico, previamente atemperado. Este proceso se repetia
diariamente hasta que se completaba la apertura de todas las flores del capitulo receptor.

Las semillas producidas sobre los capitulos de las plantas CAS-3 se analizaban para
determinar la composicién de acidos grasos, y solo aquellas % semillas con caracter alto
oleico se pusieron a germinar. Tras 15 dias, aproximadamente, y cuando las plantulas tenian

3-4 hojas verdaderas se transplantaron a invernadero donde crecian hasta floracién. Un dia

-48 .



Materiales y Métodos.

antes del inicio de la floracién, las cabezas de las plantas se cubrian para evitar la
contaminacién con polen externo y una vez que las plantas alcanzaron la madurez fisiologica
se recolectaban individualmente, separando las semillas de cada capitulo para su posterior

analisis.

2. METODOLOGIA GENERAL PARA EL ANALISIS DE LIPIDOS.
2.1. Extraccion de lipidos totales.

Los lipidos totales se extrajeron por homogenizacién de los embriones en
hexano/isopropanol (3:2, v/v), adicién de solucién acuosa de sulfato so’dico 6,7% para generar
la separacién de fase y re-extraccién de la fase acuosa y residuos insolubles con
hexano/isopropanol (7:2, v/v) como fue descrito por Hara y Radin (1978). Este proceso se
llevd a cabo en tubos de cristal (100 x 13 mm) utilizando una varilla de vidrio y arena de mar
lavada para facilitar la homogenizacién del tejido. Para separar la fase organica de la acuosa
se centrifugaban los tubos 5 minutos a 2000 rpm y se recuperaba la fase organica superior que
se pasaba a otro tubo y se evaporaba el disolvente bajo corriente de nitrégeno, para luego

resuspenderse en un volumen conocido de hexano/isopropanol (7:2, v/v).

2.2. Separacion de lipidos.

Una vez extraidos los lipidos se procedia a separar sus diferentes componentes
mediante cromatografia en capa fina, utilizando como soporte o fase fija placas de silice y
como fase movil disolventes orgdnicos mezclados en diferentes proporciones segin la

polaridad requerida para separar los lipidos.
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2.2.1. Separacion de lipidos neutros. |

Los lipidos neutros se separaban por cromatografia en placa fina (TLC) sobre placas
de silice 20 x 20 cm y 0,25 mm de grosor (Silica gel 60.Merck, Darmstadt, Germany)
desarrolladas con hexano/éter etilico/acido formico (75:25:1; v/v/v) (Christie, 1982). Para
ello, una vez extraidos los lipidos totales de las semillas, se resuspendian en 100 pl de
hexano/isopropanol (7:2, v/v), se cargaba la mitad del volumen en la parte inferior de la placa
y se introducia la placa en el interior de una cubeta con el liquido de desarrollo. Para detectar
la posicién de los distintos componentes tras el desarrollo, las placas se cubrian parcialmente

por un cristal y se exponian a vapores de yodo (Figura 8).

Figura 8. Distribucién de los distintos lipidos en una

TAG placa desarrollada con hexano/éter dietilico/férmico
[ J (75:25:1 vIv/v).
( ] AG
= ] DAG
_ LP

Los lipidos se separaban desde el origen en el siguiente orden: fosfolipidos (LP), que
no ascendian sobre la placa al ser polar, diacilglicéridos (DAG), que al tener un grupo
hidroxilo libre le confieren cierta polaridad, 4cidos grasos libres (AG) debido a la polaridad
del grupo carboxilo y por ultimo los triglicéridos (TAG), que es la fraccién mas apolar y por
tanto la que menos se retiene en la silice. Las bandas correspondientes a los lipidos que
interesaban en cada caso se raspaban con una espatula y se eluian de la silice con 3 ml de éter

etilico en el caso de TAG y con 3 ml de cloroformo/metanol (2:1, v/v) en el caso de los
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fosfolipidos.

2.3. Formacion de ésteres metilicos de los dcidos grasos.

Para analizar la composicidén de 4cidos grasos de los lipidos, se deben formar sus
correspondientes ésteres metilicos (EM). En el caso de EM de medias semillas maduras o de
cotiledones individuales, se formaban en un solo paso usando el método desarrollado por
Garcés y Mancha (1993). Para lo cual, se cortaba un trozo de aproximadamente 1/3 del
tamafio de la semilla madura o cotileddn por el extremo opuesto a la gémula y se pasaba a un
vial de vidrio de 2 ml. A este trozo se le afiadian 0,9 ml de la mezcla metanol/ tolueno/ DMP/
H,S04 (33:14:2:1, v/v/v/v) y 0,9 ml de heptano. Se tapaba con un cierre hermético y se dejaba
durante 1 hora a 80°C. Al enfriarse el vial se formaban dos fases, siendo la superior donde se
encontraban los EM. El resto de la semilla madura o de la plantula en germinacién se
conservaba hasta conocer su composicidn de acidos grasos. Es entonces cuando se decidia si
interesaba o no obtener la siguiente generacién a partir de la }2 semilla restante o de la
plantula que estaba en germinacién.

Si se querian obtener los EM a partir de la silice raspada de una placa TLC, esta se
pasaba a un tubo de cristal y se calentaba junto con 3 ml de metanol/tolueno/H,SO4 (88:10:2
v/v/v) en un bafio a 80°C durante 1 h. Una vez enfriada se le afiadia 1 ml de heptano y 1 ml de
solucidn acuosa de sulfato sddico al 6,7 %. Se agitaba vigorosamente y se centrifugaba 5
minutos a 2000 rpm. Se recuperaba la fase superior donde se encontraban los EM y se pasaba
a otro tubo donde se evapora el disolvente bajo corriente de nitrégeno y se resuspendia en un

pequefio volumen conocido de heptano.
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2.4. Separacién y cuantificacion de los ésteres metilicos.
2.4.1. Cromatografia gaseosa.

Los ésteres metilicos se separaban y cuantificaban mediante cromatografia gas-liquido
con un cromatografo de gases Hewlett-Packard 5890, con una columna capilar SP-2380 (30 m
de longitud, 0,25 mm de luz interna y 0,2 um de grosor de fase) de silice fundida (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). El gas portador era hidrégeno y la velocidad del gas de 28 cm/seg. La
temperatura del detector era de 240°C, la del inyector 220°C, y la temperatura inicial del
horno de 160°C, alcanzando la temperatura final de 176°C en un tiempo total de 8 minutos.
Los picos correspondientes a los acidos grasos se identificaron por coniparacién con patrones

conocidos (Sigma).

2.4.2. Cromatografia en capa fina.

Los ésteres metilicos marcados radiactivamente se separaban mediante TLC de fase
inversa sobre placas de silice impregnadas en solucidén de aceite de vaselina (Panreac.
Barcelona. Spain.) 2,5% en hexano, desarrolladas con una solucién acetonitrilo:hexano
(90:10, v/v). Utilizando este tipo de cromatografia, los ésteres metilicos tanto de acido
palmitico (16:0) como de 4cido oleico (18:1) migran a la misma posicioén. Para separarlos se
raspaban de la placa y la silice se transferia a una columna de plastico de 5 ml, de las que se
eluian afiadiendo 3 ml de eter dietilico. La mezcla de ésteres metilicos se cargaba sobre placas
de silice impregnadas en solucidn de AgNQO; al 10% en acetonitrilo que se desarrollaban con
una solucion hexano/eter (85:15; v/v).

Los distintos lipidos y &cidos grasos radiactivos se localizaron y cuantificaron
mediante un detector lineal de radiaciones Instant Imager (Packard Instrument Co., Meriden,

CT), gracias al desarrollo conjunto con patrones conocidos. La identificacién de los 4cidos
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grasos de cadena muy larga (AGML,; écido'araquidico, 20:0;,acido behénico, 22:0; y acido
lignocérico, 24:0) se realizé mediante €l analisis de los EM aislados de la placa de vaselina
mediante espectrometria de masa GLC de sus esteres picolinicos, usando ionizacién de

impacto electrénica a 70 eV (Christie, 1987).

3. INCUBACIONES DE SEMILLAS EN DESARROLLO CON
['*CJACETATO.

3.1. Condiciones de incubacion.

Las semillas utilizadas para los ensayos de marcaje de lipidos se recogian siempre a la
misma hora del dia y de los 2 arcos externos del capitulo. Las semillas, tras ser despojadas de
la cuticula y tegumento y registrar su peso fresco, se cortaban en tres secciones transversales
de igual tamafio, de manera de formasen 6 trozos de tejido, y se colocaban en tubos de vidrio
de 10 ml. Un ensayo estandar, modificacion del método de Singh et al. (1986), contenia 300

ul de buffer MES (2-N-morfolino etanolsulfénico, sal sédica) 50 mM pH 6,0 (Sigma-Aldrich.

Steinheim, Germany) y 200 pl de solucién de [2-'“Clacetato (actividad especifica 2,11
GBg/mmol, Amersham Pharmacia. Buckinghamshire, UK.) 0,75 mM en buffer MES. Los
tubos se incubaban en baflo con agitacién suave a 20°C durante 4 horas. La reaccion se
detenia pasando los tubos a un bafio a 80°C durante 10 minutos, tras lo cual se retiraba del
tubo el medio de incubacidn y se lavaban las muestras 3 veces con 5 ml de agua para eliminar

todo el [2-'*C]-acetato que pudiera estar adherido al tejido.
3.2. Utilizacion de inhibidores.

Fl metil violégeno (Sigma-Aldrich. Steinheim, Germany) se diluia en el mismo

tampon MES 50 mM, pH 6,0. De esta solucion se afiadia a la mezcla radiactiva el volumen
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necesario para alcanzar la concentracion final indicada en el texto. La cerulenina (2,3-Epoxy-
4-0x0-7,10-dodecadienamida, de C. caerulens, 95%, Sigma-Aldrich. Steinheim, Germany) se
resuspendia en etanol. De esta solucidn se afiadia a 1a mezcla radiactiva el volumen necesario
para alcanzar la concentracién final indicada en el texto. Ambos inhibidores se afiadian

siempre inmediatamente antes del [2-'C)acetato, tiempo cero de cada ensayo.

4. PREPARACION Y PROPIEDADES DE LOS PLASTIDIOS.

4.1. Consideraciones previas.

Para conseguir una buena preparacion de plastidios es necesarié: (1) que los plastidios
aislados se recuperen lo mas intactos posibles, (ii) que estén libres de contaminantes
procedentes de otros organulos o del citosol, (iii) que puedan ser cuantificados y, ademas, (iv)
que sean metabdlicamente funcionales. A lo largo de los ultimos 25 afios, han sido multiples
los métodos desarrollados para aislar plastidios de multitud de tejidos vegetales. Para el
desarrollo de esta tesis el método que utilizamos se basé en el desarrollado por Kang y

Rawsthorne (1994) para la obtencidén de plastidios de embriones de colza en desarrollo.

4.2. Aislamiento de plastidios.

Para la obtencién de unas buenas preparaciones de plastidios, todas las soluciones
empleadas han de prepararse ¢l mismo dia de la obtencidén de plastidios y mantenerse en todo
momento a 4°C. Del mismo modo, las preparaciones de plastidios obtenidas deben utilizarse
en las 2 horas siguientes a su obtencién y no son funcionéles si una vez obtenidas se las
almacena a -20°C o a -80°C.

Previamente a la recogida de semillas se preparaban 50 ml de medio de aislamiento de

plastidios dos veces concentrado (PIM 2X). Para ello a una solucién concentrada que contenia
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40 mM Hepes/NaOH (pH 7,4), 1 M Sorbitol, 20 mM KCl, 2 mM MgCl, y2 mM EDTA, se le
afiadian 1 g de BSA y 0,0711 g DTT. A diferencia del protocolo inicial descrito por Kang y
Rawsthorne (1994), no se le afiadia etanodiol al medio PIM2X. Esa solucién se diluia con
agua destilada para obtener dos soluciones de 50 ml PIM 1X.

Se recogian 50 semillas de los arcos externos del capitulo-a las que se les despojaba de
la testa y cuticula, y se registraba el peso fresco. A continuacién, ayudado de dos hojas de
cuchilla de afeitar y sobre una placa de Petri de 55 mm didmetro conteniendo 10 ml de PIM
1X, se troceaban los embriones hasta obtener una mezcla 1’0;’ ‘més homogénea posible. El
extracto se filtraba a través de dos capas de Miracloth (Calbiochem, La Jolla, CA). El residuo
que quedaba sobre el Miracloth se homogenizaba de nuevo usando esta vez 7 ml de PIM 1X y
se volvia a filtrar. Este proceso se volvia a repetir una vez mads, y los filtrados se combinaban
hasta obtener un homogenizado inicial (OH) de 25-30 ml. De este homogenizado original se
guardaba 1 ml en hielo para analisis enzimaticos posteriores. El resto se centrifugaba a 4°C
750 g durante 5 minutos. De este sobrenadante (SP) se guardaba 1 ml en hielo y se eliminaba
el resto. El pellet se resuspendia entonces en 1 ml de PIM 1X usando para ello una punta de 1
ml cortada para dar lugar a la fraccién cruda de plastidios (P;). Si se queria hacer algtin tipo
de andlisis enzimético a Py, se guardaba una alicuota en hielo. Si no era necesario, P, se
mezclaba de nuevo con 25 ml de PIM 1X y se volvia a centrifugar a 4°C 750 g durante 5
minutos. Se eliminaba el sobrenadante y el segundo pellet se resuspendia de la misma manera

en 1,5-2 ml de PIM 1X, obteniéndose la fraccién lavada de plastidios (P,).

4.3. Verificacién de la pureza durante la extraccion.
Durante el proceso de aislamiento de plastidios se ensayaban dos actividades

enzimaticas: un marcador citosdlico que nos servia para saber si acarredbamos contaminacién
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por restos del citosol, y un marcador plastidial, para verificar que nuestras preparaciones eran
en realidad plastidios.

Estudiando la actividad enzimética de un marcador plastidial en la fraccion del
plastidios y comparandola con la actividad de ese mismo marcador en el material inicial, se
obtiene una medida denominada recuperacion. La recuperacion de una actividad plastidial es
reflejo de la cantidad de plastidios presentes en dicha preparacion. Ademas, la recuperacion
de la actividad de una marcador enzimatico presente en el citosol podia usarse para estimar la

contaminacion de la preparacion de plastidios por fracciones de citosol.

4.3.1. Marcadores.

Como marcador citosdlico se utilizaba el enzima fosfofructoquinasa dependiente de
pirofosfato (FFK-PP1) que medimos siguiendo el protocolo propuesto por Denyer y Smith
(1988), con modificaciones.

- FFK-PPi: Extracto (20 ul), Tris pH 8,0 100 mM, MgCl, 2 mM, NADH 0,1 mM,
Fructosa-2,6-bifosfato 2 puM, NasP,0; 0,2 mM, 1 unidad de aldolasa, 10 unidades de triosa
fosfato isomerasa y 1,3 unidades de glicerol-3-fosfato isomerasa. Se deferrniné midiendo el
consumo de NADH a 340 nm tras la adicién de 25 ul de fructosa-6-fosfato 200 mM.

Como marcador plastidial utilizamos el enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenada dependiente de NADPH (GAPdH-NADPH) que medimos segin el protocolo
propuesto por Denyer y Smith (1988), con modificaciones. Pafa ello se preparaba en primer
lugar una mezcla de reaccién que contenia: 55 mM MOPS/NaOH (pH 7,8), 10 mM MgCl,,
4,5 mM ATP, 0,18 mM NADPH y 22,5 unidades de 3-fosfogliceroquinasa. Debido a que la
enzima a medir era intraplastidial, antes de medir actividad era necesario disgregar todas las

membranas, para lo cual se procedia de la siguiente manera: se afiadia Triton-X-100 al
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extracto a una concentracion final del 0,1% (v/v), se agitaba la muestra vigorosamente y se
introducia dentro de nitrégeno liquido durante 5 minutos. Se volvia a agitar de nuevo la
muestra y se utilizaba directamente para medir la actividad.

- GAPdH-NADPH: Pasar a una cubeta de espectrofotometria 880 pl de la mezela de
reaccion, afiadir 20 pl del extracto y medir absorbancia a 340 nm, iniciando la reaccién con la

adicion de 50 pl de solucién de acido 3-fosfoglicérico 100 mM.

4.3.2. Verificacion de la integridad. Latencia.

La integridad de la preparacion de plastidios se midié comparando la actividad enolasa
de las preparaciones de plastidios antes y después de disolver las membranas con Triton-X-
100 (Smith ef al., 1992). Para lo cual se preparaba la siguiente mezcla de reacciéon: Tampon

TES (pH 7,5) 50 mM, 0,5 M de sorbitol, 10 mM de MgCl,, 0,2 mM NADH, 1 Mm ADP y 2
unidades piruvato quinasa y 2 unidades de lactato deshidrogenada. Se afiadian 530 ul de esta
mezcla de reaccion en 2 cubetas, a cada una se le afiadian 50 pl de la preparacion de
plastidios. A una de ellas se le afiadia 10 pl de Triton-X-100 y se agitaba. A continuacidn se
media la absorbancia a 340 nm y se iniciaba la reaccion afiadiendo 20 ul de acido 2-

fosfoglicérico (volumen final 600 ul).

5. INCORPORACION DE '“C DESDE SUSTRATOS MARCADOS AL
INTERIOR DE LOS PLASTIDIOS.

Cada reaccion, con independencia del destino final del sustrato radiactivo donde se
quisiera analizar su destino, contenia medio de aislamiento de plastidios (PIM), cofactores y

el sustrato marcado radiactivamente. A continuacién se indicara la composicién de la mezcla
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de reaccién y en cada seccidn de resultados del Bloque III se indicar4 el substrato radiactivo

utilizado.

5.1. Mezcla de reaccion.

Una mezcla de reaccion tipo (165 ul) contenia por ensayo: PIM 1X, 6 mM MgCl,, 4
mM ATP, 10 mM NaHCO3;, 0,5 mM NAD, 0,2 mM Coenzima A (CoA), 0,2 mM tiamina
pirofosfato (TPP), 15 pl de solucién 1-3 mM del metabolito C-marcado y 25 ul de fraccidén

lavada de plastidios (P).

5.2. Incorporacion de '*C dentro de los acidos grasos.

Para medir la incorporacién de “C dentro de la fraccién de 4cidos grasos se sigui6 el
método descrito por Kang y Rawsthorne (1994), con ligeras modificaciones. La reaccion se
llevo a cabo dentro de tubos eppendorf de 2 ml y se inicid con la adicién de la fraccidén lavada
de plastidios a la mezcla de reaccion. Tras 60 minutos a 25°C y en agitacion suave, se par6 la
reaccion mediante la adicién de 66,6 pl de solucion 4M NaOH en metanol. Después de
saponificar las muestras durante 1 hora a 80°C, se extraia la fase orgénica afiadiendo a cada
tubo 33,3 pul de 12M HCI, 200 pl de solucién NaCl saturada y 500 pl de iso-hexano. Después
de agitar vigorosamente la muestra y centrifugar 30 segundos a 10.000 rpm, se recuperaba la
fase organica superior y se secaba bajo corriente de nitrégeno. La fase organica se resuspendia
en una solucion de 4cido oleico 1 mg/ml en hexano y sus componentes se separaban mediante
cromatografia en capa fina (TLC) sobre placas de silice G (Analtech, Luton, UK) usando
como liquido de desarrollo hexano/dietileter/acido acético (v:v:v, 70:30:1) (Mudd y Dezacks,
1981). Los 4cidos grasos se localizaban mediante vapores de yodo, se raspaban de la placa y

se les determinaba la radiactividad mediante contador liquido de centelleo.
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5.3. Incorporaciéon simultanea de C en almidén vy liberacion de
4C0..

La incorporacién de '*C desde ['*C]Glucosa-6-fosfato a la fraccién de almidén
(material insoluble en metanol/KCl) y la liberacidén de C0, via la ruta oxidativa de las
pentosas. fosfato (OPPP), se midi6 simultineamente de acuerdo al método de Kang y
Rawsthorne (1996). La reaccion se llevaba a cabo en un tubo abierto de microcentrifuga de
0,4 ml (Thermo Life Science LTD. UK) que contenia la mezcia de reaccion, tubo que se
depositaba dentro de un vial de centelleo de 5 ml con 0,1 ml de solucién acuosa KOH 15 %
(w/v) en su interior. Una vez que se iniciaba la reaccidn, los viales se sellaban inmediatamente
con tapones de goma (Stopper, Suba-seal, rubber. 12,5 mm diameter. Philip Harris Scientific,
UK). La reaccién se paraba con la inyeccién de 0,5 ml de dcido férmico 6M dentro de la
mezcla de reaccién y se dejaban los tubos sellados durante 12 horas. La solucién de KOH
actuaba como una trampa para el '*CO;, liberado durante la reaccién, que se media mezclando
los 0,1 ml de KOH con 0,3 ml de agua y se determinaba la radiactividad incorporada
mediante contador liquido de centelleo. La incorporacién de '“C en almidén se determing de
acuerdo con el método de Hill y Smith (1991), con modificaciones. Para ello el mismo tubo
de centelleo se centrifugaba a 1.600 g durante 5 minutos, se eliminaba el sobrenadante y se
resuspendid el pellet en 0,3 ml de agua mas 3 ml de solucién met\anol en agua 75% (v/v) /
KCl 1% (w/v). Este paso se repitié al menos cuatro veces, tras lo éual se resuspéndia el pellet
insoluble en metanol/KCl en 0,3 ml de agua y se determinaba el contenido en “C gracias a un

contador liquido de centelleo.
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6. DETERMINACION DE METABOLITOS Y PRODUCTOS DE
RESERVA.

6.1. Preparacion de extracto total de semillas.

Para determinar actividades enziméticas y referirlas a embriones completos, se
preparaban los extractos totales de la siguiente manera. Se homogenizaban 3 semillas, sin
cuticula ni tegumento (150-200 mg peso fresco) en I ml de PIM 1X a 4°C en un
homogenizador de cristal. El extracto obtenido se centrifugaba a 1’6.000 g durante 20 minutos
a 4°C y se guardaba el sobrenadante en hielo para usarlo enlbs ensayos de actividad en las 2

horas siguientes a su obtencién.

6.2. Determinacién del contenido de metabolitos eh embriones

enteros.
6.2.1. Extraccion de metabolitos.

Los metabolitos se extrajeron de acuerdo al método de Jelitto et al. (1992). Para ello se
molian 20 embriones en nitrogeno liquido sobre un mortero previamente enfriado. Cuando se
obtenia un fino polvo, se afiadia al mortero 1500 pl (en dos veces) de tricloroacético (TCA) al
16% (p/v) en éter dietilico. Después de 15 minutos a -80°C se afladia al mortero 800 pl de
solucién acuosa de TCA al 16% (p/v). Una vez descongelada, la mezcla se pasaba a un tubo
Eppendorf de 2 ml y se centrifugaba a 13.000 rpm 5 minutos a 4°C. La fase acuosa inferior se
trasvasaba a un nuevo tubo Eppendorf de 2 ml y se lavaba al menos 4 veces con 400 pl de éter
saturado con agua. La fase acuosa se neutralizaba con 10-15 pl de soluciéon SM KOH/IM
trietanolamina, verificando el pH gracias a varillas indicadores de pH (Neutralit® pH 5-10.
Merck. Darmstaadt, Germany). Una vez neutralizado, se centrifugaba a 13.000 rpm durante 5

minutos a 4°C, y se utilizaba el sobrenadante directamente para medir metabolitos.
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6.2.2. Determinacion enzimatica de metabolitos.

Las cantidad de metabolitos presente en cada extracto se midid enzimaticamente
siguiendo los métodos descritos por Stitt et al. (1989). Los ensayos se llevaban a cabo a 25°C
en un volumen final de 1 ml y se iniciaban con la adicién del enzima sefialado al final de la
mezcla de reaccion. Se media la absorbancia a 340 nm utilizando para . ello un

espectrofotometro Ultrospec 3300 pro (Amersham Biosciences).

Glucosa-6-fosfato: Extracto (100 ul), Hepes/NaOH 50mM pH 7,0, MgClz 5 mM, NADP 0,6

mM y 2 unidades de Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

Malato: Extracto (100 ul), Hepes/NaOH 50mM pH 7,0, MgCl, 5 mM, NAD 0,6 mM y 5

unidades de enzima malica dependiente de NAD.

Fosfoenolpiruvato (PEP): Extracto (100 pl), Hepes/NaOH 50mM pH 7,0, MgCl, 15 mM, KCl

100 mM, NADH 0,15 mM, 1 mM de ADP, 10 unidades de lactato deshidrogenada y 5

unidades de piruvato quinasa.

Piruvato: Extracto (100 pl), Hepes/NaOH 50mM pH 7,0, MgCl, 5 mM, NADH 0,18 mM, 2,5

mM de ADP y 6 unidades de lactato deshidrogenada.

Acetato: Extracto (100 pl), Hepes/NaOH 50mM pH 7,0, 5 mM de malato, 5 mM de ATP, 0,1

mM de CoA, 0,6 mM\de NAD, 10 unidades de malato deshidrogenada, 1 unidad de Acetil-

CoA sintetasa y 1 unidad de citrato sintetasa.
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6.3. Determinacion del contenido de almidén en semillas.

El almidén de embriones de girasol en desarrollo se extrajo siguiendo el método de
Denyer et al. (1995), con ligeras modificaciones. Se homogenizaban 5 embriones de girasol
en 1 ml de etanol 80% usando un homogenizador de cristal. A continuacion se afiadian 4 ml
mas de etanol 80% y se pasaba la mezcla a un tubo Falcon de 15 ml con tapdn de rosca. Esta
mezcla se calentaba 10 minutos en un bafio a 90°C, y se centrifugaba a 1.600 g durante 10
minutos. Se eliminaba el sobrenadante y el pellet se resuspendia de nuevo en 5 ml de etanol al
80% vy se volvia a centrifugar 10 minutos a 1.600 g. A continuacion se résuspendia el pellet en
1 ml de acetato de sodio 70 mM pH 4,8 y se calentaba 1 y ¥ horas a 90°C. Pasado ese tiempo
se dejaba enfriar la muestra sobre hielo y se afiadian al tubo 2 unidades de c-amilasa y 2
unidades de a-amiloglucosidasa. La mezcla se incubaba a 37°C durante 3 horas tras lo cual se
centrifugaba Iminuto a 1.600 g basicamente para precipitar las paredes celulares y se utilizaba
el sobrenadante para medir la glucosa en solucidn. La cantidad de glucosa en el extracto se
media espectrofotométricamente utilizando el siguiente ensayo enzimatico acoplado:

Una reaccion tipo (900 ul) contenia Hepes/KOH 50 mM pH 7,0, MgCl, 5 mM, NADP
0,9 mM, ATP 1,4 mM y 0,6 unidades de glucosa-6-fosfato deshidrogenada y 100 ul del
extracto. La reaccién se iniciaba afiadiendo 1 unidad de hexoquinasa y midiendo la
producciéon de NADPH a 340 nm.

El almidén es basicamente un polimero de glucosa, por lo que los moles de glucosa
medidos en el extracto se tradujeron a mg de de glucosa, equivalentes a mg de almidén, y los

resultados se expresaron como mg almidén/semilla.
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6.4. Determinacion del contenido de aceite en semilla.
La determinacion del contenido de aceite en semillas se realizd utilizando medidas

directas e indirectas en funcién de la cantidad de muestra disponible.

6.4.1. Medidas directas.
El contenido de aceite de semilla se midié aplicando el método de Kochhar y Rossell
(1987). Para lo cual se partia de 4 gramos de semilla homogenizada previamente en mortero y

se extraia el aceite usando éter de petroleo en ebullicidn.

6.4.2. Medidas indirectas.

Para estimar el contenido de aceite en muestras de pocas semillas utilizamos el método
propuesto por James y Dooner, (1990). Para lo cual las muestras (2-3 embriones) se secaban
previamente durante 24 horas temperatura suave (60-70°C) tras lo cual se homogenizaban y
metilaban durante 2 horas a 80°C en 1 ml de solucién 1 N HCl en 100% de metanol. Los
¢steres metilicos se extraian con 1,5 ml de una solucién 0,9% (w/v) NaCl y 1 ml de hexano
(conteniendo 0,1 mg/ml de 17:0 metil ester como patron interno). El contenido de 4cidos
grasos se cuantificaba mediante cromatografia gaseosa y se estimaba la masa de aceite de la

muestra a partir de la del patrén interno.

6.5. Determinacién de proteinas.
La concentracién de proteinas se midi6 de acuerdo al método de Bradford (1976). Para

ello, se homogenizaban tres embriones en 1 mi de Hepes/NaOH 50 mM pH 7,4 utilizando un
homogenizador de vidrio. La solucién de proteinas (50 pul de 1-10 ug. ml™) se mezclaba con

950 wl de solucién Bradfor BIO-RAD:agua (v/v, 1:5). Entre 10 y 60 minutos después, se
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media la absorbancia de la muestra espectrofotométricamente a 595 nm. La concentracién de

proteinas se calculaba utilizando seroalbumina bovina (BSA) como estandar.

6.6. Contador liquido de centelleo.
Todas las muestras para contar se mezclaron con 3 ml de céctel de centelleo
(Ecoscint™ H.National Diagnostics. Hessle Hull.UK) en viales de centelleo de 5 ml. Las

muestras se analizaron usando un contador liquido de centelleo Beckman Coulter LS 6500.

7. BIOLOGIA MOLECULAR.

7.1. Extraccion de mRNA de semillas.

Las extracciones de mRNA de semillas se realizaron utilizando el Kit Micro-
FastTrack™ 2.0 (Invitrogen, UK), utilizando 0,1-0,2 g de semillas congeladas, a las que se les
despojé de la cascara y cuticula, para ser pulverizadas en mortero estéril con nitrégeno

liquido. El mRNA se resuspendia en 50 ul de Tris-HCI 10 mM pH 8,5. En caso de emplearse

para la sintesis de cDNA, se resuspendia en 66 ul de agua destilada autoclavada.

7.2. Sintesis de la primera cadena de cDNA.
La sintesis de cDNA a partir del mRNA aislado, se realizé con el Kit T-Primed First-

Strand (Amersham-Pharmacia Biotech, UK) siguiendo ¢l protocolo propuesto por la marca.

7.3. Estimacion de la concentracion de acidos nucleicos.
La concentracién y pureza de los acidos nucleicos se determindé midiendo la
absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotémetro Ultrospec 3300 pro (Pharmacia). La

relacién entre la absorbancia medida a 260 nm y a 280 nm (260/280), indicaba la pureza de
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los 4cidos nucleicos, mientras que la absorbancia medida a 260 nm permitia estimar la
concentracion de acidos nucleicos presentes en la preparacién.

Asi, una relacién 260/280 proxima a 1,8 indica que el DNA es puro, correspondiendo
una unidad de absorbancia a 260 nm a una concentracién de 50 pg/ml de DNA de doble
cadena. Para el caso del RNA, la relacién 260/280 debe aproximarse a 2, correspondiendo una
unidad de absorbancia a 260 nm a una concentracién de 40 ug/ml de RNA (Sambrook et al.,

1989).

7.4. Electroforesis de DNA.

Se llevé a cabo segun Sambrook et al. (1989), utilizando geles de agarosa al 0,7-1,5%,
preparados en tampén TAE (1X) (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH 8,0). El desarrollo
de las electroforesis se llevé a cabo en ECPS 3000/150 suministrado por Pharmacia.

Cada muestra de cDNA se mezclaba con 1/10 de volumen de tampdn de carga, azul de
bromofenol al 0,25% (p/v), xileno-cianol FF al 0,25% (p/v) y glicerol al 30% (v/v) en agua.
En el mismo gel y en otro carril se desarrollaba un marcador de tamafio GeneRuler TM 1Kb,
suministrado por la casa Fermentas. Tras la electroforesis los geles se sumergian en una
solucion de bromuro de etidio en agua, y se analizaba la distribucién de bandas en un
transiluminador Vilber Lourmat, usando una camara digital Kodak DC120 con filtro naranja

para registrar la imagen.

7.5. Amplificacién del DNA mediante PCR (Reaccién en Cadena de
la Polimerasa).

7.5.1. Disefio de cebadores

El disefio se llevd a cabo siguiendo los siguientes requisitos:
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- Longitud del cebador entre 20-25 parés de bases (pb).

- Contenido G+C mayor o igual al 50%.

- Temperatura de hibridacién (Tm) igual o menor a 72°C.
Tm = 4x(G+C) + 2x(A+T)

-G o C en posicién 3",

- No formar estructuras secundarias.

- No hibridar entre ellos.

Para la obtencion de la secuencia de gpt correspondiente al transportador de glucosa-6-
fosfato de la membrana del plastidio de girasol (GPT) a partir de cDNA, se disefiaron
cebadores degenerados a partir del alineamiento de regiones internas conservadas de
aminoacidos de otras proteinas GPT de plantas, usando para ello el programa Clustal X v18:
GPTF2 (5'-AAY GCN TWY CCN TWY CCN TGG-3", degenerado 2048 veces) y GPTRI1
(5-CKY TTC ATN GTR TTN CC-3’, degenerado 128 veces) (Figura 9). Asi se obtuvo un
fragmento interno, a partir del cual se disefiaron cebadores especificos para amplificar hacia
los extremos: GPTR1grace, GPTR2racg ¥ GPTFyp. Para amplificar el fragmento inicial del
gen se diseflo como cebador externo el oligo NUP2, obtenido a partir de una modificacion del
oligo no degenerado UPM long del kit BD SMART™ RACE y para amplificar el fragmento
final del gen, se utiliz6 como cebador externo a FA2Z, obtenido a partir de la cola de poli
adenina del extremo 5° del cDNA (Tabla 4). Para las degeneraciones se siguié el cédigo
siguiente: R: purinas (guanina o adenosina), Y: pirimidinas (timina o citosina), V: guanina,
citosina o adenina y K: nucledtidos con grupo ceto (guanina o timina), S (guanina o citosina),
W (adenina o timina) y H (adenina, citosina o timina). Todos los cebadores fueron

sintetizados por Amersham Bioscience (Roosendaal, The Netherlands).
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* k k% ok k ok H

AtGPT1 NIYNKKVI

AtGPT2 NIYNKKVI

0sGPT1 NIYNKKVL 692 pb

OSGPT2 NIYNKKVI

StGPT NIYNKKVI ’....'..Cl'....'.....'0.0'..'.'..'.’
PSGPT NIYNKKVI

MCGPT NIYNKKVL

ZMGPT NIYNKKVI

TaGPT NIYNKKVY

Figura 9. Alineamiento parcial de secuencias aminoacidicas de transportadores de
glucosa-6-fosfato mediante el programa Clustal X v1.8. Arabidopsis thaliana
GPT1 y GPT2 (AtGPT1, AtGPT2), Oryza sativa (OSGPT}IV; 'y OsGPT2), Solanum
tuberosum (StGPT), Pisum sativum (PsGPT), Mesembfyanthemum crystallinum
(McGPT), Zea mais (ZmGPT) y Triticum aestivum (TaGPT). La linea sobre el
alineamiento marca las posiciones conservadas. (*¥) Indica residuo conservado, (:)

indica la presencia de aminoécidos del mismo grupo.

Tabla 4. Cebadores disefiados para la amplificacién por PCR.

Nombre Secuencia (5"-3") Tm (°C)
GPTEF2* AAYGCNTWYCCNTWYCCNTGG 59,8
GPTR1* CKYTTCATNGTRTTNCC 49,2
GPTRIlrace - GTTGAAATTGAGTTCGGTAAG 58,9
GPTR2race  CGACGTTGGGAACGTTTC 61,8
NUP2 ACTCACTATAGGGCAAGCAGTGG 62,4
GPTFnp TGCAATTGCGGTTGAAGG 53,7
Fa2Z AACTGGAAGAATTCGCGG 54,0

*JUB/GCG: R, A/G; Y, C/T; K, G/T; H, A/C/T; N, G/A/T/C.

7.5.2. Condiciones de amplificacion.

Las reacciones de PCR tuvieron lugar en un termociclador Clinus Microcycler 96. Las
condiciones dependieron de la Tm de los cebadores, asi como de la longitud esperada de los
fragmentos.

Para obtener gpt a partir de los cDNAs se preparaban 100 pl de reaccion con 10 mM

Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 200 uM de cada deoxinucledtido trifosfato,
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5U de ECOTAQ DNA Polymerase (Hoffman-La Roche, New Jersey, USA), 100 pmol de
cada cebador y el cDNA. El procedimiento era el siguiente: un paso inicial de
desnaturalizacién a 96°C 5 min, un segundo paso con 35 ciclos con desnaturalizacién a 96°C 1
min, alineamiento a 47,5°C 1 min, extensién a 72°C 1 min, seguido de un ultimo paso de
extension a 72°C 5 min.

Para la obtencién de fragmentos a partir de cDNAs con oligos no especificos, se
utilizé un kit de Optimizacién de Invitrogen que utiliza distintos tampones variando la
concentraciéon de MgCl, y el pH. El volumen de reaccion es dre’ikSO ul con 0,25 pg de cada
cebador, 10 pl de tampdn, SU de polimerasa y el cDNA. El‘método consistia en un primer
paso de desnaturalizacién a 94°C 5 min, un segundo paso de 30 a 35 ciclos con
desnaturalizaciéon a 94°C 1 min, alineamiento 55°C 2 min, extensién a 72°C 3 min, seguido de
un ultimo paso de extensién a 72°C 7 min. La temperatura de alineamiento puede variar segun
la Tm de los oligos, asi como la duracién del tiempo de extensidn, que aumenta para
fragmentos de gendmico mas grandes. En algunos casos se realizaba una segunda PCR como

se describid anteriormente.

7.5.3. Amplificacion rapida de los extremos del cDNA (RACE).

Para el extremo 3" de gpt se empleo el kit de optimizacién con un cebador interno del
fragmento obtenido con los oligos degenerados, el oligo GPTFyp y otro disefiado a partir de la
cola de poliadenina del mRNA (FA2Z).

Para el extremo 5” se utilizé el Smart™-RACE c¢cDNA amplification kit (Clontech).
La extracciéon de mRNA se realizé como se describe en el apartado 2.7.1. Tras la sintesis de la
primera cadena de cDNA, segun las instrucciones del kit, se realizé una reaccién de PCR

utilizando el primer no degenerado NUP2 obtenido a partir de una modificacién del oligo no
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degenerado UPM long del kit, junto con el bligo interno GPTR1grack, disefiado a partir del
fragmento obtenido con los oligos degenerados. Las condiciones de la PCR fueron: un paso
inicial de desnaturalizacién a 96°C 5 min, un segundo paso con cinco ciclos con un paso de
desnaturalizacion a. 94°C 5 seg, seguido de 3 min a 72°C, posteriormente cinco ciclos con
desnaturalizacién a 94°C 30 seg, alineamiento a 57°C 30 seg, extension a 72°C 3 min, y por
ultimo veinte ciclos con desnaturalizacion a 94°C 30 seg, alineamiento a 57°C 30 seg,
extension a 72°C 3 min. A continuacién se realizé una segunda PCR de optimizacién,
utilizando los tampones del kit de Invitrogen, y los oligos NUP2 y GPTR2gacE, con las
condiciones de la PCR de optimizacién y una temperatura de alineamiento de 59,8°C,

utilizando como cDNA el producto diluido 1/10 de la primera PCR.

7.6. Clonacion de productos de PCR.
7.6.1. Ligacion.

Los productos de PCR, una vez separados electroforeticamente, fueron purificados del
gel con el Kit NucleonSpin Extract de Macherey-Nagel. Para calcular la cantidad apropiada

de inserto (producto de PCR) a incluir en la reaccion de ligacion, se usé la siguiente ecuacion:

ng de vector x Kb de inserto
Kb del vector

x proporcidn inserto : vector = ng de inserto

La proporcidn inserto:vector dptima fue 3:1.

Los fragmentos de PCR fueron clonados en el plasmido pGEM-T Easy (Promega).
Estos plésmidos derivan del mismo pGEM-T Easy, obtenidos por corte con EcoRV y adicién
de deoxitimina en sus extremos 3’ mediante una transferasa terminal. Las colas de DNA de

cadena simple 3’-T del sitio de insercién aumentan la eficiencia de ligacién para productos de
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PCR, previniendo la recirculacién del vector y proporcionando colas compatibles a las
generadas en la PCR por las polimerasas termoestables usadas. Estas polimerasas afiaden
deoxiadenina al extremo 3’ de los fragmentos amplificados.

La ligacidn en estos plasmidos se realizo a 15°C durante 2 horas, en una mezcla de
reaccion 10 pl para pGEM-T y 18 ul para pGEM-T Easy que contenia 30 mM Tris-HCI pH
7,8, 10 mM MgCl, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP, 5% PEG, 55 ng de vector, 3U de ligasa de T4

(Promega) y una cantidad apropiada de DNA.

7.6.2. Obtencion de células competentes.

El método seguido fue el descrito por Sambrook ef al. (1989). Las estirpes de E. coli
utilizadas fueron DH5-a y BL21. Para su preparacion se siguié el protocolo siguiente:

Las células se cultivaban a 37°C en medio LB sodlido (1% bactotriptona, 0,5% extracto
de levadura, 1% NaCl, pH 7,0, para medio sélido se afiadid 1,5% de agar) durante la noche.
Pasado este tiempo se usaba una sola colonia para preinocular en 5 ml de medio LB y se
cultivaba en agitacién continua a 37°C durante la noche.

El cultivo liquido se transferia a un matraz junto con 500 ml de LB, que se incubaba
en agitacion contintia a 37°C hasta que DOggp alcanzaba 0,325 (4 horas aproximadamente). El
matraz se pasaba a hielo durante 30 minutos, tras lo cual su contenido se transferia a 2 tubos
de centrifuga previamente enfriados en hielo, donde se centrifugaba durante 15 min a 4°C y
5.000 g en una centrifuga Sorvall (modelo RC5C). Tras la centrifugacidn se descartaba el
sobrenadante y las células sedimentadas se resuspendian en 40 ml de solucién previamente
autoclavada de PIPES 10 mM pH 7, 60 mM CaCl, y 15% (p/v) glicerol. Tras lo cual se volvia
a centrifugar 10 minutos a 3.000g a 4°C, tras lo cual el pellet se resupendia en 20 ml de la

misma solucién anterior para volver a centrifugarse 10 minutos a 3.000g a 4°C. Tras
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resuspender el pellet de nuevo en 20 ml de la misma solucién, las células se distribuian en

alicuotas de 100 o 200 pl, se congelaban en nitrégeno liquido y se conservaban a -80°C.

7.6.3. Transformacion de E. coli.

El método utilizado para la transformacién fue el descrito por Sambrook et al. (1989).
El volumen de ligacién se mezclaba con 100 pl de células competentes previamente
descongeladas en hielo. La mezcla se incubaba durante 15-30 min en hielo y pasado este
tiempo se sometia a un choque térmico durante 100 segundo's“"ia 42°C. Posteriormente, se
mantenia 7 min a temperatura ambiente e inmediatamente después se le afiadia 1,5 ml de LB
liquido precalentado a 37°C, y se incubaba en agitacién durante 1 hora a 37°C. Transcurrido
este tiempo se sembraba la mezcla en medio LB sélido al 1% de agar (p/v) suplementado con
100 mg/ml de ampicilina y 250 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
(X-Gal) sobre placa Petri que se incubaba durante 10-12 horas a 37° C. En los transformantes
que contienen el inserto se interrumpe la secuencia codificante del gen (-galactosidasa y
pueden ser identificados por el tipo color de las colonias en la placa suplementada con X-Gal
como sustrato. Los clones que contenian el inserto producian colonias blancas y las que no

azules.

7.6.4. Extraccion de DNA plasmidico.

Las colonias blancas fueron seleccionadas ¢ inoculadas en 3,5 ml de LB+Amp, los
cultivos se incubaron a 37°C durante toda la noche. Las extracciones de DNA plasmidico
fueron llevadas a cabo mediante lisis alcalina y se purificaron mediante columnas, con el
GFX™ Micro Plasmid Prep Kit de Amersham-Pharmacia Biotech. E1 DNA resultante se

eluyd con 50-100 ul de H,O.
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Como comprobacién de la presencia del inserto el DNA resultante fue digerido
afiadiendo 10 U de endonucleasa de restriccidn por cada pg de DNA en el tampén requerido
por la enzima. La mezcla se incubaba al menos una hora y media a 37°C. El resultado de la

restriccidn se visualizaba por electroforesis en gel de agarosa 1%.

7.6.5. Secuenciacion y analisis de secuencias.

La secuenciacién del DNA plasmidial fue llevada a cabo en los laboratorios GATC
GmbH (Konstanz, Alemania). Las secuencias remitidas fueron identificadas mediante
homologia con secuencias conocidas utilizando el programa BLAST. El alineamiento de
secuencias homologas se llevé a cabo utilizando el programa informatico ClustalX v1.8
(Thompson et al., 1997) y la construccién de arboles filogenéticos mediante el uso del
programa Treview 1.6.6 (Page, 1996). Asimismo, el paquete informatico DNATools 6.0

(Calsberg) nos aport6 numerosas herramientas para manejar las secuencias.
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Blogue I. Incubaciones de embriones de girasol en desarrollo con [2-"*C]acetato.

1. PUESTA A PUNTO DEL ENSAYO.

El propdsito inicial de esta tesis fue la puesta a punto de un método capaz de medir el
metabolismo de sintesis de acidos grasos en las semillas de girasol in vivo durante el
desarrollo. El método deberia ofrecer una vision global, reproducible y diferencial entre
genotipos, de las principales actividades liposintéticas responsables de la sintesis de novo de
dcidos grasos, que pudiera ser utilizado para la seleccion de nuevos alelos de las distintas
actividades enzimaticas implicadas, y en particular para la selecéiéﬁ de lineas alto estearico en
fondo alto oleico. Teniendo en cuenta que en la composicién final de' un aceite intervienen
multiples actividades enzimaticas, la incorporacion diferencial de [2-'*Clacetato dentro de la
fraccion de acidos grasos reflejaria: |

- Lapresencia de una distinta maquinaria enzimatica

- La interaccién entre estas actividades enzimaticas y la ruta principal de sintesis de

acidos grasos.

- La afinidad de las diferentes actividades tioesterasas por sus respectivos substratos,

asi como la competencia entre ellos.

Analizando el conjunto de 4cidos grasos marcados sintetizados de novo, obtendriamos
evidencias acerca de diferentes actividades enzimaticas presentes en las semillas y generadas
por la aparicién de alelos especificos o mutados en las semillas analizadas.

Para poner a punto el método de marcaje de acidos grasos deberiamos establecer
previamente las condiciones de la incubacidn, para que los resultados reflejaran dentro de lo
posible el metabolismo real de las semillas. Una vez definidas las condiciones, los resultados
deberian ser repetitivos y comparativos entre los distintos genotipos que se ensayaran. Como

punto de partida tomamos las condiciones propuestas por Singh er al. (1986) para
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incubaciones de semillas de Cuphea lutea con [2-14C]acetato, meétodo a partir del cual se

adaptaron para girasol todas las condiciones de incubacion.

1.1. Estado fisiolégico de las semillas.

Inicialmente se llevaron a cabo incubaciones con semillas recién recolectadas de 15
DDF procedentes de la linea control RHA-274 y semillas de la misma edad guardadas en
congelador a -20°C. Las semillas congeladas incorporaban menof cantidad de radioactividad
en la fraccién lipidica (3,5+0,5 pmol [2-'*Clacetato mg peso ffééco (H™") con respecto a lo
que hacfan las semillas frescas de la misma edad (79,0+6,2 pmol [2-'*C]acetato mg pf'). La
distribucién de radioactividad entre los distintos componentes de la fraccidn lipidica también
variaba. Mientras que en semillas congeladas el 38% de la radioactividad total incorporada
aparecia en la fraccién de lipidos polares (LP), correspondiente en su gran mayoria a los
fosfolipidos, y no se marcaba la fraccién de triacilglicéridos (TAG), cuando usibamos
semillas frescas, el 54,3% de la radioactividad total correspondia a TAG, y el 31% aparecia en
LP (Figura I.1.A). Por otro lado, cuando se analizé la distribucion de radioactividad destinada
a la fraccion de acidos grasos también se observaron diferencias notables entre semillas
frescas y congeladas (Tabla I.1).

Mientras que en semillas frescas aparecia marcaje en la mayor parte de los 4cidos
grasos presentes en el aceite de semilla, en semillas congeladas tan solo se marcaban el 4cido
palmitico (16:0) y el 4cido oleico (18:1). El marcaje encontrado en semillas congeladas en lo
referente a la distribucion de lipidos y de 4cidos grasos, podria deberse al hecho de que las
membranas de tejidos congelados no conservan sus sistemas de membrana intactos. Por tanto,
eran las semillas frescas incubadas con acetato las que mejor asemejaban la distribucién de

los distintos componentes de la fraccién lipidica presentes in vivo en semillas de girasol.
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Figura L1. Incorporacién de [2-'*Clacetato a la fraccién de lipidos totales en
semillas de la linea RHA-274 de 15 DDF. (A) Distribucion de radioactividad
dentro de las diferentes clases de lipidos: fosfolipidos (£4), diacilglicéridos (%),

acidos grasos (), triacilglicéridos (#) y ceras (M) en experimentos con semillas
frescas y semillas congeladas (-20°C). (B) Efecto del pH del medio de incubacion.
(C) Efecto de la concentracién de [2-"*Clacetato. (D) Efecto de la temperatura y
del tiempo de incubacién. 10 °C (O), 20 °C () y 30 °C (D).
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Tabla 1.1. Distribucién de radioactividad en la fraccion de 4cidos grasos de

semillas frescas y congeladas *

Distribucién de acidos grasos (% Radioactividad)

Semillas frescas Semillas congeladas -20°C
16:0 12,241,5 22,8419
18:0 12,4+0,9 -
18:1 62,9+1,5 77,2+£1,9
18:2 1,5£0,9 L
AGLM 11+0,9 -

* Semillas procedentes de plantas RHA-274 de 15 DDF se incubaron con 300 uM
de [2-"CJacetato durante 4 horas a 20 °C. Los lipidos totales se transesterificaron
y los correspondientes acidos grasos se separaron y cuantificaron segun

Materiales y Métodos.

1.2. Efecto del pH sobre la incorporacién de [2-'“Clacetato.

Para definir las condiciones a las que las semillas incorporaban mayor cantidad de
radioactividad, se incubaron semillas de 15 DDF con [2-14C]acetato a distinto pH. Las
semillas incorporaban maés radioactividad en la fraccidon de lipidos a medida que disminuia el
pH del medio de incubacién (Figura 1.1.B). El pH 6ptimo se encontraba entre 5-6, rango
similar al encontrado en ensayos con semillas de Cuphea en desarrollo (Singh et al., 1986).
Mientras que no se encontraron diferencias significativas entre la cantidad de radioactividad
incorporada a pH entre 5,0 y 6,0; esta si fue significativamente diferente para pH 6,5 y 7,0 (t-

test, p>0,05).
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1.3. Efecto de la concentracién de [2-"*Clacetato.

Para definir aquella concentracion del substrato radioactivo que suministrara un
marcaje suficiente para los andlisis posteriores se incubaron semillas de girasol a distintas
concentraciones de [2-'*Clacetato y se midi6 la cantidad de radioactividad incorporada en la
fraccién lipidica. Las concentraciones ensayadas estaban dentro de los rangos fisioldgicos

encontrados en distintas plantas (Roughan, 1995; Bao et al., 2000).
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Figura I.2. Distribucién de radioactividad a los distintos componentes de la
fraccién lipidica con la concentracion de [2-'*Clacetato en el medio de
incubacién. Ceras (1), triacilglicéridos (O), lipidos polares (V) y diacilglicéridos
(A). Los resultados son promedio + SD, de 3 repeticiones independientes usando

semillas de 15 DDF de tres plantas RHA-274.

La tasa a la cual se incorporaba la radioactividad a la fraccion de lipidos, en torno a

300 pmol [2-"*Clacetato'mg pf“h™, mostraba un comportamiento bifdsico con una tendencia
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al platé a concentraciones de substrato superiores a 600 uM (Figura I.1.C). Una cinética de
incorporacién similar se observé en ensayos llevados a cabo con semillas de Cuphea lutea
donde la tendencia al platé ocurria a concentraciones en torno a 2 mM (Singh et al., 1986). La
distribucion de radioactividad en los diferentes componentes de las fracciones lipidicas, asi
como en la fraccién de acidos grasos de los TAG, no variaba significativamente con respecto
a las diferentes concentraciones de [2-14C]acetato utilizadas (Figura 1.2). De este modo, la
concentracién Optima de [2-'*CJacetato elegida para los sucesivos ensayos fue 300 uM, la

cual producia un marcaje suficiente.

1.4. Efecto de la temperatura y tiempo de incubacién.

Para determinar tanto la temperatura como el tiempo de incubacién apropiados, se
incubaron series de semillas de girasol de 15 DDF en tres bafios a tres temperaturas distintas y
a intervalos de tiempo se detuvo la reaccion y se analizo la distribucién de radioactividad en
los distintos componentes de la fraccion lipidica. La incorporacién de radioactividad dentro
de la fraccién lipidica se increment6 linealmente hasta las 3-4 horas dependiendo de la
temperatura de incubacion. Después de 4 horas, la tasa de incorporacién de radioactividad a la
fraccién de lipidos totales descendia para todas las temperaturas ensayadas, siendo al final del
ensayo menor para las semillas incubadas en bafio a 10°C (100+4 pmol mg pf') que a 20°C y
30°C (247+8 y 25319, respectivamente) sin diferencias apreciables entre estas dos
temperaturas (Figura 1.1.D). Para todas las temperaturas ensayadas, a medida que
incrementaba el tiempo de incubacidn, la radioactividad que se depositaba en la fraccién de
TAG se incrementaba, alcéﬁzando el 78+7% del total tras 12 horas de incubacidn, al tiempo

que disminuia el porcentaje de radioactividad presente en la fraccién de lipidos polares

(Figura 1.3).
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Figura 1.3. Distribuciéon de radioactividad en los distintos componentes de la
fraccion lipidica durante el tiempo de incubacion. Ceras (1), triacilglicéridos (O),
fosfolipidos (V) y diacilglicéridos (4). Los resultados son promedio de 3
repeticiones independientes usando semillas de 15 DDF de tres plantas RHA-274
incubadas a 20°C con 300 uM de [2-'*Cacetato. (SD< 2,5%).

Cuando analizamos la distribucién de radioactividad en los distintos dcidos grasos de
la fraccién de TAG a lo largo del tiempo de incubacion, el marcaje encontrado en los 4cidos
grasos insaturados (18:1 y 18:2) se incrementé durante las primeras 4 horas de incubacion
(Tabla 1.2). De ese tiempo en adelante solo se observaron pequefias oscilaciones poco
significativas en la radioactividad destinada a los distintos 4cidos grasos de la fraccion de
TAG.

El patrén de 4cidos grasos *C-marcados en las semillas era similar pero no idéntico a
la composicion fria del aceite. Para todas las condiciones ensayadas, habia mds marcaje en los

4cidos grasos saturados y en el 4cido oleico, y menor en el dcido linoleico, cuya sintesis
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dependia de la enzima oleato desaturasa microsomal, cuya reaccion tiene lugar fuera del
plastidio. El marcaje encontrado en 4cidos grasos Cyo y mds largos, a partir de incubaciones
de semillas en desarrollo con ['“Clacetato ha sido previamente documentado en al menos 4
especies vegetales distintas: colza (Brassica napus) (Downey y Craig, 1964), jojoba
(Simmondsia chinensis) (Ohlrogge et al., 1978), capuchina (Tropaeolum majus) (Pollard y

Stumpf, 1980a) y meadow-foam (Limnanthes alba) (Pollard y Stumpf, 1980b).

Tabla L.2. Variacién en la incorporacion de radioactividad dentro de los acidos

grasos de la fraccién de TAG, a lo largo del tiempo de incubacién *

Acidos grasos marcados (%)

Tiempo (h) 16:0 18:0 18:1 18:2 AGML
0,5 17,3 17,9 49,1 2,4 13,1
1 10,8 15,2 63,6 2,8 7,6
2 12,2 10,0 66,4 8,8 2,5
4 10,1 13,0 66,4 6,8 3,8

* Las semillas utilizadas tenian 15 DDF de lineas control RHA-274, y se
incubaron con 300 uM de [2-"*C]acetato a 20 °C de 0,5 a 4 h. Nomenclatura igual

que la de la Tabla I.1 y AGML, acidos grasos muy largos (20:0, 4cido araquidico;
22:0, 4cido behénico; 24:0 acido lignocérico).

De hecho, se cree que este patrén de marcaje refleja los diferentes conjuntos de acetato
que contribuyen tanto a la sintesis de novo de 4cidos grasos como a las reacciones de
elongaciéon de cadena. Un incremento en el porcentaje de é4cido palmitico y estedrico
marcados, como el observado, solo seria esperado en aquel punto del desarrollo de las

semillas donde la sintesis de novo de 4cidos grasos fuera superior a la que normalmente estd
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asociada a los niveles de FAS II y SAD, que presentan las semillas de girasol de 15 DDF

(Martinez-Force y Garcés, 2002).

1.5. Efecto de la edad de la semilla.

Una vez examinada la variacién de la incorporacidn de [2-'*Clacetato a la fraccién
lipidica de las semillas al cambiar las condiciones del ensayo, quisimos estudiar también
cémo este marcaje variaba durante el desarrollo de las semillas para asi poder elegir la edad
de las semillas que mejor se adaptara a los objetivos para loé que el método habia sido
previsto. Para ello se recogieron semillas a lo largo del periodo de 1len:;1do del capitulo desde
los 12 a los 29 DDF, y se incubaron con [2-'*Clacetato. En semillas de la linea control RHA-
274, la maxima incorporacién de radioactividad ocurria entre los 14 y los 18 DDF,
alcanzando valores de incorporacion de 300 pmol [2-"*Clacetato mg pf Yo superiores. A 26
DDF se incorporaban 250 pmol [2-'*Clacetato mg pf’, a partir de entonces la incorporacién
cafa bruscamente incorporandose sélo 50 pmol [2-'*Clacetato mg pf' a 29 DDF (F igura 1.4).
De todas las fracciones organicas '*C-marcadas, la fraccién de los triacilglicéridos era la que
recibia la mayor cantidad de radioactividad y por tanto donde se encontraban la gran mayoria
de los 4cidos grasos sintetizados de novo. Tanto los periodos descritos de mayor y menor tasa
de incorporacién de [2-'*Clacetato, asi como la fraccién organica hacia donde se dirige
mayoritariamente la radioactividad incorporada, coincidian con los periodos activos de mayor
y menor sintesis de aceite en la semilla, aceite que en su gran fnayoria esta compuesto por

TAG, tal y como habia sido descrito con anterioridad por Luthra er al. (1991).
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Figura I4. (A) Acumulacién de aceite en semillas de girasol durante el
desarrollo. (B) Incorporaciéon de radioactividad en lipidos. Fraccién de lipidos
totales. (L), ceras (O), triacilglicéridos (4), diacilglicéridos (/) y fosfolipidos
(), en semillas de girasol incubadas durante 4 h a 20 °C con 300 uM de [2-
"*Clacetato. Los resultados en (A) son promedio de 12 plantas distintas. Los
resultados en (B) son promedio = SD de tres ensayos diferentes realizado cada

uno con semillas procedentes de tres plantas distintas.

Estos resultados nos indicaban que la tasa de incorporacién de radioactividad a lipidos
cuando se suministra ['*CJacetato a semillas de girasol en desarrollo, podia ser utilizada como

medida indirecta de la tasa a la cual el aceite estaba siendo sintetizado, y que la fraccién de los
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triacilglicéridos era la mas adecuada para estudiar los productos sintetizados de novo , ya que

era el destino mayoritario de la sintesis lipidica.

1.6. Incubaciones con semillas de distintos genotipos.

En plantas de girasol de linea control RHA-274, Martinez-Force ef al. (2000) midieron
la actividad acil-ACP tioesterasa en las semillas durante el desarrollo. Para los distintos
substratos utilizados, la mayores actividades para los acil-ACP saturados se encontraba entre
15 y 20 DDF. Este hecho, unido a que para esas edades existia una buena tasa de
incorporacién de radiactividad a la fraccidn lipidica, hizo que limité;ramos los ensayos de
incubacién a la radioactividad encontrada en la fraccién de TAG de semillas de 15 y 20 DDF,
utilizando para ellos distintas lineas de girasol con distinta composicidn de acidos grasos en el
aceite de la semillas (Tabla .3 y Tabla 1.4).

En semillas de la linea control RHA-274, se incorporaba mayor proporcién de
radioactividad en ['*C]16:0 y [**C]18:0 a 15 DDF y menor a 20 DDF. El hecho de que el
porcentaje de radioactividad dirigida a los AGML también se redujera a 20 DDF no era
extrafio teniendo en cuenta que los AGML son sintetizados a partir del 18:0. Por tanto estos
resultados estaban de acuerdo con los datos previos mostrados por Martinez-Force et al.
(2000) al igual que con el patron estandar de biosintesis de acidos grasos in vivo. Se analizd
también el porcentaje de acidos grasos marcados utilizando semillas de la misma edad pero
procedentes de lineas alto oleico (HAOL-9), alto estearico (CAS-3) y alto palmitico (CAS-5)
(Tabla 1.3).

En las lineas mutantes CAS-3 y CAS-5, el porcentaje de radioactividad encontrado en
los 4cidos grasos saturados fue superior al encontrado en semillas de la linea control RHA-

274, mientras que en semillas de la linea control alto oleico HAOL-9 era donde se encontraba
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el mayor porcentaje de radioactividad en el 4cido oleico, ambos hechos estaban de acuerdo

con la composicién de 4cidos grasos en el aceite de cada una de las lineas (Tabla I.4.).

Tabla L.3. Composicién de acidos grasos en el aceite de semillas procedentes de
lineas de girasol control RHA-274, alto oleico HAOL-9, alto estearico CAS-3 y
alto palmitico CAS-5*

Composicién de acidos grasos (mol %)

16:0 18:0 181 182 20:0 22:0  Otros

RHA-274 64 49 30,8 562 03 1,0
CAS-3 54 26,1 142 513 14 13
CAS-5 30,2 42 80 501 - 1,2 58

HAOL-9 52 3,7 81 1,5 03 1,1

 16:0, 4cido palmitico; 18:0, 4cido estearico; 18:1, 4cido oleico; 18:2, acido
linoleico; 20:0, acido araquico; 22:0, acido behénico; Otros (16:1A9, acido
palmitoleico; 16:2A9A12, 4cido palmitolinoleico y 18:1A11, 4cido asclepico). SD
<2,5%.

Cantisan et al. (2000) habian descrito que semillas de la linea mutante CAS-3 tenian
una menor actividad SAD y una mayor actividad TE sobre saturados que la linea control
RHA-274. De hecho, en nuestros ensayos de incubacién con [14C]acetato, la cantidad de
radioactividad incorporada en 18:0 era superior tanto a 15 como a 20 DDF, al igual que la
cantidad incorporada en AGML. Como era esperado, en semillas de la linea mutante CAS-5
el contenido en ['*C]16:0 en la fraccién de TAG se incrementaba significativamente con
respecto a la linea control RHA-274, ya que Martinez-Force et al. (1999) encontraron una
menor actividad KAS II y una mayor actividad TE por 16:0-ACP en semillas de la linea CAS-

5 con respecto a las actividades medidas en lineas control RHA-274. Por otro lado, €l mutante

85



Bloque I. Incubaciones de embriones de girasol en desarrollo con [2-"*Clacetato.

alto oleico tiene una menor actividad oleato desaturasa microsomal (Garcés y Mancha, 1991),
y en los ensayos con [14C]acetato la cantidad de 18:2 marcados en la fraccion de TAGs estaba

reducida con respecto a la linea control.

Tabla L.4. Radioactividad incorporada en los acidos grasos de la fraccién de TAG
en semillas de 15 y 20 DDF. Las semillas analizadas procedian de lineas RHA-
274 (con un contenido de 4cidos grasos estandar), HAOLY (alto oleico), CAS-3
(alto estearico) y CAS-5 (alto palmitico) ® :

DDF Acidos grasos marcados (%)

16:0 18:0 18:1 18:2 AGML
RHA-274 15 141+£20 272+39 418+53 39+19 13,0+23
20 10,4+0,8 19,1+£32 57271 44+05 9,0+£27
CAS-3 15 79+1,2 434+23 319+34 34+£1,3 13,5+1,3
20 8710 469+19 346+24 2,1+03 7,806
CAS-5 15 47016 13,6+1,5 249+3,1 39+08 10,5+1,5
20 408+1,3 139+1,6 31,3£29 7,103 68+13
HAOL-9 15 10,1+£0,9 18,6+2,7 572+53 0,6+03 165£2,6
20 10,3+0,7 157+1,9 67,6+3.8 - 7,8£1,3

* Las incubaciones se llevaron a cabo con 300 puM de [2-14C]acetato a 20°C
durante 4 h. Los datos son media = SE de al menos 4 plantas diferentes. La

nomenclatura es idéntica a la de la Tabla I1.2.

2. ENSAYO CON METIL VIOLOGENO.

Tal y como hemos indicado en el capitulo anterior, la incubacién de semillas de
girasol en desarrollo con ['*Clacetato y el posterior analisis de la radioactividad incorporada a
los 4cidos grasos de la fraccion de TAG reflejan la sintesis in vivo de acidos grasos. Se
pueden diferenciar genotipos afectados en distintas actividades enzimaéticas y podria ser una
herramienta de gran utilidad para la bisqueda de alelos responsables de la sintesis de novo de

4cidos grasos, en particular de aquellos implicados en la sintesis de 4cidos grasos saturados,
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ya que amplifica el porcentaje de estos. Sin enﬁbargo, no deja de ofrecer una visién global de
las multiples actividades enzimaticas en ella involucradas. La capacidad de inhibir in vivo
ciertas actividades enzimaticas ofrece una herramienta muy util para el estudio de la ruta de
sintesis de 4cidos grasos, ya que reduce la interaccion que los distintos productos ejercen
entre s, permitiendo manifestar las potencialidades enzimdticas existentes (Sanchez y
Stumpf, 1984; Golz et al., 1994; Jones et al., 1995b; Jones et al., 2000). La inhibicidn in vivo
de la actividad SAD conduciria a un disminucién en la sintesis de 18:1-ACP y al aumento del
contenido de acil-ACPs saturados en el interior del plastidio. El anlisis de los porcentajes de
4cidos grasos marcado en estas condiciones, nos suministraria una herramienta para estudiar
las interacciones que existen entre las diferentes combinaciones de alelos para TE y para una
mejor seleccién de alelos para TE que favorezcan la sintesis de dcidos grasos saturados (ver
Introduccién, Figura 6). Griffiths er al. (1998) utilizaron el metil violégeno para inhibir in
vitro a la enzima estearil-ACP desaturasa purificada de semillas de girasol. Aplicando el

ensayo puesto a punto, pretendimos inhibir in vivo a esta actividad enzimatica.

2.1. Efecto del metil viologeno sobre la sintesis de lipidos.

Semillas de 15 DDF se incubaron con [2-14C]acetat0 en presencia de distintas
concentraciones de metil violdgeno (MV) y tras 4 horas de mcubacién a 20°C, se midié la
radiactividad total incorporada en la fraccion de lipidos totales y su distribucién entre los
distintos componentes (Figura 1.5). La radioactividad total incorporada en la fraccién de
lipidos se incrementé hasta concentraciones de MV de 20 mM (Figura 1.5.A). Sin embargo a
concentraciones superiores a 20 mM, se observé una reduccién en el contenido total de

radioactividad, a pesar de que el porcentaje de radioactividad encontrada en la fraccion de los

TAG se mantuvo constante (Figura [.5.B).
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Figura L5. (A) Efecto del metil viologeno sobre la incorporacion de [2-
Clacetato dentro de la fraccién de lipidos. (B) Distribucion dentro de las
diferentes clases de lipidos: ceras ([J), triacilglicéridos (O), diacilglicéridos (A) y
lipidos polares (V). Semillas de plantas RHA-274, de 15 DDF incubadas con 300
uM de [2-'*Clacetato durante 4 horas a 20°C en pfesencia 0 en ausencia de

distintas concentraciones de metil violdgeno. Los resultados son promedio = SD
(n=16)
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Teniendo en cuenta que el acetato se asimila por difusién pasiva a través de las
membranas plastidiales, el incremento de la radioactividad encontrada en lipidos totales para
pequefias concentraciones de MV podrian deberse a la inactivacion por parte del inhibidor de
otras rutas extraplastidiales que también usen al acetato como substrato, haciendo asi que una
mayor cantidad esté disponible para la sintesis de lipidos. Otra posibilidad serfa que la
demanda de poder reductor generada por la molécula fuera suficiente como para tirar del
proceso de sintesis de &cidos grasos, sin tener ningin efecto inhibidor sobre el propio proceso.
Se ha descrito recientemente que la ruta oxidativa de las pentoSés fosfato (OPPP) tiene un
papel importante a la hora de suministrar poder reductor para la sintesis intraplastidial de
acidos grasos en plastidios aislados de semillas de girasol en desarrollo (Pleite et al., 2005).

Por otro lado, Hutching er a/. (2005) han demostrado en plastidios aislados de
embriones de colza (Brassica napus L.) en desarrollo, que la actividad OPPP en presencia de
metil violégeno se incrementaba mas del doble con respecto a la actividad medida durante la
sintesis de dcidos grasos. Asf pues, el incremento en la radioactividad medida para pequefias
concentraciones de MV, podria reflejar el efecto potenciador que este compuesto tenga sobre
la sintesis de acidos grasos dentro del plastidio. La reduccién en la incorporacién de
radioactividad medida a concentraciones mayores de MV podria ser el resultado de la
interferencia que este producto pudiera causar en las reacciones enzimaticas redox, tales como
la reaccidn de elongacién llevadas a cabo por el complejo FAS que dependen directamente de

la presencia de poder reductor dentro del plastidio.
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2.2. Efecto del metil violégeno sobre la sintesis de novo de acidos

grasos.

Una vez comprobado el efecto que el MV tenia sobre la sintesis de lipidos, nos
preguntamos si tendria un efecto similar al observado para ensayos in vitro por Griffiths ef al.
(1998), es decir, si podriamos observar una reduccion en la sintesis de 18:1-ACP, medida
como reduccién en el porcentaje de ['*C]18:1 presente en la fraccién de triacilglicéridos. Para
ello, incubamos semillas de 15 DDF procedentes de distintas lineas de girasol (Tabla 1.4) en
presencia de distintas concentraciones de MV en el medio, y "aﬁ’klalizamos la distribucién de
radioactividad entre los distintos 4cidos grasos dentro de la fraccién de TAG (Figura L.6).

Para todos los genotipos ensayados, a medida que se incrementaba la concentracion de
MV en el medio de incubacidon, disminuia el porcentaje de acidos grasos insaturados
marcados radiactivamente (Figura 1.6.C) y se incrementaba el porcentaje de [14C]18:0
presente en la fraccién de TAG (Figura 1.6.B). El efecto que el MV tenia sobre el resto de los
acidos grasos marcados no estaba claro. El porcentaje de ['*C116:0 permanecia constante para
todas las concentraciones de MV en todas la lineas ensayadas a excepcion del mutante alto
palmitico CAS-5 (Figura [.6.A), lo que no era extrafio. Por su parte, el porcentaje de
radioactividad incorporada en los AGML se incrementaba ligeramente hasta concentraciones
proximas a 10 mM y luego disminuia también ligeramente para concentraciones superiores
del inhibidor, sin observarse diferencias significativas a lo largo de todas las concentraciones
ensayadas, salvo para la linea alto oleico HAOL-9 (Figura 1.6.D). Los AGML son
constituyentes menores en el aceite de semilla de girasol, y su sintesis ocurre fuera del
plastidio por elongacién de moléculas de 18:0-CoA gracias a las elongasas de acil-CoAs

microsomales (Evenson y Post-Beittenmiller, 1995).
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Figura 1.6. Efecto del metil violdgeno sobre la distribucién de radioactividad en
los 4cidos grasos de la fraccion de TAG. (A) acido palmitico, (B) acido estedrico,
(C) acidos grasos insaturados (18:1+18:2) y (D) 4cido grasos de cadena muy larga
(AGML) (20:0 + 22:0 + 24:0). Las lineas de girasol ensayadas fueron: RHA-274
(1), CAS-3 (O), CAS-5 (A) y HAOL-9 (<). Resultados son promedio de 3
ensayos distintos (SD<10%).

El origen del marcaje en los AGML podria estar en las elongaciones que las moléculas
de 18:0-CoA sufran en el citosol gracias al ["*CJacetato disponible en el citoplasma, y la

diferencia observadas entre los porcentajes de AGML marcados entre lineas de girasol
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podrian ser consecuencia de la presencia de distintas actividades elongasas existentes en
fondos genéticos distintos, dado que en la semilla de girasol se han encontrado dos elongasas
con diferente afinidad por los sustratos dependiendo de la-longitud de la cadena (Salas et al.,
2004), y que como ocurre con otras actividades en estas semillas son capaces de utilizar més o
menos eficientemente el ['*Clacetato disponible en el citoplasma para elongar més o menos
eficientemente al 18:0-CoA. Los AGML son substrato para la sintesis de ceras y parece
probable que el descenso observado en su sintesis se deba al efecto del MV sobre este tipo de
enzimas, hecho que se apoyaria en la disminucién de radioactividad encontrada en la fraccién
de ceras para concentraciones altas de MV (Figura L.5).

Un importante efecto colateral que se extrae de la exposicidn a MV estd relacionado
con la disponibilidad de substratos para las acil-ACP tioesterasas. En semillas expuestas a
MYV se reducen los niveles de acido oleico en el interior de los plastidios, a la par que se
incrementan los niveles de 18:0-ACP, alterando de esta manera la disponibilidad de substratos
para las TEs alli presentes. Dependiendo del genotipo de cada planta, estaran presentes en las
semillas distintos alelos FatA o FatB. Asi una menor acumulacidn intraplastidial de 18:1-ACP
produciria (i) una mayor actividad por el 16:0-ACP, dependiendo de la afinidad relativa por
los substratos; o (ii) una menor actividad hacia el 16:0-ACP, cuando el incremento en el 18:0-
ACP dentro del plastidio inhibiera la afinidad de la TEs por el 16:0-ACP.

Por ejemplo, el porcentaje de ['*C]16:0 presente en la fracpién de TAG en semillas de
la linea alto palmitico CAS-5, se incrementaba de un 40% a un 57% en presencia de
concentraciones saturantes de MV (Figura 1.6.A), es decir, la reduccion del principal substrato
18:1-ACP, incrementa la acfcividad de las tioesterasas presentes en esas semillas por el 16:0-
ACP. Este patrén de marcaje esta de acuerdo con estudios previos realizados sobre semillas

de esta linea de girasol, que mostraban una actividad tioesterasa sobre el 16:0-ACP cinco
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veces mayor que la actividad medida en lineés control RHA-274 sobre ese mismo substrato
(Martinez-Force et al., 1999). Por otro lado, el porcentaje de [*C]18:0 en TAG de lineas alto
estearico CAS-3 para bajas concentraciones de MV era mayor que el hallado usando otros
genotipos, pero similar cuando las concentraciones de MV eran altas. Sin embargo, las
cantidades de ["*C]16:0 acumuladas en la fraccién de TAG no se veian afectadas por la
presencia de MV, lo que concuerda con los resultados de Cantisan ef al. (2000) que midieron
actividad TE en semillas de la linea alto estearico CAS-3'y encontraron que la actividad sobre

18:0-ACP era dos veces mayor que la medida en lineas control RHA-274.

3. ENSAYO CON CERULENINA.

Como ya hemos indicado al analizar la composicién de 4cidos grasos marcados en la
fraccién de TAG tras incubar las semillas de girasol en desarrollo con ['“Clacetato, se
encontraron gran cantidad de 4cidos grasos de cadena muy larga (AGML). La
sobreproduccion de 4cido estedrico dentro del plastidio debido a la inhibicién de la SAD por
la accién del MV podria causar este efecto colateral, la produccién de AGML a partir del
estedrico gracias a la accidn de la enzima f-cetoacil-ACP sintetasa II (KASII). Este efecto ha
sido descrito con anterioridad por Knutzon et al. (1992) al estudiar la modificacién que en el
perfil de acidos grasos en plantas de Brassica, causaba la expresion de un gen anti-sentido de
la enzima SAD. La expresion de este gen conducia a la reduccién de la concentracion y
actividad de esta proteina, y en consecuencia se incrementaba el contenido de esteérico en la
semilla. Este incremento tenia como efecto colateral el incremento en los niveles de 4cidos
grasos de cadena larga, 20:0, 22:0 y 24:0, que los autores relacionaban mas con la elongacién
intraplastidial del exceso de 18:0-ACP por la accién de la enzima KAS II, que por

elongaciones citoplasmicas. La cerulenina es un inhibidor de la sintesis de novo de acidos
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grasos en plantas superiores, que mimetiza al sustrato de varias enzimas KAS del complejo
FAS, uniéndose a eﬂas de forma irreversible (Shimakata y Stumpf, 1982; Jaworski et dl.,
1989).

Para verificar si parte del incremento en el porcentaje de “ClAGML que sucede para
concentraciones de MV de hasta 10 mM es el resultado de las elongaciones del 18:0-ACP
dentro del plastidio, se examind el efecto de la cerulenina, inhibidor del complejo FAS, sobre
la sintesis de 4cidos grasos a partir de [2-""Clacetato y ademés s midié la actividad KAS II

intraplastidial sobre el 18:0-ACP.

3.1. Incubaciones de semillas con [2-'*“CJacetato y cerulenina.
Semillas procedentes de plantas de 15 DDF se incubaron en presencia de [2-
'Clacetato junto con distintas concentraciones de cerulenina, y se¢ midié la radioactividad

incorporada en la fraccién de TAG y en los distintos 4cidos grasos (Tabla 1.5).

Tabla 1.5. Incorporacién de radioactividad dentro de la fraccion de TAG y acidos

grasos en presencia de cerulenina *

Acetato
Cerulenina (mM) incorporado Radioactividad (%)
en TAG (*)
16:0 18:0 18:1 18:2 AGML
0 177 17 24 45 0 13
0,1 82 10 32 45 3 11
0,5 59 3 37 50 1 9
1,0 38 2 32 54 4 8

* Semillas de 15 DDF de plantas RHA-274 se incubaron con 300 uM of [2-
"*Clacetate durante 3 horas a 20°C. Nomenclatura como en la Tabla 1.X. (*) pmol

[2-14C]acetato mg pf "I Resultados son promedio (n=3). SD<2,5%.

94



Bloque I. Incubaciones de embriones de girasol en desarrollo con [. 2-"Clacetato.

La incubacién con cerulenina disminuy6 considerablemente la incorporacion de
fadiactividad a la fraccién de TAG, hecho esperado teniendo en cuenta que es esta fraccion
hacia donde se dirigen mayoritariamente los productos de nueva sintesis. En cuanto a los
4cidos grasos, la incubacién con cerulenina disminuyé la incorporacién de radioactividad en
16:0, lo cual es explicable porque la cerulenina inhibe mayoritariamente el complejo FAS 1,
responsable de su sintesis. Al mismo tiempo se observé un incremento en el porcentaje de
18:0 y una disminucién en el contenido de AGML lo cual sugeﬁa que al menos, parte del
marcaje encontrado en la fracciéon de AGML era debido a la elongacion intraplastidial del
18:0. Por otro lado, también se ha demostrado que la cerulenina es capaz de inhibir las
elongaciones extraplastidiales en hojas de puerro (4llium porrum L.) y en semillas de lunaria
(Lunaria annua L.) (Evenson y Post-Beittenmiller, 1995; Harwood, 1996), por lo que no
podria descartarse que la reduccién en el porcentaje de AGML fueran debidos a la inhibicién

de las enzimas implicadas en la elongacion extraplastidial.

3.2. Medidas de la actividad KAS |l sobre 16:0-ACP y 18:0-ACP.

Para aclara mas el origen del marcaje en los AGML, se opté por medir la actividad
FAS 1I in vitro en semillas de 15 DDF utilizando como substrato 16:0-ACP, su substrato
natural, y 18:0-ACP, el substrato que estaria en exceso en el interior del plastidio en presencia
de MV (Figura L.7).

Cuando se usaba ['*C]16:0-ACP como substrato, el extracto de semillas era capaz de
sintetizar 18:0 y 20:0. (Figura 1.7; L3). Sorprendentemente, cuando el extracto de las semillas
se incubaba en presencia de [14C]18:O-ACP, también era capaz de sintetizar 20:0 (Figura 1.7;

L4). Cuando ese mismo extracto se incubaba 10 minutos antes con 100 mM de cerulenina, se
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reducia la sintesis de 20:0 (Figura L1.7; L5), lo cual indicaba que la actividad KAS II
intraplastidial era capaz de utilizar al 18:0-ACP como substrato para sintetizar 20:0. Esta
inusual actividad KAS II encontrada en semillas de girasol, ha sido descrita previamente en
hojas de puerro (Domergue y Post-Beittenmiller, 2000). Estos autores describieron la sintesis
de 4cidos grasos de hasta 22 atomos de carbono de longitud, sugiriendo que la actividad KAS

II era capaz de aceptar como substrato tanto 18:0-ACP como 20:0-ACP.

KASIH (pKat/mg protein)

L3a L3b L4 L5

Figura 1.7. Analisis de la actividad FASII in vitro en semillas de girasol en
desarrollo de 15 DDF. A) TLC de los substratos y productos radiactivos de la
reaccion. B) Actividad FAS II expresada como pKat mg'1 proteina. Patrones: 16:0
(L1); 18:0 (L2). Ensayo con 16:0-ACP como substrato (L3); ensayo con 18:0-
ACP como substrato (L4) y ensayo con 18:0-ACP como substrato en presencia de
cerulenina (L5). Resultados son promedio y las barras de error indican la
desviacidn estandar de tres repeticiones. (a) FASII actividad sobre 16:0-ACP y (b)
sobre 18:0-ACP
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Estos resultados explicarian en parte el incremento en el porcentaje de AGML
marcados que se producia cuando se incubaban las semillas con concentraciones crecientes de
MV en el medio de incubacidon (Figura 1.6.D). El exceso de 18:0-ACP producido
artificialmente en el interior del plastidio debido a la incapacidad de las semillas por producir
desaturaciones en presencia de MV, podria ser utilizado por la actividad KAS 1I presente para
producir 20:0-ACP en el interior del plastidio. Knutzon et al. (1992) apuntaban a la
elongacién intraplastidial de 18:0-ACP como la causa mas probable del incremento en el
contenido de AGML, en lineas alto saturado de colza obtenidos por la expresiéon de un gen
antisentido de la estearil-ACP desaturasa. A pesar de estos resultados, en el mutante alto-
estearico de girasol CAS-3, donde se incrementa el contenido de acido estearico (18:0) en el
aceite cinco veces, tan solo se duplica el contenido de AGML, respecto de la linea control
RHA-274 (ver Tabla 1.3). Si los AGML fueran fruto de la elongacién intraplastidial del
exceso de 18:0-ACP generado por la mutacién en la SAD de semillas CAS-3, deberian
Incrementarse en la misma proporcién en la que se incrementa el estedrico.

Para el caso concreto del mutante alto-estedrico de colza, Knutzon er al (1992)
apuntaban a la elongacidn interna, ya que la variedad inicial de donde se obtuvo el mutante
carecia de la ruta de elongacién desde 18:1-CoA a 22:1-CoA. Salas er al. (2004) no
observaron diferencias significativas entre el sistema de elongasas entre semillas de la linea
mutante CAS-3 y de la linea control RHA-274. .

Podemos concluir que si bien in vitro y a concentraciones suficientemente altas de
18:0-ACP es posible observar elongaciones debidas a la B-ceto acil ACP-sintetasa 1T (KAS II)
en semillas de girasol, el incremento observado en el porcentaje de los AGML al incrementar

el contenido de MV en el medio se debe a la elongacion extraplastidial del 18:0 que se estd
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produciendo en exceso dentro del plastidio en presencia de pequefias concentraciones de MV,
La disminucién en el porcentaje de AGML a concentraciones superiores a 10 mM, a pesar del
aumento observado en el porcentaje de 18:0 marcado seria consecuencia del efecto inhibidor

que el MV tiene también sobre las elongasas extraplastidiales.

4. OSCILACIONES RITMICAS DEL METABOLISMO LIPIDICO.

Como hemos comprobado en los capitulos anteriores,kéylj suministro de precursores
radioactivos a semillas de girasol en desarrollo y el analisis del aéstinq final de estos dentro
de la fraccién lipidica, suministra informacién de la capacidad de sintesis de aceite de las
semillas asi como de las actividades enzimaticas que dentro del plastidio son responsables de
la sintesis de novo de &cidos grasos. Por tanto si hubiera alguna oscilacidn en la sintesis de
lipidos o de 4cidos grasos durante los ciclos luz/oscuridad encontrariamos variacién en la tasa
de incorporacién de [2-'*Clacetato a la fraccién de lipidos, y/o en el patrén de marcaje de

acidos grasos, para semillas ensayadas a lo largo del periodo dia/noche.

4.1. Incorporaciéon de [2-'“Clacetato a lipidos durante los ciclos

luz/oscuridad.

Con el fin de estudiar el metabolismo liposintético de semillas de girasol durante los
ciclos luz/oscuridad, semillas muestreadas durante el periodo dia/nbche se incubaron con [2-
(Clacetato y se midi6 la incorporacién de radioactividad en las distintas fracciones lipidicas
(Figura I.8). Para plantas crecidas en camaras de cultivo la tasa de incorporacién de
radioactividad en las fracciones de lipidos totales (LT), triacilglicéridos (TAG) y fosfolipidos
(LP) fluctué durante los ciclos luz/oscuridad (Figura 1.8.A). La mayor incorporacién de

radioactividad ocurria en el punto central del dia, mientras que la menor incorporacién de
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radioactividad ocurrié durante ¢l periodo de oscuridad. Resultados similares han sido
previamente descritos en hojas de espinaca (Browse ef al., 1981). Cuando el [2-'*Clacetato se
suministraba a preparaciones de cloroplastos aislados de hojas o directamente a discos de
hojas, la incorporacién de radioactividad a la fraccidn lipidica era mayor en presencia de luz;
ademas era en presencia de luz y no en oscuridad cuando ocurria la acumulacién neta de
aceite en las hojas. Por otro lado Rikin et al., (1993), observaron que pléntulas de algodén
mantenidas durante dos dias seguidos en luz continua, ing@mentaban ligeramente el

contenido de aceite en las hojas.
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Figura L.8. Incorporacién de [2-'*Clacetato a lipidos de semillas de girasol de 16
DDF en desarrollo durante los ciclos luz/oscuridad. Plantas de la linea RHA-247
(A) crecidas en cimaras de cultivo 20/10°C dia/noche, 16 h de fotoperiodo y 300
uEinstein m? s y (B) crecidas en campo, bajo una temperatura promedio de
30/20°C dia/noche, 12 h de fotoperiodo y 1200 uEinstein m™ s™'. Se muestra la
radiactividad presente en las fracciones orgénicas de lipidos totales (-[J-),
triacilglicéridos (-O-) y fosfolipidos (-A-); periodo diurno (barras blanca),
periodo nocturno (barras negras). Los resultados son promedio + SD. A) n=2 y B)
n=3.
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Cuando este mismo ensayo se 1levé a cabo usando semillas procedentes de plantas de
girasol crecidas en campo, un patréon de marcaje observado fue similar (Figura [.8.B.). La
incorporacién de radioactividad a la fraccidn organica también era mayor en el punto central
del dia y era menor durante el periodo nocturno. A diferencia de lo que ocurria en plantas
cultivadas en cémara, para una misma edad, las plantas crecidas en campo tenian una
magnitud mayor en la fase de oscilacion. Aschoff (1979) observé que los incrementos en la
intensidad la luz hacian incrementar la magnitud de la fase de uﬁa oscilacién de los ritmos
biolégicos. Por otro lado, las semillas procedentes de plantas crecidas en campo, destinaban a
la fraccién de TAG una mayor cantidad del [2-"*Clacetato absorbido, frente a lo que ocurria
en plantas crecidas en cdmaras de cultivo. En girasol, a medida que avanza el llenado de la
semilla, el flujo de carbono dirigido hacia lipidos se destina principalmente a lipidos de
reserva (TAG) y no a lipidos estructurales (LP). Asi, la mayor radiactividad encontrada en
TAG de semillas procedentes de plantas crecidas en campo era esperada porque las plantas se
encontraban en un estado fisioldgico més adelantado. Con independencia de las condiciones
de cultivo y de la linea, las semillas eran capaces de anticiparse al inicio del periodo
luminoso, ya que la mayor incorporacién de [2-'*Clacetato se iniciaba antes incluso del
encendido de luces o salida del sol (Figura 1.8).

Las semillas de girasol no son dérganos fijadores de carbono, como pueden serlo las
semillas de otras plantas que poseen actividad fotosintética como colza o soja. Esto significa
que para sintetizar aceite dependen exclusivamente del suministro de carbono fijado por la
fotosintesis en las hojas. En girasol parte de la sacarosa se dirige hacia el capitulo de la planta
y es durante la sintesis de aceite cuando este flujo se incrementa (Connor y Hall, 1997). Es

l6gico pensar que el distinto patrén de incorporacién de radiactividad a lipidos de semilla
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durante el dia y la noche sea el reflejo de los flujos de carbono disponibles por las semillas en

el momento del ensayo.

4.2. Sintesis de novo de acidos grasos durante los ciclos

luz/oscuridad.

Una vez comprobado que existia una oscilacion en la incorporacién de [2-14C]acetato a
la fraccidn lipidica, quisimos estudiar si las maquinaria enziméatica implicada en la sintesis de
novo de 4cidos grasos en semillas de girasol poseia también un comportamiento oscilatorio
durante los ciclos luz/oscuridad y si este comportamiento se veia z;fectado al mantener
constantes las condiciones de luz y temperatura. Para ello plantas crecidas en condiciones
normales de luz/oscuridad, fueron pasadas a condiciones continuas de luz y temperatura y
durante ambos periodos se recogieron muestras de semillas cada 3 horas, se¢ incubaron con [2-
"Clacetato y determinamos el porcentaje de radiactividad de los distintos 4cidos grasos dentro
de fraccion de TAG (Figura 1.9).

~ Durante la fase de luz/oscuridad, el porcentaje de ['*C]16:0 no mostré ningin patrén de
oscilacién que pudiera relacionarse con los ciclos luz/oscuridad, tan solo disminuia con la
edad de las semillas analizadas tal y como habiamos mostrado anteriormente durante la puesta
a punto del método (Figura I.10.A) y estd de acuerdo con el descenso que se observa en el
contenido en acido palmitico del aceite de semillas en formacion (Martinez-Force ef al.,
2000). En cambio, los porcentajes de ['*C]18:0 y de ['*C]18:1 oscilaban siguiendo un patrén

propio (Figura .10.B y O).
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Figura L.9. Sintesis de novo de 4acidos grasos durante los ciclos luz/oscuridad.
Plantas de la linea RHA-274 crecidas en camaras de cultivo, 25/15°C, 16 h
fotoperiodo y 300 pEinstein m™ s fueron pasadas a luz continua y 25°C. Cada 3
horas se recogieron muestras que fueron incubadas durante 4 horas con [2-
14C]acetato, tras lo cual se extrajo la fraccion lipidica. Tras extraerse, los
triacilglicéridos se mutilaron, separandose los correspondientes ésteres metilicos
mediante TLC en fase inversa. A) palmitico, B) estedrico y C) oleico. Periodo
diurno (barra blanca), periodo nocturno (barra negra) y noche subjetiva (barra

rayada). Los resultados son promedio de 3 plantas distintas £ SD.
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Durante el dia, el porcentaje de ['*C]18:1 sintetizado y dirigido hacia la fraccién de
TAG disminuia, mientras que el porcentaje de ['*C]18:0, sustrato para la sintesis del primero,
aumentaba. Esta tendencia se invertia al final del periodo luminoso y continuaba durante la
noche hasta el encendido de las luces. Durante la primera noche subjetiva los porcentajes de
['*C]18:0 y ['*C]18:1 seguian el mismo patron que el observado en las semillas muestreadas
durante el dia, momento a partir del cual se volvia a invertir para estabilizarse tras 48 horas en

luz continua.

4.3. Oscilacion ritmica de la actividad estearil-ACP desaturasa.

Amnalizando el porcentaje de acidos grasos marcados en la fracciéon de TAG obtenemos
una vision global y puntual de las actividades enzimaticas implicadas en su sintesis, pero no
podemos responsabilizar a ninguna de las fluctuaciones observadas, para lo cual se hace
necesario un andlisis independizado. Seria 16gico pensar que la actividad estearil-ACP
desaturasa (SAD) responsable de la sintesis intraplastidial de acido oleico, pudiera ser la
responsable de la oscilacién observada en los porcentajes de ['*C]18:1/18:0. Por tanto, se
midié la actividad SAD in vitro en semillas en desarrollo de plantas crecidas en luz/oscuridad
y cambiadas a condiciones constantes de luz y temperatura (Figura 1.10).

La actividad SAD oscilaba siguiendo una pauta ritmica, con valores minimos al final
del dia, momento en el que aumentaba hasta alcanzar su maximo nivel de actividad a media
mafiana. La actividad SAD medida en semillas muestreadas durante la primera noche
subjetiva aumentaba tal y como ocurria cuando las plantas estaban en oscuridad (Figura 1.10).
Resultados similares obtuvieron Harmer er al., (2000) al medir los niveles de mRNA en

Arabidopsis a intervalos de 4 horas durante los ciclos dia/noche. Entre los genes que
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presentaban un comportamiento ritmico encontraron a la SAD, que tenia maximos de
transcripcion al final de la noche subjetiva y minimos niveles de mRNA al final del dia,
comportamiento que se repetia en condiciones constantes de luz y temperatura.

El patréon de marcaje observado en los porcentajes de [MC118:0 v [""C]18:1 a
diferencia de lo esperable no estaba de acuerdo con los valores de actividad SAD medidos. Si
bien es cierto que la sintesis de ['*C]18:1 disminuia durante el dia al ignal que lo hacia la
actividad SAD, esta disminucion no coincidia en su totalidad ya que durante los momento
iniciales del dia la actividad SAD crecia pero el porcentaje ‘dé ’[14C]18:1 disminuia. Otro
hecho era durante la primera noche subjetiva la actividad SAD seguia creciendo a pesar de lo
cual seguia decreciendo el porcentaje de ['“C]18:1. Asi pues la respuesta observada en el
patrén de marcaje radioactivo seguia las pautas marcadas por la luz/temperatura y no
exclusivamente por la capacidad de la enzima SAD, hecho por otra parte esperado ya que el
patrén de marcaje de los acidos grasos es el producto de multiples actividades enzimaticas y
no de una sola.

Habiamos observado que durante el periodo luminoso, los flujos de carbono hacia la
sintesis de 4cidos grasos crecian en presencia de luz hasta alcanzar su méaximo en el punto
central de dia para luego mantenerse en minimos durante la noche, momento en el que las
plantas no hacen fotosintesis (Figura 1.8). Teniendo en cuenta estos datos previos, podriamos
explicar el patron de marcaje radiactivo en TAG como el resultado del equilibrio entre el flujo
de carbono que llega a la semilla y esta disponible para la sintesis de novo de grasos y la
capacidad que en cada momento tenga la actividad SAD por metabolizar ese substrato.

Asi, durante el dia el flujo de carbono que recibiera la actividad SAD en forma de
18:0-ACP serfa mayor que el metabolizable hasta 18:1-ACP. Tan solo al final del dia y

durante la noche, momento en el que los flujos de carbono disponibles fueran menores, la
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actividad SAD presente podria hacer frente al 18:0-ACP sintetizado y desaturarlo hasta 18:1-
ACP, que saldria fuera del plastidio y formaria parte de los TAG. Durante la noche subjetiva,
la fotosintesis estarfa activa y por tanto el flujo de carbono se incrementarfa, este flujo seria
superior al que podria metabolizar la enzima de ahi el incremento medido en el porcentaje de
['*C]18:0. La presumible estabilizacién en la tasa de suministro de carbono a la semilla tras la
noche subjetiva y el aumento medido de la actividad SAD, explicaria el incremento en el

porcentaje de ['“C]18:1 incorporado en la fraccién de TAG.

1,4

Actividad SAD (pmoles s mg fw'1)

Tiempo (horas)

Figura 1.10. Oscilacién ritmica de la actividad estearil-ACP desaturasa (SAD) en
semillas de girasol. Plantas RHA-274 crecidas en camaras de cultivo, 25/15°C, 16

! se pasaron a luz continua y 25°C. Las

h fotoperiodo y 300 pEinstein m” s
muestras de semillas fueron recogidas cada 3 horas y la actividad SAD se midié
de acuerdo a Materiales y Métodos. Periodo diurno (barra blanca), periodo
nocturno (barra negra) y noche subjetiva (barra cruzada). Para cada ensayo fueron
utilizadas 3 semillas y los resultados son promedio de las medidas realizadas a 3

plantas distintas + SD.
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En el capitulo anterior demostramos que la incubacién de semillas en desarrollo con
['“Clacetato y el posterior analisis del patrén de ‘ma:rcaje de acidos grasos en la fraccion de -
TAG, no coincidia con la composicion de acidos grasos del aceite de semilla madura,
amplificando las diferencias determinadas entre los &cidos grasos saturados e insaturados

Las incubaciones realizadas en varias lineas de girasol con [14C]acetato y el inhibidor
metil violégeno (MV), incrementaba aun mas las diferencias respecto a la sintesis de novo de
acidos grasos saturados, suministrando ademas informacion sobré‘, actividades intraplastidiales
tan importantes como las tioesterasas para acil-ACP saturados o a desaturasa del 18:0-ACP, y
la relacion entre ellas.

Si el método habia sido capaz de diferenciar distintos genotipos mutantes entre si,
también deberfa detectar las diferencias, que con respecto a la sintesis de 4cidos grasos
saturados, existieran entre distintas lineas de girasol alto-oleico procedentes de distintos
fondos genéticos.

Para comprobar esta hip6tesis, decidimos incubar semillas de 15 DDF procedentes de
distintas lineas de girasol alto-oleico con ['*CJacetato y diferentes concentraciones de MV. A
partir de los resultados obtenidos se seleccionarian lineas con las mejores y peores respuestas
hacia la sintesis de acidos grasos saturados, respuesta medida como la capacidad de exportar
una mayor cantidad de estedrico al citoplasma para la sintesis de TAG. Si la mejor respuesta
con ["*Clacetato y MV era consecuencia de un fondo genético m4s favorable para la sintesis
de acidos grasos saturados, al menos algunas de las lineas alto-oleico asi seleccionadas al
cruzarse con lineas mutantes CAS-3, generarian lineas recombinantes alto-oleico con un
contenido de 18:0 incrementado y mayor que el contenido de 18:0 de los obtenidos a partir

del cruce con las lineas alto-oleico peores.
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1. INCUBACION DE SEMILLAS DE LINEAS ALTO-OLEICO CON [2-
“CJACETATO.
1.1. Caracterizacion inicial de lineas alto-oleico.

Para estudiar el comportamiento en las incubaciones con precursor radiactivo y MV,
se eligieron lineas alto-oleico de nuestra coleccién de girasol, que a lo largo de varias
generaciones se hubieran caracterizado por tener una mayor estabilidad en la composicion de
acido oleico, asi como otras cedidas gentilmente por Jos¢ M? Ferndndez Martinez del Instituto

de Agricultura Sostenible (CSIC. Cérdoba) (Tabla I1.1).

Tabla IL.1. Composicién de acidos grasos en el aceite de semillas de distintas

lineas de girasol alto-oleico, empleadas en este estudio @

Material.  Origen 16:0 18:0 18:1 18:2 Rango 18:0
HAOL-9 -Cérdoba- 3,7+0,2 35+12 891+£12 2,1+£03 26-54
AB-95 RAO-261 34+04 71%x13 847225 28+10 4800
AC-01 RAO-358 3,5%04 80x29 829%49 30+08 46-13,6
AB-65 BSA-682 33+0,7 75+21 84930 2609 43-113
AB-88 RAO-161 39%0,1 11711 767+03 44%+11 106-13,0
VHO-17 -Cérdoba- 4,104 7817 835+22 1904 52-114
HO6-7 RAO-261 32+0,3 26%03 879%21 4713 2/1-31
AF-47 RAO-161 3,0x0,2 57+1,0 872%x14 2807 3374
AU-60 RAO-2 40+06 87t17 809+42 37219 6,0-12,1
AB-73  RAO-219 4714 10,7+21 776%45 3,7+24 53-18,8
BK-10 VHO-17 41+05 94+15 82519 15+02 6,7-11,4
AF-43 RAO-2 35+02 76+09 836+10 29+£04 6,6-95
AF-44 RAO-261 32+0,1 63+07 85710 28x04 5575
AB-99 RAO-261 3,809 13113 755+20 3,7%x0,7 11,5-14,6
HO20-4 RAO-261 42+0,1 45+03 842+25 46+2,1 4,049

HO1-1  RAO-261 44106 3504 799%6,7 104+57 3,2-4,1
@ Los acidos grasos se expresan en mol % y se muestra la media de al menos 24

determinaciones + SD.
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Figura IL.1. Esquema seguido para estudiar el caracter alto estedrico en distintas

lineas de girasol alto-oleico. Semillas de 15 DDF de cada parental alto-oleico se

incubaron con '*C-acetato y metil violégeno. El polen de cada parental alto-oleico

se usd para fecundar flores de plantas alto estearico CAS-3. Se analizé la

composicién de 4cidos grasos de las semillas mediante cromatografia de gases,

tanto de las plantas parentales como de las sucesivas cosechas.
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Durante la puesta a punto del método se utilizaron estas mismas lineas alto oleico y los
resultados previos que obtuvimos nos hicieron descartar varias de ellas: Lineas VHO-17, BK-
10, AF-43, AF-44, AB-99, HO20-4 y HO1-1. Estas lineas mostraban un patrén de marcaje de
acidos grasos inestable que variaba entre una generacion y la siguiente, lo que nos

recomendaba prescindir de ellas si queriamos obtener resultados reproducibles.

1.2. Incubaciones de semillas de lineas de girasol alto-oleico con
[2-"*C]acetato.

En este experimento se incubaron semillas de 15 DDF procecientes de lineas alto-
oleico con [2-'*Clacetato, tras lo cual se analizé dentro de la fraccién de TAG el patrén de
marcaje radiactivo en los acidos grasos saturados sintetizados de novo (Figura 11.2). Este
mismo ensayo se llevd a cabo a semillas de 15 DDF del mutante alto-oleico HAOL-9 y los
mutantes alto saturado CAS-3 y CAS-5, que sirvieron como controles.

Ninguna de las lineas alto-oleico ensayadas tenia un patrén de marcaje de 4cidos
grasos saturados similar al de las lineas mutantes alto saturado CAS-3 ni CAS-5, con buenas
tioesterasa para 18:0-ACP y 16:0-ACP, respectivamente. A pesar de lo cual, entre estas lineas
alto-oleico, se observaba perfectamente un patrén de marcaje diferente en 18:0. Asi, las lineas
AF-47 y AU-60 tenian unos porcentajes elevados de 18:0; otras lineas como la AB-88 o la
HOG6-7 tenian unos porcentajes bajos, mientras que las lineas AB-65, AB-73, AB-95 y AC-01
tenian unos porcentajes medios y similares a los de la linea alto-oleico control HAOL-9.

Tras estos andlisis previos, las lineas AF-47 y AU-60 fueron seleccionadas por mostrar
un comportamiento mejor, las lineas AB-95 y AC-01 por mostrar un comportamiento similar
y la linea HO6-7 por mostrar uno peor que la linea control HAOL-9, y todas se pusieron a

crecer para asi obtener semillas de 15 DDF a las que hacer los ensayos de incubacién con
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[*Clacetato y MV. Las mismas plantas alto-oleico seleccionadas se usaron ademas como
donadoras de polen con el que llevar a cabo los cruces con las plantas CAS-3. El disefio del
experimento completo se esquematiza en la Figura II.1. Para simplificar la forma de mostrar

los resultados cada linea seleccionada se recodificé de la siguiente manera:

Linea: AB-95 HQO6-7 AF-47 AU-60 AC-01
Caodigo: A C D B F
vy
7/
454 % CAS-3
40 -
35 -
1 AU-60eeAF-47
(=)
& 304
F -t
e |
AC-01
:O 25 - .
: 1 AR5 OAB-65
= 207 HAOL-9
X !
4 AB-880
eHO6-7 “AB-73
15
10 X CAS-5
yi
v | ! i ! i * | A4 1 ¥ 1
0 5 10 15 20 40 50

% [*C] 16:0

Figura IL.2. Representacion del porcentaje de acido estearico (18:0) frente a 4cido
palmitico (16:0) marcados radiactivamente procedentes de la fraccion de TAG de
semillas de 15 DDF incubadas con [14C]acetato. (©) Lineas alto-oleico no
utilizadas para los cruces; (@) Lineas alto-oleico utilizadas para los cruces; (%)
Lineas control. Los datos son promedio de al menos 3 incubaciones con distintas

plantas.
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1.3. Incubaciones de semillas de girasol alto-oleico con [2-

'“Clacetato y metil violégeno.

Tal y como se mostré en el Bloque 1, el andlisis del patron de marcaje radioactivo de
acidos grasos de semillas en desarrollo tras incubaciones con [2-14C]acetato y metil violégeno
(MV), proporciona informacién sobre las potencialidades que tienen esas semillas por
sintetizar mas o menos cantidad de 4cidos grasos saturados, y en particular acido estedrico,
cuando se encuentran en un ambiente desfavorable para la sintesis de 18:1. El metil violégeno
secuestra poder reductor del medio, impidiendo que el 18:0 sintetizado pueda desaturarse al
mismo ritmo al que lo harfa en su ausencia, mimetizando asi el efecto que causaria en esas
semillas una mutacion de pérdida de actividad en la actividad estearil-ACP desaturasa (SAD).
De esta manera conseguimos una fenocopia de un mutante alto estedrico al bloquear
quimicamente la conversidn de acido esteérico en acido oleico (Figura I1.3).

Nuestra hipotesis presuponia que aquellos alelos presentes en las lineas alto oleico que
fueran favorables para la sintesis de acidos grasos saturados, frente a una acumulacién de
acido estedrico intraplastidial debida a MV, favoreceran que continuen todas las reacciones de
acumulacidn de este hasta la sintesis de TAG maés eficientemente de lo que lo harian otras
lineas alto-oleico normales como HAQOL-9. En consecuencia, estos alelos favorables serian
capaces de sintetizar 18:0, disponible para la sintesis de TAG, a una tasa mas elevada. Por
gjemplo porque se les estaria eliminando la competencia ejercida por 18:1 sobre 16:0 y 18:0 a
la hora de ser exportados al citosol. Por el contrario, aquellas lineas alto-oleico con peores
alelos para la sintesis de saturados, para idénticas cantidades de inhibidor, serian capaces de

sintetizar 18:0 a una tasa inferior.
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ACETATO *

Plastidio Citoplasma

18:2A9A12 h
KAS IT B Oleil-PC desaturasa
) Estearil-ACP desaturasa :> Tioesterasa

Figura IL3. Esquema del efecto del metil violégeno (MV) sobre la sintesis

intraplastidial de acidos grasos, en presencia de [14C]acetato.

Como hemos indicado anteriormente, semillas de 15 DDF procedentes de las lineas
alto-oleico utilizadas para los cruces, se incubaron con distintas concentraciones de MV (0-20
mM) y se midié el patron de marcaje de acidos grasos dentro de la fraccién de TAG. Para
expresar la respuesta de cada una de las lineas por sintetizar 18:0 ante la bajada en la sintesis
de 18:1, medimos la relacidn existente entre el marcaje presente en 18:0 y los AGML frente al
marcaje presente en los productos de insaturacion, 18:1 y 18:2, al que denominamos indice de
saturacion. El porcentaje de AGML que se tuvo en cuenta a la hora de definir este indice fue
el incremento que en su sintesis causaba la presencia del inhibidor, y no su valor absohuto que

asumimos era consecuencia de las elongasas externas (Figura I1.4). Este analisis no pudo
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realizarse a plantas de la linea C, ya que a pesar de que los capitulos produjeron polen, no

fueron capaces de proporcionar suficientes semillas de 15 DDF para realizar las incubaciones.
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Figura IL4. Indice de saturacion expresado como % [C1(18:0 + AGML*) / %
["*Clinsaturados en funcién de la concentracién del inhibidor metil violégeno
(MV). Las lineas alto-oleico de girasol ensayadas fueron: A (-L-), F (-C-), D (-
A=), E (-VV-) y el control alto-oleico HAOL-9 (-IR-). Los datos son promedio de 3

plantas distintas, con al menos dos repeticiones por planta.

Las lineas alto-oleico D y E, eran las que tenian un indice de saturacién mayor para las
distintas concentraciones del inhibidor, mientras que las lineas F y A siempre tenian el indice

menor, observandose las mayores diferencias entre lineas cuando la concentracién del
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inhibidor era 10 mM. Para todas las concentraciones ensayadas la linea control alto-oleico

HAOL-9 tenia el indice mas bajo

2. CRUCES ALTO-OLEICO X CAS-3.

2.1. Analisis de la primera generacién F,.

En semillas de girasol el caracter alto-oleico tiene dominancia completa sobre el bajo
contenido de 18:1 de su aceite (Urie, 1985; Fema’ndez-Marinezif‘et al., 1989). Por otro lado,
Pérez-Vich et al. (2000) cuando cruzaron la linea mutante altd-oleicolHAOL-9 con plantas
mutantes alto-estedrico CAS-3 no observaron efecto materno en los cruces reciprocos.

Baséndonos en estos datos previos, decidimos que las plantas alto-oleico actuaran
como parentales donadores de polen (AOP) y que los capitulos de las plantas alto esteérico
CAS-3 actuaran como receptoras en estos cruces. Procediendo de esta manera detectariamos
si habia ocurrido cruce, analizando la composicidn de 4cidos grasos de las semillas formadas
sobre el capitulo de las plantas CAS-3. Aquellas semillas con un porcentaje de 18:1 similar al
del parental CAS-3, no habrian recibido polen de las plantas alto-oleico y podrian descartarse
como miembros de la poblaciéon F;.

Se recogié polen de los distintos parentales alto-oleico y se deposité sobre los
capitulos de plantas CAS-3, tal y como se describe en Materiales y Métodos. Posteriormente
se analizo la composicion de 4cidos grasos de las semillas generadas sobre los capitulos CAS-

3, asi como de las semillas de las plantas que actuaron como donadores de polen (Tabla I1.3 ¥

Figura IL.3).
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Figura ILS. Representacion de acido estearico (18:0) frente a dcido oleico (18:1)
en semillas de cosecha F, y sus correspondientes lineas parentales: parental alto-

oleico donador de polen (AOP) y parental alto-estearico receptor de polen (CAS-

3).
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El contenido de 18:0 en las medias semillas F; fue significativamente diferente del
contenido presente en el parental CAS-3 (24,9 = 0,7), y del contenido presente en los
parentales alto-oleico (t-test, P = 0,05). Por otro lado, el contenido de 18:0 en las semillas F;
fue mas bajo que el valor del medio parental [(18:0 casiz + 18:0 aop)/2], indicando la
dominancia parcial del caracter bajo 18:0 sobre ¢l caracter alto contenido de 18:0, tal y como

habia sido descrito previamente por Pérez-Vich ef al. (1999)

Tabla I1.3. Composicion de 4cidos grasos de semillas de plantas alto-oleico
donadoras de polen (AOP), procedentes de distintas lineas alto-oleico (A,C,D,E
y F), de plantas mutantes CAS-3 receptoras de polen y de sus respectivos hibridos
F, ()

Material ¥ 16:0 18:0 18:1 18:2 20:0 22:0
Parentales
CAS-3® 68+04 249+07 140+33 51,6+30 14+02 1402

AOP-A® 47+10 80%22 823:38 25%16 08+03 17+04
AOP-C'Y 57107 26+05 860+20 40%12 05+01 1,3%02
AOP-D®? 42103 46+07 88115 16+08 04+01 1202
AOP-E®™ 45+04 8920 816+25 24+11 08+02 18%0,3

AOP-F'® 47+05 89+t14 81,8+21 1,9+06 08%01 19£03
F;
F-A®®  45+03 11,321 77,9+31 31%22 1,0202 22+03

F-C®  46+07 67:16 822+55 44+43 07+02 1,4+03
F-DY 4805 122+11 773+21 23+11 10201 23+04
F-E®  43+08 109+1,8 802+27 2010 09+01 18+03

Fi-F""  45+03 13,0£16 777+20 15+03 1001 22%0,1

(a) Los 4cidos grasos se expresan en mol % y son media + desviacién estandar. (*) Indica el

nimero de semillas analizadas
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El contenido de 18:1 en la Fj respecto del contenido de su respectivo AOP seguia un
patrén fijo. Asi, en todos los cruces realizados, el contenido de 18:1 fue significativamente
distinto del contenido de 18:1 del AOP (t-test, P = 0.05) (Tabla I1.3), a pesar de que
escogimos solo semillas alto-oleico para asegurarnos que el cruce se habia producido. Los
datos obtenidos fueron similares a los descrito por Pérez-Vich et al. (2000) al cruzar plantas
CAS-3 con el mutante alto-oleico HAOL-9, quienes sdlo describieron pequefias diferencias
entre el contenido de 18:1 de las medias semillas F; y el del parental HAOL-9 (83,4-82,4 y
85,8, respectivamente). Todo lo cual confirmaba que se habiaﬁ préducido los cruces y que el
caracter alto-oleico se heredaba con dominancia completa sobre el bajo contenido en acido
oleico, tal y como habian propuesto anteriormente Urie (1985), Fernandez-Martinez et al.

(1989) y Pérez-Vich et al. (2000).

2.2. Analisis de la segunda generacion F..

Plantulas procedentes de todas las semillas F; obtenidas de los diferentes cruces, asi
como de sus respectivos parentales, se trasplantaron a invernadero en la primavera del 2003 y
se analiz6 la composicion de acidos grasos de las semillas F; resultantes de cada uno de los
cruces (Tabla [1.4 v Figura [1.6). Del comportamiento agronémico de los hibridos F; hay que
destacar que ninguna de las semillas F; de la linea A consiguié germinar, y aquellas que
germinaron no consiguieron alcanzar el desarrollo fisiolégico

Para el andlisis genético, el contenido de 18:0 se asigné a dos clases fenotipicas
distintas: bajo-intermedio contenido en estedrico (18:0 < 19,5%) y alto contenido en estearico
(18:0 > 19,5%). Todas las poblaciones F, analizadas se ajustaban a una segregacién 15:1
(bajo-intermedio:alto) encontrandose los estadisticos de prueba por debajo del valor tedrico

para 1 grado de libertad y un nivel de significacién del 0,95. Los valores de los estadisticos de
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prueba estaban dentro del rango descrito por Pérez-Vich et al. (2000) para el cruce entre
CAS-3 y HAOL-9, modificaciéon de una segregacion 1:14:1 (bajo:intermedio:alto) y la
herencia del caricter alto-estearico era consistente con los resultados previos descritos por
Pérez-Vich et al. (1999).

Para el analisis genético, el contenido de 18:0 se asignd a dos clases fenotipicas
distintas: bajo-intermedio contenido en estearico (18:0 < 19,5%) y alto contenido en esteérico
(18:0 > 19,5%). Todas las poblaciones F, analizadas se ajustaban a una segregacién 15:1
(bajo-intermedio:alto) encontrandose los estadisticos de pruebé pf)r debajo del valor tedrico
para 1 grado de libertad y un nivel de significacién del 0,95. Los valores de los estadisticos de
prueba estaban dentro del rango descrito por Pérez-Vich er al. (2000) para el cruce entre
CAS-3 y HAOL-9, modificacién de una segregacién 1:14:1 (bajo:intermedio:alto) y la
herencia del caracter alto-estedrico era consistente con los resultados previos descritos por
Pérez-Vich et al. (1999). De igual forma, el contenido de 18:1 en las poblaciones F; se asign6
a dos clases de fenotipos: bajo-intermedio contenido en oleico (18:1 < 62%) y alto contenido
en oleico (18:1 > 62%). Tres de las cuatro poblaciones F, estudiadas se ajustaban
satisfactoriamente (p < 0,05) a una segregacién 1:3 (bajo-intermedio:alto), mientras que la
poblacién F»-D no se ajustaban a ninguna de las segregaciones esperadas para dos alelos O

responsables del caracter oleico (p < 0.05) (Tabla I1.4).

Tabla I1.5. Herencia teérica del contenido en 4cido estedrico (18:0) y en 4cido

oleico (18:1). B-1, porcentaje bajo-intermedio; A, porcentaje alto.

18:0 18:0
Relacién 1:3 B-I A Relacién 7:9 B-1 A
15 b 15 1
) B-I I 15 1 _ B-1 7 105 7
18:1 A 3 45 3 18:1 A 9 135 9
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Tabla I1.4. Distribucion de frecuencia y analisis de Chi-Cuadrado para el contenido de 18:0 y 18:1 en semillas de plantas F», asi como el

indice de % ["'C](18:0 + AGML*) / % ["Clinsaturados a 10 mM de MV, procedentes del cruce de CAS-3 con distintas lineas alto-oleico
(a)

Linea alto-oleico lig(iixclsl F, N° de semillas F, Estadistico de prueba (p)
Cadigo Fenotipos Clases independientes Clases combinadas

B-118:0 'B-118:0 A 18:0 A 18:0 18:0 18:1 18:0y 18:1
B-118:1 A 181 B-118:1 A 18:1 15:1[B-1: A] 13 [B-I: A} 7:9{B-1: A] 15:45:1:3 105:135:7:9

A 9.8 — - - - - — - —_ - —

C - Fr-C 54 133 5 0 5.63 (0.02) 2.93 (0.09) 11.21 (0.01)

D 21.0 F»-D 69 175 21 3 3.35(0.07) 10.53 (<0.001)  11.26 (<0.001) 76.08 (<0.001) 52.61 (<0.00i)

E 212 F-E 113 495 30 15 0.46 (0.50) 3.35(0.07) 67.51 (<0.001)

F 10.8 F,-F 44 141 7 0 222 (0.14) 0.25 (0.62) 14.62 (0.00)

@ Los limites entre las diferentes clases aparecen en el texto. A= Alto, I= Intermedio, B= Bajo. Las proporcmnes observadas dentro de cada clase fenotipica se
. compararon con las esperadas utilizando la prueba chi-cuadrado de bondad de ajuste. Se indica el valor del estadlsnco de prueba y el valor p de probabilidad para 1 grado
de libertad (clases independientes) y 3 grados de libertad (clases combinadas).y’ f09s, 11 = 3,84y ¥ 10.9s,31 = 7,82. Si x calculado es < x [, n] S€ considera entonces que la

poblacion se ajusta a la segregacion esperada. ? Nimero total de semillas F, analizadas; p, valor probabilidad. -
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Figura I1.6. Representacién del acido estedrico (18:0) frente al acido oleico
(18:1) en semillas de plantas F, crecidas a partir de las semillas F; procedentes del

cruce entre CAS-3 y los distintos parentales alto-oleico

El buen ajuste de varias de las poblaciones F; a una segregacién 15:1 (B-1 18:0 : A
18:0) para estearico y 1:3 (B-I 18:1 : A 18:1) 6 7:9 (B-I 18:1 : A 18:1) para oleico, haria
esperar que al estudiar conjuntamente ambos caracteres, obtuviéramos un ajuste de la
poblacién F; a una segregacion 15:45:1:3, para una relacién 1:3‘ de oleico o una 105:135:7:9
para Lma relacién 7:9 de oleico (Tabla I1.5). Sin embargo, ninguna de las poblaciones se ajusto
satisfactoriamente a esta segregacidén combinada, a pesar de que aparecieron semillas con
caracter alto-estearico en fondo alto-oleico (Tabla I1.4 y Figura 11.6). Estos resultados

apoyaban la idea propuesta por Pérez-Vich er al, (2000) acerca de la existencia de un
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ligamiento génico entre los caracteres alto-oleico y alto estedrico, posteriormente ratificada
por los estudios de localizacién cromosémica propuestos por Pérez-Vich et al, (2004b).

Como resumen, a partir de los datos de la F,, podriamos concluir que las mejores
resultados en cuanto a numero de segregantes que se incluian dentro del grupo alto 18:0 en
fondo alto 18:1, procedian de las linea E y la linea D. Por el contrario, ni la linea C ni la linea

F producian segregantes dentro del grupo alto 18:0 en fondo alto 18:1.

2.3. Analisis de la tercera generacion F;.

De las poblaciones F, obtenidas, se seleccionaron aquellas semillas con carécter alto
estearico (18:0 > 19,5%) en fondo alto-oleico (18:1 > 62,0%), se pusieron a germinar y las
plantulas resultantes junto con las procedentes de semillas de sus respectivos parentales alto-
oleico y alto estedrico CAS-3, se transplantaron y cultivaron en invernadero la primavera del
2004. No todas las plantas F3 produjeron capitulos con semillas. El porcentaje de capitulos
con semillas vanas oscil6 entre el 54% para plantas F; procedentes del cruce CAS-3 x linea E
y el 25% para las plantas F3 procedentes del cruce CAS-3 x linea D.

Se analizaron las semillas de las plantas F; resultantes asi como la cosecha de las
plantas parentales (Tabla 1.6 y Figuras I1.7 a Figura I1.8). Para poder comparar poblaciones
F; entre si y definir cual de los segregantes era la mejor expresando el cardcter alto saturado,
agrupamos las semillas diferenciando entre alto, medio y bajo contenido en 18:1. Basdndonos

en la composicién de 4cidos grasos de cada poblacion, se definieron los siguientes rangos:
- Alto-oleico (A 18:1): 18:1 > 58%

- Medio oleico (M 18:1): 30% < 18:1 <58%

- Bajo oleico (B 18:1) 18:1 <30 %
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Figura IL.7. Representacion de acido estearico (18:0) frente a 4cido oleico (18:1)
en semillas maduras F; de plantas crecidas a partir de semillas F, de los cruces

CAS-3 x Linea D.

Dentro de cada una de estas clases, se analizd el contenido en 18:0 (Tabla 11.6). De los
segregantes alto contenido en estedrico en fondo alto oleico (A 18:1), aquellos con mayor
porcentaje de estearico fueron las F3-D-2 y F3-E-2 (11.8). Mientras que de los segregantes bajo
contenido en oleico (B 18:1), los mayores niveles de estearico aparecieron en las F3-D-2 y Fs-
E-2 (I1.8), superando incluso al contenido en estearico de los mutantes CAS-3 (30,2 + 2.0 y
28,2 + 2,6, respectivamente frente a un 25,6 + 5,4) (Tabla I1.6). Este hecho se explicaria por la
presencia en sus respectivas lineas parentales D y E de nuevos alelos favorables al mayor
éontenido en estearico en fondo alto-oleico, que en combinacién con los alelos es! y es2
presentes en la linea mutante parental CAS-3, contribuirian a incrementar el contenido de
estedrico. Los resultados derivados del analisis de los segregantes F, y F; obtenidos confirman

de esta manera nuestras hipdtesis de partida.
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Tabla IL.6. Analisis del contenido en 18:0 y 18:1 en semillas de las distintas poblaciones
F; procedentes del cruce entre distintas lineas alto-oleico y el mutante alto estedrico CAS-
3. También se indica el contenido en 18:0 y 18:1 en semillas procedentes de plantas

mutante CAS-3, también cultivadas en invernadero durante la primavera del 2004®

F3 7 18:0y 18:1 en semillas F» Clase en la que se agrupa cada segregacion Fs
Fig, 18:0 18:1 A 18:1 % 18:0 M18.1 % 18:0 B 18:1 % 18: 0

F3-D-109 1.6 20,0 68,2 674+22  18,6£1,5 - = 18,724 258+ 1,2
F3-D-2 &7 1.6 21,1 65,8 634+3,0 202+26 - - 1,0£1,9 30220
F3.E-1 @ L7 21,1 65,5 67,5+3,1 19118 - - 19,145 266+2,9
F3-E2 OV L7 206 67,8 70523 17915 - - — =

F3-E-3 L7 20,2 66,8 73,8 £3,4 9.6+1,38 - - 27070 103+ 1,8
F3-E4 @9 7 30,6 21,6 - - = - 19934  255%2,1
F3-E-5 @D L7 20,9 66,5 76,5 £2,6 6,6+ 1,7 446+65 93429  204%60 5,7+24
F3-E-1 @ 1.8 32,1 11,9 — - | e 8408 21922
F3-E-2 9 L8 19,8 66,1 61,630 21,725 47,1£57 25714 10,6+3,1 282+26
F3-E-4 ©9 L8 21,2 66,5 679+53 138+28 499%83 157%41 11,2+42 160+43
F3.E-6 9 IL8 20,0 68,4 66,629 19520 483%63 250+1,8 18,6%34 274%24
F3.E-5 &9 1.8 21,6 65,7 653+29  194=x1,1 - - 20,120 273+%15
F3-E-3 ©© L8 21,5 66,7 71,8432  154%20 - - - -

F3-E-7 &9 IL8 19,7 66,2 682433 157+£1L8  — - - —

CAS-3 P — - - — — — — 128423 256+54

@ Los datos numéricos estin representados en las distintas figuras del texto (Figura I1.5 a
Figura I1.8). A 18:1: alto-oleico (18:0 > 58%), M 18:1: medio oleico (30% < 18:0 < 58%)
y B 18:1: bajo oleico (18:1 < 30%). ) Indica el nimero de semillas analizadas.

Subpoblacién bajo estedrico (18:0 < 15%) y ® subpoblacién alto estearico (18:0 > 15%)).

Como indicamos en la Introduccidn, un alto contenido de acido 18:0 en el aceite de
semillas puede ser la consecuencia de la presencia de buenas actividades TE para 18:0-ACP,
de la presencia de una actividad SAD disminuida que transforme poco eficientemente el 18:0-
ACP en 18:1-ACP en ¢l plastidio o bien la combinacidn de ambos caracteres. El analisis de la
composicién de acidos grasos en el aceite de semilla nos informa del resultado final de un
proceso acumulativo en el que ambas actividades estan implicadas. Analizar la composicién
de 4cidos grasos marcados tras el suministro de un sustrato radiactivo ofrece también una

visién global pero limitada a un espacio temporal mucho més pequefio y de mas facil

comprension.
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Nuestros resultados nos han mostrado que la composicién final de acidos grasos del
aceite de semillas no puede ser utilizado como un criterio valido para la busqueda de buenas
actividades enzimaticas que favorezcan la sintesis de acido estedrico, ya que lineas con bajo
contenido de acido estedrico en el aceite de semilla, como por ejemplo la linea D, poseen una
combinacién de alelos para la sintesis de 18:0, una vez que le hemos introducido el alelo alto
estearico es/de CAS-3, mejor que otras linea con mayor contenido de 18:0 en el aceite como
la linea F, linea con malas actividades para la sintesis de 18:0 (ver Tabla IL.1).

Fl analisis de la sintesis de 4cidos en un espacio temporéd‘ limitado ha demostrado ser
mas eficaz a la hora de diferenciar estas capacidades (ver F igﬁra 11.1): La combinacion del
marcaje radiactivo junto con la adiciéon de MV consigue mimetizar el efecto que en la ruta de
sintesis de 4cidos grasos causaria una mutacién en la actividad SAD. Ademas de conseguir
generar fenocopias de mutantes, posibilita diferenciar aun mas las potencialidades presentes
en cada una de las lineas.

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que es posible incrementar el
contenido de 4cido 18:0 en el aceite de semilla mucho méas de lo que se ha conseguido hasta
ahora, y ademas que es posible anticipar qué tipo de lineas de girasol alto-oleico son las mas
propicias para transmitir ese incremento. Asi pues, concluimos que para desenmascarar los
alelos mejores para incrementar el contenido de 18:0 en el aceite por cruces con lineas alto
estedrico, se deberian incubar semillas de 15 DDF con [“Clacetato a una concentracién 10
mM de metilviolégeno, analizar la composicidn de 4cidos grasos marcados en la fraccidén de

TAG y seleccionar aquellas lineas con un indice de saturacidn superior a 20.
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Bloque III. Fuentes de carbono para el metabolismo plastidial de embriones de girasol.

Dado que la sintesis de novo de 4cidos grasos ocurre en el interior de los plastidios, la
purificacion de los mismos era un paso necesario para estudiar el metabolismo del carbono a
un nivel mas especifico que en el embrién completo.

Cuando iniciamos esta parte de la tesis, no se habia publicado ningin estudio sobre el
metabolismo en plastidios aislados en embriones de girasol, y por tanto no se disponia de un
método para la obtencion de los mismos. A pesar de lo cual si que existian gran cantidad de
métodos desarrollados para aislar plastidios de una gran Variedad de tejidos vegetales. La
mayor parte del trabajo experimental de esta parte de la tesis se k&é”s‘arrollé en una estancia en
el Departamento de Colza, del Jonh Innes Center (Norwich, UK), por lo que aplicamos a
girasol las mismas técnicas que alli disponian para el aislamiento de plastidios a partir de
embriones de colza, técnicas desarrolladas por Kang (1995) y Eastmond (1998). Las
variaciones de estos protocolos para su adaptacidon al caso concreto del girasol se llevaron a

cabo gracias a los utiles consejos de los doctores Stephen Rawsthome y Marilyn J. Pike.

1. PREPARACION Y PROPIEDADES DE LOS PLASTIDIOS.

En el aislamiento de plastidios de embriones de colza Kang y Rawsthorne (1996)
detectaron muy poca contaminacion de la preparacion de plastidios aislados por otros
organulos como mitocondrias, RE o peroxisomas. Como nuestro objetivo era conseguir
preparaciones funcionalmente activas de plastidios de girasol, nos preocupamos en asegurar
que nuestras preparaciones estuvieran libres de marcadores: citosdlicos y enriquecidas en

algliin marcador plastidial.
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1.1. Fosfofructoquinasa dependiénte de pirofosfato (FFK-PPi).

Se ha descrito ampliamente esta actividad como marcador enteramente citosélico (Hill
y Smith 1991; Kang y Rawsthorne, 1994). Durante el aislamiento de plastidios se fueron
tomando alicuotas del homogeneizado inicial (HO), del sobrenadante de la primera
centrifugacién (SP), del primer precipitado o fraccién cruda de los plastidios (PI) y del
segundo precipitado o fraccién lavada de plastidios (P2), fraccién esta ultima que
utilizarfamos para todos los ensayos posteriores. En cada una de estas fracciones se midio la
actividad FFK-PPi (Tabla [11.1).

Comprobamos que la mayor parte de esta actividad enzimtica permanecia en el
sobrenadante tras la primera centrifugacion, y que se recuperaba en promedio menos del 0,4%

en la fraccidén lavada de plastidios, llegando en ocasiones incluso a no detectarse.

1.2. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de
NADPH (GAPdH-NADPH).

Este marcador enzimdtico ha sido ampliamente utilizado para monitorizar la
purificacién de las preparaciones de plastidios en multitud de tejidos vegetales, y aunque en
un principio se usé como marcador para la purificacién de cloroplastos, Kang y Rawsthorne
(1994) demostraron que en la fraccién lavada de plastidios la recuperacion de la actividad
GAPdH-NADPH era idéntica a la de otro marcador plastidial la ADP-glucosa pirofosforilasa.
En vista de las similitudes y dado que nos resulté muy dificil medir esta dltima actividad en
plastidios de girasol, utilizamos la actividad GAPdH-NADPH para asegurarnos que las
preparaciones que usdbamos en Ibs ensayos, ademas de carecer del marcador citosdlico,
estaban enriquecidas en un marcador plastidial. Para ello se midio esta actividad en el

homogeneizado inicial y en la fraccién lavada de las preparaciones de plastidios utilizadas.
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Basandonos en la recuperaciéon de esta actividad enzimatica, pudimos calcular que el
porcentaje de plastidios lavados con respecto al homogeneizado inicial estuvo en torno al

17.4% (Tabla TIL1).

Tabla ITL.1. Recuperacion del marcador plastidial, y confirmacion de inexistencia
de contaminacién por componentes citosélicos durante el proceso de aislamiento
de plastidios. Durante cada proceso de aislamiento de plastidios se midié la
actividad del marcador citosdlico fosfofructoquinasa dependiente de pirofosfato
(FFK-PPi) y del marcador plastidial gliceraldehido-3-f0§fato deshidrogenada
dependiente de NADP (GAPdH-NADP) en distintas pasos del proceso de
aislamiento. Los valores se expresan como media £ SD de las medidas hechas en

al menos tres preparaciones de plastidios distintas @

FFK-PPi GAPdH-NADP
Fraccién Actividad Recuperacion Actividad Recuperacion
(nmoles min" mg pf") (%) (nmoles min” mg pf b (%)
TE 2,49 £ 0,30 -nd -nd -nd
HO 1,37 £ 0,24 -nd 0,19+ 0,04 -nd
N 1,37 £ 0,22 100,4 £ 1,3 -nd -nd
P1 0,02 £ 0,01 0,1+1,6 -nd -nd
P2 0,00 £ 0,03 0,4+0,1 0,034 £ 0,005 17,6 £2,8

® La recuperacién de cada fraccién es la actividad medida en esa fraccién
expresada como porcentaje de la actividad encontrada en el homogeneizado
inicial. La recuperaciéon total (suma de todas las recuperaciones) estuvo entre
95.9% y 104.9%. TE (extracto total), HO (homogeneizado inicial), SP
(sobrenadante), P1 (preparacién cruda), P2 (preparacién lavada de plastidios) y -

nd (no determinado).
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1.3. Actividad enolasa.

La integridad de los plastidios se midi6 usando la latencia de la actividad enolasa. Para
todas las preparaciones de plastidios utilizadas se midi6 la diferencia entre el valor de esta
actividad enzimatica para plastidios intactos y para plastidios lisados en presencia de Triton-
X-100, obteniéndose valores de latencia comprendidos entre 75-90%.

La recuperacién de marcadores citosélicos y plastidiales, asi como los valores de
integridad medidos en las preparaciones de plastidios obtenidos de semillas de girasol fueron
suficientes como para asegurar que el material con el que trabajébémos cumplia los requisitos
basicos para ser utilizados en los experimentos de incorporacion de substratos al interior.

La nula recuperacion del marcador citosdlico FFK-PPi nos garantizaba una minima
contaminacion de las preparaciones con fracciones de citosol. Utilizando el mismo protocolo
de aislamiento de plastidios, Kang y Rawsthorne (1994) obtuvieron una recuperacién para el
mismo marcador muy similar a la obtenida para nuestras preparaciones de girasol (0,20% =
0,05 frente a 0,40% = 0,10 obtenido en nuestros experimentos). En ese mismo estudio
midieron la recuperacién de marcadores especificos de otros organulos, como mitocondrias,
reticulo endoplasmatico y peroxisomas. La recuperacion de los correspondientes marcadores
en la fraccion lavada de plastidios no superd para ninguno de ellos valores por encima del
3,3%. Por lo que en vista de los resultados obtenidos en girasol para la recuperacion de la
actividad FFK-PPi, seria esperable tener una minima contaminacién por otros organulos
distintos de los plastidios.

La recuperacién de la actividad GAPdH-NADPH en las fracciones de plastidios
ensayadas, fue en promedio del 17,6% (Tabla III.1). Estos valores son similares a los
encontrados en la purificacién de plastidios de otras especies vegetales como endospermo de

trigo (20%) (Tetlow et al, 1993) y semillas de colza en desarrollo (10,8%-9,4%) (Kang y
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Rawsthorne, 1994; Hutching et al., 2004), plastidios ampliamente utilizados para el estudio de
la incorporacién de substratos.

Por 1ltimo, los valores de integridad, obtenidos para las preparaciones de plastidios de
girasol, fueron muy similares a los encontrados usando este mismo método en plastidios
aislados de endospermo de ricino (Smith et al. 1992) y en plastidios aislados de semillas de
colza en desarrollo (Eastmond et al., 1997).

Por tanto, los plastidios aislados a partir de semillas de girasol en desarrollo utilizando
el método propuesto por Kang y Rawsthorne (1994) eran fisiolégicamente activos, tenian
poca contaminacion de fracciones citosdlicas y la proporcion de plasti&ios integros era mas
que suficiente para ser utilizados en el estudio del transporte de metabolitos a través de la

membrana.

2. FUENTES DE CARBONO PARA LA SINTESIS DE ACIDOS
GRASOS EN PLASTIDIOS.

Los datos presentados en la seccién anterior sugerian que las preparaciones de
plastidios aislados eran en gran parte metabdlicamente activas, sin embargo siempre deberia
contarse con la existencia de contaminaciones con organulos distintos a los plastidios y dicha
contaminacién podria llegar a afectar a los experimentos de incorporacién de substratos. Asi
por ejemplo, piruvato exédgeno podria utilizarse por las mitocondrias y transformarse
enzimaticamente en acetato, y este entrar en los plastidios y servir para la sintesis de acidos
grasos. Por otro lado, 4cidos grasos sintetizados en el plastidio podrian utilizarse para
sintetizar lipidos en el reticulo endoplasmico. Para evitar esta posibilidad y asegurar una
directa incorporacion de klos distintos substratos suministrados, se determiné para cada

metabolito la tasa de sintesis de acidos grasos tanto para plastidios intactos como para
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plastidios rotos, y ademas estas tasas de sintesis se determinaron bajo las mismas condiciones
in vitro para todos los substratos ensayados.

Tal y como se indicdé en la Introduccién, varios intermediarios citosolicos de la
glicdlisis podrian potencialmente servir como substratos para la sintesis de 4cidos grasos en
plastidios de semillas de girasol en desarrollo. Ya que no se disponia de ningin dato a priori,
decidimos utilizar aquellos intermediarios glicoliticos que habian sido descritos como
principales suministradores de carbono para distintas especies vegetales. Y a partir de los
datos obtenidos desarrollar una hipétesis.

Por esta razén los intermediarios glicoliticos utilizados fue?on: glucosa-6-fosfato
(Glc6P), malato, piruvato y acetato. La Glc6P porque habia sido descrito como principal
substrato para la sintesis de acidos grasos en plastidios de semillas de colza en desarrollo.
Malato, piruvato y acetato, porque representan tres rutas distintas generadoras de acetil-CoA
en el interior del plastidio y porque los dos primeros habian sido descritos como principales
suministradores de carbono para la sintesis de acidos grasos en plastidios aislados de
endospermo de ricino, una planta de comportamiento distinto a la colza.

Las condiciones de incubacién seleccionadas fueron basicamente las definidas por
Kang y Rawsthorne (1994) para plastidios de colza, pero con las modificaciones que el
desarrollo de ese mismo método introdujeron Eastmond y Rawsthorne (2000).

A la hora de determinar la tasa de sintesis de acidos grasos por los plastidios aislados,
se tuvo en cuenta que tal y como habia sido descrito con anterioridad por Kang y Rawsthorne
(1994), los productos generados en el plastidio podrian ser 4cidos grasos libres, pero también
derivados de esos acidos grasos libres como acil-ACPs, acil-CoAs o incluso glicerolipidos
sintetizados en el plastidio para formar parte de la membrana. Por este motivo se midié la

. ., 14 .y, , . . .
incorporacion de “"C en la fraccion organica, con lo que se evitaban material soluble en agua
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como acil-ACP/CoAs, y dicha fraccion organica se saponificaba y separaba mediante TLC,

cuantificandose solo la fraccidén de 4cidos grasos.

2.1. Andlisis previos.

Los valores dados de tasa de sintesis in vitro de acidos grasos se determinaron
utilizando el valor de incorporacion neta de radioactividad, que se obtenia restando los valores
de radioactividad obtenidos en las fracciones de 4cidos grasos para las incubaciones control
de los plastidios con los substratos a tiempo cero, de la incorporacion de radioactividad en la
fraccidn de acidos grasos después de 60 minutos de incubacidn. Rutinariamente, la cantidad
de radioactividad encontrada en los productos en los ensayos a tiempo cero, fue del 3-25% de
la encontrada tras 60 minutos de incubacién.

Para poder hacer una comparacién significativa entre los resultados obtenidos a partir
de distintas preparaciones de plastidios procedentes de distintas plantas, los datos de
incorporacion de radioactividad se expresaron de la siguiente manera: En primer lugar en base
a la cantidad de proteina presente en cada preparacion de plastidios utilizada, para asi poder
hacer una comparacion entre distintas preparaciones de plastidios y en segundo lugar, la
incorporacion se expresé en base a los equivalentes de acetil-CoA para permitir asi una

comparacidn directa entre las tasas de incorporacion obtenidas entre distintos metabolitos.

2.2. Sintesis de acidos grasos dependiente de tiempo y

concentracion.
Se incubaron preparaciones de plastidios con Glc6P, malato, piruvato y acetato,
marcados radiactivamente con '*C y se estudié la incorporacién de radioactividad en la

fraccién de 4cidos grasos. En 2 experimentos independientes usando como precursor el
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malato, la incorporacién de radioactividad en preparaciones de plastidios osméticamente rotas
fue en promedio un 4,4% de la incorporacion obtenida cuando se usaron plastidios intactos y
la incorporacién de radioactividad en 4cidos grasos cuando el ATP se eliminaba del medio de
incubacion fue en promedio un 85,8% inferior. Se estudio la incorporacion de radioactividad
a la fraccidn de 4cidos grasos dependiente del tiempo de incubacion, observandose que la tasa
de incorporacion fue lineal esencialmente dentro de los 60 minutos de incubacién (Figura

1L1).
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Figura III.1. Incorporacién de radioactividad en la fraccién de acidos grasos de
plastidios, dependiente de tiempo de incubacién. Se suministré 1 mM ["*C]malato
como fuente de carbono a plastidios aislados de semillas de girasol de 17 DDF.
Cada punto representa el promedio = SD de dos preparaciones de plastidios, con

al menos tres repeticiones por preparacion.
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Figura IIL2. Incorporaciéon de radioactividad a la fraccion de 4cidos grasos
dependiente de concentracion de substrato. Los plastidios aislados de semillas de
17 DDF se incubaron con distintas concentraciones de acetato, malato y piruvato
radiactivos, y se midi6 la radioactividad incorporada en la fraccion de 4cidos
grasos tras 60 minutos de incubacién. La incorporacién se expresa en base a
nmoles de equivalentes de acetil-CoA. Cada valor representa la media £ SD de 3
preparaciones de plastidios distintas con al menos tres repeticiones por

preparacion. (4, piruvato; [, acetato; C, malato).

También se determind la variacion de la tasa de incorporacién de los distintos
substratos a la fraccién de é&cidos grasos en funcién de la concentracién. El acetato se
incorporaba y era utilizado para la sintesis de 4cidos grasos en el plastidio de una manera
independiente de la concentracion; sin embargo, malato y piruvato lo eran de una manera

dependiente de concentracion, alcanzando saturacién a 3 mM y 1 mM respectivamente
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(Figura 1I1.2). La constante media de saturacién para la incorporacién de malato dentro de
acidos grasos fue de 1,5 mM, aproximadamente 3 veces la de piruvato (0,5 mM). Resultados
muy similares se hallaron al hacer los mismos experimentos en leucoplastos aislados de
endospermo de ricino (Riccinus comunnis L.), en los que la tasa de incorporacién de
substratos radioactivos en la fraccién de 4cidos grasos alcanzaba saturacion a concentraciones
de 3-5 mM para malato y 1 mM para piruvato (Smith er al. 1992). Los plastidios aislados de
semillas de girasol no sintetizaban ningtn 4cido graso radioactivo cuando ["*C]GIc6P se

suministraba al medio de incubacidn

2.3. Sintesis de acidos grasos durante el desarrolio.

Para determinar si la afinidad de los distintos substratos cambiaba durante el desarrollo
de las semillas, se aislaron plastidios de semillas de 17 y 24 DDF y se incubaron con 3 mM de
Glc6P, malato piruvato y acetato (Figura II1.2). Para ninguna de las edades ensayadas se
utilizaba la Glc6P como fuente de carbono para la sintesis de dcidos grasos. Plastidios
aislados de semillas de 17 DDF preferian el malato como fuente de carbono para la sintesis de
4cidos grasos, y lo utilizaban a una tasa de 3,0 + 0,3 nmoles de equivalentes de acetil-CoA h™
mg proteina’. El piruvato se utilizaba a una tasa 5 veces menor (0,56 + 0,05 nmoles de
equivalentes de acetil-CoA h™' mg proteina™) y el acetato a una tasa 15 veces menor (0,20
0,03 nmoles de equivalentes de acetil-CoA h' mg proteina™). De la misma manera, los
plastidios aislados de semillas de girasol con 24 DDF también preferian malato como fuente
de carbono para la sintesis de acidos grasos. Lo utilizaban a una tasa 12 veces mayor que
piruvato, 1,27+ 0,21 frente a 0,10 + 0,05 nmoles de equivalentes de acetil-CoA h'! mg
proteina”. Frente a lo que ocurria con plastidios aislados de semillas de 17 DDF, la afinidad

por los distintos substratos utilizados descendia. Asi, malato era utilizado como fuente de
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carbono para la sintesis de acidos grasos a una tasa 54% inferior, piruvato a una tasa 82%

inferior y acetato no se utilizaba como fuente de carbono para la sintesis de acidos grasos.

-1

3,5

I 17ddf

3,01 [__124ddf

2,5 1

2,04

1,5

1,0 4

0,51

nmol equivalentes de acetil-CoA . h”. mg proteina

-

0,0 -
Acetato Malato Piruvato

Figura IIL3. Incorporacién de ['*Clsubstratos dentro de la fraccidn de 4cidos
grasos por plastidios aislados de semillas de girasol en desarrollo. La
incorporacidén de radioactividad se expresa como nmoles de equivalentes de
acetil-CoAs incorporados en la fraccion de acidos grasos. Cada valor representa al
media = SD de tres preparaciones de plastidios distintas, aisladas de semillas de

girasol de 17 y 24 DDF, con al menos tres repeticiones por cada substrato en cada

una.

2.4. Contenido de metabolitos en la semilla.
Se determiné la cantidad de los distintos metabolitos en semillas mediante ensayos
enzimaticos, y se estimoé su concentracién asumiendo que estaban distribuidos uniformemente

a lo largo del volumen de agua de la semilla (Tabla II1.2). Los valores para malato, piruvato y
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acetato fueron respectivamente 0,28, 0,38 y 0,45 mM. Aunque estos valores son inferiores a
las concentraciones utilizadas para los ensayos de incubacién, la compartimentacién de los
mismos dentro de la célula se desconoce. A pesar de lo cual parece probable que todos estén
presentes en el citosol a concentraciones lo suficientemente grandes como para soportar la alta
tasa de sintesis de acidos grasos que se da in vivo. Por otro lado, la concentracién de Glc6P

medida en semillas fue de 1,26 mM, la mayor de todos los metabolitos ensayados.

Tabla IIL.2. Contenido de metabolitos en semillas de girasol. Los valores se
expresan como la media = SD de al menos 5 medidas distintas de semillas de
girasol de entre 17-19 DDF. Para estimar la concentracién mM, se midid en cada

ensayo el contenido en agua de las semillas que oscilé entre 15-17 pl/embridn.

Metabolito Cantidad (nmoles/embrién)  Recuperacion (%) mM en embrién
Glc6P 10,7 £ 0,7 56,0 1,26 = 0,05
Malato 1,1+0,2 25,3 0,28 + 0,04

Piruvato 33+04 54,5 0,38 + 0,05
Acetato 6,8 0,1 ~ 100 0,45 £ 0,02

El comportamiento de los plastidios aislados de semillas de girasol descrito en este
capitulo fue muy parecido al descrito previamente para plastidios aislados de endospermo de
ricino, en los que la tasa mas alta de sintesis de icidos grasos ocurria cuando se suministraba
malato como precursor (Smith ef al. 1992; Miemnyk y Dennis, 1983). Piruvato y acetato
también eran precursores para la sintesis de acidos grasos, pero se utilizaban a una tasa 4,5 y
120 veces menor. De la misma manera, la tasa de utilizacién de malato se saturaba para
concentraciones mayores (3-5 mM) que la de piruvato (1 mM). Cuando se suministraba
[14C]Glucosa a los plastidios, no se detectaba ninglin marcaje en la fraccion de acidos grasos

(Smith et al., 1992). Al igual que pasaba con plastidios de girasol, Miernyk y Dennis (1983)
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observaron que la tasa de incorporaciéon de Glc6P en acidos grasos por plastidios aislados de
endo’spermo de ricino, era insignificante comparada con la tasa de sintesis a partir de piruvato.

En cambio el comportamiento de los plastidios de girasol en desarrollo difiere de lo
que ocurre en plastidios de embriones de colza (Brassica napus L.) en desarrollo. Se ha
definido que durante los estadios iniciales e intermedios del desatrollo de las semillas, es la
Glc6P la que sostiene las mayores tasas de sintesis de acidos grasos. En cambio, durante el
principal estadio de sintesis de acidos grasos de las semillas, es ‘el piruvato suministrado in
vitro el que sostiene las mayores tasas de sintesis de acidos grasos, comparado con la Glc6P
(Kang y Rawsthorne, 1994; Kang y Rawsthorne, 1996; Eastmond y Rawsthome, 2000).

Los resultados de incorporacidn de radioactividad en funcién de la concentracién de
los substratos utilizados, apuntan a que el acetato, debido posiblemente a su pequefio tamafio,
atraviesa las membranas del plastidio por difusidén, mientras que malato y piruvato atraviesan
la membrana del plastidio gracias a un mecanismo dependiente de saturacién. De hecho, se
han caracterizado multitud de translocadores en la membrana de plastidios, entre los que
aparecen trasportadores de malato en plastidios de ricino (Eastmond et al. 1997) y
transportadores de piruvato en plastidios de embriones de colza (Eastmond y Rawsthorne,
2000).

El hecho de que la GIc6P no fuera utilizada por los plastidios de semillas de girasol
como substrato para la sintesis de acidos grasos resultaba extrafio, teniendo en cuenta que era
el intermediario metabdlico que se encontraba a mayor concentracion relativa dentro de la
semilla. Se asume que la Glc6P lleva a cabo dos funciones dentro de los plastidios aislados de
semillas en desarrollo (ver Introduccién, Figura 5). En primer lugar, la oxidacién de la Glc6P
dentro del plastidio puede suministrar unidades de acetil-CoA para la biosintesis de acidos

grasos, como resultado de su paso a través de la glicélisis, acoplada al complejo de la piruvato

141



Bloque III. Fuentes de carbono para el metabolismo plastidial de embriones de girasol.

deshidrogenada (PDH). En segundo lugar, puede generar poder reductor; en forma de NADH
si se metaboliza via glicolisis y PDH 6 en forma de NADPH si es metabolizada a través de la

ruta oxidativa de las pentosas fosfato (Schwender ef al., 2003; Hutchingn et al., 2005).

3. SINTESIS DE ALMIDON EN PLASTIDIOS.

Como hemos comprobado en el capitulo anterior, la Glc6P no se utiliza como fuente
de carbono para la sintesis de 4acidos grasos en plastidios dé embriones de girasol en
desarrollo. Debido a su elevada concentracién dentro de las semillas, quisimos averiguar si la
Glc6P podria cruzar la envuelta del plastidio y ser utilizada como fuente de carbono para otras
rutas metabolicas distintas de la sintesis de 4cidos grasos, como la sintesis de almidén o la
ruta oxidativa de las pentosas fosfato (OPPP). Para ello, aplicamos el ensayo puesto a punto
por Kang y Rawsthorne (1996) con modificaciones de Eastmond y Rawthorne (2000), segin
el cual tras incubar las preparaciones de plastidios con [U—14C]GIC6P se media la sintesis de
almidén como marcaje presente en la fraccion no soluble en metanol/KCl; y se media su flujo
a través de la OPPP como '*CO, desprendido durante la incubacién.

De la misma manera que para la sintesis de 4cidos grasos, antes de avanzar en los
posibles usos de la Glc6P como substrato para el metabolismo de los plastidios de semillas de
girasol y sus variaciones durante el desarrollo, quisimos en primer lugar establecer las
condiciones dptimas del ensayo y comprobar que los plastidios de semillas de girasol tenian
un comportamiento similar al de plastidios de otras especies vegetales. Como en el caso
anterior para asegurar que los plastidios y el metabolismo que ocurria en su interior eran los
responsables de los resultados, también se determind la incorporacién de radioactividad

dependiente de integridad y de la presencia de ATP.
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3.1. Andlisis previbs.

En primer lugar, se determiné la radioactividad encontrada en la fraccion insoluble en
metanol/KCl tras 60 minutos de incubacion, para una concentracién estandar de 1 mM de [U-
1C]Glc6P. A tiempo cero la radioactividad medida fue menos del 5% de la encontrada tras 60
minutos de incubacién.

A continuacién se comprobd si la incorporacién de Glc6P era dependiente de la
integridad de los plastidios y de la presencia de ATP en el medio de incubacién. Para 2
ensayos realizados, la radioactividad incorporada en la fraccion insoluble en metanol/KCl
disminuyd un 96% cuando se usaron plastidios previamente rotos para la incubacién.
También disminuyd en igual grado (92%), la radioactividad encontrada en la fraccién
insoluble en metanol/KCl1 cuando se eliminé el ATP del medio de incubacidn, para plastidios
intactos.

Por ultimo, para asegurar que la Glc6P era la hexosa fosfato preferida por los
plastidios de semillas de girasol en desarrollo para marcar la fraccion insoluble en
metanol/KCl, se incubaron por separado preparaciones de plastidios con iguales cantidades de
['“C]Glc6P y ['*Clglucosa-1-fosfato (GIc1P). En los dos ensayos realizados, la incorporacién
neta de radiactividad detectada en la fraccién insoluble en metanol/KCl tras 1 hora de
incubacion usando GlclP fue el 16% de la encontrada cuando se utilizé Glc6P.

La incorporacién de Glc6P dependiente de integridad y ATP, son resultados muy
similares a los descritos para plastidios aislados de embriones de colza en desarrollo (Hill y
Smith, 1991; Kang y Rawsthorne, 1994), y para amiloplastos aislados de endospermo de trigo
(Tyson y ap Rees, 1988). En este estudio se describié que la eliminacién del ATP del medio
de incubacién y las incubaciones realizadas con plastidios rotos, hacian que no se detectara

ninguna marca radioactiva en la fraccién insoluble en metanol/KCl. Las preferencias
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encontradas en plastidios de girasol por la Glc6P frente a la GlclP, son similares a las
descritas para plastidios aislados de embriones de colza (Kang y Rawsthorne, 1994), en
cambio son diferentes a las preferencias descritas para amiloplastos aislados de semillas de

trigo (Tyson y ap Rees, 1988) en los que la Glc1P era el substrato preferido.

3.2. Incorporacién de radioactividad dependiente de tiempo y

concentracion.

Para conseguir unas tasas de marcaje considerables entre distinﬁas preparaciones de
plastidios, se estudié6 cdémo dependia la incorporacion de radioactividad en la fraccién
insoluble en metanol/KCl del tiempo y de la concentracién de [*C]GIc6PLa tasa de
incorporacién de Glc6P en la fraccion insoluble en metanol/KCI fue linear durante los
primeros 60 minutos de incubacidn (Figura II1.4). Utilizando 60 minutos como tiempo de
incubacion, la incorporacion de radioactividad en la fraccidon insoluble en metanol/KClI se
saturaba esencialmente a concentraciones de Glc6P de 0,5 mM, siendo la constante media de
saturacion calculada para la incorporacion de Glc6P proxima a 0,2 mM (Figura [11.5).

Resultados muy similares a estos se habian encontrado estudiando la sintesis de
almiddén en plastidios aislados de embriones de colza en desarrollo a los que se les habia
suministrado Glc6P (Hill y Smith, 1991; Kang y Rawsthorne, 1994). Estos autores definieron
que la incorporacién de GIc6P a la fraccion insoluble en metanol/KCl también era lineal en
los primeros 60 minutos de incubacién y que se saturaba béasicamente a concentraciones

proximas a 2 mM; también definieron una constante media de saturacion proxima a 0,2 mM.
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Figura IIl.4. Incorporacién de radioactividad en la fraccién insoluble en
metanol/KCl, dependiente de tiempo de incubacién. Se suministré 1 mM
[U'C)Glc6P como fuente de carbono a plastidios aislados de semillas de girasol
de 17 DDF y se midi6 la radioactividad incorporada en la fraccién insoluble en
metanol/KCl a distintos tiempos de incubacién. Cada valor representa el promedio
+ SD de tres preparaciones de plastidios distintas con al menos 3 repeticiones por

preparacion.

Para asegurar que la radioactividad encontrada en la fraccion insoluble en
metanol/KCl era en realidad almidén, este producto radioactivo se incubd junto con enzimas
degradadoras de almiddén: a—amilasa y a—amiloglucosidasa de acuerdo al método utilizado
por Hill y Smith (1991). Después de la incubacién y tras sucesivos lavados, la radioactividad
encontrada en el precipitado insoluble en metanol/KCl fue 0,0091 nmoles de Glc6P, menos
del 3% de la encontrada originalmente que fue de 0,5461 nmoles de GIc6P, por lo que la

fraccién insoluble en metanol/KCl era almidén.
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Figura IIL5. Incorporacion de radioactividad en la fraccién insoluble en
metanol/KCl, dependiente de concentracién de substrato. Se incubaron plastidios
aislados de semillas de girasol de 17 DDF con distintas concentraciones de
[UC]GIc6P y se midi6 la radioactividad incorporada en la fraccién insoluble en
metanol/KCl tras 60 minutos de incubacién. Cada valor representa el promedio +

SD de tres preparaciones de plastidios distintas con al menos 3 repeticiones por

preparacion.

Encontrar que la Glc6P era utilizada por los plastidios aislados de semillas de girasol
para la siﬁtesis de almiddn fue cuanto menos, un hallazgo interesante. El girasol no acumula
almidén como producto de reserva en sus semillas, y tan solo se ha descrito la presencia de
inclusiones de almiddn cuando se analizaron cortes al microscopio de semillas de girasol en
desarrollo, y solo en plastidios de semillas de girasol entre 10-18 DDF y dichas inclusiones
desaparecian en nimero y tamafio a partir de los 18 DDF (Bolyakina y Raikhman, 1999).
Otras semillas oleaginosas como la colza, a pesar de que tampoco acumulan almidén en la

semilla madura, si que lo acumulan temporalmente durante la fase inicial del llenado de los
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cotiledones (da Silva et al., 1997). Este hecho unido a que el marcaje que realmente
mediamos en la fraccidn insoluble en metanol/KCl era almidén y que la cantidad neta de
radioactividad encontrada en almidén era mayor que la encontrada en acidos grasos, hizo que
nos interesamos en sabér si durante el llenado de las semilla girasol, al igual que ocurria en
embriones de colza, habia una acumulacién temporal y considerable de almidén.

Se midié contenido de almidén en semillas de girasol en desarrollo a tres edades
distintas: 5, 15 y 24 DDF. Los valores encontrados no superaban los 80 pg/semilla, lo que
suponia menos del 0.1% del contenido total de aceite y proteinas.

Con todas estas consideraciones previas podiamos afirmar que la Glc6P si bien no
suministraba esqueletos carbonados para la sintesis de 4cidos grasos en plastidios de girasol,
si que era capaz de atravesar su envuelta y suministrar esqueletos carbonados para la sintesis
de almiddn, de lo cual se deducian dos hechos importantes: Primero, la existencia de una ruta
gluconeogénica activa y funcional, en vista de que dentro del plastidio es posible sintetizar
almidén. Y segundo, la ausencia de una ruta glicolitica completa o funcional. Ademas, la
utilizacién de Glc6P dependiente de concentracién también nos proporcionaba evidencias
indirectas de que algun tipo de mecanismo activo debia mediar su entrada al interior del

plastidio.

3.3. Utilizacién de la GIc6P durante el desarrollo.

Una vez demostrado que la GIlc6P podia entrar al plastidio, quisimos estudiar a
continuacion las preferencias de los plastidios por esta molécula como suministrador de
carbonos para la sintesis de almidén y como generador de poder reductor a través de la OPPP,
durante el desarrollo de las semillas. Para ello se aislaron plastidios a partir de semillas de 17

y 24 DDF, se incubaron con 1 mM de ["*C]GIc6P y se midié la tasa de incorporacién de
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radioactividad en almidén vy el flujo de carbono a través de la OPPP (Figura I11.6) Para ambas
edades, la tasa de utilizacion de GIc6P para la sintesis de almidén fue siempre mayor que el
desprendimiento de CO,. Ademas, la tasa de utilizacién de Glc6P fue mayor a 17 DDF,
reduciéndose en torno al 85% cuando se utilizaron plastidios aislados de semillas de 24 DDF.
Estos resultados estan de acuerdo con los descritos previamente para plastidios
aislados de embriones de colza (Eastmond y Rawsthorne, 2000). Estos autores encontraron
que en la etapa final del llenado de la semilla, la tasa de sintesis de almidén a partir de Glc6P
disminuyo cerca del 70% con respecto a la tasa medida para plastidios aislados de embriones
en las etapas iniciales de desarrollo, en cambio, el flujo de Glc6P a &avés de la OPPP se

incremento mas del 50%.
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Almidén 'OPPP

Figura II1.6. Tasa de utilizacién de GIc6P para la sintesis de almidén y flujo a
través de la OPPP en plastidios aislados de semillas de 17 y 24 DDF. Cada valor
representa la media = SD de tres preparaciones de plastidios distintos con al

menos 3 repeticiones por plastidio.
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4. INTERACCIONES ENTRE LA SINTESIS DE ACIDOS GRASOS Y
LA OPPP DURANTE EL METABOLISMO DE PLASTIDIOS.

En el capitulo anterior comprobamos cémo la Glc6P podia entrar al interior de los
plastidios aislados de embriones de girasol en desarrollo, y si bien no servia como
suministrador de carbono para la sintesis de acidos grasos si podia metabolizarse a través de
la OPPP suministrando en consecuencia poder reductor en forma de NADPH. Son multiples
las evidencias directas e indirectas que relacionan la sintesis plastidial de acidos grasos con la
OPPP a través del suministro que esta ruta hace de poder reductor en plantas (Eastmond y
Rawsthorne, 2000; Jonson ef al, 2000; Fox et al., 2000; Schwende£ y Ohlorogge, 2002;
Schwender ef al., 2003; Hutchings e al. 2004). En vista de lo cual nos interesamos por saber
como el metabolismo de la Glc6P podria afectar a la sintesis plastidial de acidos grasos

Incubamos para ello, preparaciones de plastidios aislados de semillas de girasol en
desarrollo con concentraciones saturantes de [14C]ma1ato y [“Clpiruvato, en presencia y en
ausencia de concentraciones saturantes de Glc6P sin marcar. De esta manera, si el poder
reductor generado por el paso de 1a GIc6P a través de la OPPP afectara a la tasa de sintesis de
acidos grasos en plastidios de girasol, previsiblemente se observarian cambios en la tasa de
incorporacién de ambos substratos radioactivos.

Para obtener mas informacién sobre la interaccion entre ambos substratos, se estudid
también el efecto de los substratos de la sintesis de 4cidos grasos sobre el metabolismo de la
Glc6P. Para ello se incubaron preparaciones de plastidios aislados a partir de semillas de
girasol en desarrollo con concentraciones saturantes de *C-Glc6P, en presencia o en ausencia
de concentraciones saturantes de malato o piruvato sin marcar. Malato y piruvato son capaces

de generar por si solos poder reductor en el interior del plastidio. Si existiera una relacién
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entre el metabolismo de la Glc6P y la sintesis intraplastidial de acidos grasos, la co-

incubacion afectaria al flujo de carbono de la Glc6P a través de la OPPP.

4.1. Efecto de la GIc6P sobre la sintesis de acidos grasos.

Para investigar las interacciones entre la sintesis de acidos grasos y la OPPP, se
aislaron plastidios de semillas de girasol de 17 y 24 DDF y se incubaron con concentraciones
saturantes de ['*C]malato 6 [14C]piruvato junto con 1 mM de GICGP sin marcar. Tras 1 hora
de incubacidn, se midié la radioactividad en la fraccién de 4cidos grasos (Figura II1.5).
Cuando ["*C]piruvato se incubé junto con GIc6P y plastidios aislados de semillas de 17 DDF,
la tasa de sintesis de 4cidos grasos de incrementd en promedio 4,4 veces respecto a la tasa de
sintesis en presencia solo de ['*C]piruvato, alcanzdndose una tasa de sintesis no
significativamente inferior a aquella obtenida en presencia de malato (3,0 = 0,5 frente a 2,5 +
0,5, p>0,05). Pero no se observaron variaciones significativas entre la tasa de sintesis de
acidos grasos cuando [14C]ma1ato se co-incubd con Glc6P (t-test, p>0,05), y tampoco se
observo estimulacion significativa en la incorporacion de carbono desde [14C]piruvato cuando
se usaron plastidios aislados de semillas de 24 DDF.

Resultados similares se habian descrito en plastidios aislados de semillas de colza en
desarrollo (Kang y Rawsthorne, 1996). Cuando plastidios aislados se incubaban con [2-
“Clpiruvato junto con Glc6P, también se incrementaba la tasa de ’sintesis de acidos grasos,
pero tan solo 0,35 veces. En cambio, estos mismos experimentos se repitieron por otros
autores (Eastmond y Rawsthorne, 2000) y no observaron diferencias significativas en la tasa

de sintesis de 4acidos grasos en presencia o en ausencia de GIc6P.
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Figura IIL.7. Incorporacién de radioactividad a la fraccién de acidos grasos a
partir de ['*C]malato o ["“C]piruvato, en presencia o en ausencia de 1 mM de
Glc6P. La incorporacién de radioactividad se expresa como nmoles de
equivalentes de acetil-CoAs. Cada valor representa la media £ SD de tres
preparaciones de plastidios distintas aisladas de semillas de girasol de 17 y 24

DDF, cada una con al menos 3 repeticiones.

Teniendo en cuanta que en plastidios aislados de semillas de girasol en desarrollo, (i)
la Glc6P no puede utilizarse como fuente de carbono para la sintééis de acidos grasos, (ii) que
la Glc6P puede usarse como substrato de la OPPP, (iii) que se asume que el malato puede
generar por sf mismo NADPH al ser metabolizado por la enzima malica y (iv) que el piruvato
tan solo genera NADH cuando es substrato del complejo de la piruvato deshidrogenasa
(PDH), entonces el aumento generado en la tasa de sintesis de 4cidos grasos cuando

[14C]piruvato se incubaba junto con Glc6P, debia ser causado por el poder reductor en forma
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de NADPH que se generaba al atravesar la Glc6P la OPPP. Dicho aumento no se observaba
cuando GIc6P se incubaba junto con ['*C]malato, porque este podria por si solo generar el

NADPH necesario para la sintesis de acidos grasos.

4.2. Efecto del piruvato y malato sobre el fluj;o de GIc6P hacia la

sintesis de almidon y la OPPP.

Se incubaron plastidios aislados de semillas de 17 y24DDF con ['*C]GIc6P en
presencia y en ausencia de concentraciones saturantes de malatdk’o piruvato sin marcar, y se
midié la radioactividad incorporada en almidén y la actividad de la OPPP como liberacién de
“CO, (Tabla 111.3). Para las dos edades ensayadas, el malato causaba un incremento
significativo en la cantidad de radiactividad que se dirigia hacia la sintesis de almidén, en
cambio la incubacién junto con piruvato no alteraba la cantidad de radioactividad que desde la
Glc6P se dirigia hacia la fraccidon de almidén. Efectos similares se habian obtenido en
plastidios aislados de semillas de colza en desarrollo, en los cuales la co-incubacién de
["*C]GIc6P junto con piruvato frio no causaba ninguin efecto sobre la sintesis de almidén
(Kang y Rawsthorne, 1996; Eastmond y Rawsthorne, 2000). Sin embargo, tanto malato como
piruvato afectaban al flujo de Glc6P a través de la OPPP, también para las dos edades
ensayadas. La liberacién de '*CO, disminuia casi un 80% cuando el malato era aﬁadido junto
con ['*C]Glc6P a la preparacion de plastidios aislados de semillas de 17 DDF (1,1 = 0,4 frente
a 5,4 + 1,4). En cambio, la co-incubcién de ['*C]Glc6P junto con piruvato, incrementaba el

flujo de Glc6P a través de la OPPP maés de tres veces (16,4 £ 2,0 frente a 5,4 = 1,4).
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Tabla IIL.3. Particién de [U-'*C]Glc6P dentro de la ruta de sintesis de almidén y
de la OPPP. Se incubaron plastidios aislados de semillas de ’girasol de 17 y 24
DDF y se incubaron con 1 mM de [U-"*C]Glc6P s6lo o junto con 3 mM de malato
o piruvato frios. Tras 60 minutos de incubacién se pararon las reacciones y se
midié la radioactividad en la fraccién de almidén y la OPPP, como liberacién de
14C0,. Los resultados son la media + SD de tres preparaciones de plastidios

distintas, con al menos 3 repeticiones por preparacion.

¢ Incorporacién en nmoles GchP_‘ h''. mg proteina’!

Ruta Edad GlcoP* Glc6P* + malato GIlc6P* + piruvato
17 DDF 13,0+£2.2 16,712 . 12,7+1.8
Almidén
24 DDF 1,7+0,6 2,6+ 0,6 1,0£0,3
17 DDF 54+14 1,1+04 16,4 +2.0
OPPP
24 DDF 0,9 +0,1 0,20 + 0,07 2,2+06

Experimentos similares se llegaron a realizar con anterioridad usando plastidios
aislados de semillas de colza en desarrollo pero con distintos resultados. Kang y Rawsthorne
(1996) describieron que la adicién de piruvato causaba un efecto nulo sobre la liberacion de
'4C0O, a partir de [*C]Glc6P, respecto a lo que ocurria cuando sélo [14C]G106P era afiadida al
medio de incubacién. En cambio, Eastmond y Rawsthorne (2000) hicieron un estudio maés
profundo de este posible efecto utilizando para ello plastidios aislados de semillas de colza de
distintas edades. Asi, la adiciéon de 1 mM de piruvato junto con [14C]kGlc6P no tenia ningun
efecto sobre el flujo de la Glc6P a través de la OPPP si se usaban plastidios aislados de
embriones en estados tempranos del desarrollo. Sin embargo, cuando usaron plastidios de los
estados intermedios y finales del llenado de la semilla, la adicién de piruvato estimulaba la

actividad OPPP a partir de la Glc6P 0,12 y 0,24 veces, respectivamente.
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Se ha descrito con anterioridad que (i) el flujo de Glc6P a través de la OPPP podria
regularse por los niveles d¢ NADPH/NADP" presentes en el interior del plastidio debido al
efecto de inhibicién reversible que el NADPH tiene sobre la enzima glucosa-6-fostato
deshidrogenasa (Wenderoth et al., 1997) y que (ii) la enzima malica necesita de NADP" para
transformar malato en piruvato (Schwender et.al, 2003). Ambos hechos explicarian el desvio
de la Glc6P hacia la sintesis de almidén y el descenso de su flujo a través de la OPPP cuando
el malato se incluia en la incubacién. La transformacion de ﬁalato en piruvato, una vez dentro
del plastidio, incrementaria por un lado los niveles d¢ NADPH y en consecuencia reduciria
los niveles de NADP”, inhibiendo de esta forma el flujo de la Glc6Pla través de la OPPP
porque la enzima glucosa-6-fostato deshidrogenasa estaria inactiva y porque disminuirian los
niveles de NADP" necesarios para que la OPPP estuviera activa. En cambio, la adicion de
piruvato al medio generaria una demanda de poder reductor en forma de NADPH necesario
para la sintesis de acidos grasos, que mantendria activa tanto la deshidrogenacion de la Glc6P,
como su flujo a través de la OPPP, ya que los niveles de NADP+ serian mayores que en
presencia de malato.

Los resultados descritos en este ultimo capitulo, junto con los de los capitulos previos
suministran evidencias directas acerca de la relacion entre la OPPP y la sintesis de 4cidos
grasos en plastidios de semillas de girasol en desarrollo, y nos hacen proponer un modelo del

flujo de carbono necesario para sintetizar acidos grasos en semillas de girasol en desarrollo

(Figura ITL.8).
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Sacarosa

P
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Piruvato
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Figura IIL.8. Modelo de flujo de carbono en plastidios aislados de embriones de
girasol en desarrollo. (1) Degradacion de sacarosa hasta hexosa fosfato; (2)
Glucolisis; (3) Enzima mélica; (4) Complejo de la piruvato deshidrogenada;
OPPP, Ruta Oxidativa de las Pentosas Fosfato; FAS, sintetasa de 4cidos grasos;
TAG, triacilglicéridos.

Asi pues, en los tejidos de las semillas de girasol durante el desarrollo, la Glucosa-6-P
generada en el citosol de las células a partir de la sacarosa importada desde los tejidos
fotosintéticos de la planta, es transformada via glicdlisis en el citosol en malato y piruvato que
atravesaran la membrana de los plastidios para ser utilizados como fuentes de carbono para la
sintesis de acidos grasos. Parte de la GIc6P atraviesa la membrana de los plastidios para ser

utilizada como suministrador de poder reductor al ser metabolizada via la OPPP. La demanda

de GIc6P debe ser tan elevada hacia la sintesis de dcidos grasos y de aminoacidos, que tan
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solo una muy pequefia parte de estas moléculas que entran al plastidio es interceptada por la

ruta gluconeogénica para sintetizar almidén.

5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL mRNA DEL GEN DEL
TRANSPORTADOR DE Gic6P EN SEMILLAS EN DESARROLLO DE
GIRASOL.

Como hemos mostrado en los capitulos anteriores la glucQsa—6-fosfato tiene una gran
importancia como suministrador de poder reductor necesario para la sintesis de acidos grasos
en el interior de los plastidios de semillas de girasol en desarrollo. De igual forma
comprobamos que la Glc6P era utilizada por los plastidios de una manera dependiente de
concentracion, lo que hacia suponer que su entrada al interior del plastidios estaba mediada
por un complejo proteico. Son varios los transportadores de Glc6P caracterizados en plantas.
Asi se han clonado y caracterizado el transportador de GIc6P en endospermo de maiz (Zea
mais, L.) (Kammerer et al., 1998), en semillas de arroz (Oryza sativa, L.) (Jiang et al., 2003)
y en endospermo de guisante (Pisum sativum, L.). Basandonos en estos antecedentes nos
propusimos clonar la secuencia de cDNA que codificara gen Hagpt en semillas de girasol en

desarrollo.

5.1. Amplificacidén de un fragmento de Hagpt a partir de semillas de
15 DDF de la linea control RHA-274.

A partir de las regiones conservadas de secuencias conocidas de proteinas del
transportador plastidial de glucosa-6-fosfato de plantas, se disefié una pareja de
oligonucledtidos degenerados denominados GPTF2 y GPTR1 (Figura 9, Tabla 4; Materiales y

Meétodos, Apartado 2.7.5.1). Mediante PCR (Materiales y Métodos, Apartado 2.7.5.2) y con
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estos oligos como cebadores, se obtuvo un fragmento de 692 pb a partir de cDNA de semillas
de 15 DDF de la linea control RHA-274 de girasol. El fragmento fue clonado en el plasmido
pGEM-T Easy (Materiales y Métodos, Apartado 2.7.6) y mandado a secuenciar. El analisis
mediante el programa BLAST de la proteina codificada por la secuencia nﬁcleotidica obtenida

reveld que presentaba una gran similitud con transportadores de Glc6P (Figura 111.6).

5.2. Obtencion de la secuencia completa del cDNA correspondiente
a Hagpt. ‘

Para la obtencién del extremo 3" se utilizo el oligo no degenerado GPTF2yp junto con
un cebador disefiado a partir de la cola de poli adeninas del extremo 5° del cDNA, Fa2Z.
Mediante PCR, optimizando las condiciones (Materiales y Métodos, Apartado 2.1.5.2), se
obtuvo un fragmento de X pb con los tampones correspondientes a 3,5 mM de MgCl,. El
fragmento fue clonado en pGEM-T Easy (Materiales y Métodos, Apartado 2.1.7) y mandado
a secuenciar.

Para la obtencién del extremo 5° se siguid el protocolo RACE, tal y como se detalla en
Materiales y Métodos, Apartado 2.7.5.2, utilizando el cebador de la primera PCR a UPM,
desde el extremo 5°, y GPTR1racE desde el extremo 3°. Posteriormente se realizé otra PCR
con una temperatura mas baja de alineamiento y oligos internos, NUP y GPTR2gace. Como
producto de esta ultima PCR se obtuvieron tres fragmentos de un .tamaﬁo inferior al esperado
(Figura II1.7). De esos fragmentos, se clond y mandé a secuenciar el de mayor tamafio. El
fragmento resultante comenzaba en el extremo 5" con los 6 primeros nucledtidos de la
secuencia previamente clonada, seguidos de los 4 ultimos nucleétidos GAGT del oligo UPM
long y NUP usados en la primera y segunda PCR, respectivamente y se extendia hasta el
segundo oligo no degenerado GPTR2gacg. Al revisar la secuencia clonada observamos que

esta coincidia en 6 nucledtidos con la parte final del oligo UPM long y NUP (Figura I11.7).

157



Blogue III. Fuentes de carbono para el metabolismo plastidial de embriones de girasol.

Asi, en la primera PCR la mezcla de oligos UPM long se unirian ademas de al inicio de la
secuencia de cDNA 5'-RACE, a la parte interna del gen. Tras sucesivos ciclos de la primera
PCR, se amplificaria principalmente la secuencia de ¢cDNA interna debido a su menor
longitud. Al realizar lé segunda PCR con el producto de la primera usando como oligo a NUP,
se amplificarfa mayoritariamente el fragmento interno del gen (i) porque habria mas cantidad
de €l en el producto de PCR diluido que se usé como molde y (i) porque ese producto que
serviria como molde, tendria no solo una secuencia de 6 nucleotidos (AACGCA) sino ademas
4 nucledtidos mas (GAGT) procedentes del oligo UPM long (Ver detalle en parte superior,
Figura II1.7). |

En vistas de estos resultados se disefid un nuevo oligonucledtido no degenerado
NUP2, que coincidiera con la secuencia UPM, pero que no contuviera a la secuencia de 6
nucledtidos final coincidente con la secuencia ya clonada. Se realizé una primera PCR usando
como oligos a NUP2 y GPTR1racg segln las condiciones descritas en Materiales y Métbdos,
Apartado 2.7.5.3. El producto de esa primera PCR se diluy6 50 veces en TRIS 10 mM pH 8,5
y se uso como molde para una segunda PCR con las condiciones de optimizacion descritas en
Materiales y Métodos, Apartado 2.7.5.2., apareciendo una banda en torno a 700 pb cuando la
concentracion del tampon fue 3,5 mM (Figura I11.7, parte inferior). Este fragmento se clond y
se mandé a secuenciar identificandose como parte del fragmento animo del transportador de

glucosa-6-fosfato, mediante el uso del programa BLAST
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**:*:********** *% :*: **. :‘:_* *% :***.* ***:*************
HaGPT ———NAFPEPWLTSTLSLAAGSATMLVSWASKVAEPPNTDVEFWKALFPVALAHTIGHVAATVSM
AtGPT1 KKV NAE PYRRLTSTT SLACGS LMMLVSWATR IADAPKT DL EFWKTLEPVAYARTT GHVAATY SH
ALGPT2 ANHKVINAYEYBALTSTL S LAAGSIMMLT SWAVGIVET PKTDF DFWKT L FPVAVART I GHVAATVSM
0sGPTL NKKVINEFEYEALTSTT S LACGS AMMLY SWATRLVEAPKT DL, DFWKV L EPVAVAHT IGHVAATVSM
0sGPT2 NKKVINAEPYENETSTLS LAAGSATMLASWATRIAEAPAT DL DEWKAL SPYAT AHT I GHVAATYSM
StGPT HKVENAFPEEWLTSTT SLACGS AMMEF SWATRLVEAPK TDLDFWKVL F PYAVART TGHVAATV SM
PsGPT INKRVENAYPYRRLTSTT, SLACGS LMME T SWATRTAEAPKTDLEFWKTLEPVAVAHT I GHVAATVSM
McGPT YNKRVINREPYERLTSIT ST ANGS L IMVVSWATRT ARAPNTDS DFWKAL LPVAVAHTI GHVAATVSM
InGPT DEKVINAFPYENETSTL SLARG SLMMLYSWATK T AETPKT DF DFWKAL FPVAVAHTI GHVAATVSM
TaGPT NKKVINAEPYPWLTSTLS LACGSAMMLE SHVTCLVEAPK T DL DEWKAL FPVAVAHTT GHVAATVSM

PRERRRKIAALEL Kk Kdk kR kR o kK LR SR e e s L R R A S LY ********************:*******'*********::*

HaGPT SKVAVSFTHIIKSGEPAFSVLVSRFILGETFPTSVYLSLLPIIGECGLARL TR LNFNMTGEMGAMI SNLAFVFRNI FSKRGMKGKSVSGMNYYACTSMLS
AtGPTl - SKVAVSFIHIIKSGEPAFSVLVSRFIMGETFPLPVYLSLLPIIGGCALAAT TRLNFNITGEMGAMI SNLAFVERNIFSKKGMKGKSVSGMNY YACTSMMS
AtGPT2  SKVAVSFTHIIKSGEPAFSVLVSRFILGETFPTSVYLSLIPIIGGCALSALTELNFNMIGEMGAMISNLAFY] FRNIFSKKGMKGKSVSGMNYYACLSMLS
0sGPT1  SKVAVSFTHIIKSAEPAFSVLVSRFLLGETFPVPVYLSLLPITGGCALAAVTELNFNMVGEMGAMISNLAFVERNI FSKRGMKGKSVSGMNYYACLSIMS -
0sGPT2  AKVAVSFTHIIKSGEPAFSVLVSRFFLGERFPAPVYFSLLPIIGGCALAAITELNFNMIGEMGAMI SNEAFVERNT ESKKGMRGKSVSGUNY YACT.OMLS
StGPT SKVAVSFTHIIXSAEPAFSVLVSRFELGETFPIPVYLSLLPIIGGCALAAVTE LNFNMVGFMGAMI SNLAFVFRNT FSKRGMKGKSVSGMNYYACLSIMS
PSGPT SKVAVSFTHIIKSGEPAFSVLVSRFILGETFPVPVYLSLLPIIGGCALARVTELNFNMI G EMGAMI SNLAFVFRN I FSKKCMKGK SVSGMNYYACLST1.8
McGPT SKVAVSFTHIIKSAE PAFSVLVSREFLGESFAAGVYWSLYPIIGGCALAAVTELNFNMI GRYGAMI SNLAFVFRNI FSKKCMKGKSVSGMIYYACLS LS
7mGPT SKVAVSFTHIIKSGEPAFSVLVSR-LLGETFPLPVYLSLLPTIGGCGLART TELNFNL I GFMGAMT SNLAFVFRNT FSKKGMKGKSVGGMNY YACLSMMS
TaGPT SKVAVSFTHIIKSAEPAFSVLVSRE ILGESFPMPYYLSLLPIIGGCGLARATELNFNMI GFMGAMI SNLAFVFRNT FSKRGMKGKSVSGMNY YACLS TMS

* :* **:: :*** :*‘ **:.*:I :*':_:**: ***:*************::*******:*****
HaGPT LLILTPFATAVEGPRMAAAGHONAVTEIGPHF IWWVAAQS T FYHLYNQVS YMSLDETSPLTFSIGNTMK -~ 750 pb >
AtGPTI  LVILTPFSIAVEGPOMWAAGWQNAVSQVGPNFVWWYVAQSVEYHLYNQVS YMSLDQISPLTFSIGNTMKRT
AtGPT2  LLILTPFATAVEGPQMWVDGHQTALATVGPQFVWWVVAQSVEYHLYNQVS YMSLDQISPLTFSVGNTMKRI
OsGPTl  LVILTPFAIAMEGPOMWAAGHQKALAEVGPNVVWHVAAQSVEYHLYNQVS YMSLOEISPLTFSIGNTMKRI
0sGPT2  LVILLPFAFAMEGPKVWAAGWQKAVAEIGPNFVWWVAAQSVEYHLYNQVS YMSLDEISPLTFS IGNTMKRI 500 p b >
StGeT LVILTPFAIAMEGPQMWAAGHOKALAEVGPNVVIWWI ARQSVE YHL YNQVS YMSLDQI SPLTFS IGNTMKRI
PsGPT LAILTPFAIAVEGPAMWARGWQTALSEI GPQFIWWVARQSIFYHL YNQVS YMSLDET SPLIFSIGNTMKR
McGPT LVLLTPFALYVEGPRMWAAGHDKAVSDIGSNFIWWLTAQSVFYHLYNQVS YMSLDEISPLIFSIGNTMKRI
ZmGPT LLILIPFAIAVEGPQVWALGWONAVSQIGPNFIRWYVAQSVFYHLYNQVS YMSLNEISPLTFSIGNTMKRT 2 5 0 p b >
TaGPT LVILTPFAIAMEGPQUMWAAGHOKALADVGPNVLWWI GAQSVE YL YNQVS YMSLDOISPLTFSIGNTMKR

4 Hag

Figura IIL9. Alineamiento del fragmento de PCR Hagpt. Alineamiento, mediante
el uso del programa ClustalX v1.8 de la proteina codificada por el fragmento de
PCR hagpt y las secuencias proteicas de los transportadores plastidiales de
glucosa-6-fosfato de Arabidopsis thaliana (AtGPT1, AtGPT2), Oryza sativa
(OsGPT1 y OsGPT2), Solanum tuberosum (StGPT), Pisum sativum (PsGPT),
Mesembryanthemum crystallinum (McGPT), Zea mais (ZmGPT) y Triticum
aestivum (TaGPT). La linea sobre el alineamiento marca el grado de
conservacion: (*) indica residuo conservado, (: 'y .) indican la presencia de
aminoacidos del mismo grupo o grupos similares. El gel de agarosa muestra una
banda de aproximadamente 700 pb correspondiente al fragmento de PCR obtenido

con los cebadores GPTF2 y GPTRI, el marcador es el de 1Kb (Materiales y
Meétodos, Apartado 2.7.4).
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12 PCR: UPM/GPTR1ppce

l

22 PCR: NUP/GPTR2gace

UPM long 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAAGGCAGAGT-3'

"~ ATCAACGCAGAGT-3"
NUP 5-AAGCAGTGGT. , GT-3;

GPTF2 5-AACGCATTCE
~N

-3
/

GPTR1

| GPTF2 || GPTR1qsce

NUP2 ‘ GPTR2pce GPTF2,, | FA2Z

AL
/NUP2 5'-‘iACTCACTATAGGGCAAGCAGTGG}

UPM long 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3"
: NUP 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’

GPTF2 5-AACGCATTCC-3

12 PCR: NUP2/GPTRace

|

22 PCR: NUP2/GPTRZ2gcc

Figura III.10. Esquema de la obtencién de Hagpt por PCR. A partir de los oligo degenerados
GPTF2 y GPTR1 se obtuvo el fragmento interno. A partir de esta secuencia se disefiaron una
serie de oligonucledtidos internos. Con NUP2 y GPTR1race/GPTR2race se obtuvo el
extremo 5" y con GPTF2np y FA2Z el extremo 3’ restante.

l NUP2 GPTR2pace }
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Conclusiones.

La incubacion de semillas de girasol en desarrollo con [14C]écetato y el posterior
analisis de la radioactividad incorporada a los 4cidos grasos de la fraccion de TAG reflejan la
sintesis in vivo de acidos grasos, principalmente sintesis intraplastidial, y ademéas permite
diferenciar entre distintos genotipos afectados en distinta actividades enzimdticas

responsables de la sintesis de novo de 4cidos grasos.

La incubacidn de semillas de girasol en desarrollo con ["*Clacetato y metil violégeno
reduce el marcaje de acido oleico e incrementa el de acido estearico de los acidos grasos

sintetizados de novo que se incorporan a la fraccion de triacilglicéridos del aceite de las

semillas.

En lineas de girasol alto-oleico, el indice de saturacién para 10 mM de metil violégeno
indica las potencialidades existentes en el genoma de la planta por incrementar el contenido

de 4cido estedrico de los segregantes fruto del cruce con plantas mutantes alto estearico CAS-

3.

La actividad KAS II presente en semillas de girasol en desarrollo podria utilizar un

exceso de 18:0-ACP como substrato para producir 20:0-ACP en el interior del plastidio.

Se ha puesto de manifiesto la existencia de un ritmo bioldgico en el metabolismo
lipisintético de semillas de girasol en desarrollo, este ritmo es reproducible en distintas

condicliones ambientales.
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Conclusiones.

Las variaciones periddicas observadas en la composicién de acidos grasos marcados
dentro la fraccion de TAG, sugieren la existencia de variaciones cualitativas en la maquinaria
enzimdtica responsable de la sintesis intraplastidial de &cidos grasos;, junto con las
oscilaciones en el flujo de carbono que legan a las semillas, durante los ciclos
luz/oscuridad.Esta hipétesis se ve apoyada por las fluctuaciones ritmicas medidas en la

actividad enzimatica estearil-ACP desaturasa.

Los plastidios aislados de semilas de girasol en desarrollo de 17 y 24 DDF no
incorporan [1-'*C]glucose 6-phosphate (Glc6P) dentro de la fraccién ’de acidos grasos. El
malato, cuando se les suministra sdlo, es el responsable de las mayores tasas de sintesis de
dcidos grasos para ambas edades. El piruvato es responsable de unas tasas de sintesis de
acidos grasos comparables a las obtenidas con malato, pero solo cuando es incubado junto

con Glc6P.

El efecto estimulador que tiene la Glc6P sobre la utilizacidn de piruvato como fuente
de carbono para la sintesis de acidos grasos en plastidios de 17 DDF, se relaciona con la

rapida utilizacion de Glc6P a través de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato a esta edad.

Nuestras observaciones realizadas sobre la tasa de utilizacion de los distintos
metabolitos para la sintesis intraplastidial de 4cidos grasos y el flujo de carbonos a través de la
OPPP, son consistentes con la regulacidn redox de la OPPP a partir de la actividad plastidial
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa debida a la demanda de poder reductor en forma de

NADPH.
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Conclusiones.

Se ha clonado parcialmente el mRNA que codifica al transportador de Glc6P presente

en la membrana de plastidios de semillas de girasol en desarrollo.
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