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Portada: Imagen de microscopia electrénica de dos cloroplastos de Arabidopsis thaliana. La
imagen fue obtenida en el servicio de microscopia de la Universidad de Granada.
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ABC1K
Abs
ACT2

Ade
AL

ALF
AOC
AOS
APE1
APS
APX
BHT
BiFC
BLAST
BSA
CaMV
CAT
CFP
CN
CCDh4
CEF
Chl
Co-IP
Ct
CTE
CTP
CURT1
DAB
DAG
DC
DEPC
DHAP
DNAc
dNTP
DGDG
DL

DO 10X

Abreviaturas

ABREVIATURAS

Kinasa atipica ABC1
Absorbancia
Actina 2

Adenina
Alta intensidad luminica (600 pmol m2s™)

Alta intensidad luminica y baja temperatura (600 pmol m2s™y 102C)
Aleno oxido ciclasa

Aleno 6xido sintasa

“Acclimation of photosynthesis to environment 1”
Persulfato amodnico

Ascorbato peroxidasa

Hidroxitolueno butilado

Complementacion bimolecular de la fluorescencia
“Basic local alighment search tool”

Seroalbimina bovina fraccion V

Virus del mosaico de la coliflor

Catalasa

“Cyan fluorescent protein”

Condiciones normales (120 pmol m?s™y 20/222C)
“Carotenoid cleavage dioxygenase 4”

Flujo ciclico de electrones

Clorofila

Coinmunoprecipitacion

Ciclo umbral (“Threshold cycle”)

Cadena de transporte electrénico

Péptido de transito al cloroplasto

“Curvature thylakoid 1”

3,3’-diaminobenzidina

Diacilglicerol

Dia corto (8h de luz/16h de oscuridad)
Pirocarbonato de dietilo

Fosfato dihidroxiacetona

DNA complementario

Desoxirribonucledsido trifosfato

Digalactosidil diacilglicerol

Dia largo (16h de luz/8h de oscuridad)

“10X Dropout solution”
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Abreviaturas

DOsq Densidad dptica a 590 nm

DOgno Densidad éptica a 600 nm

DTT Dicloro difenil tricloroetano

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELT4 Esterasa/lipasa/tioesterasa 4

FBA Fructosa bifosfato aldolasa

FBN Fibrilina

FBP Fructosa 1,6-bifosfato

Fd Ferredoxina

FG Fosfatidil glicerol

F Fluorescencia al aplicar luz actinica de intensidad variable

F Fluorescencia de emisidn en hojas adaptadas a oscuridad

Fo Fluorescencia basal en hojas adaptadas a oscuridad

Fr Fluorescencia maxima de los pulsos saturantes tras el pulso saturante

inicial
Fm Fluorescencia maxima (emitida al aplicar un pulso de luz saturante a
hojas adaptadas a oscuridad)

FNR Ferredoxina:NADP" éxidorreductasa

F, Fluorescencia variable

Fo/Fm Rendimiento cuantico maximo del PSII

GAP Gliceraldehido-3-fosfato

GFP “Green fluorescent protein”

GPX Glutatidn peroxidasa

gpf Gramos de peso fresco

GWAS Estudio de asociacidn del genoma completo

HBP3 Proteina de unién a hemoglobina 3

HEPES Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico

His Histidina

kDa Kilodalton

LB Luria-Bertani

LC-MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Leu Leucina

LHC Complejo colector de luz

LHCII Complejo colector de luz del PSII

LOX Lipoxigenasa

MDA Malondialdehido

MEGA “Molecular evolutionary genetics analysis”

MES Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico)

MGDG Monogalactosidil diacilglicerol

MS Espectrometria de masas
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MT

MM
NADH
NADPH
NASC
NBT
NCBI
NDC1
NDH
NPQ
OEC
OPDA
p/v
PAGE
PAM
PAP
PAR

Pc

PC-8
PCR
PEG

PES

PES (1y2)
PGL
PGM438
PGR5
PGRL1
PIPES
PMSF
PQ
PQ-9
PQ-9-H,
PS (Iy 1)
PsbA
PTOX
PVDF
QRT-PCR
Redox
RNAI
RNAmM

Abreviaturas

Membrana tilacoidal

Masa molecular

Nicotinamida adenina dinucleétido
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
“Nothingham Arabidopsis Stock Center”
“Nitroblue tetrazolium”

“National Center for Biotechnology Information”
NAD(P)H deshidrogenasa C1

NADH deshidrogenasa

Apantallamiento no fotoquimico
Complejo productor de oxigeno

Acido 12-oxi-fitodienoico

Relacién masa/volumen

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Fluorimetria de amplitud de pulso modulada
Proteina asociada a los plastos

Radiacidn fotosintéticamente activa
Plastocianina

Plastocromanol-8

Reaccion en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

Poliétersulfona

“Phytol ester synthase (1y 2)”
Plastoglobulina

Metalopeptidasa M48

Regulacién del gradiente de protones 5
“PGR5-like photosynthetic phenotype 1”
Piperazina-N,N -bis(acido-2-hidroxipropanosulfénico)
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
Plastoquinona

Plastoquinona-9

Plastoquinol

Fotosistema (I y 1)

Proteina D1 del fotosistema Il

Oxidasa terminal del plastidio

Fluoruro de polivinilideno

PCR cuantitativa en tiempo real
Reduccidén-oxidacion

RNA interferente

RNA mensajero
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Abreviaturas

RNasas
ROS

RT

SB

SDS

SOD
SQDG
TAG

TAIR

TBA
TEMED
TOF

Tris

Trp

v/v

VDE
Vitamina C
Vitamina E
Vitamina K1
VTE1

WT
X-a-Gal
YFP

YPDA
o(ln)
®O(NO)
®(NPQ)
1-gqL

XX

Ribonucleasas

Especies reactivas de oxigeno
Reaccién de retrotranscripcion
“Sample buffer”
Dodecilsulfato sédico
Superoxido dismutasa
Sulfoquinivosil diacilglicerol

Triacilglicerol

“The Arabidopsis Information Resource”

Acido tiobarbittrico
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina
Tiempo de vuelo
Tris-(hidroximetil)Jaminoetano
Triptéfano

Relacién volumen/volumen
Violaxantina deepoxidasa
Ascorbato

a-tocoferol

Filoquinona

“Vitamin E deficient 1”

Ecotipo silvestre

“5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-galactopyranoside”

“Yellow fluorescent protein”

“Yeast extract-peptones-dextrose-adenine”

Rendimiento cuéntico efectivo del PSII

Rendimiento cudantico de la disipacidn de energia no regulada

Rendimiento cuantico de la disipacion de energia regulada

Porcentaje de aceptores primarios reducidos del PSII
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RECETARIO
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Recetario

RECETARIO

ESTERILIZACION DE SEMILLAS

- Solucién de esterilizacion: 14% (masa/volumen) (p/v) de hipoclorito sédico y 10% (p/v)

de dodecilsulfato sddico (SDS).

MEDIOS DE CULTIVO

- MS 1X: (Murashige & Skoog, 1962) solidificado con fitogel (Duchefa Biochemie) al 0,7%
(p/v) y tamponado a pH 5,8 con MES 0,5 g/l. [MES, Acido 2-(N-morfolino)

etanosulfénico].
- LB: bactotriptona 10 g/I, NaCl 10 g/| y extracto de levadura 5 g/I.

- YPDA: difco peptonas 20 g/I, extracto de levadura 10 g/I, glucosa 2% (p/v) y hemisulfato
de adenina 0,003% (p/v).

- SD: 100 ml/l de “10X Dropout Solution” (10X DO*), bases nitrogenadas de levaduras sin

aminoacidos ni sulfato de amonio 1,7 g/l, sulfato de amonio 5 g/l y glucosa 2% (p/v).

- 10X DO: L-arginina 200 mg/l, L-isoleucina 300 mg/l, L-lisina HCl 300 mg/I, L-metionina
200 mg/l, L-fenilalanina 500 mg/l, L-treonina 2000 mg/I|, L-tirosina 300 mg/|, L-valina
1500 mg/l y uracilo 200 mg/I.

EXTRACCION DE ANTOCIANINAS

- Solucién de extraccion: 1% (volumen/volumen) (v/v) de acido clorhidrico en metanol

puro.

FRACCIONAMIENTO CELULAR

- Tampon de trituracion: sorbitol 400 mM, tricina-KOH 20 mM, EDTA 10 mM, NaHCO; 10
mM y seroalbimina bovina fraccion V (BSA) 0,15% (p/v).

- Tampén de lisis: Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES) 25 mM pH
7,5, KCl 40 mM, Mg,Cl 7 mM, inhibidores de proteasas de SERVA (10 ul/ml) y fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM.

- Tampon de fraccionamiento: sacarosa 45% (p/v) preparada en tricina-KOH 5 mM pH

7,5, EDTA 0,2 mM y dicloro difenil tricloroetano (DTT) 0,2 mM.
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Recetario

MICROSCOPIA ELECTRONICA

- Solucién de fijacién I: glutaraldehido 4% (v/v) preparado en tampdn cacodilato 0,1 M

pH7,4.

- Solucién de fijacion lI: tetréxido de osmio 1% (p/v) preparado en tampdn cacodilato 0,1

M pH 7,4.

EXTRACTOS CRUDOS

- Tampon de rotura: HEPES 50 mM pH 7,5, inhibidores de proteasas de SERVA (10 pl/ml)
y PMSF 1 mM.

ESTRES OXIDATIVO

- Tampdn de extraccion: tampon fosfato sdédico 10 mM pH 7,4, 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, Tritdn X-100 0,2% (v/v), 3 ul de hidroxitolueno
butilado (BHT) 100X por cada 200 pl de Tampdn de extraccion e inhibidores de proteasas
de SERVA (10 pl/ml tampén).

- Solucién DAB: 0,05% (p/v) de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) en tampdn Tris-Acetato 10

mM pH 4. [Tris: Tris-(hidroximetil)Jaminoetano].

- Solucién NBT: 0,5% (p/v) de cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT) en tampdn fosfato

sédico 50 mM pH 7.

ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

- 2X SDS-SB: Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 4% (p/v), 2-mercaptoetanol 2% (v/v), glicerol
20% (v/v) y azul de bromofenol 0,005% (p/v).

- 2XSB: Tris-HCl 125 mM pH 6,8, glicerol 40% (v/v) y azul de bromofenol 0,005% (p/v).

- Tampén de corrida A: Tris-HC| 25 mM pH 8,3, glicina 0,19 M y SDS 0,1% (p/v).

- Tampon de corrida B: Tris-HCI 25 mM pH 8,3 y glicina 0,19 M.

METODO DE LOWRY

- Solucidn A: Na,CO; 2% (p/v), NaOH 0,4% (p/v), tartrato sédico-potdsico 0,16 % (p/v) y
SDS 1% (p/v).
- Solucién B: SO4Cu-5H,0 4% (p/v).
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Recetario

TRANSFORMACION GENETICA

- Disolucién de CaCl,: CaCl, 60 mM, glicerol 15% (v/v), PIPES 10 mM pH 7. [PIPES,
piperazina-N,N'-bis(écido-Z-hidroxipropanosulfénico)].

- Maedio de infiltracién: sacarosa 5% (p/v) y Silwet L-77 (Lehle Seeds, EEUU) 0,005%
(v/v).

ANALISIS DE WESTERN BLOT

- Solucién de bloqueo: TBS 1X, Tween-20 0,1% (v/v) y leche en polvo desnatada
(Applichem) 5% (p/v).
- Solucién de lavado: TBS 1X y Tween-20 0,05% (v/v).

TINCION DE PROTEINAS

- Coomassie Blue: coomassie Brilliant Blue 0,25% (p/v), metanol 45% (v/v), acido acético
10% (v/v).

- Solucion destefidora: metanol 40% (v/v) y acido acético 10% (v/v).

ENSAYO DE DOBLE HiBRIDO

- Cracking buffer: urea 8 M, SDS 5% (p/v), Tris-HCl 40 mM pH 6,8, EDTA 0,1 mM, azul de
bromofenol 0,4 mg/ml, inhibidores de proteasas de SERVA (10 pl/ml) y PMSF 1 mM.

EXPRESION TRANSITORIA

- Tampon de induccion: MES 52,6 mM pH 5,6, glucosa 29,2 mM, NaH,P0, 1,89 mM, 2,5
ml de AB salt (NH4Cl 373,9 mM, MgS0,4-7H,0 24,34 mM, KCI 40,2 mM, CaCl, 1,36 mM,
FeS0,4-7H,0 0,18 mM) y acetosiringona 0,2 mM.

ELECTROFORESIS DE DNA
- TBE 0,5X: Tris 5,39 g/, acido bérico 2,75 g/l y EDTA 0,37 g/I.

- Tampdn de carga 10X: glicerol 50% (v/v), xilenocianol 0,1% (p/v), EDTA 0,1 My azul de
bromofenol 0,1% (p/v).
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Objetivos

OBIJETIVOS

El objetivo general de este proyecto de Tesis Doctoral es analizar el papel de las fibrilinas
en la defensa de la planta modelo Arabidopsis thaliana frente a los estreses abidticos por alta

intensidad luminica, por baja temperatura o por una combinacién de ambos.
Para tal fin se han abordado los siguientes objetivos especificos:

- Caracterizar la funcién de los miembros del subgrupo formado por las fibrilinas
la,1by 2.

- Analizar la funcién de la proteina fibrilina 4 en funcién de lo descubierto para el
subgrupo 1a, 1by 2.

- Caracterizar la proteina APE1, una proteina que interacciona con los miembros

del subgrupo 1a, 1by 2.

Algunos de los resultados que se presentan en esta Tesis Doctoral ya han sido
publicados:

- Torres-Romero, D; Gdmez-Zambrano, A; Serrato, Al; Sahrawy, M; Mérida, A. (2021).

Arabidopsis fibrillin 1-2 subfamily exerts their functions via specific protein-protein

interactions. Journal of Experimental Botany
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1. INTRODUCCION
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. Aspectos generales de los cloroplastos

Los cloroplastos pertenecen a la familia de organulos plastidicos, la cual incluye
organulos especializados tales como: amiloplastos (almacenamiento de almiddn), cromoplastos
(almacenamiento de pigmentos), leucoplastos (almacenamiento), oleoplastos (almacenamiento
de lipidos), gerontoplastos (plastidos de senescencia) y etioplastos (plastidos en desarrollo)
(Rolland et al., 2018). Solo los cloroplastos son fotosintéticamente competentes. La estructura
de los cloroplastos maduros se define por tres sistemas de membranas: las membranas de las
envolturas externa e interna y la membrana tilacoidal (MT) (Staehelin, 1986). La organizacion de
estas membranas provoca la existencia de tres compartimentos acuosos separados: el espacio
intermembrana entre las dos membranas de la envoltura, el estroma cloroplastidico entre la

membrana de la envoltura interna y la MT y el lumen dentro de la MT (Staehelin, 1986).

El estroma de los cloroplastos alberga todas las reacciones metabdlicas independientes
de la luz. Entre ellas, destaca la asimilacion de CO, mediante el ciclo de Calvin-Benson-Bassham
en términos de mayor rendimiento metabdlico. En contraste, la MT es el lugar en el que se llevan
a cabo las reacciones dependientes de luz, funcionando como una célula solar bioldgica que
convierte la luz solar en un transporte de electrones y gradiente de protones a través de ella

(Kirchhoff, 2019).

1.2. La membrana tilacoidal

La fotosintesis oxigénica aparecié hace mas de 2400 millones de afios. Llevada a cabo
por las cianobacterias, fueron los primeros organismos capaces de utilizar la energia solar para
extraer electrones del agua y transferirlos a una cadena de transporte electronico (CTE)
localizada en una membrana (Hohmann-Marriott y Blankenship, 2011). Salvo en algunas
cianobacterias, en la mayoria de los organismos fotosintéticos oxigénicos la CTE se localiza en
membranas especializadas conocidas como tilacoides. Los tilacoides forman un sistema de
membranas intracelulares que alberga la mayor parte de los componentes involucrados en la
recoleccion y utilizacién de la energia luminica. El transporte de electrones fotosintético genera
transportadores de energia quimica (ATP) y poder reductor (ferredoxina y NAD(P)H) utilizados

para la fijacion de CO, y el resto del catabolismo celular (Rast et al., 2015).

Los componentes principales de los tilacoides incluyen a la plastoquinona (PQ) vy la
plastocianina (Pc), transportadores moviles que transportan electrones entre los grandes

complejos pigmentos-proteinas: los fotosistemas | (PSI) y Il (PSIl), a través del complejo del
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Introduccion

citocromo bgf (Rast et al., 2015). Finalmente, un complejo ATPasa utiliza la energia almacenada
en el gradiente de protones establecido a través de la MT por la CTE para sintetizar ATP. Esta
maquinaria molecular esta altamente conservada desde cianobacterias hasta plantas (Allen et
al., 2011), aunque los sistemas de captacion de luz son mas diversos, variando desde los
ficobilisomas solubles en cianobacterias y algas rojas a los complejos colectores de luz integrados

en la membrana de plantas (Mullineaux, 2005).

A pesar de que la ultraestructura de algunos de los componentes de la CTE se ha
determinado con enorme resolucion en afos recientes (Nelson y Yocum, 2006; Eberhard et al.,
2008), los procesos que guian la construccidn de varios de los complejos durante la biogénesis
de la MT estdn ahora empezando a descubrirse. Docenas de subunidades proteicas y cientos de
cofactores organicos como clorofilas, carotenoides, citocromos y quinonas, ademds de metales
y otros iones, tienen que reunirse y ensamblarse correctamente. Estos componentes tan
diversos tienen que ser sintetizados y llevados juntos a un ambiente lipidico para ser
ensamblados en un orden estricto y secuencial tanto en el espacio como en el tiempo (Rast et

al., 2015).

La MT en plantas se encuentra en el interior del cloroplasto, rodeada por el estroma
cloroplastidico. En cloroplastos sin desarrollar o proplastidios, la MT puede formar una
estructura continua con la envoltura interna del cloroplasto; en cloroplastos maduros, ambas
estructuras se encuentran separadas (Vothknecht y Westhoff, 2001). En plantas superiores, la
MT tiene una estructura tridimensional compleja que por lo general consiste en una especie de
discos apilados llamados granas que estdn interconectadas por las lamelas. Esta dualidad
provoca la aparicion de distintas regiones: las membranas estromaticas no apiladas, las
membranas apiladas de las granas y los margenes de las granas, cada una con una composicion

proteica diferente (Andersson y Andersson, 1980) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Ultraestructura de la membrana tilacoidal. Reconstruccién en 3D de la arquitectura tilacoidal derivada de
tomografia electrdnica. gt = grana; st = lamela. Imagen adaptada de Kirchhoff et al., 2019.

La estructura tridimensional de las granas se basa en un modelo helicoidal, donde las
granas tienen una forma aproximadamente cilindrica compuestas de un nimero variable de
sacos apilados con forma de discos aplanados y didmetros en el rango de los 400-600 nm. Las
granas estan conectadas por una serie de lamelas paralelas en espiral alrededor de ellas con una

disposicion de hélice dextrdgira (Mustardy y Janssy, 1979; Mustardy y Garab, 2003).

Existen algunas irregularidades que solo han podido ser observadas gracias a la
reconstruccion tridimensional usando datos de tomografia electrénica. Uno de estos detalles es
la interseccion grana-lamela, la cual parece una hendidura cuya longitud varia
considerablemente, sugiriendo un posible mecanismo para regular el movimiento de protones
y proteinas de membrana entre los distintos dominios de la MT (Austin y Staehelin, 2011). En las
granas, el espacio entre tilacoides adyacentes (el espacio intertilacoidal), es mds estrecho que el
limen (espacio intratilacoidal), siendo el ancho de ambos de 3,2 y 4,5 nm respectivamente
(Daum vy Kiihlbrandt, 2011). En un espacio tan aglomerado, el movimiento de proteinas seria

altamente restringido sin la existencia de un desapilamiento de las granas (Garab, 2014).
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1.2.1. Composicion

Al igual que otras membranas bioldgicas, los tilacoides contienen glicerolipidos
organizados en bicapas impermeables a iones que permiten la generacidn de una fuerza protdn-
motriz (Williams, 1998). Sin embargo, la composicidn lipidica de la MT es bastante diferente a la
de otras membranas celulares. En la mayoria de plantas, algas y cianobacterias, la MT esta
compuesta principalmente por cuatro clases de lipidos: dos galactolipidos neutrales, el
monogalactosidil diacilglicerol (MGDG) y el digalactosidil diacilglicerol (DGDG); dos lipidos
anionicos, el sulfoquinivosil diacilglicerol (SQDG) y el fosfolipido fosfatidil glicerol (FG) (Douce y
Joyard, 1996; Kobayashi y Wada, 2016). El MGDG y el DGDG son los constituyentes principales,
en torno al 50% y al 25% respectivamente (Dorne et al., 1990), y son encontrados casi
exclusivamente en la MT y en la envoltura interna del cloroplasto en condiciones ordinarias de
crecimiento. El DGDG puede reemplazar a los fosfolipidos en otras membranas celulares de
planta en condiciones de privacion de fosfato (Kobayashi y Wada, 2016). Los lipidos de la MT

también son inusuales en el hecho de que poseen grupos acilo altamente insaturados.

Los diferentes lipidos se distribuyen asimétricamente en las capas de la membrana
expuestas al estroma y al limen (Douce y Joyard, 1996). En torno a un 40% de los lipidos
tilacoidales estan unidos a proteinas (Pali et al., 2003). Es por ello que son tratados como
componentes estructurales de la mayor parte de los complejos proteicos fotosintéticos: PSI (Qin
et al., 2015), PSIl (Umena et al., 2011) y complejo colector de luz Il (LHCH) (Liu et al., 2004).

Ademas, estan involucrados en distintas reacciones de la fotosintesis (Mizusawa y Wada, 2011).

La MT presenta una densa acumulacién de proteinas. Las proteinas integrales y los
complejos pigmentos-proteinas ocupan en torno al 70-80% del drea total de las granas
(Haferkamp et al., 2010). La mayor parte de estas proteinas estan codificadas en el nucleo, ya
que el genoma del cloroplasto es relativamente pequefio. Una vez expresadas, son transportadas
al cloroplasto gracias a un pequefio péptido de transito al cloroplasto (CTP) en el extremo amino
terminal, el cual estd presente en 4255 proteinas del genoma de Arabidopsis thaliana
(Emanuelsson et al., 2000). Analisis protedmicos a gran escala de MTs de plantas han identificado
unas 400 proteinas en total pertenecientes a estas estructuras. Aproximadamente la mitad son
proteinas transmembrana, la mayoria de las cuales forman los complejos de la fotofosforilacion,
tanto lineal como ciclica, y de la respiracidn vegetal: PSI, PSII, LHCII, complejo del citocromo bef,
ATP sintasa, complejo NADH deshidrogenasa (NDH), complejo PGR5-PGRL1 (PGRS5, regulacidn
del gradiente de protones 5; PGRL1: fenotipo fotosintético de tipo PGR5 1, “PGR5-like
photosynthetic phenotype 1”) y la oxidasa terminal del plastidio (PTOX). Los siguientes grupos

mayoritarios de proteinas son los compuestos por proteinas “de mantenimiento” y por proteinas
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de proteccién frente al estrés oxidativo. En el primero encontramos chaperonas, proteinas
translocadoras, proteasas e isomerasas que acttian en la focalizaciéon, maduracion, plegamiento
y ensamblaje, reparacién y degradacion de proteinas. El segundo grupo estd compuesto por la
superoxido dismutasa (SOD), la ascorbato peroxidasa (APX), tiorredoxinas y fibrilinas (FBNs)
(Peltier et al., 2002; Friso et al., 2004; van Wijk, 2004). De todas estas proteinas, al menos 40-80
proteinas son especificas del lumen. De estas, las mas conocidas son las proteinas del complejo
productor de oxigeno (OEC), la Pc y la violaxantina deepoxidasa (VDE), pero también hay otras
como el citocromo cgy, la lipocalina CHL (precursor de la lipocalina cloropléstica) y las proteasas
DEG1, DEG5 y DEGS, involucradas en el ensamblaje y degradacién del PSII (Kieselbach y Schroder,
2003; Jarvi et al., 2013; Jarvi et al., 2015). Una de las familias de proteinas que cabria resaltar es
curvatura del tilacoide 1 (“curvature thylakoid 1”, CURT1). Esta familia, conservada en plantas y
cianobacterias, esta formada por cuatro proteinas en Arabidopsis thaliana (CURT1A, B, Cy D),
son capaces de oligomerizar y se encuentran principalmente en los margenes de las granas
(Armbruster et al., 2013). Esta familia media la forma de las granas de manera dependiente de
los niveles de proteinas de la misma y facilita la curvatura de la membrana en los margenes de
las granas. La inhibicidn de la alteracién mediada por CURT1 de la ultraestructura tilacoidal en
Arabidopsis thaliana reduce la eficiencia fotosintética y la adaptacidn de la planta a condiciones
de luz adversas, tanto controladas como naturales. La falta de CURT1 provoca un menor nivel de
ajuste del diametro de las granas, lo que conlleva a un mal funcionamiento de los mecanismos
de regulacion como el ciclo de reparacion del PSIl. La sobreexpresion de CURT1A en plantas

induce la curvatura de la membrana tilacoidal y la hiperflexidn tilacoidal (Pribil et al., 2018).

Posiblemente lo mas caracteristico de la MT sea su heterogeneidad lateral u orden de
las proteinas de membrana en diferentes dominios: PSIl y LHCII se encuentran principalmente
en las regiones apiladas de las granas; PSl y ATP sintasa se localizan exclusivamente en las lamelas
y los margenes de las granas; el complejo del citocromo bef esta equitativamente distribuido por
toda la MT. La separacion lateral del PSIl y del LHCII, mostrando un nivel bajo de protuberancia
al estroma, y del PSI y de la ATP sintasa, con sus extensas estructuras expuestas al estroma,

optimiza la densidad de empaquetamiento de la membrana (Andersson y Andersson, 1980).

Como se ha dicho previamente, los tilacoides contienen la mayor parte de los
componentes responsables de la recoleccidn y utilizacion de la energia luminica. Esto puede

ocasionar dafios de los que tienen que ser capaces de protegerse.
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1.3. Mecanismos de fotoproteccion

La luz es esencial para la fotosintesis. Sin embargo, en exceso puede ser peligrosa para
el aparato fotosintético debido a que puede causar dafio fotooxidativo y disminuir la eficiencia
de la fotosintesis debido a la fotoinhibicién (Pinnola y Bassi, 2018). Los mecanismos generales

del dafio producido por la luz son principalmente dos:

e La clorofila singlete en estado excitado (‘Chl*), especialmente en el PSI,
experimenta un cruce intersistema (proceso no radiativo que implica la transicion
entre dos estados electrénicos) a clorofila triplete en estado excitado (*Chl*). La
clorofila triplete reacciona con oxigeno molecular (O,) produciendo oxigeno singlete
en estado excitado (*0,*) y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) que dafian los

componentes tilacoidales (Prasil et al., 1992; Tjus et al., 1998; Tjus et al., 2001).

e El transporte de electrones reduce el O, a ion superdxido (0,’) siempre que los
aceptores finales de electrones sean limitantes. SOD, mas una peroxidasa o una
flavoproteina (hierroflavoproteina) catalizan su detoxificacidon a agua. Sin embargo,
la eliminacion de ROS falla en condiciones de estrés tales como la baja temperatura
o la alta intensidad luminica, causando asi dafio fotooxidativo (Murata et al., 2007;

Gerotto et al., 2016).

Los tres sitios principales donde se generan moléculas oxidantes en el aparato

fotosintético son el PSI, el PSIl y el LHCII (Pinnola y Bassi, 2018).
1.3.1. Mecanismos de fotoproteccion constitutiva

Existen diversos mecanismos de fotoproteccion que las plantas poseen de forma

constitutiva.
1.3.1.1. Fotoproteccion por carotenoides

Los carotenoides estdn presentes en los tilacoides en dos formas distintas: una fraccion
libre que supone en torno al 15% de la poblacidn total de carotenoides y que lleva a cabo su
funcion antioxidante al eliminar ROS producidos en los centros de reaccion y LHCs; otra fraccién
de carotenoides unidos a la maquinaria fotosintética donde pueden estar en contacto estrecho
con las moléculas de clorofilas (Pinnola y Bassi, 2018). Existen tres mecanismos de
fotoproteccién donde intervienen los carotenoides: modulacién de >Chl*, eliminacién de ROS y

modulacién de 'Chl* (Edge et al., 1997; Pinnola y Bassi, 2018).
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1.3.1.2. Flujo ciclico de electrones

El flujo ciclico de electrones (CEF) se produce alrededor del PSI y previene la
fotoinhibicion del PSII. EI CEF incrementa la transferencia de electrones desde el PSl a la PQ sin
la produccion de O, nila acumulacién de NADPH, lo que resulta en la generacién de un gradiente
de protones a través de la MT que conlleva a la sintesis de ATP y la disipacion de calor (Heber y
Walker, 1992). En plantas C; se produce bajo ciertas condiciones de estrés, como sequia o alta

intensidad luminica (J6et et al., 2002).

El CEF ocurre via dos mecanismos redundantes: el principal requiere de un complejo de
al menos dos proteinas, PGR5 y PGRL1 (DalCorso et al., 2008; Hertle et al., 2013); el minoritario
requiere del complejo de la NDH (Yamamoto et al., 2011). El complejo de la NDH es un complejo
grande, con un gran numero de subunidades y fue identificado como un homdlogo del complejo
| mitocondrial. El complejo de la NDH media en el transporte electrénico desde reductores
estromadticos a la PQ, probablemente desde la ferredoxina (Fd) y no desde el NADPH (Yamamoto
et al., 2011). El complejo PGR5-PGRL1 es necesario para la induccion del apantallamiento no
fotoquimico (“Non-Photochemical Quenching”, NPQ) al inducir la acidificacion del lumen
(DalCorso et al., 2008; Hertle et al., 2013). El proceso consiste en que el PSI cede electrones a la
Fd, que a su vez se los cede a la PQ via los complejos PGR5-PGRL1 y NDH, para luego ser cedidos
al complejo del citocromo bgf; éste se los cede a la Pc, que finalmente hace que vuelvan al PSI

(Heber y Walker, 1992; Hertle et al., 2013; Yamamoto et al., 2011).
1.3.1.3. Clororrespiracion

Es el transporte electronico de la respiracion dentro del cloroplasto, que transporta
electrones desde el NADPH al O, a través de la poblacién de PQs. Es un mecanismo que previene
la oxidacion completa de dicha poblacidn en oscuridad, ademas de prevenir su completa
reduccidn en condiciones de exceso de luz. El componente principal involucrado es la PTOX, la
cual oxida a la PQ y reduce el O, a agua, pudiendo generar O, en una reaccidn asociada a
situaciones de alta intensidad luminica u otras condiciones de estrés, condiciones bajo las que
los niveles de PTOX aumentan (en condiciones normales posee niveles bajos de proteina) (Dietz
et al., 2016). Algunos autores mantienen que este proceso es llevado a cabo en conjuncién con
el complejo de la NDH (Niyogi, 2000). Asi, ambos equilibrarian el estado rédox de los

transportadores de electrones.
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1.3.1.4. Otros agentes de fotoproteccion constitutiva

Como se ha visto, la produccidon de ROS en plantas es inevitable. A los protectores
anteriores, se suman otras especies antioxidantes encargadas de desactivar ROS, cuyos sistemas

de accién incluyen componentes antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

Entre los componentes no enzimaticos aparecen prenilquinonas como el a-tocoferol
(vitamina E) y el plastoquinol (PQ-9-H,); ascorbato (vitamina C) y glutation. Mientras que los
carotenoides median la eliminacién fisica de ROS mediante la transferencia de energia de
excitacion, las prenilquinonas median la eliminacidn quimica mediante el transporte de
electrones (Krieger-Liszkay y Trebst, 2006; Yadav et al., 2010). Por ejemplo, la vitamina E puede
reaccionar con 0, para formar peréxido de hidrégeno (H,0,) en una reaccion de transferencia
de dos electrones (Neely et al., 1988). La vitamina C tiene numerosos mecanismos de actuacion,
entre los que encontramos la eliminacién de OH a través de APX (Dietz et al., 2016). El glutatidn

actia mediante el ciclo ascorbato-glutation (Foyer et al., 1994).

Entre los componentes antioxidantes enzimaticos encontramos a SOD, APX, catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPX) y peroxirredoxina. Estas enzimas estan presentes en todos los
compartimentos subcelulares. El oxidante principal producido por el PSl es O,, que puede ser
producido en exceso de luz por la fotorreduccidn de O,, siendo rapidamente dismutado en H,0,
por accidn de SOD (Asada, 2006; Smirnoff y Arnaud, 2018). El sistema de detoxificacion del H,0,
en cloroplastos es operado por el ciclo ascorbato-glutation, en el cual APX utiliza la vitamina C
como un donador de electrones especifico para reducir el H,0, producido por SOD a agua. En
este contexto, el ciclo agua-agua es esencial para evitar el dafio por luz en el PSI (Asada, 1992;

Asada, 1999).
1.3.2. Mecanismos fotoprotectores de larga duracion

Cuando las plantas son expuestas a condiciones de estrés durante un tiempo largo se
activan estos mecanismos de fotoproteccion, que incluyen la expresion o represion de genes
especificos, la acumulacién de metabolitos antioxidantes y el cambio de la arquitectura de los

cloroplastos, de las hojas y de la planta en general (Moejes et al., 2017).

En el caso concreto de la aclimatacion a la alta intensidad luminica, los mecanismos de
fotoproteccidn incluyen la disminucién de tamafio del LHC a través de cambios en la expresidn
de los genes que componen el mismo y/o la degradacion de sus proteinas (Escoubas et al., 1995;
Ballottari et al., 2007), el incremento en la capacidad para el transporte electrénico fotosintético
y el incremento de la fijacion de CO,. Estos mecanismos implican la regulacién de la expresion

de genes nucleares y cloroplasticos (Pfannschmidt et al., 1999).
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1.3.3. Mecanismos fotoprotectores por disipacion de energia: apantallamiento no

fotoquimico

La produccion de >Chl* derivada del exceso de 'Chl* es una propiedad de las clorofilas y
la capacidad de controlar dicha produccién es esencial para la supervivencia de la planta. Existe
un conjunto de mecanismos inducibles para eliminar el exceso de 'Chl* y disipar la energia
resultante, sin dafio para la planta, en forma de calor. El conjunto de estos mecanismos recibe el
nombre de NPQ. EI NPQ es desencadenado por un exceso de luz y requiere de la existencia de
un gradiente de protones a través de la MT. La concentraciéon de protones en el lumen es
determinada por el balance existente entre la ratio del transporte electrénico fotosintético y la
disipacion del gradiente de protones a través de la actividad del complejo de la ATP sintasa
(Pinnola y Bassi, 2017). En condiciones de exceso de luz, el ciclo de Calvin-Benson-Bassham se
satura y la actividad ATPasa disminuye progresivamente debido a la falta de sustratos, P; y ADP,
lo que provoca la acidificacidon del lumen y esto, a su vez, desencadena el NPQ en el complejo
antena (Joliot y Finazzi, 2010). Los componentes del NPQ son numerosos, pero tres de ellos,
principales, sobresalen por la escala de tiempo en la que se produce su induccidn y su relajacion

tras la exposicion de plantas adaptadas a oscuridad a un exceso de luz:

e (E. Se trata de una disipacion reversible y rapida, en torno a décimas de segundo,
causada por el aumento de protones en el lumen tilacoidal. Esta acidificacion del
lumen es producida por el agotamiento de ADP y P;, que limitan la actividad ATPasa
y el regreso de los protones desde el lumen a la parte estromatica (Li et al., 2000;
Peers et al., 2009; Alboresi et al., 2010). En plantas, qE es modulado por la zeaxantina
de tal modo que es requerida la presencia de esta xantofila para la completa

activacion de qE (Li et al., 2002).

e (Z. Una disipacidon mas lenta, activada en cuestién de minutos y dependiente de la
zeaxantina. Incrementa la disipacion por gE. Este mecanismo estd presente en
algunas plantas superiores como Arabidopsis thaliana y es debido probablemente a
la unién de la zeaxantina a los complejos antena (Dall’Osto et al., 2005; Nilkens et

al., 2010).

e qH, gl, gM o gT. gH, conocido como la disipacidn sostenida, es catalizado por una
lipocalina plastidica (Malnoé et al., 2018). gl es el componente mds lento del NPQ y
se atribuye a procesos donde interviene una disminucion en el centro de reaccion
del PSIl tras dafio por luz (Krause et al, 1990). Tanto gM como T no son

considerados realmente como componentes del NPQ. T corresponde a la
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disipacion fotoquimica del PSI mediada por la transicién de estado (Nilkens et al.,
2010; Allorent et al., 2013). Este componente es poco importante en plantas
superiores (Xu et al., 2015). gM depende de una disminucién de la absorcidn de
fotones causada por el movimiento del cloroplasto lejos del exceso de luz y hacia la

pared celular (Cazzaniga et al., 2013; Dall'Osto et al., 2014).

En la Figura 1.3 se puede observar un resumen de todos los mecanismos de

fotoproteccidn vistos y explicados en esta tesis doctoral.

water-water T

qH qZ ql qE 3Chl* cycle

\ ] A Chlororespiration Cyclic Electron
Transport

Thermal dissipation

stroma

lumen

Figura 1.2: Localizacion de los mecanismos de fotoproteccion actuando en exceso de luz (flechas rojas) o de
electrones (flechas azules). Los componentes NPQ (qE, gZ, ql, gH), qT y 3Chl* catalizan la disipacién por calor. La
clororrespiracion, el flujo ciclico de electrones y el ciclo agua-agua disipan poder reductor en exceso. FNR =
ferredoxina:NADP" éxidorreductasa. Imagen tomada de Pinnola y Bassi, 2018.

1.4. Los plastoglobulos
1.4.1. ¢{Qué son?

Los plastogldbulos (PGs) son particulas lipoproteicas rodeadas por una monocapa
lipidica y que estan presentes en los plastos de la mayoria de tejidos vegetales fotosintéticos y
no fotosintéticos. En los cloroplastos de plantas superiores se consideran continuaciones de la
capa externa de la bicapa lipidica de la MT, facilitando asi el intercambio de metabolitos
hidrofobos entre la MT y los PGs (Austin et al., 2006; Bréhélin et al., 2007; Bréhélin y Kessler,
2008; Sing y McNellis, 2011). Tipicamente poseen un diametro de 30-500 nm aproximadamente,
incrementando su tamafio en varias veces el original de forma reversible durante varios estreses
abidticos y en transiciones tipicas del desarrollo, como la senescencia (van Wijk and Kessler,
2017). En un principio se pensd que tenian un papel exclusivamente de reserva de lipidos, pero

datos posteriores indicaron que podian también participar en el transporte de metabolitos, en
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estrés, en senescencia o en el desarrollo e incluso relacionarse con elementos del ciclo de Calvin-
Benson-Bassham (Besagni y Kessler, 2012; Lundquist et al., 2012a; Singh y McNellis, 2011; Yang
et al., 2006).

1.4.2. Dinamica de los plastoglébulos

Una de las caracteristicas mas llamativas de los PGs es su naturaleza dinamica, pudiendo
aumentar o disminuir rapidamente su tamafio durante transiciones del desarrollo o en respuesta

a cambios en las condiciones ambientales (van Wijk y Kessler, 2017).
1.4.2.1. Des-etiolacion

Los etioplastos contienen PGs globulares, normalmente proximos o incrustados dentro
de cuerpos prolamelares, que son estructuras paracristalinas que contienen protoclorofilida
reductasa y lipidos. Durante la des-etiolacidn, la abundancia en PGs y cuerpos prolamelares
disminuye de forma concomitante con la formacién de tilacoides, lo que sugiere que los PGs
contribuyen al desarrollo de los mismos, probablemente proveyéndoles de carotenoides,
prenilquinonas y triacilgliceroles (TAGs) para la sintesis de la membrana lipidica (Sundqvist y
Dahlin, 1997). La composicion de los PGs de etioplastos y de los cuerpos prolamelares no es

idéntica y difieren sustancialmente de los PGs de cloroplastos (Ytterberg et al., 2006).
1.4.2.2. Senescencia

Durante la senescencia de la hoja, las MTs, sus complejos proteicos y cofactores
asociados son desmontados de forma controlada (Besagni y Kessler, 2013). Algunos autores han
utilizado imagenes mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) para visualizar este

proceso, durante el cual los PGs muestran un aumento dramatico de su tamafio (Figura 1.2).

Figura 1.3: Micrografias electronicas de cloroplastos en hojas de roseta de Arabidopsis. A, cloroplastos de hojas de
roseta jovenes (3 semanas). B, cloroplastos de hojas de roseta en senescencia (6 semanas). S = almidén, W = pared
celular y P = plastoglébulo. La barra indica un tamafio de 1 um. Imagen adaptada de Kaup et al., 2002.

Hay una fuerte correlacidn entre el desmontaje de los tilacoides y el aumento de tamafio

de los PGs. Prenilquinonas y acidos grasos libres, aunque no glicolipidos ni proteinas, se
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acumulan en los PGs durante el proceso de senescencia. Sin embargo, el contenido en
carotenoides y ésteres carotenoides en los PGs (que es bajo en hojas jévenes y maduras) se ve
incrementado en etapas tempranas de la senescencia, mientras que el contenido total en
carotenoides en la hoja disminuye. Posteriormente disminuye a niveles bajos en etapas tardias
de la senescencia (Teviniy Steinmdiller, 1985). Trabajos mas recientes también han mostrado que
los PGs juegan un papel en la degradacidn de la clorofila y el reciclaje del fitol (Vom Dorp et al.,

2015).

Varios trabajos han sugerido que los PGs son liberados desde los cloroplastos
senescentes, bien tras la ruptura de la envuelta cloroplastidica, bien a través de algun otro
mecanismo (Lichtenthaler, 2012; Liu, 2016; van Doorn y Prisa, 2014). Estos PGs liberados serian
entonces degradados en las vacuolas (Lichtenthaler, 2012). Algunos de estos trabajos han
mostrado la salida de cuerpos ricos en lipidos desde gerontoplastos al citosol en células de la
epidermis de tépalos en senescencia en flores de Iris y en hojas de Citrillus lanatus (Liu, 2016;
van Doorn y Prisa, 2014). Se observé como cuerpos lipidicos en la vacuola compartian una
apariencia ultramicroscépica similar a los PGs en los cloroplastos, sugiriendo que los PGs fueron
asimilados y degradados por la vacuola después de que fuesen secretados desde los cloroplastos

(Liu, 2016).
1.4.2.3. Transicidon de cloroplasto a cromoplasto

Los cromoplastos se desarrollan a partir de cloroplastos y es por ello que estos son
sometidos a un proceso de “desverdizado” durante el cual las MTs y su contenido son removidos
y/o reciclados (Egea et al., 2010). Durante esta transicion, los PGs acumulan carotenoides y otros
lipidos prenilos mediante sintesis de novo y movilizandolos desde las MTs y las membranas de la
envuelta (Deruere et al., 1994; Simkin et al., 2007). Es un proceso de transicidn plastidica bien
controlado y que ha sido ampliamente estudiado en frutos en maduracién portadores de
carotenoides como el tomate (Kahlau y Bock, 2008; Liu et al., 2015). También ha sido estudiado

en menor medida en pétalos de plantas de pepino (Vainstein et al., 1994).
1.4.2.4. Estrés abidtico

Cuando las plantas son expuestas a un estrés por sequia o por alta intensidad luminica o
transferidas a un medio con condiciones limitantes de nitrégeno, los PGs aumentan rapidamente
de tamafio y, en cuanto se elimina cualquiera de estos estreses, su tamafio vuelve a la

normalidad (Figura 1.4) (Eymery y Pascal, 1999; Gaude et al., 2007).
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Figura 1.4: Micrografias electrénicas de cloroplastos en hojas de Solanum tuberosum (A y C) y en hojas de roseta
de Arabidopsis (B y D). Ay B, cloroplastos de plantas crecidas en condiciones normales. C, cloroplastos de plantas
sometidas a estrés por sequia. D, cloroplastos de plantas sometidas a privacion de nitrégeno. g = Grana; | = lamela; p
= plastoglébulo; s = estroma; st = almiddn. Imagenes adaptadas de Eymery y Pascal, 1999; Gaude et al., 2007.

Estos cambios en el tamafio de los PGs y, frecuentemente, en el grado de tincién con
0s0, en las imagenes de TEM probablemente reflejan un intercambio de metabolitos entre la
MT y los PGs y, posiblemente, la sintesis de novo de nuevos metabolitos y su exportacion (van
Wijk y Kessler, 2017). Cambios en la mayoria de los metabolitos plastoglobulares como el a-
tocoferol (vitamina E), algunas quinonas, fitoesteroles o TAGs contribuyen al cambio reversible

en el tamarfio y propiedades de los PGs (Vidi et al., 2006; Gaude et al., 2007).
1.4.3. Composicion
1.4.3.1. Metabolitos
En los PGs se encuentran presentes tres clases principales de moléculas pequefas:

- Lipidos neutros: TAG, fitoesteroles y acidos grasos libres (Gaude et al., 2007).

- Prenilquinonas: vitamina E, plastoquinona-9 (PQ-9), plastocromanol-8 (PC-8) y
filoquinona (vitamina K1) (Lohmann et al., 2006; Vidi et al., 2006; Zbierzak et
al., 2010).

- Varios carotenoides y apocarotenoides.

Se puede asumir que los componentes apolares estan “escondidos” en el interior de
los PGs y cubiertos por lipidos polares y proteinas en la superficie de los mismos (Hansmann y

Stitte, 1982). Cambios en el contenido metabdlico de los PGs afectan tanto a su tamafio como
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a su formay son reflejados en la osmiofilidad en imagenes de TEM, como se ha podido ver en

PGs aislados de hojas de manzanos (Lundquist et al., 2013; Singh et al., 2010).
1.4.3.2. Proteinas

El “core” proteico de los PGs cloroplastidicos esta formado por unas 30 proteinas.
Ninguna de estas proteinas tiene dominios transmembrana conocidos o predichos en
concordancia con la naturaleza de monocapa lipidica de los PGs, ya que los dominios
transmembrana proteicos requieren de una bicapa lipidica para su insercion en la membrana.
Por ello, las proteinas tienen que localizarse en la periferia de los PGs, probablemente insertando
pequefios dominios hidréfobos dentro del nicleo hidrofébico o a través de interacciones con
otras proteinas plastoglobulares, dependiendo de su funcidn (Pozueta-Romero et al., 1997;

Kessler et al., 1999; Austin et al., 2006).

Usando datos de RNAm del genoma completo de Arabidopsis, Lundquist y cols.
(Lundquist et al., 2012a) generaron una red de coexpresién usando las proteinas del “core”
plastoglobular como nodos (Figura 1.5). Esta red sugeria la existencia de cuatro mddulos
mayoritarios de coexpresidn, cada uno con funciones especificas y diferentes entre mddulos,
como senescencia, protedlisis de cloroplastos, metabolismo de carotenoides, regulacion redox
del cloroplasto, ciclo de Calvin-Benson-Bassham o biogénesis de cloroplastos. Este analisis ha

ayudado a asociar las proteinas del PG con diferentes funciones o procesos.
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Figura 1.5: Estudio de coexpresion y de funcion del “core” proteico plastoglobular. Para cada gen del PG, los 20
genes con mayor indice de coexpresion de un andlisis de genoma completo mediante MetaOmGraph se compilaron
en una red de coexpresion plastoglobular y se visualizaron con el programa Cytoscape. Cada gen es representado por
un Unico nodo. Las lineas de colores representan las interacciones entre los genes del PG y los genes coexpresados y
sus colores van acordes a la anotacion funcional del gen coexpresado. Aparecen marcados con nimeros 27 genes que

se encuentran en posiciones importantes dentro de la red y/o tienen funciones particularmente interesantes. Imagen
tomada de Lundquist et al., 2012a.

Las FBNs son el componente proteico principal y suponen aproximadamente el 50% del

total de proteinas plastoglobulares (Lundquist et al., 2012a; Vidi et al., 2007).

Otro tipo de proteinas abundantes de los PGs son las que pertenecen a la familia de
kinasas atipicas ABC1 (ABC1K), las cuales se creen que juegan un papel importante en la
regulacion del metabolismo de los PGs (Ytterberg et al., 2006; Bréhélin et al., 2007; Lundquist et
al., 2012b). Son kinasas homélogas a una ABC1K en Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli,

donde regula la sintesis de ubiquinona (Poon et al., 2000; Tauche et al., 2008; Xie et al., 2011).

También aparecen en los estudios de composicidn proteica como parte del “core” del PG
la bien estudiada enzima deficiente en vitamina E 1 (“vitamin E deficient 1”, VTE1), una tocoferol
ciclasa implicada en la biosintesis de vitamina E y PC-8 (Porfirova et al., 2002); las enzimas fitol
éster sintasa 1y 2 (“phytol ester synthase 1y 2”, PES1y PES2), involucradas en la formacidon de
ésteres de fitilo usando moléculas de fitol provenientes de la degradacion de la clorofila o usando

acidos grasos libres provenientes de la degradacidn de galactolipidos (Lippold et al., 2012); una
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esterasa/lipasa/tioesterasa 4 (ELT4), cuya funcidon alin no ha sido estudiada; una NAD(P)H
deshidrogenasa C1 (NDC1) que reduce a la PQ-9 oxidada a PQ-9-H, (plastoquinol) en los PGs
(Piller et al., 2011) y juega un papel esencial como reductasa en la biosintesis de la vitamina K1
(Fatihi et al., 2015); dioxigenasa de corte de carotenoide 4 (“carotenoid cleavage dioxygenase 4”,
CCD4), una proteina identificada como el regulador negativo mayoritario del contenido de
carotenoides en semillas mediante un estudio de asociacion del genoma completo (“genome-
wide association study”, GWAS) de Arabidopsis, cuyos mutantes de pérdida de funcidn poseen
niveles mds altos en el contenido de B-caroteno en semillas disecadas y niveles mucho mas altos
de carotenoides en hojas con senescencia inducida por oscuridad (Gonzalez-Jorge et al., 2013);
una metalopeptidasa M48 (PGM48) poco abundante perteneciente a la familia de las
metaloproteasas de zinc, que es la Unica peptidasa encontrada en los PGs y que actia como un
regulador positivo de la senescencia al degradar posiblemente a CCD4 (la sobreexpresién de
PGM4S8 reduce los niveles de CCD4, aunque incrementa significativamente los niveles de ABC1K7
y PES1) (Bhuiyan et al., 2016); otras proteinas presentes en los PGs, como metiltransferasas,
reductasas o la proteina de unién a hemoglobina 3 (HBP3), tienen varios dominios funcionales

predichos, pero sus funciones no han sido aun estudiadas (Lundquist et al., 2012a).
1.4.3.3. Incorporacion de proteinas a los plastoglébulos

AUn queda por resolver el detalle de cdmo son trasladadas a los PGs las proteinas que
se encuentran en estos suborganulos. Se desconoce si proceden de otras localizaciones
cloroplastidicas, como los tilacoides o el estroma, o si son trasladadas después de su sintesis.
Algunas proteinas pertenecientes a la familia de las FBNs cambian su localizacién en funcién de
las condiciones ambientales. En Capsicum annuum y en Nicotiana tabacum, FBN1a se encuentra,
en condiciones normales, principalmente en el estroma, pero en respuesta a sequia o alta
intensidad luminica la proteina cambia preferentemente a una localizacion plastoglobular (Rey
et al., 2000; Simkin et al.,, 2007). Algunos autores sugieren que dicha localizacién podria
depender de las caracteristicas fisico-quimicas de las proteinas al poder ser éstas modificadas

mediante dxido-reduccidon o fosforilacidn (Lundquist et al., 2012a).
1.4.4. Origen y evolucidn de los plastoglébulos y sus componentes

Se han observado particulas electrodensas por TEM en otros organismos ademds de
plantas vasculares, como en Physcomitrella patens, algas verdes o cianobacterias (Katz et al.,
1995; Rinnan y Holopainen, 2004; Schmidt et al., 2006). Sin embargo, solo en el caso del alga
verde halotolerante Dunaliella bardawil se han aislado sus PGs y han sido analizados para

obtener sus contenidos en metabolitos y proteinas (Davidi et al., 2014; Davidi et al., 2015). Varios
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estudios han descrito la existencia de PGs en cianobacterias, donde son nombrados como
particulas lipidicas o gotas lipidicas, pero sus proteomas y metabolomas aiin no se conocen (van
de Meene et al., 2006; Peramuna y Summers, 2014). La cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803
posee particulas lipidicas en abundancia y su distribucion esta restringida a los tilacoides (van de
Meene et al., 2006), algo similar a lo que ocurre en la cianobacteria Synechococcus sp. PCC 7002
(Nierzwicki-Bauer, 1983). Su localizacion intracelular sugiere un papel en el mantenimiento de
los tilacoides o en la biogénesis de los mismos, similar a los PGs de los plastos. Mutantes “knock
out” de dos homdlogos de FBN de Synechocystis sp. PCC 6803 poseen un fenotipo de sensibilidad
a la luz, lo que sugiere un papel determinado en fotoproteccion o reparacion (Cunningham et
al., 2010). Homélogos de muchas de las proteinas plastoglobulares de plantas superiores estan
presentes en otros organismos fotosintéticos y son parte del conjunto de proteinas llamado
“GreenCut”, que se encuentra exclusivamente en organismos fotosintéticos (Karpowicz et al.,
2011). Por ejemplo, analisis filogenéticos de la familia de las ABC1K muestran que estas proteinas
ya estaban presentes en archaeas, pero que dicha familia se expandié a los eucariotas
fotosintéticos. La mayor parte de las proteinas de la familia ABC1K en los plastos derivan de la
endosimbiosis de una cianobacteria, mientras que la proteina ABC1K9 probablemente derive del
organismo huésped de la endosimbiosis y pertenece a un clado ancestral separado junto con el
Unico integrante de la familia localizado en la mitocondria, ABC1K10 (Lundquist et al., 2012b).
Asimismo, la filogenia de las FBNs muestra que esta familia, tanto en algas como en plantas,
probablemente derive también de cianobacterias y experimentd varias duplicaciones tras la

endosimbiosis (Laizet et al., 2004).

Imagenes tomadas mediante tomografia crioelectronica de células de Chlamydomonas
reinhardtii muestran PGs de unos 65 nm de didmetro asociados a las MTs, con puntos de
contacto poco frecuentes entre ambos (Engel et al., 2015). La composicion de los PGs de
Chlamydomonas es desconocida, pero su genoma codifica homdlogos de muchas proteinas
plastoglobulares de plantas superiores, como por ejemplo FBNs o ABC1Ks. Chlamydomonas
contiene una estructura adicional de tipo plastoglobular, el ocelo naranja rico en carotenoides,
que sensa la luz y lleva a cabo respuestas fototacticas (Kreimer, 2009). Analisis del proteoma del
ocelo mediante espectrometria de masas y purificacion revelé que contiene homdlogos de
proteinas del proteoma plastoglobular de plantas superiores, como HBP3, ABC1K1, ABC1K3 y
enzimas de la biosintesis de los carotenoides (Schmidt et al., 2006; Merchant et al., 2007; Boyd
etal., 2011).

Dunaliella bardawil, a diferencia de las plantas superiores, acumula tanto gotas lipidicas

en su citoplasma como PGs especializados en sus cloroplastos que pueden contener grandes
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cantidades de B-caroteno con una isomeria inusual. Ambos cuerpos lipidicos han sido aislados y
analizados para determinar su composicidon quimica y la composicién de su proteoma. Sus PGs
son ricos en TAGs, B-caroteno y fitoeno. El proteoma de sus gotas lipidicas citoplasmaticas es
muy similar al proteoma de las mismas estructuras que se encuentran en Chlamydomonas,
mientras que la composicion del proteoma de sus PGs se parece en gran medida tanto al
proteoma del ocelo de Chlamydomonas como al proteoma de los PGs de Arabidopsis, incluyendo
homdlogos de FBN1, FBN7, FBNS; VTE1; NDC1; HBPs; PESs; PGM48; ABC1K1, ABC1K3, ABC1KS5,
ABC1K6 y ABC1K9; y enzimas de la ruta de biosintesis de B-caroteno. La alta similitud entre los
proteomas de los PGs de D. bardawil y de plantas superiores es sorprendente y sugiere que las
funciones de estas estructuras podrian estar muy conservadas. A diferencia de otras especies de
Dunaliella, no se han detectado ocelos en D. bardawil, por lo que se ha propuesto que esta
estirpe combina en sus PGs las funciones de los PGs de plantas superiores y Chlamydomonas y

de los ocelos de esta Ultima (Katz et al., 1995; Davidi et al., 2014; Davidi et al., 2015).
1.4.5. Funcidn de los plastoglébulos

Histéricamente se ha postulado que los PGs servian simplemente como reservorio de
vitaminas o lipidos, pero gracias a los ultimos estudios que demuestran el nimero de proteinas

que los componen, el abanico de funciones que se les atribuye es cada vez mas amplio.
1.4.5.1. Papel en el metabolismo de tocoferoles y quinonas

Los miembros de la familia de las prenilquinonas localizados en los plastos (PQ-9,
vitamina K1, PC-8, vitamina E y a-tocoferolquinol) juegan un papel importante como
transportadores electrénicos en la fotosintesis y/o como antioxidantes lipidicos. La PQ-9 es bien
conocida por transferir electrones desde el PSIl al complejo del citocromo bgf, pero también
actua protegiendo a los lipidos de la membrana tilacoidal de la oxidacidn por parte de ROS (Kruk
et al., 2003; Ksas et al., 2015; Kruk et al., 2016). En torno al 50% del total de PQ-9 se encuentra
en los PGs y no esta directamente involucrada en el transporte electrdnico, constituyendo una
poblacion no fotoactiva (Szymanska y Kruk, 2010; Ksas et al., 2015). La filoquinona es requerida
para el transporte electronico dentro del PSly no parece funcionar como un antioxidante lipidico.
La vitamina E si actia como tal y es oxidada por el a-tocoferolquinol, el cual puede ser convertido
en vitamina E a través de un ciclo de reparacidon donde estd involucrada VTE1 (van Wijk and
Kessler, 2017). PC-8, el derivado de cromanol de PQ-9, también actia como un antioxidante de
lipidos en hojas (Szymanska y Kruk, 2010). Ya hemos comentado previamente que estas cinco
prenilquinonas pueden encontrarse en los PGs de cloroplastos, pero también se localizan alli las

dos enzimas clave, VTE1 y NDC1, implicadas en su biosintesis, su reciclaje rédox y su reparacion.
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La mayor parte de VTE1 se encuentra en los PGs, aunque también esté presente en la envoltura

del cloroplasto (Lundquist et al., 2012a) (Figura 1.6).

La poblacién plastoglobular de VTE1 también actta en el ciclo rédox de los tocoferoles
(Martinis et al., 2013). El ciclo de reparacién también requiere una dehidratasa (Kobayashi y
DellaPenna, 2008) y ésta podria ser alguna de las reductasas poco o nada caracterizadas del

proteoma de los PGs.

NDC1 se encuentra en los PGs y esta conservada desde cianobacterias. Juega un papel
esencial como reductasa en la biosintesis de la vitamina K1 y reduce a la PQ-9 oxidada a PQ-9-
H, en los PGs, que es la poblacion no fotosintéticamente activa de la misma. Esto afecta al estado
rédox de las PQ-9 totales. Asi, se ha propuesto que NDC1 en los PGs condiciona el medio lipidico
para las reacciones que favorecen la presencia de condiciones reductoras, como por ejemplo la
biosintesis de vitamina K1, la formacién de PC-8 y el reciclaje de los tocoferoles (Piller et al.,

2011; Fatihi et al., 2015).
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Figura 1.6: Los PGs cloroplasticos son sitios para el metabolismo y almacenamiento de prenilquinonas. VTE1
prefiere sustratos reducidos para la biosintesis de vitamina E y PC-8, asi como para el reciclaje de vitamina E. NDC1
provee los sustratos reducidos PQ-H, y TMPBQ para la biosintesis de PC-8 y el reciclaje de vitamina E, respectivamente.
También cataliza la reduccion de demetil filoquinona antes de la metilacion por MenG. ABC1K1 promueve el aumento
en la produccion de vitamina E en alta intensidad luminica y ABC1K3 es requerida para la acumulacién de PC-8 y el
reciclaje de vitamina E en condiciones normales. Estas quinasas podrian actuar directamente sobre la actividad de
VTE1, posiblemente mediante fosforilacion. Las FBNs estarian actuando como proteinas estructurales. El homdlogo
de FBN5 se encuentra en el estroma y es requerido para la actividad de SPS1 y SPS2. Imagen tomada de van Wijk y
Kessler, 2017.

1.4.5.2. Papel en el metabolismo de los carotenoides

La enzima PES1 fue encontrada como parte del “core” de los PGs de cloroplastos. Como
se ha mencionado anteriormente, estd involucrada en la formacion de ésteres de fitilo usando
acidos grasos libres provenientes de la degradacién de galactolipidos. Los niveles de RNAm de
PES1 aumentan enormemente durante la senescencia. Ademas, los niveles de carotenoides en
los PGs son normalmente muy bajos, pero aumentan transitoriamente durante la senescencia
de forma concomitante a la pérdida de carotenoides en las MTs (Tevini y Steinmiller, 1985;

Lippold et al., 2012; Lundquist et al., 2012a).
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Como también se ha comentado previamente, CCD4 es una proteina que forma parte
del “core” de los PGs en cloroplastos. Dicha proteina y sus homdlogos en diferentes especies de
plantas estan involucradas en el corte de carotenoides, resultando en la formacion de uno o mas

apocarotenoides (Huang et al., 2009).
1.4.5.3. Papel en la catabolizacion de clorofila y lipidos

La aparicion de PGs extra grandes durante la senescencia y la privacion de nitrégeno es
un proceso que se da al mismo tiempo que el desmantelamiento de las MTs y complejos
proteicos y a la liberacidn y descomposicidn de cofactores y pigmentos, entre los que se incluyen
los carotenoides y la clorofila (Besagni y Kessler, 2013; Gaude et al., 2007). La descomposicion
de la clorofila libera fitol, mientras que la descomposicion de galactolipidos tilacoidales libera
acidos grasos libres y diacilgliceroles (DAGs) (Schelbert et al., 2009; Hortensteiner, 2013;
Tjellstrom et al., 2015; Kelly y Feussner, 2016). La esterificacion del fitol con los acidos grasos
libres produce ésteres de fitilo de acidos grasos, mientras que la combinacién de los 4cidos
grasos libres con los DAGs forma TAGs. Los ésteres de fitilo de acidos grasos y los TAGs se
acumulan en los PGs cloroplastidicos durante la senescencia y la privacion de nitrégeno (Besagni

y Kessler, 2013; Gaude et al., 2007).

Las enzimas PES1 y PES2, como parte del “core” de los PGs, juegan un papel clave en los
procesos de esterificacion. Ambas son fuertemente reguladas durante la senescencia y la

|u

privacion de nitrégeno (Figura 1.7). ELT4 también forma parte del “core” de los PGs y podria
también contribuir, junto a PES1 y PES2, a la sintesis de ésteres de fitilo de acidos grasos y TAGs

en condiciones de privacidn de nitrégeno, aunque su funcién no ha sido aun estudiada.

Se ha demostrado que varias de las enzimas localizadas en los plastos involucradas en la
sintesis de jasmonato son reclutadas y transportadas a los PGs en el doble mutante “knock out”
abclkl-abc1k3 (Figura 1.7) (Lundquist et al., 2013). Estas enzimas son las lipoxigenasas 2, 3y 4
(LOX2, LOX3 y LOX4), la aleno 6xido ciclasa (AOC) y la aleno 6xido sintasa (AOS). Las LOXs oxidan
los acidos grasos 16:3 y 18:3 y son entonces convertidos en acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA)
por AOC y AOS. El OPDA es entonces transportado al peroxisoma, donde varios ciclos de -
oxidacion lo transforman en la hormona jasmonato (Wasternack y Hause, 2013). AOS fue
declarada en un principio como parte del “core” de los PGs por algunos autores (Vidi et al., 2006;
Ytterberg et al., 2006), pero su distribucion generalizada por diferentes fracciones de membrana
cloroplastica han impedido su asignacion de forma mas reciente como tal (Lundquist et al.,
2012a). Datos obtenidos del estudio de mutantes triple “knock down” de FBN1a, FBN1b y FBN2

de Arabidopsis, sugieren que los PGs son el sitio de iniciacion para la biosintesis de jasmonato,
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particularmente durante situaciones de estrés, y que este proceso involucra preferentemente el

reciclaje de acidos grasos desde lipidos tilacoidales antes que la biosintesis de acidos grasos de

novo (Youssef et al., 2010).
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Figura 1.7: Los PGs de gerontoplastos participan en el desmontaje de los tilacoides, en la hidrélisis de galactolipidos
y en el catabolismo de la clorofila durante la senescencia. El fitol libre es liberado desde la clorofila. PES1 y PES2
combinan fitol y acidos grasos libres, derivados de la hidrdlisis de galactolipidos, en ésteres de fitilo de acidos grasos.
Estas enzimas también sintetizan TAGs desde acidos grasos libres y diglicéridos. Durante la senescencia, los PGs de los
gerontoplastos reclutan enzimas de la via del jasmonato (como LOX3, LOX4, AOC o AOS), contribuyendo al desmontaje
de los tilacoides y la producciéon de jasmonato. Imagen tomada de van Wijk y Kessler, 2017.

1.5.

Las fibrilinas

Ya en los afios 70 y 80 se mencionaba en algunos trabajos la presencia de una proteina

abundante de unos 30 kDa en cromoplastos fibrilares de Rosa rugosa (Wuttke, 1976),

Tropaeolum majus (Winkenbach et al., 1976) y Palisota barteri (Knoth et al., 1986). Sin embargo,

ninguna de estas investigaciones le dio ningin nombre ni analizé en profundidad la proteina.
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La primera vez que se aisl6 alguna de las proteinas de esta familia fue en cromoplastos
de Capsicum annuum. Los autores descubrieron una proteina de aproximadamente 32 kDa de
masa molecular a la que se le dio el nombre de fibrilina debido a su asociacidn con las estructuras
fibrilares enriquecidas en carotenoides en estos cromoplastos, siendo ademas el primer
componente identificado del proteoma de los PGs, y cuya secuencia se dedujo a partir de
secuenciacion de cDNA (Deruére et al., 1994). Sin embargo, otros grupos descubrieron casi al
mismo tiempo otras proteinas de parecida masa molecular y asociadas no solo a los
cromoplastos, sino también a los cloroplastos. Por esta razén les dieron el nombre de proteinas
asociadas a los plastos (“plastid-lipid associated protein”, PAP) (Pozueta-Romero et al., 1997;
Pozueta-Romero et al., 1998). Estudios posteriores en diferentes especies de plantas
confirmaron que se encuentran efectivamente en todo tipo de plastos y que, ademas, pueden
aparecer de forma soluble en el estroma o asociadas a los PGs o a las MTs (Hernédndez-Pinzoén et
al., 1999; Kessler et al., 1999; Monte et al., 1999). También se encuentran en todas las especies
de plantas vasculares estudiadas hasta el momento, asi como en cianobacterias y algas (Kessler

etal., 1999; Laizet et al., 2004).

Posteriormente, tras ir identificando homadlogos en otras plantas, se les dieron diferentes
nombres, como plastoglobulinas (PGL) (Bréhélin et al., 2007), la abreviatura FIB (Youssef et al.,
2010) o CHR (CHRB, CHRC, CHRD...) (Vishnevetsky et al., 1999). En este trabajo se usa el término

fibrilina y la abreviatura FBN siguiendo la recomendacion propuesta por Singh y McNellis (2011).
1.5.1. Filogenia de las fibrilinas

Las FBNs de plantas y cianobacterias tienen un alto grado de conservacidn entre si,
sugiriendo que los genes de las mismas se originaron en organismos procariotas y fueron

posteriormente heredados por organismos eucariotas (Laizet et al., 2004; Thomas et al., 2009).

Algunos autores han comparado evolutivamente las FBNs de Chlamydomonas,
Arabidopsis, Malus domestica (manzano), Oriza sativa (arroz) y FBNs de otras plantas superiores,
cuya regulacion o funcidn ha sido estudiada, como Brassica napus, Brassica rapa o Pisum
sativum L. y han obtenido 12 grupos filogenéticos o clados (Figura 1.8) (Singh y McNellis, 2011).
No se han usado FBNs de cianobacterias porque la mayoria de los genomas de las mismas solo
poseen una o dos FBNs, sobre todo relacionadas a las FBNs 1a, 1b y 2. De hecho, la mayoria de
las FBNs cuya funcidn bioldgica ha sido estudiada pertenece a este mismo grupo. Los miembros
de este grupo, junto con FBN4, constituyen las proteinas mas abundantes en los PGs (Ytterberg

et al., 2006; Bréhélin et al., 2007; Lundquist et al., 2012a).
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Figura 1.8: Arbol filogenético de FBNs de distintos organismos. Las FBNs de Chlamydomonas, Arabidopsis, Oriza
sativa, Malus domestica, asi como otras cuya regulacion o funcién ha sido estudiada (como por ejemplo de Brassica
rapa, Brassica napus o Pisum sativum L.), se han comparado filogenéticamente. Los autores de dicho analisis
filogenético lo llevaron a cabo con el programa informatico MEGA4
(http://www.megasoftware.net/megad4/mega.html) (Tamura et al., 2007). Los resultados muestran como estas
proteinas se separan en 12 grupos filogenéticos diferenciados, de entre los cuales solo el clado 12 es exclusivo de
algas. Las proteinas pertenecientes a los clados 1y 2 son las que mas se han estudiado. El grupo 11 esta compuesto
por FBN11, mas separada evolutivamente del resto y de la cual se desconoce atin su funcién. Figura tomada de Singh
y McNellis, 2011.

El genoma de Arabidopsis codifica para 14 FBNs. Las secuencias génicas de las FBNs del
grupo 1, FBN1ay FBN1b, de Arabidopsis comparten entre si un porcentaje de identidad del 78%,

sugiriendo que se originaron tras un proceso de duplicacion reciente. El grupo 11 esta formado
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por una FBN con caracteristicas Unicas dentro de la familia de las FBNs conocida como FBN11 en
Arabidopsis. El tamafio de esta proteina es considerablemente mayor del que tienen el resto de
proteinas de su misma familia, concretamente en torno al doble, y existen en su secuencia zonas
que no tienen homologia con las demas, sugiriendo un papel especifico y distinto al del resto de
FBNs. En todos los grupos encontramos al menos una proteina perteneciente a las plantas
vasculares de forma general y encontrada en el genoma de Arabidopsis en particular, con
excepciodn del grupo 12, constituido exclusivamente por proteinas pertenecientes a algas verdes.
Esto puede deberse a que, en plantas vasculares, la funcién que realizan las proteinas de este
grupo puede llevarse a cabo por proteinas presentes en el resto de grupos (Singh y McNellis,

2011; Lundquist et al., 2012a).
1.5.2. Caracteristicas generales y localizacion

La familia de las FBNs en Arabidopsis, como se ha mencionado previamente, se compone
de 14 proteinas. Estas proteinas van aproximadamente desde los 21 a los 42 kDa de masa
molecular; la excepcion es FBN11, que tiene una masa molecular de unos 76 kDa. Su
hidrofobicidad y sus puntos isoeléctricos, que oscilan entre 4 y 9, concuerdan con su localizacion
intracloroplastica (Laizet et al., 2004; Lundquist et al., 2012a). Algunos autores han propuesto
que, de las 14 FBNs existentes en Arabidopsis, siete se encuentran principalmente en los PGs
(FBN1a, FBN1b, FBN2, FBN4, FBN7a, FBN7b, FBN8). El resto de la familia se localiza en el estroma
(FBN5) o en las membranas plastidicas (FBN3a, FBN3b, FBN6, FBN9, FBN10, FBN11),
probablemente en los tilacoides (Vidi et al., 2006; Ytterberg et al., 2006; Lundquist et al., 2012a;
Kim et al., 2015). Algunos autores han inmunolocalizado mediante TEM algunas de las FBNs,
como en el caso de FBN1a de Arabidopsis, la cual se encuentra en la superficie de los PGs (Figura

1.9) (Austin et al., 2006).
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Figura 1.9: Localizacion sub-cloroplastica de FBN1a. A, ensayo de inmunolocalizacién de FBN1a, donde se puede
observar que su localizacion es la superficie de los PGs. B, imagen realizada por tomografia en 3D. En amarillo se sefiala
la inmunolocalizacion de FBN1a. pg = plastoglébulo; gt = grana; s = almidén. Imagen adaptada de Austin et al., 2006.

27
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Introduccion

Aungue se trata de una familia de proteinas diversa, muestra bastante conservacién en
sus secuencias en las regiones amino y carboxilo terminales. Algunas poseen dominios
exclusivos a las demds FBNs, como el dominio de tipo lipocalina (DLDKLQGKWRLLY) de FBN4
entre los aminodacidos 131-143 de la proteina no procesada. Dicho residuo estd muy bien
conservado en FBN4 de diversas especies, pero no en el resto de FBNs (Singh et al., 2011). Las
lipocalinas se caracterizan por tener estructuras compactas y estables formadas por un barril
con 8 laminas beta antiparalelas en cuyo interior se encuentra un sitio de union a ligandos que
interactia con una gran variedad de moléculas pequefias hidréfobas, incluyendo esteroides,

retinoides, bilinas y lipidos (Charron et al., 2015; Schiefner y Skerra, 2015).
1.5.3. Expresion génica

Las FBNs se expresan en muchos tejidos diferentes, aunque sus niveles de expresion
varian claramente de un tejido a otro. FBN1 en Solanum demissum es conocida como proteina
inducida por luz (“light-induced protein”) y anteriormente como C40.4. Es equivalente a CDSP
34 en Solanum tuberosum. Ha sido detectada en hoja, tallo y raices, siendo en las hojas donde
es mas abundante (Monte et al., 1999). En varias especies de café (Coffea arabica y Coffea
canephora), FBN1 se expresa principalmente en las flores, aunque también puede verse
expresidn en las hojas (Simkin et al., 2008). En Arabidopsis, FBN1a se expresa mayoritariamente
en células del mesdfilo y en células guarda (Yang et al.,, 2006). Un ejemplo de expresion
diferencial entre FBN1a y FBN1b se encuentra en Brassica rapa, donde la primera se expresa
fuertemente en semillas, hojas y anteras, mientras que la segunda posee una expresién mas
fuerte en pétalos amarillos. Por otro lado, en esta misma especie, FBN2 posee unos niveles bajos

de expresion en pétalos, anteras, sépalos, pistilo, semillas, frutos y hojas (Kim et al., 2001).

El estado del cloroplasto también puede condicionar la expresidon de estas proteinas.
Mutantes de Arabidopsis carentes de una proteasa cloroplastidica (CLPR), con un retraso en el
crecimiento, un aumento de los PGs y un fenotipo verde palido, muestran un aumento de la
expresion de FBN1ay FBN1b (Rudella et al., 2006; Zybailov et al., 2009). Un efecto similar, como
hemos mencionado anteriormente, ha sido observado en tomate, donde plantas
sobreexpresoras de FBN1 de pimiento hace que la transicién cloroplasto-cromoplasto se vea

retrasada (Simkin et al., 2007).

El estado de desarrollo de la planta también influye en la expresién de los genes de FBNS.
En Brassica rapa decae la expresion de FBN1b durante la senescencia foliar (Kim et al., 2001). En

Solanum demissum, la expresiéon de FBN1 se induce durante el proceso de tuberizacion.
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Igualmente presenta una regulacion circadiana, con un pico de RNAm y de proteinas al final del

periodo de luz diaria (Monte et al., 1999).

Las hormonas son otro de los elementos que pueden modificar la expresion de estas
proteinas. Las giberelinas, por ejemplo, aumentan la acumulacién de carotenoides en flores de
Crocus sativus y activan la expresion de FBN1. En dicha especie, el promotor de este gen posee
9 copias de elementos que responden a giberelinas (Leitner-Dagan et al., 2006). Otras hormonas,
como las auxinas, también influyen en la expresion de los genes de FBNs retrasando la
acumulacion de FBN1 en los cromoplastos de los frutos de Capsicum annuum. El dcido abscisico,

por el contrario, acelera dicho proceso (Deruére et al., 1994).
1.5.4. Funcion de las fibrilinas

Se han realizado un gran niumero de trabajos con FBNs, aunque solo con algunas de ellas,
de diferentes organismos y en distintas condiciones de cultivo. A pesar de esto, el amplio nimero
de proteinas de esta familia unido a la, por lo general, alta homologia existente entre sus

miembros han sido un obstaculo a la hora de establecer sus funciones con precision.

Aun asi, uno de los aspectos mas estudiados y mejor conocidos es la influencia que
ejercen diferentes condiciones de estrés, tanto bidtico como abidtico, en la expresién de las

FBNs.
1.5.4.1. Integrantes de la subfamilia 1-2

Estudios filogenéticos muestran que FBN1a, FBN1b y FBN2 forman una subfamilia (Laizet
et al., 2004). Poseen regiones hidréfobas homodlogas e intrones en posiciones casi idénticas

(Laizet et al., 2004; Singh y McNellis, 2001).

Hay numerosos estudios sobre las FBNs 1a y 1b o sus ortdlogos en diferentes especies
de plantas (Leitner-Dagan et al., 2006; Caplan et al., 2009). Existe una influencia clara de distintos
tipos de estreses abidticos, como calor, baja temperatura (Laizet et al., 2004), alta intensidad
luminica (Yang et al., 2006) o sequia (Eymery, 1999; Kim et al., 2001; Laizet et al., 2004) sobre la
expresion de este grupo de FBNs. Las expresiones de los genes ortélogos de FBN1 en Solanum
tuberosum y Solanum lycopersicum, CDSP 34, aumentan en condiciones de estrés por sequia y
por alta intensidad luminica (Gillet et al., 1998). Se ha propuesto que estas proteinas
desempefian un papel en la proteccidn de la planta frente a estreses abidticos, aunque no se ha

descrito el mecanismo por el que realizarian dicha funcion.

También se ha propuesto que estas proteinas tienen un papel estructural en los PGs. Asi,

se ha visto que la proteina FBN1 de Capsicum annuum purificada combinada con carotenoides,
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lipidos polares y diésteres de xantofila puede reconstituir in vitro las fibrillas de carotenoides
observadas en cromoplastos de C. annuum (Deruére et al., 1994). Igualmente, la sobreexpresion
del ortélogo de las FBN1s en Nicotiana tabacum produce mas PGs y de mayor tamafio (Rey et

al., 2000; Shanmugabalaji et al., 2013).

Youssef et al. (2010) llevaron a cabo un estudio con plantas de Arabidopsis thaliana con
los niveles de las tres proteinas de este subgrupo reducidos mediante la técnica del RNAI. Los
autores realizaron los distintos analisis en el mutante triple “knock down”, pero no en los
distintos mutantes simples. Plantas con niveles reducidos de estas tres proteinas presentaron
mayores niveles de fotoinhibicion del PSIl frente a una combinacion de estreses por alta luz y
baja temperatura. También describieron una anormal organizacidon de las MTs. Igualmente,
describieron una serie de alteraciones fisiolégicas, como un retraso en el crecimiento del
mutante triple, un déficit en la acumulacién de antocianinas y un patrén de expresion atipico de
algunos genes inducidos por jasmonato, todo ello bajo el mismo estrés. Estas caracteristicas
fenotipicas fueron similares en un mutante deficiente de jasmonato y fueron abolidas al tratar
las plantas con dicha hormona. Los autores sugieren que el jasmonato tendria una funcién, no
descrita hasta la fecha, en la aclimataciéon de los cloroplastos a estreses abidticos y que la
biosintesis de jasmonato provocada por estrés (de frio y luz) estd condicionada por la

acumulacion de las proteinas analizadas (FBN1a, FBN1b y FBN2).
1.5.4.2. FBN4

La mayor parte de los estudios realizados en esta FBN han sido llevados a cabo en
Arabidopsis y en manzano (Malus domestica), empleando mutantes “knock out” por insercion
de T-DNA (fbn4-1y fbn4-2 en Arabidopsis) o “knock down” (fbn4 KD en manzano) (Singh et al.,
2010; Singh et al., 2011; Singh et al., 2012).

Los autores observaron que el nimero de PGs totales en fbn4 KD era igual al observado
en plantas WT, aunque la osmiofilidad de los PGs cloroplasticos era menor. El mutante fbn4 KD
posee tres lipidos en sus PGs en menores cantidades que plantas silvestres, de entre los cuales
uno de ellos es la PQ-9, un componente lipidico mayoritario en esos suborganulos. De hecho, el
contenido en PQ en los PGs en el mutante es de menos del 10% del que posee una planta
silvestre, mientras que el contenido en PQ total en el cloroplasto es similar en ambas lineas de
plantas. Los autores del estudio defienden que estos resultados indican que FBN4 es requerida
para la acumulacién de PQ y de otros lipidos en los PGs (uniéndose a ellos a través de su residuo

de lipocalina y transportandolos desde y hacia los PGs) y que la disminucién en su contenido en
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el mutante es consistente con resultados como la disminucion en la osmiofilidad de los PGs

(Singh et al., 2010; Singh et al., 2012).

Dicho mutante también produce una mayor cantidad de antocianinas que la planta

silvestre cuando la intensidad luminica a la que es sometida aumenta (Singh et al., 2010).

En base a estos resultados, los autores sugieren que las funciones de FBN4 serian la de
transportar ciertos elementos hacia dentro y hacia fuera de los PGs y la de proteger frente al
estrés provocado por una alta intensidad luminica. También defienden que podria estar

implicada de alguna manera en el desarrollo de los PGs.
1.5.4.3. FBN5

Como hemos mencionado previamente, FBN5 de Arabidopsis se localiza en el estromay
no en los PGs (Lundquist et al., 2012a). Es esencial para la biosintesis de PQ-9 mediante su unién
a SPS1y SPS2, enzimas implicadas en la sintesis de la parte solanesil de PQ-9. La ausencia de la
proteina FBN5S es letal para Arabidopsis y los estudios se han llevado a cabo en plantas con
niveles de expresion reducidos de FBN5. Estas plantas muestran menores tasas de crecimiento
que el WT y acumulan menos cantidad de PQ-9 y de su producto, PC-8, aunque los niveles de
vitamina E no se vieron afectados. También muestran menor tasa fotosintética y niveles mayores
de perdxido de hidrogeno bajo condiciones de estrés por frio. Todo esto indica que FBN5 es
requerida para la biosintesis de PQ-9 a través de su interaccién con SPS1 y SPS2, posiblemente
al unirse a la fraccion solanesil (hidrofobica) de estas enzimas y generando un complejo

homodimérico FBN5/SPS que estimula la actividad enzimética de las mismas (Kim et al., 2015).
1.5.4.4. FBN6

FBN6 es la unica proteina de la familia de las FBNs que se encuentra en fracciones
purificadas de la envoltura (Bouchnak et al., 2019). Estudios in vivo, mediante la fusién a la
proteina verde fluorescente (“green fluorescent protein”, GFP), muestran que FBN6 se localiza

en fracciones de las MTs y de la envoltura (Lee et al., 2019).

Esta proteina se coexpresa preferentemente con genes que codifican componentes de
la maquinaria fotosintética, como proteinas del centro de reaccion del PSI, del LHC y del OEC
(PsbY, PsbO1 o Lchbé6). La pérdida de FBN6 en Arabidopsis thaliana conduce a la perturbacion de
la homeostasis de ROS, lo que podria sugerir que esta proteina forma parte de la maquinaria de
secuestro de estos compuestos. Las plantas carentes de esta proteina también poseen mayores
niveles de glutatidn. Ambos factores podrian explicar el fenotipo de retraso en el crecimiento
que poseen estas plantas. También poseen un metabolismo del sulfato alterado, concretamente

una alteracion en la reduccion del sulfato, que puede ser la causa de la tolerancia a cadmio
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observada en estas plantas. En ellas, ademas, al ser sometidas a intensidades luminicas

moderadas, las hojas primarias comienzan a decolorarse y a contener PGs agrandados. En

definitiva, FBN6 parece permitir que las plantas sean resistentes a estrés por intensidades

luminicas moderadas, ademas de favorecer la tolerancia a niveles toxicos de cadmio (Lee et al.,

2019).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Material biolégico

2.1.1. Arabidopsis thaliana

Materiales y Métodos

Para la realizacion del presente trabajo se ha utilizado la cepa silvestre de Arabidopsis

thaliana, ecotipo Columbia (Col-0), perteneciente a la familia de las Brasicaceas. Las lineas

mutantes simples utilizadas provienen de las colecciones de lineas de insercion de T-DNA del

Laboratorio de Andlisis Gendmico del Instituto SALK (SIGnAL, http://signal.salk.edu) y de GABI-

KAT (https://www.gabi-kat.de), mantenidas en el Nothingham Arabidopsis Stock Center (NASC,

http://arabidopsis.info), en Reino Unido. Las diferentes lineas mutantes dobles, triples y

cuddruples se han obtenido mediante cruces. La Tabla 2.1 recoge la informacion de cada una de

las lineas mutantes empleadas.

Mutante Locus Identificador Deficiencia Referencia Mutacién
SALK_024528 y  Ausencia de , Primer exény
At4g04020/ - Gamez- ,
‘bnla-fbnib SAIL_384_al0 FBN1 t
fonla-fonib 22240 —>%.d 3Y  Arjona2014p  creerexon
respectivamente FBN1b respectivamente
Ausencia de . ,
fbn2 At2g35490  SALK_124590 FBN2 Alonso, 2003 Primer exon
Ausenciade  Singhetal., 3
fbn4-1 At3g23400 SALK_014831 FBN4 2010 Cuarto exon
Ausenciade  Singhetal., ,
fbn4-2 At3g23400  SALK_ 122950 FBN4 2010 5’UTR
Ausencia de ]
5 - Esta tesis
fbnl;zﬁg"lb FBN1a, FBN1b
y FBN2
Ausencia de .
fbn2-fbn4 FBN2y FBNA Esta tesis
Ausencia de
fbnla-fbnib- FBN1a, Esta tesis
fbn2-fbn4 FBN1b, FBN2
y FBN4
Ausencia de o
apel-1 At5g38660  SALK_ 133182 APEL Alonso, 2003  Tercer intrén
apel-2  At5g38660  GABI_174C06 L

2012

Tabla 2.1: Mutantes empleados en este trabajo. La tabla indica la proteina eliminada, el cédigo AGl, el identificador
de la linea mutante, la deficiencia del mutante, dénde se obtuvo y dénde se localiza la mutacién.
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2.1.1.1. Condiciones de cultivo en tierra de Arabidopsis thaliana

Las semillas se vernalizaron durante 4 dias mediante incubacién en agua, oscuridad y
frio (42C) para la sincronizacidon de la germinacion. Posteriormente se sembraron en turba
vegetal COMPO SANA’-Universal previamente humedecida. Las plantas se crecieron en fitotrdn
(Radiber S.A. o Aralab Climatic Chamber FITOCLIMA D1200 PLLH) o en cdmaras de crecimiento
de plantas (Aralab Climatic Chamber FITOCLIMA 12000 PLH) bajo un fotoperiodo de 16h de
luz/8h de oscuridad (condiciones de dia largo o DL) o bajo un fotoperiodo de 8h de luz/16h de
oscuridad (condiciones de dia corto o DC). La temperatura en las cdmaras fue de 222C durante
el dia y 202C durante la noche, mientras que en el fitotrdn era igual que en las cdmaras o 102C
durante todo el dia para los ensayos donde intervenia estrés por baja temperatura. La humedad
relativa fue del 70% en todos los casos. La intensidad luminica al nivel de las plantas era de 120
umol m?s™ tanto en el fitotrén como en las cdmaras, excepto en ensayos con estrés por alta

intensidad luminica (AL, 600 umol m™s™). Las plantas eran regadas con agua cada 3-4 dias.

2.1.1.2. Condiciones de cultivo in vitro y esterilizacion de semillas de Arabidopsis

thaliana

El proceso de esterilizacion de semillas se realizd6 mediante incubacién durante 5
minutos en una solucion de esterilizacion* (véase Recetario) y cinco lavados posteriores con
agua estéril. Una vez esterilizadas, se sembraban en placas de Petri estériles con medio MS 1X*
suplementado con sacarosa al 2% (p/v). En el caso de semillas de plantas transformadas con el
fragmento gendmico de FBN2, el medio se suplementd con kanamicina a una concentracion final
de 50 pg/ml. Una vez sembradas, la germinacién de las semillas se coordinaba mediante

incubacidn de las placas de Petri en oscuridad a 42C durante 4 dias.
2.1.2. Nicotiana benthamiana

Los experimentos de localizacion de proteinas mediante fusion traduccional a la proteina
testigo GFP y de complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC) se llevaron a cabo con

plantas de N. benthamiana, perteneciente a la familia de las Solandceas.
2.1.2.1. Condiciones de cultivo en tierra de Nicotiana benthamiana

Las plantas de N. benthamiana se cultivaron en invernadero bajo un fotoperiodo de 16h
de luz/8h de oscuridad. La turba empleada fue COMPO SANA®-Universal previamente

humedecida. Las plantas se regaron con agua cada 3-4 dias.
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2.1.3. Escherichia coli

En el presente trabajo se han empleado las estirpes de E. coli DH5a (Hanahan, 1983) y

BL21 (Invitrogen).
2.1.3.1. Cultivo en medio liquido de Escherichia coli

Escherichia coli se cultivd en medio Luria-Bertani (LB*) (Sambrook et al., 1989).
Dependiendo del volumen del cultivo se emplearon tubos de ensayo o matraces erlenmeyers,
manteniendo una proporcién volumen liquido:volumen vacio de 1:4 para una buena aireacién y
un crecimiento éptimo del cultivo. La incubacion de los cultivos se llevd a cabo en un incubador
(Innova®43) a 37 oC de temperatura y 200 revoluciones por minuto (rpm) de agitacién orbital.
Todo el material empleado, junto a los medios, tubos de ensayo y matraces erlenmeyers eran
previamente esterilizados en autoclave. Los antibidticos afiadidos al medio eran esterilizados por
filtracidn a través de membranas de polietersulfona (PES) de 0,22 um de didametro de poro. Para
el cultivo y seleccién de bacterias portadoras de plasmidos, segun la resistencia que confiriese
el plasmido usado, el medio LB se suplementaba con el correspondiente antibidtico. Las
concentraciones finales en el medio empleadas fueron: ampicilina 50 pg/ml, gentamicina 25

ug/ml, kanamicina 50 ug/ml y espectinomicina 25 pg/ml.
2.1.3.2. Cultivo en medio sdlido de Escherichia coli

El cultivo en medio sélido se realizaba en medio LB suplementado con bacto-agar 15 g/I
(LB-agar). Las placas se incubaban en una estufa a 37 2C. Para el cultivo y seleccidn de bacterias
portadoras de plasmidos, al igual que en el medio liquido, el medio se suplementaba con
ampicilina, gentamicina, kanamicina o espectinomicina a las mismas concentraciones finales que

las empleadas para el cultivo en medio liquido.
2.1.4. Agrobacterium tumefaciens

Para la transformacion genética de A. thaliana y los ensayos de expresidn transitoria en

N. benthamiana se utilizé la estirpe de A. tumefaciens C58C1 (Wood et al., 2001).
2.1.4.1. Cultivo en medio liquido de Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens se cultivaba en medio LBa302Cya 175 rpm en un incubador Innova®43.
Igual que en el cultivo de E. coli, se emplearon tubos de ensayo o matraces erlenmeyers
dependiendo del volumen del cultivo, manteniendo una proporcion liquido:volumen vacio de
1:4 para una buena aireacion y un crecimiento. Igualmente, todo el material empleado, junto a
los medios, tubos de ensayo y matraces erlenmeyers eran previamente esterilizados en

autoclave. Los antibioticos afiadidos al medio eran esterilizados por filtracién a través de
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membranas PES de 0,22 um de didmetro de poro. Los antibidticos usados eran rifampicina, a
una concentracion final de 50 pg/ml en todos los casos, puesto que la estirpe empleada es
resistente a dicho antibidtico (Hood et al., 1993); y kanamicina (concentracion final de 50 pug/ml),
tanto para estirpes transformadas con el vector pPZP211 (empleado en la transformacion de A.
thaliana) como para estirpes transformadas con los vectores utilizados en los ensayos de BiFCy

aquellas transformadas con el vector pEarlyGate103 (pEG103).
2.1.4.2. Cultivo en medio sdlido de Agrobacterium tumefaciens

El cultivo en medio sélido se realizaba en medio LB-agar suplementado con rifampicina
a una concentracion final de 50 pug/ml. Para la seleccién de colonias portadoras de vectores
(pPZP211, pXNGW, pXCGW o pEG103), al igual que en el medio liquido, el medio se
suplementaba con kanamicina (concentracion final de 50 pug/ml). Las placas se incubaban en una

estufa a 30 C.
2.1.5. Saccharomyces cerevisiae

Para el ensayo de doble hibrido se emplearon dos cepas diferentes de Saccharomyces
cerevisiae. Las cepas utilizadas fueron Y2HGold e Y187, cuyos tipos sexuales son MATa y MATa
respectivamente. Ambas poseen auxotrofias a adenina, histidina, leucina y triptéfano. Ambas
estirpes de S. cerevisiae carecen del activador transcripcional GAL4, lo cual permite el ensayo de

doble hibrido.
2.1.5.1. Cultivo en medio liquido de Saccharomyces cerevisiae

Los medios empleados para el cultivo liquido de S. cerevisiae fueron tres: como medio
rico para el cultivo rutinario de levaduras no transformadas se usé YPDA*; como medio de
conjugacion se empled YPDA 2X; como medio minimo de seleccién se usé SD*. El medio minimo
se suplementaba con adenina 200 mg/|, leucina 1000 mg/I, histidina 200 mg/l y/o triptéfano 200
mg/| seguin las auxotrofias de la estirpe que se fuese a crecer o a seleccionar. En algunos casos

se empleaban ademds aureobasidina 0,1 ug/ml y X-a-Gal 20 mg/ml como marcadores.

Saccharomyces cerevisiae se cultivaba a 30 2C y a 150 rpm en un incubador Innova®43.

Para la conjugacion la agitacidn orbital era de 50 rpm.
2.1.5.2. Cultivo en medio sélido de Saccharomyces cerevisiae

Los medios sélidos se obtenian afiadiendo bacto-agar 20 g/I. Del mismo modo que los
medios liquidos, los medios sélidos se preparaban de manera diferente segun fuese el tipo de
seleccidn que se iba a emplear. Las cantidades empleadas de cada aminoacido eran las mismas

que las utilizadas en los medios liquidos. Las placas se incubaban a 30 @C.
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2.2. Obtencion de mutantes doble, triple y cuadruple de Arabidopsis
2.2.1. Cruce de plantas parentales

Para la obtencidn de estos mutantes se seleccionaban plantas receptoras de ambos
parentales, que serian fecundadas con polen del otro parental. Para facilitar el trabajo, se les
cortaban a las plantas receptoras las flores que no iban a ser utilizadas. El hermafroditismo de
A. thaliana implica que sus flores se autofecundan antes de abrirse, por lo que aquellas flores
que eran utilizadas como receptoras debian estar en un estadio temprano de su desarrollo. A
dichas flores se les eliminaban los sépalos y los pétalos con ayuda de pinzas y lupa y, una vez
comprobado que las anteras alin no estaban amarillas y por tanto la autofecundacién no habia
tenido lugar, se les eliminaban los estambres. Del parental correspondiente se cortaba un
estambre de una flor a punto de abrir y se empleaba para fecundar las flores a las que
previamente habiamos dejado Unicamente con el pistilo. Para ello bastaba Unicamente con dar
unos toques con la antera sobre el estigma del pistilo “desnudo”. Una parte de los cruces
acabarian desarrollando silicuas, mientras que otros abortarian, debido probablemente a dafios
en algun tejido durante la manipulacién. Las silicuas que maduraban, una vez secas, se cortaban
para recoger sus semillas. Para la obtencion del mutante triple fbnla-fbnlb-fbn2 se utilizaron
como parentales los mutantes fbnla-fbnlb y fbn2; para la obtencidn del mutante cuadruple
fbnla-fbnlb-fbn2-fbn4 se usaron los mutantes fbnla-fbnlb-fbn2y fbn4; el mutante doble fbn2-

fbn4 se obtuvo por segregacion del cruce anterior.
2.2.2. Seleccion de la progenie

Las semillas resultantes de los cruces, todas ellas heterocigotas para las mutaciones de
sus parentales, eran sembradas en tierra y se dejaban florecer y secar. Las semillas resultantes
de la autofecundacién de las mismas se sembraban también en tierra. Esta generacion de plantas
presentaba una distribucion mendeliana de las mutaciones de los parentales. Se seleccionaban,
mediante extracciéon de DNA gendmico (apartado 2.7.3) y PCR (apartado 2.7.9), las plantas

homocigotas para las mutaciones que interesaban.

La Tabla 2.2 muestra los cebadores empleados para la seleccién de las plantas mutantes.

Gen Alelo amplificado Oligonucledtidos (5’ - 3’)

FBN1a Silvestre At4g04020_LP_F: CTATCCAGGCCCATTTAGTCC

At4g04020_RP_R: TCACCGGGAAATTAAACTTCC

Mutante LBb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC
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At4g04020_RP_R: TCACCGGGAAATTAAACTTCC

FBN1b Silvestre At4g22240_F: AAGAACCCTACTCCAGCTCCGA
At4g22240_R: TCAAGGATTCAAGAGAGGGCTT
C Mutte  Synl3: TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGAT
At4g22240_R: TCAAGGATTCAAGAGAGGGCTT
FBN2 Silvestre FBN2_SALK_LP: TGTAATCAGCAATCCATTCCG
FBN2_SALK_RP: TTCAGTTCCGTACACCGAATC
© Mune  bl3ATTIGCCATTICGGARC
FBN2_SALK_RP: TTCAGTTCCGTACACCGAATC
FBN4 Silvestre fbn4-1  FBN4_LP: TCTTGCTTGAGTTTGAATGGG

FBN4_RP: TTGCCAATCCGTTCTCTCTAC

LBb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC

FBN4_RP: TTGCCAATCCGTTCTCTCTAC

FBN4_2_LP: ACGGCAAATGTTCACGTAATC

FBN4_2_RP: TTCTTTAGCAGCCACTTCAGC

Mutante fbn4-2

LBb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC

FBN4_2_RP: TTCTTTAGCAGCCACTTCAGC

APE1 Silvestre apel-1

SALK_133182_LP: GATAGGTGCACTACGTCTCGG

SALK_133182_RP: TGCGTTGGAATAATTTTGGAC

LbB1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC

SALK_133182_RP: TGCGTTGGAATAATTTTGGAC

APE1_GABI: AGTATGTGGAAATGGGACTGTAGC

APE1_R: CTGCGTTAAAATAGGAGTAGCACA
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Mutante apel-2

APE1_GABI: AGTATGTGGAAATGGGACTGTAGC
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GABI_8474: ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT

Tabla 2.2: Oligonucledtidos empleados para la seleccion de las plantas mutantes de Arabidopsis thaliana

2.3. Métodos de caracterizacion vegetal
2.3.1. Curvas de crecimiento

Las plantas eran cultivadas en tierra en fitotrén o en cdmara de crecimiento de plantas.
Cada 3-4 dias, se cortaba la parte aérea de la planta y se pesaba en una balanza de precision. El
primer punto se tomaba 10 dias después de la siembra, unos 3 dias después de la germinacion,
y el ultimo punto se tomaba 28-30 dias después de la siembre, cuando la inflorescencia tenia un
par de centrimetros aproximadamente. Cada punto de la curva contaba con 5-6 plantas, con

objeto de obtener un valor medio * desviacién estandar.
2.3.2. Extraccion y cuantificacion de pigmentos

2.3.2.1. Carotenoides y clorofilas

Para el aislamiento y cuantificacidon de las clorofilas y carotenoides se emplearon los
métodos descritos por Porra et al. (1989) y Lichtenthaler y Buschmann (2001) respectivamente.
Se usaban 3-4 plantas completas por cada linea. Cada una, previamente pesada en una balanza
de precisidn, se introducia en un tubo y se afiadia metanol puro suficiente para cubrir por
completo la planta. Los tubos se cubrian con papel de aluminio y se incubaban en oscuridad
durante toda la noche a 42C y con agitacién. Al dia siguiente se median las absorbancias a 665
nm, 652 nm y 470 nm y se calculaban las concentraciones de pigmentos aplicando las férmulas
en la Tabla 2.3. Tanto los pesos obtenidos como las cantidades de metanol empleadas se tenian

en cuenta a la hora de calcular las concentraciones.
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ug pigmento/ml metanol

Clorofila a Chla = 16,29 Absgss — 8,54 Absgs,

Clorofila b Chl b =30,66 Absgs; — 13,58 Absees

Clorofilas totales Chla+b=22,12 Abses; + 2,71 Absggs

Carotenoides Carotenoides = (1000 Abs;70— 1,63 Chla-104,96 Chl b) / 221

Tabla 2.3. Ecuaciones empleadas para el calculo de las concentraciones de clorofilas y carotenoides (Porra et al.,
1989; Lichtenthaler & Buschmann, 2001) a partir de las absorbancias indicadas, el peso de cada plantay el volumen
de metanol empleado.

2.3.2.2. Antocianinas

Se usaban 3-4 plantas completas por cada linea. Siguiendo el método Rabino vy
Mancinelli (Rabino & Mancinelli, 1986), se pesaba cada planta en una balanza de precision, se
troceaba y posteriormente se introducia en un tubo al que se afiadia 1 ml de Solucion de
extraccidon*. Los tubos se incubaban en oscuridad durante 5 h a 42C y con agitacion. Finalmente
se media la absorbancia a 530 nm y 657 nm. Los niveles de antocianina se calculaban mediante

la férmula Niveles de antocianina = (Absssy— 0,2 Absgs;) / gramos de peso fresco
2.3.3. Técnicas de microscopia

2.3.3.1. Analisis mediante microscopia electronica de transmision de hojas de A.

thaliana

Se recogian hojas de plantas silvestres y mutantes de A. thaliana crecidas bajo un
fotoperiodo de DL tanto en condiciones normales de crecimiento (CN, 22 oC dia/20 2C noche y
120 umol m™s™) como en condiciones de estrés por alta intensidad luminica y baja temperatura
(ALF, 10 2C y 600 umol ms™). Se cortaban cuadrados de hojas de unos 2 mm? con una cuchilla
y se procedia a fijarlos en Solucién de fijacién I* durante 3 h a 42C y en vacio. Después, las
muestras se lavaban tres veces con el tampon cacodilato manteniendo cada lavado 5 min a 42C.
Posteriormente, se terminaban de fijar las muestras manteniéndolas durante 1 h a 42C con
Solicidn de fijacion II*, para luego volver a lavarse tres veces con agua destilada manteniendo
cada lavado 20 min a 42C. Después de estos lavados, se incubaban con una solucién acuosa de

acetato de uranilo 2% (p/v) durante 2 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Seguidamente
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se deshidrataban en una serie de soluciones con concentracién creciente de acetona a
temperatura ambiente: 30 min al 50%, 30 min al 70%, 30 min al 90%, 2 incubaciones de 20 min
al 100%. Tras ello, se procedia a embeber progresivamente las muestras deshidratadas en la
resina Spurr (Sigma) mediante varias incubaciones a temperatura ambiente y agitacion,
disminuyendo la cantidad de acetona y aumentando la de resina: 1 h en 3:1 acetona
100%/resina, 2 h en 1:1 acetona 100%/resina, 2 h en 1:3 acetona 100%/resina, 2 h en resina
Spurr 100%, 12 h en resina Spurr 100% a 42C, 1 h en resina Spurr 100% a 429C. La resina se
polimerizaba entonces a 702C durante 7 h (Spurr, 1969). Se obtuvieron secciones ultrafinas (60
nm) al cortar las muestras con un microtomo Leika Ultracut (Viena, Austria) provisto de una
cuchilla de diamante. Las secciones se contrastaban con una solucién acuosa al 2% de acetato
de uranilo y citrato de plomo (Reynolds, 1963). Las muestras se observaban entonces con un
microscopio electronico STEM LEO 910 (Oberkochen, Alemania) a 80 kV, equipado con una
camara digital Gatan Bioscan 792 (Pleasanton, CA, USA). Se analizaron secciones de 2 hojas

diferentes por cada linea de planta usada y por cada condicién ambiental.
2.3.3.2. Analisis mediante microscopia confocal

Para este andlisis se usaban hojas de N. benthamiana que habian sido infiltradas dias
antes con A. tumefaciens para expresar de manera transitoria diferentes productos génicos a
estudiar. Un pequefio trozo de estas hojas se colocaba sobre un porta y se le afiadia agua para
que las células del mesodfilo no perdieran turgencia y se observasen sin dificultad en el
microscopio. El microscopio empleado era un microscopio confocal laser de barrido Leica
DM6000 (Leica, Microsystems) equipado con un objetivo 63x de inmersion en agua. La expresion
de GFP en el ensayo de localizacién y de YFP/CFP (“yellow fluorescent protein/cyan fluorescent
protein”) y autoflorescencia de las clorofilas en el ensayo de BiFC era captada tras excitar con un
laser de argén a 488 nm y posteriormente ser detectada a 500-525 nm y 630-690 nm

respectivamente.
2.3.4. Determinacidn de pardmetros fotosintéticos

2.3.4.1. Analisis del fotosistema Il mediante fluorimetria de amplitud de pulso

modulada (PAM)

Las hojas fotosintéticamente activas captan energia de la luz solar mediante los
complejos colectores de luz del PSIl y del PSI (LHCII y LHCI respectivamente; light harvesting
complex). La energia luminica absorbida por el PSIl se convierte en energia quimica mediante
procesos fotoquimicos (reduccion de las quinonas mediante transferencia electrdnica

procedente de la clorofila P680). Una parte pequefia de la energia, aquella que no puede ser
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empleada en fotosintesis, es disipada en forma de calor o de fluorescencia emitida por la
clorofila (Chl-F) mediante procesos no fotoquimicos para evitar que un exceso de energia dafie
la maquinaria fotosintética. En condiciones fisioldégicas normales, la fotosintesis es
predominante frente a los procesos disipativos. Sin embargo, cuando la planta se encuentra ante
situaciones adversas, dicha maquinaria no es capaz de trabajar a pleno rendimiento y la energia
sobrante debe ser disipada. Como consecuencia de ello, los procesos no fotoquimicos aumentan.
Por tanto, la emisidn de fluorescencia remite a la eficiencia fotosintética, con la que muestra una
relacién inversa, y puede proporcionar evidencias directas del mecanismo y dindmica de los
primeros eventos de la fotosintesis (Brooks & Niyogi, 2011; Baker, 2008; Maxwell & Johnson,
2000; Govindjee, 2004).

Chl-F es utilizada como medida indirecta y no invasiva del estado funcional de la planta.
En este trabajo se tomaban las medidas de Chl-F con un fluorimetro de pulso de amplitud

modulada IMAGING-PAM M-Series instrument (Walz, Effeltrich, Alemania).

Las medidas realizadas con el IMAGING-PAM recibian el nombre de curvas de luz. Antes
de realizar las medidas, las plantas se adaptaban a la oscuridad durante 30 min (o 15 min,
dependiendo del experimento en cuestidn). En una planta adaptada a la oscuridad, los procesos
fotoquimicos y no fotoquimicos estan desactivados. Sin embargo, la planta posee una
fluorescencia minima conocida como Fg al ser iluminada con luz no actinica (1 Hz, intensidad 4).
Al aplicar un pulso de 0,8 s de luz saturante (2700 pmol m™s™), los centros de reaccion se saturan,
de forma que la energia que llega a los fotosistemas estd en exceso y parte se disipa en forma de
fluorescencia, alcanzando un maximo de emision, lo que se conoce como F,, o fluorescencia
maxima de plantas adaptadas a la oscuridad. Los valores de fluorescencia obtenidos al aplicar
luz actinica de intensidad variable se conocen como F. Una vez realizado el pulso saturante
inicial, la planta se adapta a la luz y los subsiguientes pulsos saturantes durante 0,8 s se conocen
como F,," (fluorescencia maxima de plantas adaptadas a la luz), siendo este valor siempre inferior
a F,, debido a la existencia de procesos fotoquimicos y no fotoquimicos de disipacidn, conocido

este Ultimo como NPQ.

Las curvas de luz eran llevadas a cabo haciendo incidir sobre la planta intensidades
crecientes de luz actinica (0, 1, 11, 21, 36, 56, 111, 146, 231, 336, 396, 461, 531, 611, 801, 1076,
1251 pmol m2s™) en intervalos de 30 s. Cada periodo de iluminacién acababa con un pulso de

luz saturante de 2700 pmol m?s™ y 0,8 s de duracién para medir la nueva F,,’ en cada punto de

la curva.
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Con los datos anteriormente descritos se calculaban una serie de pardmetros que

permitian profundizar en el analisis del proceso fotosintético:

- Rendimiento cuantico maximo del PSIl: consiste en el cociente F,/F.. F, es la
fluorescencia variable y se expresa como F,, - Fg. La disminucién de este pardmetro se
considera un indicador de pérdida de funcidn o dafio del aparato fotosintético (Bilger et

al., 1995).

- Rendimiento cuantico efectivo del PSII (d(I1)). Se calcula como (F,," - F') / F,)". Este valor
es proporcional al rendimiento cuantico del PSII. Las tasas de consumo de ATP y NADPH
son los principales factores que determinan ®(ll). En este nivel de consumo influyen
procesos como la conductancia estomatica, la fotorrespiracion, la tasa de exportacidn
de azucares, la tasa de regeneracion de la ribulosa 1,5-bifosfato, cambios en el

transporte electrénico fotosintético o la eficiencia de carboxilacion (Baker, 2008).

- Rendimiento cuantico de la disipacion de energia regulada (®(NPQ)). NPQ se
determina como (F,- F') / F' v, en condiciones en las que la energia de la luz absorbida
supera a la capacidad de transformacidn en energia quimica de la cadena de transporte
electrdnico, constituiria un mecanismo de proteccidon de la planta frente a dafios de
fotoinhibicién de gran importancia para la adaptacidn a corto plazo a cambios en las
condiciones ambientales. ®(NPQ) se calcula como 1 - O(ll) -1/ (NPQ+ 1 +qL (Fn / Fo -
1)). Este pardmetro aumenta al incrementar la intensidad de la luz actinica en un proceso
regulado y dependiente de la acidificacion del lumen y la activacién de la violaxantina

de-epoxidasa (Mdiller et al., 2001).

- Rendimiento cuantico de la disipacion de energia no regulada (®(NO)). Se calcula como
1/(NPQ+1+ql(Fyn/ Fo-1)). Este parametro practicamente permanece constante a
cualquier intensidad y es consecuencia del bloqueo del transporte electrénico
provocado por dafios irreversibles debidos a reacciones secundarias, como puede ser la

formacion de ROS.

- Porcentaje de aceptores primarios reducidos del PSII (1-qL). gL se calcula como Fy’ (Fy’

-F)/ ((Fw' - Fo’) / F). F es la fluorescencia de emision de la planta adaptada a oscuridad.
2.3.5. Medidas de estrés oxidativo
2.3.5.1. Determinacion de los niveles de malondialdehido

La tasa de peroxidacion lipidica era determinada midiendo la concentracidon de

malondialdehido (MDA) con 4cido tiobarbiturico (TBA) siguiendo una adaptacién de los modelos
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de Buege y Aust (Buege & Aus, 1978) y el kit Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit (MAKO085, Sigma-
Aldrich). Los lipidos peroxidados reaccionan con el TBA y forman malondialdehido. Se pesaban
200 mg de hojas de roseta y se machacaban con una pequefia mano de mortero de plastico en
un tubo de microcentrifuga, manteniéndolo en hielo el maximo tiempo posible, con 100 ul de
Tampodn de extraccion*. El BHT que incluye es un antioxidante que se usaba para evitar dafios
en las membranas durante el proceso. A las muestras trituradas se les afiadia otros 100 ul de
Tampodn de extraccidn y, una vez homogeneizadas, se centrisugaban durante 30 min a 42Cy

13000 rpm en una centrifuga 5804R y rotor F45-30-11 (Eppendorf).

El sobrenadante se pasaba a un tubo limpio y se le afiadian 600 pul de una solucién de
acido tiobarbiturico, se mezclaban vigorosamente y se calentaba durante 60 min a 952C. Pasado
este tiempo, se enfriaba 10 min en hielo. Por ultimo, se media la absorbancia a 532 nm. La
peroxidacién se da como concentracion de MDA, la cual se calculaba a partir de una recta patron
con cantidades crecientes de MDA (0-20 nmoles) que recibian el mismo tratamiento que las

muestras.
2.3.5.2. Deteccion de la presencia de perdxido de hidrégeno e ion superéxido

Este ensayo se basa en el método de tincién por DAB, usado para la deteccion de
peroxido de hidrégeno, y por NBT, para la deteccidn del ion superdxido (Soursa et al., 2012). La
Solucién DAB* y la Solucion NBT* se preparaban momentos antes de ser usadas y se empleaban
tanto en plantas silvestres como en plantas mutantes de Arabidopsis thaliana. Dichas plantas se

habian cultivado en tierra.

Para la tincion de hojas de roseta de Arabidopsis thaliana, las plantas se cultivaban en
tierra y bajo un fotoperiodo de DL durante 23 d o de DC durante 34 d. Una vez pasados estos
dias tras la siembra de las semillas, a las plantas se les aplicaba un de estrés por ALF durante 7
dias. Las medidas se tomaban a 0y 7 d de estrés en el caso de plantas crecidasenDCya 0,1y 7
d de estrés en el caso de plantas crecidas en DL. No se tomaban medidas de las plantas
completas, sino 1-2 hojas de 3 plantas por linea y para cada tincion que, tras ser cortadas, se
afiadian a tubos Falcon de 15 ml individuales. El compuesto se afiadia entonces a dichos tubos
hasta cubrir la hoja por completo y se tapaban con papel de aluminio. Se mantenian durante 24
h en oscuridad y bajo las mismas condiciones de temperatura e irradiancia previas. Una vez
pasado el tiempo de incubacion, los tubos se destapaban y se mantenian en esas condiciones
durante 30 min. Para eliminar las clorofilas, las hojas eran entonces lavadas 3-4 veces con etanol
96% e incubando 1h a 45-602C en cada lavado. Las hojas se mantenian en agua destilada hasta

ser fotografiadas.
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2.4. Fraccionamiento celular

2.4.1. Aislamiento de cloroplastos y separacion de fracciones estromaticas y de

membranas

Se seguia el método descrito por Koochak et al., 2019. Las plantas de Arabidopsis
thaliana se sembraban en tierra y se cultivaban en fotoperiodo de DL durante aproximadamente
28 dias. Se recogian 10-30 g de hojas de roseta y se mantenian en hielo hasta ser trituradas. Tras
ser recogida toda la muestra, se le afiadia el Tampdn de trituracion*. El volumen total de Tampdn
de trituracién dependia de la cantidad de muestra empleada, usando 45 ml para la cantidad mas
pequefia de muestra usada y 85 ml para la mayor. Las hojas se trituraban con una batidora
Minipimer 600 Watt Turbo (BRAUN) en varios ciclos de triturado, alternando 10 segundos de
triturado propiamente dicho con 1-2 min de espera para favorecer el enfriamiento de la muestra.
Esto se repetia hasta que la misma quedaba completamente triturada. El extracto resultante se
filtraba a través de 2 capas de filtro Miracloth (Millipore, MA, USA) con un tamafio de poro de
100 um para eliminar los restos vegetales sobrantes, para seguidamente ser centrifugado
durante 2 min a 2.000 x g y 4 2C. El sobrenadante se descartaba y el precipitado, formado por
cloroplastos aislados, se resuspendia en el Tampdn de lisis* para llevar a cabo la lisis de los
mismos. La lisis se llevaba a cabo manteniendo la muestra en dicho tampén e incubando durante
10 min en hielo. Posteriormente, el extracto se ultracentrifugaba en una centrifuga Optima XPN
(Beckman Coulter) durante 1 h a 100.000 x g y 4 °C en tubos apropiados para el rotor SW 32.1 Ti

para separar el estroma (SN) de la fraccion de membranas.

La concentracion de proteinas en cada fraccion obtenida era determinada mediante la

técnica espectrofotométrica conocida como método de Lowry (Lowry et al., 1951).
2.4.2. Fraccionamiento de membranas

Basado en el método empleado por Besagniy cols. (Besagni et al., 2011). El precipitado
obtenido (apartado 2.4.1) se resuspendia en 5 ml de Tampodn de fraccionamiento*. A
continuacion, se sonicaba el extracto de membranas durante 15 s con un 10% de amplitud en un
sonicador Digital Sonifier® con un convertidor modelo 102C (101-135-066R) para separar los
plastogldbulos de las membranas tilacoidales. El proceso se repetia 3 veces con un periodo de
descanso entre cada sonicacion de 59 s. El extracto resultante se ultracentrifugaba, sin freno ni
aceleracidn, en una centrifuga Optima XPN (Beckman Coulter) durante 14-18 h a 100.000x gy 4
oC en tubos apropiados para el rotor SW 32.1 Ti. La ultracentrifugacion se llevaba a cabo en un
gradiente de sacarosa discontinuo compuesto de 2,5 ml de sacarosa 38% (p/v), 2,5 ml de

sacarosa 20% (p/v), 2 ml de sacarosa 15% (p/v) y 3 ml de sacarosa 5% (p/v). Los gradientes se
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hacian por duplicado y se preparaban en el mismo tampdn empleado para la sacarosa 45%, la
cual era afiadida en el fondo del tubo después de preparar el gradiente. Una vez centrifugado,

los gradientes se dividieron en distintas fracciones de 500 pl.

Las fracciones obtenidas se analizaban mediante inmunoblot (apartado 2.6.4). Las
proteinas en dichas fracciones se precipitaban siguiendo una adaptacién del método descrito
por Wessel y Fligge (Wessel & Fliigge, 1983), para eliminar los restos de lipidos. De los 500 ul de
cada fraccidn se tomaban 200 pl (para las fracciones 1-14 se hacia por duplicado) y se le afiadia
160 pl de cloroformo y 480 p de metanol. La mezcla se agitaba vigorosamente y se completaba
con 640 pl de agua. La mezcla se centrifugaba 1 min a maxima velocidad y se eliminaba la parte
superior, teniendo en cuenta que las proteinas se posicionaban en la interfase. A la parte
restante se le afladia otros 480 pl de metanol y se agitaba vigorosamente. Posteriormente, la
muestra era centrifugada durante 5 min a maxima velocidad, tras lo cual se descartaba el
sobrenadante casi por completo y el precipitado de proteinas se dejaba secar aproximadamente
30 min en vacio. Finalmente, el precipitado se resuspendia en 2X SDS-SB*. Las fracciones 1-14
eran resuspendidas en 10 pul de 2X SDS-SB, mientras que el resto de fracciones se resuspendian
en 20 pl del mismo. Todo el volumen de cada fraccidon distinta era cargado en gel de

poliacrilamida (apartado 2.6.3.1).
2.5. Preparacion de extractos crudos vegetales

Para la preparacién de extractos crudos vegetales se empleaban hojas de roseta cortadas

en el momento del fotoperiodo adecuado para cada ensayo.

Tanto la cantidad de material como el volumen del Tampdn de rotura* empleados
dependian de cada ensayo en concreto. Por normal general, la cantidad de muestra de
Arabidopsis empleada para los extractos crudos era de aproximadamente 1 gy el volumen de

Tampén de rotura, 1ml.

Para volumenes pequefios, las hojas se trituraban con una trituradora Tissue Tearor™
(Biospec products, INC). Para volumenes grandes, se trituraban con una batidora BRAUN

Minipimer 600 Watt Turbo (BRAUN).

Los restos de hojas se eliminaban mediante centrifugacion durante 15-30 min a 14.000
rom y 42C en una centrifuga 5804R y rotor F45-30-11 (Eppendorf), tras lo cual los extractos

solubles se recuperaban y conservaban a 42C.
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2.6. Métodos de analisis de proteinas
2.6.1. Determinacidn de la concentracion de proteinas

La cuantificacion del contenido proteico se realizaba mediante el método de Lowry
(Lowry et al., 1951). A cada muestra, en un volumen final de 200 pul en agua, se le afiadian 50 pl
de NaOH 0,5 N y 750 pul de una disolucidn obtenida al mezclar en proporcién 100:1 la Solucion
A*yla Solucién B*, respectivamente. La mezcla se agitaba brevemente mediante inversion y se
incubaba 5 min a 372C. Seguidamente, se le afiadian 75 pl del reactivo Folin-Ciocalteu preparado
en agua a una proporcién 1:1y las muestras se incubaban de nuevo 5 min a 372C. Para finalizar,
se media la absorbancia a 750 nm y se determinaba la concentracién de proteinas con una recta
patrén de concentraciones conocidas de BSA. Esta recta patrdn se trataba de la misma forma

que las muestras a analizar.
2.6.2. Concentracion de fracciones proteicas

Cuando la concentracidn de proteinas era demasiado pequefia para su visualizacién en

gel tefiido con Coomassie o en inmunoblot, se precipitaba con acetona a -20 2C.

Se afiadia a la muestra 4 veces su volumen de acetona -20 2C y se mezclaba bien por
inversién. Se incubaba entonces aproximadamente 30 min a -20 2C y posteriormente se
centrifugaba durante 10 min a maxima velocidad en una centrifuga de mesa y 4 2C. Por ultimo,
se descartaba el sobrenadante y se dejaba secar 5-10 min a temperatura ambiente el precipitado

para eliminar los restos de acetona.
2.6.3. Separacion de proteinas mediante electroforesis
2.6.3.1. En condiciones desnaturalizantes

La separacidn analitica de proteinas en condiciones desnaturalizantes era llevaba a cabo
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) empleando

el sistema discontinuo descrito por Laemmli (Laemmli, 1970).

Dependiendo del ensayo, los geles que se usaban se compraban ya preparados, Mini-
PROTEAN" TGX™ Precast Gels (Bio-Rad) o se preparaban en el momento de la forma descrita a
continuacion. El gel de separacidn se preparaba a una concentracion de poliacrilamida del 10%
(acrilamida:bis-acrilamida 29:1) y SDS 0,1% (p/v) en tampdn Tris-HCI 375 mM pH 8,8. El gel de
empaquetamiento se preparaba a una concentracidn de poliacrilamida del 4% (acrilamida:bis-
acrilamida 29:1) y SDS 0,1% (p/v) en tampdn Tris-HCl 125 mM pH 6,8. Los geles eran
polimerizados mediante la adicién de persulfato amoénico (APS) 0,1% (p/v) y N,N,N’,N’-

tetrametiletilenodiamina (TEMED) 6,6 mM como agentes catalizadores de la polimerizacion.
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A las muestras se les afiadia tampon de carga 2X SDS-SB. Posteriormente se hervian 5
min a 952C antes de ser cargadas en el gel. Como patrén de tamafio se utilizaba el marcador de
masa molecular Page Ruler’ Prestained Protein Ladder (Fermentas), con un rango de pesos
moleculares de 10-170 kDa. El grosor de los geles era de 0,75 mm y la electroforesis se llevaba a
cabo en Tampodn de corrida A* y en una cubeta Mini Protean’ Cell (Bio-Rad) a un voltaje

constante de 100 V durante 1,5 h a temperatura ambiente.
2.6.3.2. En condiciones nativas

La separacion analitica de proteinas en condiciones nativas se llevaba a cabo
practicamente de la misma forma que en condiciones desnaturalizantes (apartado 2.6.3.1). Las

Unicas diferencias correspondian a la preparacién de los geles y los tampones.

En la preparacion de los geles, tanto el de separacién como el de empaquetamiento no
poseian SDS. Por Gltimo, las muestran eran cargadas directamente, sin hervir, tras ser mezcladas

con el tampoén 2X SB*.
Para este caso, la composicion del Tampdn de corrida B* también era diferente.
2.6.4. Inmunodeteccion de proteinas (inmunoblots)

En primer lugar, se realizaba la transferencia de las proteinas de un gel de poliacrilamida
a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0,2 um de diametro de poro, incluidas
en el kit de transferencia Trans-Blot” Turbo™ RTA Midi 0,2 um PVDF Transfer Kit (Bio-Rad),
mediante el sistema de transferencia Trans-Blot™ Turbo™ Blotting System (Bio-Rad). La
transferencia se llevaba a cabo habitualmente siguiendo el protocolo Mixed MW, predefinido
en el aparato de transferencia, a una intensidad de corriente continua de 1,3 A durante 7 min.
Tras la transferencia se incubaba la membrana durante 1,5 h a temperatura ambiente y con
agitacion en Solucion de bloqueo*. Con ello se conseguia la saturacion de la membrana. A
continuacion, se incubaba durante 1 h con una dilucién adecuada del anticuerpo primario
preparado en Solucidn de bloqueo. En la Tabla 2.4 se pueden ver los distintos anticuerpos

primarios utilizados en esta tesis y sus diluciones correspondientes.
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Nombre Dilucion Referencia Caracteristica

Reconoce la secuencia de aminodcidos
Anti-FBN2 1:5000 Esta tesis
RSSLPSESESESDL de FBN2

No Reconoce la secuencia completa de aminoacidos de
Anti-FBN2 Co-IP Esta tesis
aplica FBN2

Reconoce la secuencia de aminodcidos
Anti-FBN4 1:1000 Esta tesis
CPDSFRPSSNPGTGD de FBN4

No Reconoce la secuencia completa de aminodcidos de
Anti-FBN4 Co-IP Esta tesis
aplica FBN4

Reconoce a FBN1a y se usa como marcador de
Anti-FBN1a 1:5000 Agrisera
plastoglébulos

Reconoce la secuencia completa de aminodcidos de
Anti-At3g53470 1:1000 Esta tesis
At3g53470

Reconoce a la proteina D1 del PSll de A. Thaliana y se
Anti-PsbA 1:8000 Agrisera
usa como marcador de membranas tilacoidales

Reconoce a la glutamina sintetasa cloroplastica de A.
Anti-GLN2 1:5000 Agrisera

thaliana

Reconoce 147 aminoacidos de la parte amino
Anti-GAL4 1:5000 Clontech terminal del factor de transcripcion GAL4 de

Saccharomyces

Tabla 2.4: Anticuerpos primarios empleados en esta Tesis Doctoral

Tras la incubacidn con el anticuerpo primario, la membrana era lavaba 3 veces con
Solucidn de lavado* para eliminar los anticuerpos unidos a la membrana de forma inespecifica.
Por regla general se daba un lavado rapido con abundante Solucién de lavado seguida de un
lavado de 15 min, otro de 10 min y un ultimo lavado de 5 min. Posteriormente, la membrana era
incubada durante 1 h con el anticuerpo secundario Goat Anti-Rabbit IgG HRP Conjugate a una

dilucién 1:50.000 en Solucion de bloqueo o con el anticuerpo secundario Goat Anti-Chicken IgY
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(H + L) HRP Conjugate (Agrisera) a una dilucién 1:10.000 en Solucién de bloqueo. Todas las
incubaciones con anticuerpos primarios y secundarios y con Solucién de lavado eran realizadas
a temperatura ambiente y con agitacion. Para finalizar, se llevaba a cabo la deteccion de la uniéon
antigeno-anticuerpo gracias a la actividad peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario, la cual
actua sobre el sustrato del kit WesternBright® Quantum® (advansta) dando lugar a un producto
quimioluminiscente. La membrana de PVDF era incubada 5 min en oscuridad con una solucidn
1:1 de los reactivos presentes en el kit siguiendo las instrucciones del fabricante. La visualizacion
de la seial se llevaba a cabo exponiendo la membrana a un aparato de captacién de imagenes

Chemidoc™ Imaging System (Bio-Rad) durante un tiempo variable de 1-15 min.
2.6.4.1. Tincién de proteinas en membranas de PVDF con azul Coomassie

La visualizaciéon de las proteinas transferidas por electroforesis se llevaba a cabo
mediante tincion con la solucién Coomassie Blue*. La membrana se incubaba con el reactivo
anterior a temperatura ambiente y con agitacién durante aproximadamente 15 min, seguida de

4-5 lavados con Solucidn destefiidora*.

2.6.5. Rastreo de proteinas que interaccionen con FBNs mediante ensayo de doble

hibrido en levadura

Para este ensayo se empled el sistema Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hibrid System
(Clontech, PT3247-1 (PR742219)) siguiendo las instrucciones del manual de usuario (Cat. N.2
630489). Dicho sistema se basa en la reconstruccidn del activador transcripcional GAL4 cuando
interaccionan 2 proteinas de fusidn. Ambas proteinas se denominaban proteina cebo o X, unida
al dominio de unidn al DNA de GAL4 (BD), y proteina presa o Y, unida al dominio de activacidn
(AD). Estas proteinas no son capaces por si solas de activar la transcripcidn de los genes testigos
dependientes de GAL4. Cuando la proteina X se expresa en levadura, el BD de GAL4 se une a la
region reguladora del gen testigo, siendo esto insuficiente para activar la transcripciéon. Cuando
la proteina Y se expresa en levadura, el AD de GAL4 puede unirse a otros componentes de la
maquinaria de transcripcidn, pero tampoco puede activar la transcripcion del gen testigo, en
este caso por no localizarse en la region reguladora. Sin embargo, cuando se expresan las
proteinas X e Y en un diploide, tanto el BD como el AD de GAL4 se localizan en la region
reguladora, permitiendo asi la transcripcion de los genes testigos en la célula diploide originada.
En el sistema Matchmaker™ Gold Yeast Two-Hibrid, los genes testigos son AUR1-C, HIS3, ADE2
y MELL. La expresion de AUR1-C en Saccharomyces cerevisiae confiere resistencia a
aureobasidina A. La expresidon de HIST3 y ADE2 permite sintetizar a la levadura tanto histidina

como adenina y crecer asi en un medio carente de este aminoacido esencial y de esta base
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nitrogenada. La expresion de MEL1 permite a la célula secretar a-galactosidasa, una enzima que
le da a la levadura un tono azulado en presencia del sustrato X-a-Gal. En esta tesis doctoral, la
secuencia codificante de la parte amino terminal del gen FBN4 se fusiond al dominio BD. Para
ello, su secuencia codificante se clond en el vector pDEST-GBKT7, el cual conferia prototrofia a
triptéfano, y seguidamente se transformo la estirpe Y2HGold de Saccharomyces cerevisiae.
Ademds, se hacian tres ensayos como control: test de autoactivacion para comprobar que las
proteinas recombinantes no activaban por si solas los genes reporteros; test de toxicidad para
comprobar que las proteinas de fusidn no eran letales para la levadura; test de expresion para
comprobar que la proteina de fusion se expresaba correctamente en la levadura. Para este
ultimo, un cultivo de Y2HGold transformado con la construccidn se inoculaba en medio YPDA.
Aproximadamente 8 horas después, una vez que el cultivo alcanzaba una DOgg de 0,4-0,6, se
enfriaba afiadiéndole hielo y agua respectivamente en dos pasos sucesivos y centrifugando tras
cada uno de ellos. El precipitado resultante se resuspendia en una solucion precalentada y
conocida como Cracking buffer*. Posteriormente, se afiadia a la resuspension bolas de vidrio, se
calentaba a 702C para luego ser centrifugado y el precipitado se resuspendia en 2X SDS-SB.
Seguidamente se procedia como se indica en el apartado 2.6.3.1. Para llevar a cabo la busqueda
de interactores, se utilizé una genoteca de Arabidopsis de la casa comercial Takara clonada en el
vector pGADT7-RecAB, el cual conferia resistencia a leucina y se transformo la estirpe Y187. Esta
genoteca contenia el DNAc procedente de una cantidad representativa de RNAm de Arabidopsis
thaliana, transcrito en distintas condiciones de cultivo. La genoteca estaba normalizada para
eliminar los RNAs con un exceso de representacidn. Para la conjugacion, las distintas estirpes
Y2HGold y la genoteca de Takara se cultivaban durante 24 h en medio YPDA 2x. Posteriormente,
cada una de las estirpes Y2HGold se incubaba con la genoteca durante 24-36 h, a 302C y 50 rpm
de agitacion orbital. Tras esto, las células se sembraban en 4 medios diferentes: SD-Trp, donde
crecian las células con el plasmido pDEST-GBKT7, para comprobar que las células crecian
correctamente; SD-Leu, donde crecian las células con el plasmido pGADT7-RecAB de la genoteca,
para comprobar que las células crecian correctamente; SD-Leu-Trp, donde crecian las células
diploides, permitia estimar mediante diferentes diluciones seriadas el numero de diploides
obtenidos, es decir, el nimero aproximado de interacciones que se probaron; SD-Leu-Trp-His-
Ade mas aureobasidina y X-a-Gal, donde crecian solo aquellos diploides donde existia
interaccién. La Tabla 2.5 muestra el crecimiento (+) o no crecimiento (-) de las diferentes estirpes

en varios medios SD.
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Estirpe Aureobasidina SD-Ade SD-His SD-Leu SD-Trp
Y2HGold - = 5 - -
Y187 - - - - -
Y2HGold (pDEST-GBKT7) - c - - +
Y187 (pGADT7-RecAB) - . . + .

Células diploides [pDEST-GBKT7 +
PGADT7-RecAB]
Tabla 2.5: Medios SD para testar fenotipos durante el ensayo de doble hibrido. *Las células diploides solo crecian en

ausencia de histidina y adenina si habia interaccidon entre las proteinas testadas. **Antibiético utilizado también como
marcador de interaccidn entre las proteinas testadas.

*% * * + +

Los diploides que crecian en medio sin histidina, sin adenina, sin triptéfano, sin leucina,
con aureobasidina y que adquirian un tono azul se analizaban para saber qué proteina de la
genoteca interaccionaba con nuestro cebo. Para ello, la colonia diploide se hervia a 1002C
durante 10 min y se usaba como molde en PCR con oligonucleétidos especificos. Los cebadores
flanqueaban la regidn de insercién del DNAc de la genoteca en el vector pGADT7-RecAB. Los
productos de estas reacciones de amplificacién se secuenciaban y, mediante la base de datos
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se determinaba la proteina que interaccionaba con

nuestro cebo.
2.6.5.1. Oligonucledtidos utilizados para las clonaciones del doble hibrido

La Tabla 2.6 muestra los oligonucleétidos utilizados para realizar las construcciones

empleadas en los ensayos de doble hibrido.
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Gen Oligonucleétidos (5’ - 3’)

FBN4_attB1_Baitl F:

FBN4 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTCATCATCTGGATCAGGAGGA

FBN4_attB2_Bait1_R4:
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGACCTAAAGACCGAGAAGAGAA

Insertos de la
genoteca en el
plasmido pGADT7-
RecAB

2HY_AD_ampliF: CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC

2HY_AD_ampliR: GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT

Tabla 2.6: Oligonucledtidos empleados en los ensayos de doble hibrido.

2.6.6. Rastreo de proteinas que interaccionen con FBNs mediante ensayo de

coinmunoprecipitacion (Co-IP)

Para el analisis de interaccion por coinmunoprecipitacion (Co-IP) podiamos partir tanto
desde la fraccion estromdtica como desde la fraccion de membranas (apartado 2.4.1),
dependiendo de en cual se encontrase la proteina de interés. El procedimiento inicial del ensayo

diferia en base a la fraccion usada.

En el caso de la fraccion de membranas, se cogia una alicuota de 250 g de proteinasy
se resuspendia en un volumen final de 500 pl de tampdn fosfato 100 mM pH 7 suplementado
con Tritén X-100, para su solubilizacion, a una concentracion final variable dependiente de la
proteina de interés. El Triton X-100 separaba las proteinas de las membranas tilacoidales y es
por esto que la concentracidon necesitada dependia de la proteina con la que se estuviese
trabajando. La mezcla se incubaba entonces durante 30 min a 4 2C para posteriormente ser
centrifugada durante 20 min a 20.000 x gy 4 2C. El precipitado de la centrifugacion se descartaba
y el sobrenadante se empleaba para el ensayo de Co-IP usando anticuerpos policlonales
especificos (GenScript) que reconocian las proteinas de interés completas y el kit comercial
Dynabeads™ C-Immunoprecipitation Kit (Invitrogen™), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la fraccién estromatica, se empleaban directamente 250 pg de proteinas para

el ensayo de Co-IP sin necesidad de ser solubilizadas.

Una vez realizado el ensayo de Co-IP, se procedia a la precipitacion con acetona de las
proteinas (apartado 2.6.2). Tras eliminar los restos de acetona del precipitado, los 250 pg de

proteinas eran divididos en dos fracciones: 50 ug se empleaban para la inmunodeteccion de
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proteinas mediante inmunoblot y se procedia como se indica en el apartado 2.6.3.1; los 200 ug
restantes eran nuevamente precipitados con acetona vy, tras eliminar los restos de disolvente,

eran enviados al servicio de Protedmica del IBVF para su posterior analisis.
2.6.7. Expresion transitoria en Nicotiana benthamiana
Basado en el método descrito por Marillonnet y cols. (Marillonnet et al., 2005).

Distintos DNAs codificantes se clonaban en diferentes vectores binarios como pXCGW o
pXNGW para ser transformados posteriormente en Agrobacterium tumefaciens por
electroporacidn. Las bacterias portadoras de plasmidos se cultivaban en medio LB suplementado
con los antibidticos correspondientes durante 16-24 h a 302Cy 150 rpm de agitacion orbital. Una
vez crecidos los cultivos, las células se recogian por centrifugacion durante 5 min a 4.000 rpm en
una centrifuga 5804R y rotor A-4-44 (Eppendorf). El sobrenadante se eliminaba y las células
(precipitado) se resuspendian en 3 ml de Tampdn de induccion*. El proceso se repetia 2 veces,
con una primera centrifugacion de 10 min a 4.000 rpm y una segunda de 5 min a 4.000 rom. Una
vez en el tampon de induccion de nuevo, se incubaba la mezcla 2-3 h a 302C. Transcurrido el
tiempo de incubacidn, las células se recogian nuevamente centrifugando 5 min a 4.000 rpm y
posteriormente se resuspendian en 2 ml de MES 10 mM suplementado con acetosiringona 0,2

mM.

Para cada ensayo de expresién transitoria, ademas de con las estirpes transformadas con
uno de los distintos plasmidos para expresion transitoria, la mezcla de infiltracién se completaba
con una linea de Agrobacterium tumefaciens transformada con el vector binario p19. Dicho
vector permite la traduccion de la proteina p19, la cual inhibe los mecanismos de silenciamento
génico, potenciando asi la expresion transitoria de proteinas en plantas. Dicha mezcla de
infiltracion, antes de infiltrar las hojas de N. benthamiana y una vez combinadas todas las
estirpes a expresar, debia tener una DOggo de 0,1. Una vez alcanzada la densidad dptica deseada,
se procedia a infiltrar las hojas, provenientes de plantas crecidas durante 3-4 semanas bajo un
fotoperiodo de DL. La infiltracién se llevaba a cabo de la siguiente manera: la mezcla de las
distintas estirpes se introducia en una jeringa y la hoja de N. benthamiana se pinchaba con una
aguja estéril; el extracto con la mezcla se infiltraba con suavidad a través de la herida provocada

en la hoja; al tercer dia, se observaban en el microscopio confocal.
2.6.7.1. Complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC)

Los ensayos de BiFC se realizaban con los vectores binarios pXNGW y pXCGW. Ambos
vectores permitian una fusidn carboxilo terminal de un fragmento de YFP y CFP respectivamente.

El plasmido pXNGW posee la secuencia de DNAc que codifica para el fragmento de YFP que va
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del aminodcido 1 al 172, mientras que el pldasmido pXCGW posee la secuencia de DNAc para el
fragmento de CFP que va desde el aminodcido 154 al 239. Ambos vectores provienen del
plasmido pPZP312, con un promotor 35S y un terminador de la transcripcién CaMV, derivado del
plasmido pRT100 (Kim et al., 2009). Los DNAs codificantes de los siguientes genes fueron
clonados mediante el sistema Gateway en ambos vectores: FBN4, FBN2, FBN1a, FBN1b, AOS y
APE1. Finalmente, con estos vectores se transformaba A. tumefaciens mediante electroporacién.
Cada estirpe portadora del plasmido pXNGW se combinaba con otra portadora de pXCGW y una
ultima conteniendo p19, procediendo a continuacidn a transformar de forma transitoria hojas

de N. benthamiana tal como se indica en el apartado anterior.

2.6.7.2. Estudio de localizacién sub-organular mediante fusion a la proteina

fluorescente verde (GFP)

Los ensayos de localizacién sub-cloroplastica de las proteinas mediante fusidn a la
proteina testigo GFP se hacian con el vector pEarlyGate103 o con el vector pGWBS5, los cuales
permiten una fusidn traduccional de GFP en el extremo carboxilo de la proteina de estudio. Estos
plasmidos poseen un promotor 35S proveniente del virus del mosaico de la coliflor y un
terminador de la transcripcion CaMV. Los siguientes DNAs codificantes fueron clonados
mediante el sistema Gateway en alguno de los vectores: FBN2, FBN4 y APE1. Finalmente, con
estos vectores se transformaba A. tumefaciens mediante electroporacidon. Cada estirpe
portadora de alguno de los 2 plasmidos de localizacion se combinaba con otra portadora de p19

y se transformaba de forma transitoria hojas de N. benthamiana.

2.6.7.3. Oligonucleétidos utilizados para los experimentos de expresion transitoria

Gen Nombre Secuencia (5’ - 3’) Descripcion

Usado junto con
At4g04020_GatewayC_R para
clonar el DNAc del gen FBN1ay
afiadirle las dianas attB del sistema
GATEWAY.

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA-

FBNla  At4g04020_GatewayC F o 1renTGGCGACGGTACAATTGTCC

Usado junto a
At4g04020_GatewayC_F para

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA- clonar el DNAc del gen FBN1ay

At4g04020_GatewayC_R . g . .
g - Vo-R GGCTTCATGGCGACGGTACAATTGTCC afiadirle las dianas attB del sistema

Gateway. Elimina el codon stop
para hacer asi fusion C-terminal.

Usado junto con
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA- PAP1b_GATEWAY_R para clonar el

PAP1b_GATEWAY_F
sl - - GGCTTCATGGCGACGGTACAATTGTCC DNAc del gen FBN1b y afiadirle las
dianas attB del sistema GATEWAY
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PAP1b_GATEWAY R

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG-
GGTCAGGATTCAAGAGAGGGCTTCC

Usado junto a PAP1b_GATEWAY_F
para clonar el DNAc del gen FBN1b
y afiadirle las dianas attB del
sistema Gateway. Elimina el codén
stop para hacer asi fusion C-
terminal

FBN2 AtFBN2_attB1_F

AtFBN2_attB2_wostop_R

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA-
GGCTTCATGGCTACGCTCTTCACCGTC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG-
GGTAGAGCTCAAGCAGAGAGCTTCC

Usado junto con
AtFBN2_attB2_wostop_R para
clonar el DNAc del gen FBN2 y
afadirle las dianas attB del sistema
GATEWALY.

Usado junto a AtFBN2_attB1_F
para clonar el DNAc del gen FBN2
y afnadirle las dianas attB del
sistema Gateway. Elimina el codén
stop para hacer asi fusién C-
terminal.

FBN4 AtFBN4_attB1_F

AtFBN4_attB2_wostop_R

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA-
GGCTTCATGGCGACTTCTTCTACTTTC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT-
GGGTAAGCAATGACGAATACCCTAAG

Usado junto con
AtFBN4_attB2_wostop_R para
clonar el DNAc del gen FBN4 y
afiadirle las dianas attB del sistema
GATEWAY

Usado junto a AtFBN4_attB1_F
para clonar el DNAc del gen FBN4
y anadirle las dianas attB del
sistema Gateway. Elimina el codén
stop para hacer asi fusion C-
terminal

At3g53470  At3g53470_attB1_F

At3g53470_attB2_R

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC-
AGGCTATGGACATTACTGTTCGAATC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT-
GGCTTGACAGGAGCAAGAATGGTG

Usado junto con
At3g53470_attB2_R para clonar el
DNAc del gen At3g53470y
afiadirle las dianas attB del sistema
GATEWAY

Usado junto con Usado junto a
At3g53470_attB1_F para clonar el
DNAc del gen At3g53470y
afiadirle las dianas attB del sistema
Gateway. Elimina el coddn stop
para hacer asi fusion C-terminal

AOS AOS_attB1

AOS_attB2

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA-
GGCTTCATGGCTTCTATTTCAACCCCT

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC-
TGGCGAAAAGCTAGCTTTCCTTAA

Usado junto a AOS_attB2 para
clonar el DNAc del gen AOS en el
sistema GATEWAY y afadirle las
dianas attb

Usado junto a AOS_attB1 para
clonar el DNAc del gen AOS en el
sistema GATEWAY. Elimina el stop
codon para permitir fusiéon C-
terminal
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Usado junto a APE1_attB2 para

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA- clonar el DNAc del gen APE1 en el
GGCTTCATGGGATCTATAACGGTAGCT  sistema GATEWAY y afiadirle las

dianas attb

APE1 APE1_attB1

Usado junto a APE1_attB1 para

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGE clonar el DNAc del gen APE1 en el

ACCACTTTGTACAAGAAAGCT- . o

APE1_attB2 GGACAAGAGGTAGAAGATACAGA 5|stelma GATEWAY. .EI|m|.n’a el stop
coddn para permitir fusién C-

terminal

Tabla 2.7: Oligonucledtidos utilizados para clonar los genes en los vectores usados en expresion transitoria. Los
cebadores poseen en el extremo 5’ las secuencias attBs necesarias para las clonaciones mediante el sistema Gateway,
usando los DNAc de dichos genes.

2.6.8. Preparacion de muestras proteicas y analisis mediante cromatografia liquida

con espectrometria de masas (LC-MS/MS)

El tratamiento de las proteinas y posterior analisis se llevé a cabo segun el modelo
descrito por Vowinckel y cols. (Vowinckel et al., 2014), con ciertas modificaciones. Y fue llevado

a cabo por el Servicio de Protedmica del IBVF.

Tras el ensayo de Co-IP, las muestras de proteinas se precipitaban con acetona a -202C
(apartado 2.6.2), tras lo cual se descartaba el sobrenadante y el precipitado era resuspendido en
una solucién de RapiGest™ (Waters, www.waters.com) 0,2% (v/v) preparada en bicarbonato de
amonio (NH4HCO3) 50 mM. Se afiadia entonces DTT 5 mM y se incubaba durante 30 min a 602C.
Posteriormente se afiadia 2-iodoacetamida (IAA) 10 mM y se incubaba de nuevo durante 30 min,
esta vez a temperatura ambiente y en oscuridad. La digestidon de la muestra proteica se llevaba
a cabo incubando la misma con tripsina, en un ratio tripsina:proteina de 1:40, durante toda la
noche y a 379C. Tras la digestion, 1 ug de proteina era analizada en un espectrémetro de masas
Tandem Quadrupole Time-of-Flight (AB/Sciex) acoplado con un Nanospray Il lon Source
(AB/Sciex) y un nano-HPLC (Eksigent Ultra 2D). La separacion peptitica era llevada a cabo,
removiendo las impurezas, en una precolumna (C18 PepMap 100 column NAN75-15-03-C18-
PC, Thermo Fisher) usando acido férmico 0,1% (v/v) y acetonitrilo 5% (v/v) como los solventes a
un flujo de 3 pl/min durante 10 min. Los péptidos eran entonces eluidos en la columna analitica
usando el spray emisor de electrones incorporado (New Objective PicoFrit column, 75 um id x
250 mm, con Reprosil-PUR 3 um) y separados en un gradiente continuo 5-35% de solvente B
durante 60 min a un flujo de 250 nl/min. El solvente A era acido férmico 0,1% (v/v) y el solvente
B estaba compuesto por acetonitrilo con acido férmico 0,1% (v/v). La fuente de iones trabajaba
con los siguientes pardmetros: ISVF = 2600, GS1 = 20, CUR = 25. El modo de obtencién de datos,

usando el método DDA, se configuraba para obtener una alta resolucién de escaneo TOF-MS
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sobre un rango de masas de 400-1250 m/z, seguido por escaneos MS/MS de 50 candidatos
iénicos por ciclo (rango de escaneo de masas de 230-1500 m/z) con fondo de sustraccién
dindmico, operando el instrumento en modo de alta sensibilidad. El tiempo de acumulacion

iénica se establecia en 250 ms (MS) o0 65 ms (MS/MS).

Las proteinas se identificaban usando el programa ProteinPilot v5.0.1 (Sciex) con el

método Paragon y la base de datos de proteomas de Arabidopsis www.Uniprot.org.
2.6.9. Analisis informatico de secuencias proteicas

Las secuencias de aminoacidos de todas las proteinas utilizadas o mencionadas en esta
Tesis Doctoral se tomaban de la base de datos de The Arabidopsis Information Resource (TAIR).
Dichas secuencias se analizaron con la aplicacion SnapGene Version 4.3. Para la obtencion de la
grafica de alineamiento de las secuencias de aminoacidos de diferentes genes ortélogos se usaba

el programa MacVector version 17.

2.7. Métodos de analisis y manipulacién de DNA
2.7.1. Plasmidos y vectores utilizados

Los plasmidos utilizados para esta tesis doctoral son los especificados en la Tabla 2.8.

.. ., Resistencia I
Plasmido Referencia . Uso y caracteristicas
en bacteria

pIETL.2 Thermo Fisher Pl Usado para programar fragm?ntos de DNA que van a ser
usados para generar construcciones

Clonacién mediante recombinacion (sistema Gateway) de

pDONR207 Thermo Fisher ~ Gentamicina  fragmentos de DNA generados mediante PCR. Tiene los sitios

de recombinacién attP

XCGW Cortesia de Espectinomicina Para los experimentos de BiFC. Contiene la secuencia
P Wolf Frommer P codificante para la parte carboxilo de CFP
Cortesia de . .. Para los experimentos de BiFC. Contiene la secuencia
PXNGW Wolf Frommer Espectinomicina codificante para la parte amino de YFP
pEarlyGate103 Early et al., Kanamicina Para expr.eswn de proteinas fusionadas a GFP en Nicotiana
2006 benthamiana
PGWBS Nakagawa et al., Kanamicina Para expr‘esmn de proteinas fusionadas a GFP en Nicotiana
2009 benthamiana
PGADT7-RecAB Takara Ampicilina La gfenoteca de Takara esta. clonada en este plasmido.
Confiere prototrofia para leucina
pDEST-GBKT7 Rossignol et al., Kanamicina Expre5|.on'de proteinas en levaduras. Confiere prototrofia
2007 para triptéfano
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pPZP211-0CS

pJET1.2-AtFBN4-
attBs

pDONR207-
AtFBN4

PXNGW-AtFBN4

pXCGW-AtFBN4

pEG103-AtFBN4

pJET1.2-AtFBN4-
Baitl-attBs-Y2H

pDONR207-
AtFBN4-Baitl-
attBs-Y2H

pDEST-GBKT7-
AtFBN4-Baitl

pJET1.2-AtFBN4-
attBs-woctp

pDONR207-
AtFBN4-attBs-
woctp

pXNGW(-nYFP)-
Fib1b

PXCGW(-cCFP)-

Cortesia de
Myriam Calonje

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Gamez-Arjona,
2014a

Gamez-Arjona,

Espectinomicina

Ampicilina

Gentamicina

Espectinomicina

Espectinomicina

Kanamicina

Ampicilina

Gentamicina

Kanamicina

Ampicilina

Gentamicina

Espectinomicina

Espectinomicina

Materiales y Métodos

Expresion de genes en Arabidopsis thaliana. Confiere
resistencia a kanamicina en plantas y posee el terminador de
la transcripcién OCS

Secuencia codificante de FBN4 con CTP (péptido de transito
al cloroplasto), sin coddon de terminacion y con las dianas
attBs para el sistema Gateway

Secuencia codificante de FBN4 con CTP, sin coddén de
terminacién y con las dianas attLs para el sistema Gateway

Secuencia codificante de FBN4 con CTP y sin coddén de
terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -
nYFP). Usado para experimentos de BiFC

Secuencia codificante de FBN4 con CTP y sin coddén de
terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -
cCFP). Usado para experimentos de BiFC

Secuencia codificante de FBN4 con CTP y sin coddn de
terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal de
GFP-His(6X)). Usado para experimentos de localizacién con
GFP

Secuencia amino terminal de FBN4 (Bait1) sin CTP, con codon
de terminacién y con las dianas attBs que permite su
clonacién en el vector pDEST-GBKT7 para ensayo de doble
hibrido en levadura

Secuencia amino terminal de FBN4 (Bait1) sin CTP, con codon
de terminacién y con las dianas attls que permite su
clonacién en el vector pDEST-GBKT7 para ensayo de doble
hibrido en levadura

Secuencia amino terminal de FBN4 (Bait1) sin CTP, con codén
de terminacién y clonado mediante Gateway. Permite la
fusion traduccional N-terminal a GAL4 BD. Usado en ensayo
de doble hibrido en levadura

Secuencia codificante de FBN4 con coddn de terminacion, sin
CTP y con dianas attBs para el sistema Gateway. Permite su
clonacién en pDEST17

Secuencia codificante de FBN4 con coddn de terminacion, sin
CTP y con dianas attlLs para el sistema Gateway. Permite su
clonacién en pDEST17

Secuencia codificante de FBN1b con CTP y sin coddn de
terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -
nYFP). Usado para experimentos de BiFC

Secuencia codificante de FBN1b con CTP y sin coddn de
terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -

LD 2014a cCFP). Usado para experimentos de BiFC
pJET1.2-AtFBN2- . . Secuencia codificante de FBN2 con CTP, sin coddén de
Esta tesis Ampicilina S . .
attBs terminacion y con las dianas attBs para el sistema Gateway
pDONR207- Esta tesi Gentamicin Secuencia codificante de FBN2 con CTP, sin coddn de
AtFBN2 statesis entamicing o mincion y con las dianas attLs para el sistema Gateway
63
AMBITO- PREFIJO Csv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Materiales y Métodos

Secuencia codificante de FBN2 con CTP y sin coddén de
Esta tesis Espectinomicina terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -
nYFP). Usado para experimentos de BiFC

pXNGW(-nYFP)-
AtFBN2

Secuencia codificante de FBN2 con CTP y sin coddn de
Esta tesis Espectinomicina terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -
cCFP). Usado para experimentos de BiFC

PXCGW(-cCFP)-
AtFBN2

Secuencia codificante de FBN2 con CTP y sin coddn de
terminacion (permite la fusiéon traduccional C-terminal a
GFP-His(6X)). Usado para experimentos de localizacidén con
GFP

pEG103-AtFBN2 Esta tesis Kanamicina

Secuencia codificante de FBN2 con CTP y sin coddn de
terminacion (permite la fusiéon traduccional C-terminal a
GFP-His(6X)). Usado para experimentos de localizacién con
GFP

pGWB5-AtFBN2 Esta tesis Kanamicina

Secuencia codificante de FBN2 sin CTP, con coddén de
pDEST-GBKT7- Esta tesis Kanamicina terminacion y clonado mediante Gateway. Permite la fusion
AtFBN2-WCTP traduccional N-terminal a GAL4 BD. Usado en ensayo de

doble hibrido en levadura

DNA gendmico de FBN2 usado para expresion en A. thaliana.

PPZP211-0CS- . . - ) X . -
Esta tesis Espectinomicina Confiere resistencia a kanamicina en plantas y posee el

AtFBN2,
t E terminador de la transcripcion OCS
pJET1.2- . - Secuencia codificante de At3g53470 con CTP, sin codén de
Esta tesis Ampicilina L . .
At3g53470-attBs terminacién y con las dianas attBs para el sistema Gateway
pDONR207- . - Secuencia codificante de At3g53470 con CTP, sin codén de
Esta tesis Gentamicina L . .
At3g53470 termincion y con las dianas attLs para el sistema Gateway

Secuencia codificante de At3g53470 con CTP y sin codon de
Esta tesis Espectinomicina terminacion (permite la fusidén traduccional C-terminal a -
nYFP). Usado para experimentos de BiFC

pXNGW(-nYFP)-
At3g53470

Secuencia codificante de At3g53470 con CTP y sin codon de

XCGW(-cCFP)- . . - L, . s . .
p iy Esta tesis Espectinomicina terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -

At3g53470 cCFP). Usado para experimentos de BiFC
Secuencia codificante de At3g53470 con CTP y sin codon de
pGWBS5- Esta tesis Kanamicina terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a
At3g53470 GFP-His(6X)). Usado para experimentos de localizacién con
GFP
pJET1.2-A0S- . o Secuencia codificante de AOS con CTP, sin codon de
Esta tesis Ampicilina L . .
attBs terminacion y con las dianas attBs para el sistema Gateway
pDONR207-A0S- . - Secuencia codificante de AOS con CTP, sin coddén de
Esta tesis Gentamicina o : )
attBs terminacion y con las dianas attLs para el sistema Gateway
PXNGW-AOS- . . - Secut.enu?, codlflcar]te de AOS con CTP y sin coc.ion de
tB Esta tesis Espectinomicina terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -
atbs nYFP). Usado para experimentos de BiFC
PXCGW-AOS- . . - Secusena?' codlflcar]te de AOS con CTP y sin coc'ion de
attBs Esta tesis Espectinomicina terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a -
cCFP). Usado para experimentos de BiFC
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pJET1.2-APE1- Secuencia codificante de APE1 apel con CTP, sin coddén de

attBs Esta tesis G ) terminacion y con las dianas attBs para el sistema Gateway
pDONR207- . = Secuencia codificante de APE1 con CTP, sin coddn de
Esta tesis Gentamicina L . .
APE1-attBs terminacion y con las dianas attLs para el sistema Gateway

Secuencia codificante de APE1 con CTP y sin coddén de
PXNGW-APE1 Esta tesis Espectinomicina terminacidn (permite la fusion traduccional C-terminal a -
nYFP). Usado para experimentos de BiFC

Secuencia codificante de APE1 con CTP y sin coddn de
pXCGW-APE1 Esta tesis Espectinomicina terminacion (permite la fusidén traduccional C-terminal a -
cCFP). Usado para experimentos de BiFC

Secuencia codificante de APE1 con CTP y sin coddn de
terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a

EG103-APE1 Esta tesis Kanamicina
P : o GFP-His(6X)). Usado para experimentos de localizacién con
GFP
Secuencia codificante de APE1 con CTP y sin coddn de
PGWB5-APE1 Esta tesis Kanamicina terminacion (permite la fusion traduccional C-terminal a

GFP-His(6X)). Usado para experimentos de localizacién con
GFP

Tabla 2.8: Plasmidos y vectores empleados en esta tesis doctoral.

2.7.2. Aislamiento de DNA plasmidico de Echerichia coli a pequefia escala

El DNA plasmidico era aislado de cultivos de 5 ml de E. coli en LB incubados a 37 2Cy con
200 rpm de agitacién orbital durante 18-24 h. Se hacia uso del kit comercial Isolate Il Plasmid
Mini Kit (Bioline), basado en la lisis alcalina de las células, siguiendo las instrucciones

suministradas por el fabricante.
2.7.3. Aislamiento de DNA total de tejidos vegetales

El aislamiento de DNA vegetal se llevd a cabo mediante el kit i-genomic Plant DNA
Extraction Mini Kit (INtRON, ahora Labotaq) o mediante el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN),

siguiendo en ambos casos las instrucciones suministradas por los fabricantes.
2.7.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La separacion y analisis de fragmentos de DNA se realizaban mediante electroforesis en
geles de agarosa (Sambrook y Russell, 2001) de concentracion variable 0,7-2% (p/v) en funcién
del tamafio de los fragmentos de DNA que se querian separar. El tampdn utilizado para preparar
los geles y para correrlos era TBE 0,5X*. La electroforesis se llevaba a cabo en cubetas
horizontales Wide Mini-Sub” Cell GT (Bio-Rad), a 100-120 voltios durante un tiempo variable,
donde los geles de agarosa eran sumergidos en TBE 0,5X. Las muestras se suplementaban con
1/10 de su volumen de Tampodn de carga 10X*. Para la deteccion del DNA se afiadia al gel

bromuro de etidio (3, 8-diamino-6-etil-5-fenilfenantridio) a una concentracién final de 0,5 pug/ml
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y se visualizaba iluminando el gel con un transiluminador de luz ultravioleta. Como patrones de

tamafio se utilizaban 5 ul de HyperLadder Il o de HyperLadder III (Bioline).
2.7.5. Purificacion de fragmentos de DNA de geles de agarosa

Para la purificacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa se empleaba el kit
comercial lllustra™ GFX™ PCR DNAand Gel Band Purification (GE Healthcare) y se seguian las

instrucciones del fabricante.
2.7.6. Determinacion de la concentracion de DNA

La concentracién de DNA de las muestras se determinaba corriendo las mismas en un
gel de agarosa (apartado 2.7.4) o espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 nm

en un espectrofotdmetro NanoDrop modelo ND-100.
2.7.7. Restriccion de DNA

La digestion de DNA con endonucleasas de restriccion se llevaba a cabo incubando
aproximadamente 0,5 pg del DNA con 3-10 U de la enzima correspondiente durante 1-2 ha la
temperatura indicada para dicha enzima (372C generalmente). El volumen final era variable, pero
el volumen de la enzima siempre fue inferior a la décima parte del volumen de reaccion. El
tampodn de incubacidn de la enzima y su concentracién dependia de las recomendaciones
establecidas por la compafiia comercial, Takara o New England Biolabs. Cuando se realizaban
restricciones dobles, es decir, con dos endonucleasas, se utilizaba un Unico tampdn de
incubacién adecuado para ambas enzimas; cuando esto no era posible, se realizaba una
restriccion primero con su tampdn correspondiente y luego, tras la inactivacion de la primera
enzima, se realizaba la siguiente restriccion. La inactivacién de la enzima dependia también de
las recomendaciones de los fabricantes, siendo la incubacion a 652C durante 10 min la mas

frecuente de las utilizadas.
2.7.8. Ligacion de fragmentos de DNA a plasmido

La ligacion de fragmentos de ADDNAN se llevaba a cabo usando el kit comercial CloneJET
PCR Cloning (Thermo Fisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. La relacion inserto:vector
utilizada era siempre de 5:1 en un volumen final de reaccién de 20 pl. La reaccion de ligacion se

llevaba a cabo a temperatura ambiente durante 5-30 min.

2.7.9. Amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

La amplificacién de fragmentos de DNA mediante PCR era realizada en un termociclador

T personal (Whatman-Biometra). La reaccion era llevaba a cabo en un volumen final de 25 o0 50
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pl, en una mezcla de reaccion conteniendo: 1-10 ng de DNA molde, 0,2 mM de cada
desoxirribonucledsido trifosfato (dNTP), 0,4 UM de cada oligonucleétido y la DNA polimerasa
con su tampon correspondiente. Los oligonucledtidos eran sintetizados por SIGMA. En funcidn
del fragmento a amplificar y su aplicacién, se empleaba un tipo de DNA polimerasa. Para el
analisis de plantas mutantes y transgénicas de Arabidopsis thaliana, asi como para la seleccidn
de colonias portadoras de un plasmido, se usaban las enzimas BioTaq polimerasa (Bioline) o
MyTag™ (Bioline). Para la clonacién de fragmentos de DNA en vectores se usaba la enzima
iProof@ High-Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad), debido a su alta fidelidad y estabilidad. El
programa de amplificacion utilizado constaba de una etapa de desnaturalizacién inicial de 2-3
min a 95 o 982C, dependiendo de la DNA polimerasa empleada, seguido de 30-35 ciclos de
amplificacidn. Cada ciclo constaba de una etapa de desnaturalizacion de 15-30 segundos a 95 o
989(C, una etapa de apareamiento de 15-30 segundos a temperatura variable dependiente de los
cebadores empleados, y una etapa de extensién a 72°C durante un tiempo variable que
dependia del tamafio del fragmento de DNA a amplificar y de la DNA polimerasa. El programa
terminaba con una incubacién de 5-10 min a 72°C. El resultado de la reaccién de PCR era

analizado mediante electroforesis en geles de agarosa (apartado 2.7.4).
2.7.10. Sistema Gateway

El sistema Gateway (Invitrogen™) es una metodologia pensada para facilitar la clonacién
de fragmentos de DNA al sustituir el método tradicional de clonacién mediante digestion con
enzimas de restriccidn y ligacion por una recombinacion especifica de secuencia. El sistema
proporciona un modo versatil para transferir segmentos de DNA entre vectores. Este sistema se
basa en dos reacciones enzimaticas conocidas como BP y LR. La reaccion BP se basa en la
introduccién de una secuencia codificante flanqueada por sitios attB en el vector “de entrada”,
conocido como pDONR, el cual contiene sitios attP. Los denominados sitios attB son
incorporados a la secuencia codificante que deseamos clonar mediante PCR. Tras una reaccion
de recombinacion entre los sitios attB y attP, la secuencia codificante se introduce dentro del
pDONR, el cual pasa a denominarse pENTRY y cuyos sitios de recombinacién se convierten en
sitios attL. Mediante la reaccién LR, la secuencia codificante que se encuentra clonada en un
PENTRY se transfiere por recombinacion al vector “de salida” que corresponda, conocidos como
pDEST. Esta es una reaccion de recombinacidn entre los sitios attL del pENTRY y los sitios attR del
pDEST que permite la transferencia del gen desde el primero al segundo, quedando de nuevo
flanqueado por las secuencias attB. La orientacién correcta del gen se mantiene en todo
momento. Tanto el pDONR como el pDEST poseen, entre los sitios attP y attR respectivamente,

un fragmento de DNA que codifica para una toxina letal para la estirpe DH5a de E. coli y que
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permite la seleccidn negativa de las colonias transformantes que no hayan recibido el pENTRY

con el gen de interés.
2.7.11. Secuenciacion automatica de DNA

Para la secuenciacion de fragmentos de DNA, las muestras se enviaban a un servicio de
secuenciacion externo perteneciente a la empresa STAB VIDA, Lda. siguiendo las instrucciones

proporcionadas por el mismo.

En la Tabla 2.9 en pueden observar los oligonucledtidos empleados para secuenciar los

distintos fragmentos de DNA empleados en esta tesis.

Gen Oligonucledtidos (5’ - 3’)

FBN2 FBN2_1: ATTCGGTGTACGGAACTGAAT

FBN2_2: TTCAACAAAGGTGTCGAACCC

FBN4 FBN4_1: ACCGGTTGATTTAACCGATGA

FBN4_2: AAACGTCCAGTAGGTAGACCA

Inserto general en pJET1.2 M13 reverse: AGCGGATAACAATTTCACACAGG

T7 promoter: TAATACGACTCACTATAGGG

plet_F: CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

plet_R: AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

AOS AOS_1: CCATCGGAGCCTAAACACGAAAAG

AOS_2: GGGATGAAGATTTTGTTTCCGAAT

AOS_3: ACAGATCTAATCTCCTCCGCTAAT

AOS_4: TAAGTAGCTTGAAACTCAGGGAAG

APE1 APE1_F: TTCCACGAGCTCTTCTCCATCAGT

APE1_R: CTGCGTTAAAATAGGAGTAGCACA

Tabla 2.9: Oligonucleétidos empleados para comprobar por secuenciacion automatica que los fragmentos de DNA
que iban a ser utilizados para las distintas construcciones de esta tesis estaban correctos.
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2.7.12. Andlisis informatico de secuencias de DNA

Para el alineamiento de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se empleaba la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), proporcionada por el NCBI (National
Center for Biotechnology Information), asi como el programa MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis), disefiado por Koichiro Tamura, Glen Stecher, Daniel Pterson y Sudhir Kumar
y disponible en (https://www.megasoftware.net/). Este software usaba el programa CLUSTALW?2

(Chenna et al., 2003), proporcionado por el European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI).

Para el disefio de oligonucledtidos se utilizaba el programa informatico SnapGene@

version 4.3.

2.8. Métodos de analisis y manipulacion de RNA
2.8.1. Precauciones

Cuando se trabajaba con RNA habia que tomar ciertas precauciones para evitar la

degradacién del RNA por accion de las RNasas:

- Todo el material de vidrio utilizado habia de ser esterilizado a 2002C durante 2 h en un

horno.

- Todas las soluciones utilizadas se debian preparar con agua Milli-Q suplementada con

pirocarbonato de dietilo (DEPC) 0,01% (p/v) y ser autoclavada.

- Tanto el sitio como el equipo de trabajo se tenian que limpiar con NaOH 0,4 N para

eliminar las RNasas.
2.8.2. Aislamiento de RNA total de tejidos vegetales

Para el aislamiento de RNA se utilizaban dos métodos de extraccion, mediante el uso del
kit comercial Rneasy Plant Mini kit (QIAGEN) o mediante el método descrito a continuacién. Para
este método, se usaba entre 10 y 100 mg de material congelado en nitrégeno liquido. El material
era triturado en un tubo de microcentrifuga con una punta azul sellada o un pistilo estéril para
dicho tubo. Al material triturado se le afiadia 0,8-1 ml de Trizol (TRIsure™, Bioline) y la mezcla se
centrifugaba durante 5 min a 4 2C y 12.000 x g. Tras la centrifugacion, el sobrenadante se
transferia a un tubo de microcentrifuga nuevo y se incubaba durante 5 min a temperatura
ambiente. Entonces se afadian 200 pl de cloroformo a la mezcla anterior y se agitaba
vigorosamente por inversidn durante 15 min, tras lo cual se incubaba durante 2 min a

temperatura ambiente y se centrifugaba posteriormente durante 15 mina 4 2Cy 12.000 x g. La
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fase acuosa o superior era a continuacion transferida a un tubo de microcentrifuga nuevo y se le
afiadian 500 pl de isopropanol, se incubaba 10 min a temperatura ambiente y se centrifugaba
durante 10 min a 4 2Cy 13.000 rpm en una centrifuga 5804R y rotor F45-30-11 (Eppendorf). El
sobrenadante era descartado y el precipitado era resuspendido en 750 pl de cloruro de litio 3 M.
Se incubaba. Se incubaba asi 10 min a temperatura ambiente y se volvia a centrifugar igual que
la vez anterior. El sobrenadante se descartaba de nuevo y el precipitado se resuspendia en etanol
85% (v/v) para ser “lavado”. Se centrifugaba por Gltima vez de la misma manera, el sobrenadante
se descartaba por ultima vez y el precipitado se dejaba secar previamente a su resuspension en

50 ul de agua Milli-Q suplementada con DEPC.
2.8.3. Determinacion de la concentracién e integridad de RNA

La concentracién de RNA de las muestras se determinaba corriendo las mismas en un
gel de agarosa (apartado 2.7.4), mediante lo cual se analizaba también su integridad, o
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotémetro

NanoDrop modelo ND-100.
2.8.4. Reaccion de retrotranscripcion (RT)

Para estudiar los niveles de expresion indicado, para probar la expresidn de transgenes
de plantas transgénicas, para obtener el DNAc de una determinada secuencia codificante o para
las reacciones de PCR cuantitativa (QRT-PCR), el RNA total aislado se retrotranscribia usando el
kit QuantiTect” Reverse Transcription kit (QIAGEN). El RNA se trataba en primer lugar con DNAsa
I, siguiendo las instrucciones del fabricante, para eliminar el DNA gendmico contaminante. Una
vez eliminado el DNA, se procedia a la reaccidn de RT propiamente dicha, para lo cual se habian
de seguir igualmente las instrucciones del fabricante del kit, obteniéndose finalmente una

preparacién de DNAc monocatenario.

2.8.5. Analisis de la expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real

(QRT-PCR)

Los niveles absolutos o relativos de RNAm se podian determinar mediante PCR
cuantitativa en tiempo real de los transcritos presentes en una preparacion de DNAc. Esta
cuantificacion es una potente técnica experimental que combina una alta especificidad y
sensibilidad (Czechowski et al., 2004). Dicha técnica se basa en la determinacion del ciclo umbral
o “Threshold Cycle” (Ct) para cada muestra en cada experimento de QRT-PCR. El Ct para una
muestra es definido como el nimero de ciclos de PCR a partir del cual la sefial de fluorescencia
es mayor que el nivel minimo de deteccidn del aparato (Ginzinger, 2002). De este modo, los

valores de Ct de diferentes muestras pueden ser usados para calcular la abundancia del RNAm
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de interés en cada una de ellas, ya que los valores de Ct son inversamente proporcionales a la

cantidad de DNAc inicial y ésta es proporcional a los niveles de RNAm.

Los niveles de expresidn de distintos genes se cuantificaban con el kit SensiMix™ SYBR
& Fluorescein kit (Bioline) o con el kit LUNA® Universal pPCR Master Mix Kit (New England
Biolabs). Las mezclas de reaccion de PCR se preparaban segun las instrucciones de los
fabricantes. Para cada gen se usaba una pareja de cebadores especificos, como puede verse en
la Tabla 2.10, y el gen que codifica para la isoforma 2 de la actina (ACT2) se usaba como
normalizador de la expresion al poseer expresidn constitutiva (Charrier et al., 2002). La
cuantificacion relativa de los genes de estudio respecto al gen control permitia comparar la
expresion de los primeros en diferentes lineas de Arabidopsis thaliana aun sin conocer en
términos absolutos sus niveles de expresion. La expresion del gen problema (mut) respecto al
silvestre (WT) quedaba tal que (WT) = 2 ~Amt=2WI (| jyak & Schmittgen, 2001), donde Act era

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

Gen Oligonucledtidos (5’ - 3’)

FBN2 FBN2_QRT-PCR_F: GCAGGCTTCATGTAAAAACCGT

FBN2_QRT-PCR_R: ACTACTGACCGAAACTGAAC

Tabla 2.10: Oligonucleétidos empleados para el estudio de la expresion de distintos genes mediante QRT-PCR.

2.8.6. Analisis transcriptomico de tejidos vegetales mediante RNA-Seq

El aislamiento de RNA total se llevaba a cabo mediante el uso del kit comercial Rneasy
Plant Mini kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usaban dos réplicas
bioldgicas por cada linea de planta y por cada condicidn utilizada para la preparacién de las
librerias en la secuenciacion de nueva generacién (“Next-generation sequencing”, NGS).
Previamente se llevaba a cabo un andlisis de la calidad y concentracion del RNA total, tal que el
nimero de integridad del RNA (RIN) y la concentracién fuesen mayores de 8 y de 50 ng/ul
respectivamente. Las librerias de moléculas de DNAc se preparaban usando 1 pg de RNA total
de cada réplica independiente con el kit Kapa Stranded mRNA Library Preparation Kit. Las
librerias se secuenciaban en la plataforma Illlumina Hiseq 4000 con secuenciacion de lectura
pareada con una longitud de lectura de 150 pb. Cada réplica bioldgica generaba entre 60 y 80
millones de lecturas. La calidad de los datos producidos se determinaba con el nivel de calidad

Phred (“Phred quality score”) usando la herramienta FastQC. Para finalizar, los analisis de
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expresidon génica se llevaban a cabo mediante el mapeo contra el genoma de referencia de

Arabidopsis thaliana (TAIR10).

2.9. Métodos de transformacion genética
2.9.1. Escherichia coli

Las células competentes de Escherichia coli DH5a se preparaban siguiendo el
procedimiento descrito por Hanahan (Hanahan, 1983) tanto por el Servicio de Cultivos Bioldgicos

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

400 ml de medio LB se inoculaban con 4 ml de un cultivo saturado de |a estirpe DH5a de
E. coli en un matraz erlenmeyer de 2 I. El cultivo se incubaba a 37 2C con una agitacion orbital de
250 rpm hasta tener una DOsq (densidad optica a 590 nm) de 0,375. Posteriormente el cultivo
se pasaba a tubos estériles de polipropileno previamente enfriados y se dejaban en hielo 5-10
min para detener su crecimiento. Las células se recogian mediante centrifugacidén durante 7 min
a4°Cy1.600 x g sin freno y se resuspendian en 10 ml de la Disolucidn de CaCl,*. Las células se
volvian a centrifugar durante 5 min a 4 2Cy 1.100 x g y se volvian a resuspender en 10 ml de la
disolucién de CaCl,, Tras ello, se mantenian 30 min en hielo y se centrifugaban de nuevo igual
que la vez anterior. Finalmente, las células recogidas se resuspendian en 2 ml de Disolucidn de
CaCly, se distribuian en alicuotas de 100 pl, se congelaban inmediatamente en N, liquido y se

conservaban a -802C.

Para la transformacién, una alicuota de 100 ul con una suspension de células
competentes previamente descongeladas en hielo se mezclaban con 5-10 pl de la preparacion
de DNA transformante (no mas de un 10% del volumen). La mezcla resultante se incubaba
aproximadamente 30 min en hielo para posteriormente ser incubada 90 segundos a 42°C
(choque térmico propiamente dicho). Tras ello, se afiadia rdpidamente 1 ml de LB y se incubaba
la mezcla durante 1 h a 37 2Cy con agitacion orbital. Para finalizar, las células eran sembradas en
placas de Petri conteniendo LB-agar suplementado con diferentes antibidticos en funcién de la

resistencia incluida en el DNA transformante y crecidos durante 1 dia a 372C.
2.9.2. Agrobacterium tumefaciens

Las células competentes de Agrobacterium tumefaciens y su consiguiente
transformacion por electroporacion se realizaron siguiendo el procedimiento descrito por
Mattanovich y cols. (Mattanovich et al., 1989). 300 ml de medio LB se inoculaban con 3 ml de un

cultivo saturado de la estirpe C58C1 de A. tumefaciens en un matraz erlenmeyer de 1 | y se
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incubaba a 30 2C con 200 rpm de agitacidén orbital hasta tener una DOgy de 0,5 (unas 3-4 h
aproximadamente). El cultivo se enfriaba entonces en hielo durante 10 min para detener su
crecimiento. Las células se recogian por centrifugacion durante 5 min a 4 2C y 4.000 g y se
“lavaban” 3 veces (centrifugacidn seguida de resuspension) en 10 ml de HEPES 1 mM pH 7 y una
ultima vez con glicerol 10% (v/v). Para finalizar, las células se resuspendian en 3 ml de glicerol
10% (v/v), se distribuian en alicuotas de 100 pl, se congelaban inmediatamente en N, liquido y
se conservaban a -802C. La transformacidn se llevaba a cabo con una alicuota de 100 pl de células
electroporables. Dicha transformacion se llevaba a cabo mediante electroporacion. Para ello, la
alicuota se descongelaba en hielo y se mezclaba con 150 ng del DNA a introducir. La mezcla se
pasaba a una cubeta de electroporacion de gTPbio (GTP008), y se mantenia en hielo hasta recibir
un pulso de 2,5 kV y 15 uF en un electroporador MicroPulser™ 411BR 09965 (Bio-Rad).
Inmediatamente después, se afiadia a la mezcla 1 ml de LBy se transferia el cultivo electroporado
a un tubo de microcentrifuga. Se incubaba durante 1 h a 30 2Cy a 150 rpm de agitacion orbital.
Para finalizar, las células transformadas se sembraban en placas de Petri conteniendo LB-agar
suplementado con diferentes antibioticos en funcién de la resistencia incluida en el DNA

transformante y crecidas durante 2 dias a 30 2C.
2.9.3. Saccharomyces cerevisiae

Para la transformacion de las levaduras en el ensayo de doble hibrido se empled el
método descrito por Gietz y Woods (Gietz & Woods, 2002): “Quick and Easy Transformation

|u

Protocol”. Se empezaba creciendo un cultivo de levadura en medio YPDA 2X durante toda la
noche a 30 2Cy con 200 rpm de agitacién orbital. Una vez crecido, las células eran recogidas por
centrifugacion en microtubos de centrifuga durante 1 min a 14.000 rpm en una microcentrifuga
Spectrafuge™ C2400-230V (Labnet) y resuspendidas en la siguiente mezcla de transformacion,
donde los componentes habian de ser afadidos en el orden especificado: 240 ul de
polietilenglicol (PEG) 3500 50% (p/v), 36 pl de acetato de litio 1 M, 50 ul de DNA “carrier” 2
mg/ml previamente hervido durante 5 min y 34 ul del plasmido transformante (0,1-1 pg) en
agua. La mezcla resultante se incubaba durante 40-60 min a 42 2C y luego se recogian
nuevamente mediante centrifugacion. Para finalizar, las células se resuspendian en 1 ml de agua
estéril y sembradas en el correspondiente medio selectivo: SD-Leu en el caso de Y187

transformada con el pldsmido pGADT7 y SD-Trp en el caso de Y2HGold transformada con el

plasmido pGBKT?7. Las placas eran entonces incubadas durante 3-4 dias a 30 oC.
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2.9.4. Arabidopsis thaliana

Durante esta tesis se han obtenido plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia, mutantes para el gen FBN2, transformadas con la secuencia génica completa del gen

FBN2, incluido aproximadamente 1 kb de promotor, y denominada fbn2::FBN2.
2.9.4.1. Transformacion por inmersion floral

El método seguido para la transformacion por inmersion floral es el descrito por Clough
y Bent (Clough & Bent, 1998), mediado por Agrobacterium tumefaciens. Se cultivaban plantas
de Arabidopsis thaliana en condiciones de DL hasta que las inflorescencias primarias tenian unos
5 cm de longitud, momento en el que se cortaban para favorecer la aparicidon de un gran nimero
de inflorescencias secundarias. La transformacidon de las plantas se llevaba a cabo 2-4 dias
después. 2 dias previos a la transformacidén de las plantas se inoculaba una colonia de
Agrobacterium tumefaciens portadora del plasmido a transferir en un matraz erlenmeyer con 20
ml de LB suplementado con el correspondiente antibidtico, que en nuestro caso es kanamicina.
Se incubaba durante 24 h a 30 2C y con agitacion orbital de 150 rpm. Transcurridas las 24 h, se
usaban 10 ml de este cultivo para inocular 300 ml de LB suplementado con kanamicina. Se dejaba
crecer este cultivo a 30 2C y con 150 rpm de agitacidn orbital hasta alcanzar una DOg de 0,8-2,
lo cual conllevaba aproximadamente 24 h. En este momento, las células de A. tumefaciens se
recogian mediante centrifugacion durante 20 min y a 4.000 rpm en una centrifuga 5804R y rotor
A-4-44 (Eppendorf) y se resuspendian en Medio de infiltracidn* hasta obtener una DOgy de 0,8.
Se sumergian entonces las inflorescencias de las plantas en esta suspension durante 10 segundos
aproximadamente con agitacion suave y se cubrian posteriormente con film transparente para
mantener una alta humedad y evitar asi la desecacion. Las plantas eran mantenidas de esta
forma durante 24 h a baja intensidad luminica. Finalmente se retiraba el film transparente y se

dejaban crecer las plantas en condiciones de DL hasta que se podian recoger las semillas.
2.9.4.2. Seleccion de transformantes

La seleccion de las semillas transformadas se realizaba mediante el estudio de la
resistencia a kanamicina (concentracién final en el medio de 50 pg/ml), debido a que solo las
plantas transformadas habian incorporado el pldasmido portando el gen que confiere dicha
resistencia. La seleccién propiamente dicha se llevaba a cabo mediante su siembra en placa de
Petri en medio MS suplementado con kanamicina. Los transformantes crecian sin dificultad
mientras que las semillas de plantas no transformadas no germinaban o dejaban de crecer tras

la germinacion, presentando clorosis y finalmente llevando a la muerte de la plantula. Las plantas
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transformadas, llamadas generacion Fo, se dejaban crecer para obtener la siguiente generacidn,

Fi.
2.9.4.3. Seleccion de lineas transgénicas

Las semillas de la F; se sembraban de nuevo en medio MS suplementado con kanamicina
y se analizaban las plantas resistentes al antibidtico. Para ello, se realizaba la extraccion del DNA
genomico (apartado 2.7.3) en primer lugar y, usando este como molde, se realizaban las PCRs
oportunas para comprobar si poseian la insercion del gen FBN2. En la Tabla 2.11 se encuentran

los cebadores empleados para tal fin.

Una vez seleccionadas las plantas de la F; resistentes a kanamicina y comprobado que
tenian el inserto, se dejaban crecer y se recogian semillas de dichas plantas de forma
individualizada. Estas semillas, llamadas generacidn F,, se sembraban de la misma forma que
anteriormente y eran analizadas por PCR nuevamente hasta encontrar alguna planta homocigota
para la insercion del gen FBN2. A éstas se les extraia RNA (apartado 2.8.2) y se probaba la

expresion del transgén mediante retrotranscripcion (apartado 2.8.4).

Tamaiio de bandas

Pareja de oligonucleétidos (5’ - 3’) WT fbn2 fbn2::FBN2

FBN2g_EcoRI_F:
GAATTCCACTTCAATTCCCCATCCACCTTC

1488 - 1488
FBN2_SALK_RP:
TTCAGTTCCGTACACCGAATC
FBN2_SAIL_LP:
GATTCCTCTACTAGCTGCGGG
674 - 674

FBN2g_Kpnl_R:
GGTACCTCAGAGCTCAAGCAGAGAGCTTCC

Tabla 2.11: Oligonucleétidos utilizados para la seleccion de plantas transgénicas.

75
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

3. RESULTADOS

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

3.1. CAPITULO |

Caracterizacion de la funcion de los miembros del
subgrupo de fibrilinas 1-2 de Arabidopsis thaliana
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion de la funcion de los miembros del subgrupo de fibrilinas 1-2 de

Arabidopsis thaliana

Como se ha comentado en la Introduccion, se ha estudiado la funcién de los miembros
de este subgrupo en Arabidopsis mediante la técnica de iRNA, con la cual se conseguia disminuir
la expresion de los tres miembros del subgrupo (Youssef et al., 2010). Esta aproximacidn no
permite analizar el papel de cada uno de los miembros por separado, por lo que decidimos
estudiar los diferentes mutantes simples, dobles y triples de FBN1a, -1b y -2. Los mutantes
empleados en este estudio son mutantes “knock-out” (KO) por insercion de T-DNA. No se
analizan los mutantes simples fbnla o fbnlb debido a que trabajos previos del Grupo habian
demostrado que FBN1ay FBN1b pueden formar homodimeros y heterodimeros, (Gdmez-Arjona

et al., 2014a) sugiriendo un alto grado de redundancia funcional.

3.1.1. Analisis transcriptomico mediante RNA-Seq de plantas fbnla-fbnlb sometidas

a estrés luminico

El andlisis de RNA-Seq se llevo a cabo en el mutante doble fbnla-fbnlb de Arabidopsis
thaliana en dos condiciones de crecimiento y con dos réplicas bioldgicas por cada linea de planta
y por cada condicidn. Las plantas analizadas fueron crecidas en CN o crecidas en CN y sometidas

a 3 horas de estrés luminico (AL, 600 pmol m™s™).

El analisis mostré que, a nivel de RNAm, no existian diferencias significativas en la

expresion de genes en este mutante con respecto a la linea silvestre (WT).

Los resultados mostraron que no existe ningln gen diferencialmente expresado en las
plantas WT y el mutante doble en CN. Por otro lado, Unicamente tres genes se expresaron de
forma diferencial entre ambas lineas en AL. Dos de estos genes correspondian a FBN1ay FBN1b,
mientras que el tercer gen es ATMRD1, que codifica para la proteina “Mto responding down 1”.

Esta proteina no estd caracterizada y no se conoce su funcién.

Los resultados del analisis transcriptdmico indican que las FBNs 1a y 1b no ejercen su
funcion modulando la expresidn de genes dianas y sugieren que el mecanismo de accion de

estas FBNs se llevaria a cabo sobre proteinas.

3.1.2. Fibrilina 2 presenta una localizacién dual: soluble en el estroma y asociada a

membranas tilacoidales

Estudios protedmicos previos indicaban que FBN2 se encuentra localizada

mayoritariamente en los PGs, siendo 1188 veces mas abundante en estos que en el estroma y
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59 veces mas abundante que en los tilacoides en general (Lundquist et al., 2012). Cuando se
analiza mediante microscopia confocal el patrén de localizacién de los polipéptidos FBN1a y
FBN1b fusionados a la proteina testigo GFP y expresados transitoriamente en Nicotiana
benthamiana, se observa un patron de localizacion en forma de puntos, patrén que es
caracteristico de proteinas asociadas a los PGs (Gamez-Arjona et al., 2014a). Por el contrario, el
polipéptido FBN2-GFP muestra un patron de localizacion diferente. La localizacién del péptido
de fusién FBN2-GFP coincide con la autofluorescencia de las clorofilas (Figura 3.1), indicando
que FBN2 puede localizarse soluble en el estroma o estar asociada a las MTs de una manera

uniforme.

GFP-FBN2 Clorofilas Superposmlon

Figura 3.1: Localizacion sub-cloroplastica de la proteina FBN2 mediante expresion transitoria en N. benthamiana.
Se observan las imagenes tomadas mediante microscopia confocal de fluorescencia de la proteina FBN2 fusionada a
la proteina testigo GFP. La construccidn se expresd bajo el control del promotor constitutivo 35S. Se muestra la sefial
emitida por el péptido de fusion FBN2-GFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicién de ambas
imagenes. La barra blanca indica el tamafio de 10 um.

Al objeto de corroborar los resultados obtenidos mediante fusién con GFP, se llevaron
a cabo analisis de inmunoblot de las fracciones soluble y asociada a membranas, separadas
mediante ultracentrifugacion, de cloroplastos aislados de plantas WT. Previamente a este
analisis se llevd a cabo la titulacion del anticuerpo primario Anti-FBN2, anticuerpo especifico
producido durante esta tesis doctoral y que reconoce al epitopo RSSLPSESESESDL de la proteina
FBN2, comprendido entre los aminodacidos 53 y 66, para encontrar su dilucién dptima de trabajo.

Se usaron para este fin extractos crudos obtenidos de plantas WT.

En la Figura 3.2 se muestra que la dilucién idénea para el empleo del anticuerpo

mencionado es 1:2000, dilucion a la que se obtiene una sefial mas clara.
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Figura 3.2: Titulacién del anticuerpo Anti-FBN2. Inmunoblot con el anticuerpo primario Anti-FBN2 de extractos
crudos de hojas de roseta de A. thaliana. 30 pg de proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE,
transferidas a membranas de PVDF e incubadas con el anticuerpo mencionado. En la parte superior se muestran las
diluciones del anticuerpo empleadas en cada calle. A la derecha se indica la banda correspondiente a la proteina
FBN2. A la izquierda se muestra la posicion y la masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores.

Tras la titulacion del anticuerpo, se procedio a analizar la localizacion de FBN2 mediante

inmunoblot en fracciones separadas.

La Figura 3.3 muestra los resultados de la incubacién de ambas fracciones con los
anticuerpos Anti-FBN2, Anti-GLN2 y Anti-PsbA. GLN2 es la glutamina sintetasa 2, que es
empleada en este estudio como marcador estromatico. PsbA es la proteina D1 del PSll y se usa
como marcador de MTs. Se observéd que ambas fracciones solo presentaban sefial de sus
respectivos marcadores, indicando que no existia contaminacion de una fraccion a otra. La
proteina FBN2 aparecia en ambas fracciones analizadas y en proporciones similares, indicando
asi que se encontraba presente tanto de forma soluble en el estroma como asociada a las MTs.
Sin embargo, con estos dos ensayos no se podia asegurar que la poblacion de FBN2 asociada a
MTs se localizase exclusivamente en asociacién con los PGs o pudiera tal vez estar también
asociada a otras regiones de las mismas. Las diferencias en los patrones de localizacién de las

proteinas FBN1s y FBN2 son la primera evidencia de diferencia de funciones entre estas

proteinas.
83
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Resultados
Capitulo |

kDa E M

170 —
130 —
100 —
70—
55—
40— | w— N2
35

25—
15—

10—

40 — —_— <+ GLN2

35 —
<« PSBA

Figura 3.3: Estudio de la localizacion sub-cloroplastica de la proteina FBN2 mediante inmunoblot. Se rompieron
cloroplastos aislados de hojas de roseta de Arabidopsis thaliana y se aislaron las fracciones estromatica (E) y de
membranas (M) por ultracentrifugacién a 100000 g y 42C durante 1 hora. El precipitado se resuspendié en el mismo
volumen que el sobrenadante y 30 ug de proteinas de cada fraccion fueron separadas mediante electroforesis SDS-
PAGE, transferidas a filtros de PVDF e hibridadas con los anticuerpos Anti-FBN2, Anti-GLN2 o Anti-PsbA. Las flechas
indican las bandas correspondientes a cada una de las proteinas reconocidas. A la izquierda se muestra la posicion y
la masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores.

Se decidid estudiar entonces el perfil de distribucion de FBN2 dentro de las MTs. Para
ello, se aislaron cloroplastos de hojas de roseta de plantas WT de A. thaliana y, una vez aislados,
se rompieron y se separaron las fracciones estromatica y de membrana por ultracentrifugacion.
Se descartd la fraccion estromatica y la fraccion de membrana se aplicé a un gradiente

discontinuo de sacarosa para ser ultracentrifugada y separada en fracciones de 0,5 ml.

84
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Resultados
Capitulo |

170 —
130 —

100 —
70 —
55—
40— — ot S — D S G s WS B | < FEN2
35—

25—
15—

10—

35— - E - - n <«—PSBA

35— s 4 | «rBN1a

5% 15% 20% 38% 45%

Concentracidn de sacarosa

Figura 3.4: Estudio mediante inmunoblot del perfil de distribucion de FBN2 en MTs fraccionadas en gradiente
discontinuo de sacarosa. Cloroplastos aislados de hojas de roseta de Arabidopsis thaliana se rompieron y la fraccién
de membranas se ultracentrifugé a 100000 g y 42C durante 16 horas en gradiente discontinuo de sacarosa. Cantidades
desconocidas de proteinas de las distintas fracciones fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE,
transferidas a filtros de PVDF e hibridadas con los anticuerpos primarios Anti-PsbA, Anti-FBN1a y Anti-FBN2. Abajo se
muestran los porcentajes de sacarosa correspondientes a cada fraccion. A la izquierda se muestra la posicién y la
masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores. Las flechas indican las bandas correspondientes a
cada una de las proteinas reconocidas.

En la Figura 3.4 se puede comprobar que FBN2 se distribuye por las MTs en la mitad
superior de fracciones mas densas, aunque también aparece en menor medida en fracciones
menos densas con un porcentaje de sacarosa entre 15% y 20%. Se puede observar como la
proteina tiene un perfil de distribucion en las MTs mucho mas amplio que el obtenido para PsbA,
usada aqui como marcador del PSII. Esto podria indicar que FBN2 se localizaria en los PGs, pero

también en otras zonas de las MTs donde también se encontrarian los fotosistemas.
3.1.3. Aislamiento de un mutante carente de la proteina FBN2

El primer paso en la caracterizacion de un mutante de Arabidopsis thaliana es la
comprobacién de que se trata de un mutante homocigoto para el gen de estudio. Se llevd a cabo
el genotipado de dos lineas mutantes KO del gen que codifica para FBN2 (At2g35490), obtenidas
de las diferentes colecciones de mutantes de Arabidopsis por insercion de T-DNA del Laboratorio
de Analisis Gendmico del Instituto SALK y de Syngenta (Sessions et al., 2002). La finalidad de
caracterizar dos mutantes en vez de uno era la de demostrar que ambos se comportaban de la
misma manera y, por tanto, las alteraciones fenotipicas observadas se deberian a la ausencia de
la proteina estudiada y no a otra mutacion. Se selecciond una linea homocigota para una de las

lineas estudiadas (SALK_124590), que posee una insercion en el primer exdn, mientras que la
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otra supuesta linea de insercidon analizada era en realidad homocigota silvestre (datos no
mostrados). Para estos ensayos se utilizo como molde DNA extraido de las plantas y los
oligonucledtidos especificos indicados en Materiales y Métodos. Ante la falta de un segundo
mutante KO del gen FBN2, se procedid a la obtencién de una linea transgénica de FBN2 donde
se revirtié el genotipo mutante fbn2 mediante la insercion de la secuencia gendmica silvestre en
el genoma de la linea mutante previamente analizada (apartado 3.1.8). Por otro lado, se llevd a
cabo también el genotipado de la linea mutante fbnla-fbnlb-fbn2 producida en esta tesis
doctoral, mientras que la linea mutante fbnla-fbnlb ya habia sido previamente genotipada

(Tesis doctoral Francisco Manuel Gamez Arjona).

FBN1b

FBN1a

FBN2

fbnla-fbnib-fbn2

pb  AM AS  AM AS  AM  AS

700—
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400—
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200—

Figura 3.5: Esquema de las inserciones de T-DNA en los mutantes fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2 y resultados de los
andlisis mediante PCR de la insercion de T-DNA en el genoma de dichas lineas. Se muestran los sitios de insercion
de T-DNA en los genes FBN1b, FBN1ay FBN2 (A) y los resultados de amplificacion de sus correspondientes secuencias
(B) en las lineas mutantes empleadas. Para la identificacion del alelo silvestre mediante PCR se utilizaron
oligonucledtidos internos de cada gen y para el alelo mutante se usé uno de los oligonucledtidos del gen més otro
propio de la insercién de T-DNA. En A, las cajas azules representan los exones, las rayas negras muestran los intrones,
las rayas verdes muestran las regiones sin traducir (“untranslated region”, UTR) y las cajas rojas representan las
inserciones de T-DNA. En B, se muestra a la izquierda la posicion de las diferentes bandas (en pb) del marcador de
tamafio empleado.

En la Figura 3.5 se muestra el esquema de los genes At4g22240 (FBN1b), At4g04020

(FBN1a) y At2g35490 (FBN2) y la insercion de T-DNA en cada linea mutante, ademas de mostrar
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los resultados de los ensayos de PCR empleados para identificar las lineas mutantes

homocigotas para cada uno de ellos.

Una vez comprobado que ambas lineas de plantas eran mutantes homocigotas, se
procedid a la comprobacién de que, ademas, carecian de la proteina FBN2. No se analizé la
expresion de las proteinas FBN1a y FBN1b porque ya habian sido previamente analizadas
(Francisco M. Gamez Arjona Tesis Doctoral). Se estudid la expresidn de la proteina FBN2 en el
mutante fbn2 y en plantas WT usando extractos crudos de ambas lineas de plantas.

kDa WT  fbn2
250 —

150 —

100 —
75—

50 —

S— < FBN2
37 —

25—
20 —
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10—

50 —

25 —

15—

Figura 3.6: Identificacion de la proteina FBN2 en plantas WT y el mutante KO fbn2. Inmunoblot con el anticuerpo
primario Anti-FBN2 de extractos crudos de hojas de roseta de A. thaliana. 20 pg de proteinas fueron separadas
mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a membranas de PVDF e incubadas con el anticuerpo mencionado.
En la parte superior se muestra la linea de planta a la que pertenece cada calle. La flecha indica la banda
correspondiente a la proteina FBN2. Abajo aparece la tincién con azul de Coomassie de la membrana de PVDF, usada
como control de carga. A la izquierda se indican las posiciones y las masas moleculares en kDa de las proteinas usadas
como marcadores de tamafio.

Se comprobd que el mutante fbn2 y, por ende, el mutante fbnla-fbnlb-fbn2 carecen

por completo de la proteina FBN2 (Figura 3.6).
3.1.4. El estrés luminico reduce el crecimiento del triple mutante fbnla-fbnib-fbn2

Las curvas de crecimiento de los diferentes mutantes del subgrupo FBN1-2 fueron
medidas en condiciones de estrés por AL usando plantas directamente crecidas en estas

condiciones (Figura 3.7).

87
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Resultados

Capitulo |
A 4000
1 =WT
3500 1 ~=fbn2
1 fon1a-fon1b
3000 A
. i fbn1a-fbn1b-fbn2
£ 2500 -
E \
@ 2000 A J'
o
2 1500 } 1
Q ]
1000 | I
500 A = 1
0 [ E— T T
10 13 16 20 24 27 30
Dias tras la siembra
B 10000
WT
fbn2 . .
-« | - N
fbnla-fbnlb ‘ i1
v 1
1000 4 fbnla-fonlb-fbn2 | i bl
T |
of | ‘ T
£ i1
£ 100 - 1%
L_f:.)
10 4 L*
1

10 13 16 20 24 27 30

Dias tras la siembra

Figura 3.7: Curvas de crecimiento de los mutantes KO fbnla-fbnlb, fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2 frente al WT. Las
plantas se crecieron bajo un fotoperiodo de DL y en condiciones de estrés por AL. El peso de la roseta se determind
en diferentes dias a lo largo del ciclo de vida de la planta. Cada punto corresponde a la media (+ desviacion estandar)
del peso de 5-6 plantas. *indica que hay diferencia significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05;
** con p<0,01; *** con p<0,005.

El mutante doble fbnla-fbnlb presentd una tasa de crecimiento casi idéntica a la
presente en el WT en todos los puntos de la curva analizados, mientras que fbn2 posee un peso
fresco/planta igual al WT en la mayor parte de los puntos de la curva con excepcion de aquellos
obtenidos a los dias 10 y 16, donde obtenemos diferencias. Sin embargo, al no ser estos dos
puntos de crecimiento consecutivos y tener el segundo solo una confianza del 95%, lo
descartamos y supusimos que se trataba de un artefacto debido al nimero de réplicas utilizadas.
El mutante triple fbnla-fbnlb-fbn2 presenté un peso fresco/planta significativamente inferior

al WT en todos los puntos de la curva de crecimiento.
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Se comprobd, por otro lado, si estos mismos mutantes poseian un comportamiento en
su crecimiento similar al ser sometidos a estrés abidtico durante un largo periodo sin ser
germinados en estas mismas condiciones. A los 19 dias de crecimiento en CN de plantas de las

cuatro lineas anteriores, se aplico un estrés conjunto por ALF durante 30 dias (Figura 3.8).

Figura 3.8: Foto de plantas WT y mutantes KO fbnla-fbnlb, fbn2y fbnla-fbnlb-fbn2 sometidas a un estrés por ALF.
Las plantas fueron germinadas y crecidas en CN durante 19 dias para posteriormente aplicérseles un estrés por ALF
durante 30 dias.

Los resultados mostrados en la Figura 3.7 parecen indicar que tanto las FBN1s como la
FBN2 poseen redundancia funcional y que, por tanto, el crecimiento vegetativo solo se ve
afectado ante la falta de las tres proteinas. Sin embargo, este efecto deletéreo en el crecimiento
de la planta no se observa cuando esta crece en CN y es sometida posteriormente a estrés

(Figura 3.8).

3.1.5. La acumulacion de antocianinas inducida por estrés luminico esta afectada en

los diferentes mutantes del subgrupo FBN1-2

Estudios previos han demostrado que el mutante knock down (KD) fbnla-fbnlb-fbn2
acumula niveles de antocianinas menores que WT al ser sometido a un estrés por ALF (Youssef
et al., 2010). Para diseccionar el papel de las proteinas FBN1s y FBN2 en esta alteracion
fenotipica se analiz6 la acumulacién de antocianinas en los mutantes KO carentes de FBN1ay
FBN1b (fbnla-fbnib), de FBN2 (fbn2) y de las tres proteinas (fbnla-fbnlb-fbn2). Para ello, se

crecieron plantas en CN 20 dias y se les aplicé posteriormente un estrés por ALF durante 30 dias.

En la Figura 3.9 se puede apreciar que los niveles de antocianinas aumentaron en todas
las lineas analizadas al aplicar un estrés por ALF. Este aumento fue mas bajo en las lineas fbn2 y

fbnla-fbnib-fbn2 con respecto a WT y muy similar entre ellas. Estos resultados fueron
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apreciables a los 7 dias de estrés. En el caso de fbnla-fbnlb, el aumento en la acumulacién
también fue menor que en WT, pero ligeramente superior al observado en las otras dos lineas

mutantes. A los 30 dias todas estas diferencias desaparecieron.
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Figura 3.9: Niveles de antocianinas en plantas WT y en los diferentes mutantes del subgrupo FBN1-2 sometidas a
un estrés conjunto por ALF. Las plantas fueron cultivadas 20 dias en CN de crecimiento, tras lo cual se les aplicé un
estrés por ALF durante 30 dias. Cada punto corresponde a la media (+ desviacidn estandar) del valor obtenido para
4-6 ensayos. **indica que hay diferencia significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,01; *** con
p<0,005.

La biosintesis de antocianinas es controlada por numerosos factores reguladores a nivel
transcripcional y se ha demostrado que el acido jasmonico media la induccién por alta intensidad
luminica de la acumulacién de antocianinas en diferentes especies de plantas, como la soja

(Franceschiy Grimes, 1991), aunque el mecanismo molecular de este proceso alin no se conoce.

Todos estos resultados llevaron a estudiar si la acumulacién de antocianinas se veria
nuevamente restablecida al afiadir 2 mM de 4cido jasmodnico a las plantas sometidas a

condiciones de estrés por ALF (Figura 3.10).
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Figura 3.10: Estudio de la acumulacién de antocianinas tras la adicion de acido jasmoénico en plantas WT y mutante
fbnla-fbnib-fbn2 sometidas a estrés por ALF. Las plantas fueron cultivadas 18 dias en CN de crecimiento, tras lo cual
se sometieron a un estrés por ALF durante 7 dias con o sin la adicién de acido jasménico 2 mM cada 3 dias. Cada

punto corresponde a la media (+ desviacion estdndar) del valor obtenido para 3 ensayos. *indica que hay diferencia
significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05.

Los niveles de antocianinas en las hojas de los mutantes analizados alcanzaron los
valores detectados en plantas WT a los 30 dias de estrés por ALF (Figura 3.8), indicando que la
acumulacion de antocianinas fue ralentizada, pero no eliminada, en las lineas mutantes. Este
retraso fue abolido tras un tratamiento con acido jasmdnico 2 mM (Figura 3.10), apoyando la
idea de que efectivamente dicho retraso es una consecuencia de defectos en la sintesis de

acido jasmonico en las plantas mutantes.

3.1.6. Las proteinas del subgrupo FBN1-2 protegen al PSIl en condiciones de estrés

conjunto por alta intensidad luminica y baja temperatura

Una de las funciones propuestas para la familia de FBNs es la de proteccidn del aparato
fotosintético frente a diferentes estreses abidticos (Singh y McNellis, 2011). Se analiz6 el estado
del PSII determinando la fluorescencia de la clorofila a del PSIl en los mutantes fbnla-fonlb,
fbn2 y fbnla-fbnlb-fbn2 en diferentes estreses abidticos como AL, baja temperatura o una

combinaciéon de ambos.

Se crecieron las plantas durante 34 dias bajo un fotoperiodo de DCy en CN, tras lo cual
se les aplico un estrés por AL, baja temperatura o ALF durante 7 dias. Se determiné el F,/F,, en
estas plantas mediante un fluorimetro de amplitud de pulso modulada IMAGING-PAM a0, 1y 7

dias de estrés.
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La Figura 3.11 muestra imagenes de color falso representando los valores F,/F,, de los
diferentes mutantes del subgrupo FBN1-2 y de plantas WT sometidas a estrés por ALF durante
0, 1y 7 dias. La Figura 3.12 muestra los valores numéricos de F,/F,, de esas mismas plantas.
Como puede verse, todas las lineas presentaron niveles similares de este parametro antes de
aplicar el estrés. Tras un dia de estrés, se observa que los mutantes presentaban un menor F,/F,
que el WT. Esta disminucion es aun mayor tras 7 dias de estrés (Figura 3.12), siendo esta
disminucidn aditiva: hay una mayor disminucién en el mutante triple que en sus respectivos
parentales. Estas medidas se realizaron en las hojas adultas completamente desarrolladas de la
roseta, ya que se observo que las hojas inmaduras pendientes de desarrollo recuperaban los
valores iniciales de F,/F, tras 7 dias de estrés. En algunas de las hojas desarrolladas empleadas
en la medicidn se observd la aparicion de necrosis. Estas zonas necréticas fueron mas frecuentes
en el mutante doble fbnla-fbnlb y ain mas frecuentes en el mutante triple fbnla-fnib-fbn2,

como puede verse en las imagenes en visible en la Figura 3.11.

Dias de estrés

7 (visible)

fbn2 WT

fbn1a-fbon1b

fbn1a-fbn1b-fbn2

Figura 3.11: Valores (en falso color) de F,/F,, de plantas WT y mutantes fbnla-fbnlb, fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2
sometidas a estrés por ALF durante 0, 1y 7 dias. Las plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones.
La emision de fluorescencia minima (Fo) y maxima (F,,) se obtuvieron mediante el sistema IMAGING-PAM. F, se calcula
como F-Fo. La barra al pie de la fotografia indica la escala de valores de F,/F,.
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Figura 3.12: Niveles de F,/F,, de plantas WT y mutantes fbnla-fbnilb, fbn2 y fbnla-fobnib-fbn2 sometidas a estrés
por ALF durante 0, 1y 7 dias. Las plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones. La emisién de
fluorescencia minima (Fo) y maxima (F,,) se obtuvieron mediante el sistema IMAGING-PAM. F, se calcula como F,-Fo.
Cada punto corresponde a la media (+ desviacion estandar) de 5 medidas. *indica que hay diferencia significativa con
respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05; *** con p<0,005.

Al objeto de averiguar a qué tipo de estrés correspondia el fenotipo obtenido en Figura
3.11y en Figura 3.12, se analizaron los valores de F,/F,, en condiciones de estrés por AL (Figura

3.13, A) y de estrés por baja temperatura (Figura 3.13, B).
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Figura 3.13: Niveles de F,/F,, de plantas WT y mutantes fbnla-fbnlb, fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2 sometidas a estrés
por AL durante 0, 1 y 7 dias. Las plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones. La emision de
fluorescencia minima (Fo) y maxima (F,,) se obtuvieron mediante el sistema IMAGING-PAM. F, se calcula como F,-Fo.
Los estreses empleados son por AL (A) y por baja temperatura (B). Cada punto corresponde a la media ( desviacién
estandar) de 5 medidas. *indica que hay diferencia significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05.

La baja temperatura, como condicion de estrés abidtico, no afectd por si sola al F,/F,,, de

los distintos mutantes del subgrupo FBN1-2 (Figura 3.13, B), mientras que el estrés por AL hizo

que fuese menor en todos ellos al compararlos con WT (Figura 3.13, A). Esta diferencia

significativa desaparecid a los 7 dias de estrés.
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Se procedid a estudiar la respuesta de las distintas lineas de plantas empleadas con

respecto a los pardmetros fotosintéticos (1), ®(NPQ), ®(NO) y 1-gL a diferentes intensidades

de luz actinica y en condiciones de estrés por ALF. En CN de crecimiento no se vieron diferencias

significativas con respecto a WT (Figura 3.14).
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Figura 3.14: ®(l1), ®(NPQ), D(NO) y 1-gL a intensidades crecientes de luz actinica de plantas WT y mutantes fbnla-
fbnib, fbn2y fbnla-fbnib-fbn2 en CN de crecimiento. Se uso el sistema IMAGING-PAM. Las plantas se adaptaron a
oscuridad 30 min antes de las mediciones. Cada punto corresponde con la media de 5 medidas independientes (+
desviacion estandar). PAR = radiacidn fotosintéticamente activa.

Se aplicd un estrés conjunto por ALF durante 1 dia y se analizaron los mismos

parametros fotosintéticos que en la Figura 3.14. Se observé que la respuesta obtenida diferia de

la obtenida en plantas WT y era similar en los tres mutantes utilizados (Figura 3.15). ®(NPQ) y

@O(NO) variaron con respecto a WT, donde se observé que ®(NO) aumentaba O(NPQ) disminuia,

mientras que los otros dos parametros restantes se mantenian iguales.

95

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018

FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Resultados
Capitulo |

-
o
o
o
£
S
g
a
=
S
=3
S N ,\/\z ,‘:\ r;)‘c (,7‘0 \’\\ \b\‘o ’g)’\/ ,’;’b ,’qu b(.o’\r (;,”\/ b\’\ q’Q\ \9/\@ \:{,,’\r Q N \\' ’1,\’ ,,}Q) (,;O O’\ \b-b "3’\/ ,’?)‘0 ”)Q’(O b‘b\/ (’?J\ @NN %Q'\/ \9/\(0’\:{,)\
PAR PAR

X fbnla-fbnib fbnla-fbnib-fbn2

0o ] 00 AT om I

] oea [ B! *-O(NPQ) 11111
% 08 | -O(NO) 1 A4t *(NO) ahaaedl
& 1 I l L 111
5 071 | 1
S ]
5 06 -
g os 1K
s %13
5 04 A
5’ 0,3 :

02 1

01 1 / )

1/ 4 N
o Lde /o

O N WD A a0 O D 0 2 40 o A DA D O N DAY N0 0D 0 N0 DD DD A0 N
R N O g ) R NN A R O R

PAR PAR

Figura 3.15: ®(l1), ®(NPQ), ®(NO) y 1-gL a intensidades crecientes de luz actinica de plantas WT y mutantes fbnla-
fbn1b, fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2 sometidas a estrés por ALF durante 1 dia. Se usd el sistema IMAGING-PAM. Las
plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones. Cada punto corresponde con la media de 5 medidas
independientes (+ desviacion estandar). PAR = radiacién fotosintéticamente activa.

Se aplicé un estrés conjunto por ALF durante 7 dias y se analizaron los mismos
parametros fotosintéticos que en los casos anteriores. La respuesta obtenida puede ser
observada en la Figura 3.16. La disminucidon de ®(NPQ) y el aumento de ®(NO) en el mutante
fbn2 fueron aun mayores a 7 dias de estrés. En el mutante fbnla-fbnlb estos cambios fueron
mas acentuados que en el mutante fbn2, mientras que su @(ll) disminuyé hasta casi ser cero y
su 1-gL fue casi uno. Esto mismo ocurrié en el mutante fbnla-fbnlb-fbn2, con la apreciacion de

que su comportamiento fue incluso mas acentuado que en el caso de fbnla-fbnib.
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Figura 3.16: ®(1), ®(NPQ), D(NO) y 1-gL a intensidades crecientes de luz actinica de plantas WT y mutantes fbnla-
fbnib, fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2 sometidas a estrés por ALF durante 7 dias. Se usé el sistema IMAGING-PAM. Las
plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones. Cada punto corresponde con la media de 5 medidas
independientes (+ desviacion estandar). PAR = radiacién fotosintéticamente activa.

Los resultados analizados en los tres ensayos anteriores estan en consonancia a lo

observado con los niveles de F,/F,, y apoya la teoria de que FBN2 se comporta de forma diferente

a FBN1s y que las consecuencias de la eliminacidn de estas proteinas son mas notables al

eliminar ambos grupos de FBNs que al eliminar solo uno de ellos.

3.1.7. Mutaciones en las proteinas del grupo FBN1-2 aumentan el estrés oxidativo

mediado por alta intensidad luminica y baja temperatura

La formacién de zonas necroéticas en hojas de los diferentes mutantes del subgrupo

FBN1-2 sometidos a estrés por ALF podrian indicar la formacién de ROS en estas plantas. Para

testar esta hipdtesis se procedid a analizar el contenido de algunas de estas especies; en
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concreto se procedid a la tincidn de hojas de los diferentes mutantes para detectar la presencia

de Hzoz Yy de 02-.

Para estudiar el contenido en perdxido de hidrégeno se llevd a cabo un ensayo de tincion
con DAB. Se crecieron plantas de las diferentes lineas 34 dias en condiciones de DC, tras lo cual
se las sometid a un estrés por ALF. Se tomaron muestras de hojas de plantas a 0 y 7 dias de

estrés.

A tiempo 0, correspondiente a la tincién en plantas no estresadas, no se observaron
diferencias apreciables en el contenido en H,0, en los diferentes mutantes comparados con el
WT. Sin embargo, a los 7 dias de estrés se puede observar que hubo una mayor acumulacion,
aunque pequefia, de peroéxido en los mutantes del subgrupo FBN1-2 (Figura 3.17).

Dias de estrés

WT

fbn2

fbnla- ]
fbnib

fbnla-
fbnib-4
fbn2

Figura 3.17: Determinacion de la presencia de perdxido de hidrégeno mediante tincion con DAB en plantas WT y
mutantes fbnla-fbnib, fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2. Las plantas fueron crecidas en DC durante 34 dias. Posteriormente
se sometieron a un estrés por ALF y se tomaron medidas a 0 y 7 dias. Las imagenes escogidas son las mas
representativas de 5 réplicas bioldgicas.
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Para estudiar el contenido en ién superéxido se llevd a cabo un ensayo de tincidn con

NBT, exactamente de la misma manera y en las mismas condiciones que en el ensayo de H,0,.

En el estudio de la presencia de O, se puede observar que no existieron diferencias
apreciables, al igual que en los casos anteriores, entre los mutantes estudiados y el WT a 0 dias
de estrés. Cabe mencionar que no fue posible eliminar un mayor porcentaje de clorofila de las
hojas tratadas con NBT en este caso y de ahi proviene el color verde de las mismas. Al ser
aplicado el estrés por ALF, se observa que, a los 7 dia de estrés, se acumuld mayor cantidad de

0, en los mutantes que en el WT (Figura 3.18).

Dias de estrés

Figura 3.18: Determinacion de la presencia de i6n superéxido mediante tincion con NBT en plantas WT y mutantes
fbnla-fbnib, fbn2 y fbnla-fbnib-fbn2. Las plantas fueron crecidas en DC durante 34 dias. Posteriormente se
sometieron a un estrés por ALF y se tomaron medidas a 0y 7 dias. Las imagenes escogidas son las mas representativas
de 5 réplicas bioldgicas.
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Este tipo de analisis, basado en tincidn, no es cuantitativo, por lo que se decidié analizar
los niveles de MDA en las hojas de las plantas mutantes sometidas a estrés. El MDA es un
indicador de la peroxidacion de lipidos de membranas provocada por la presencia de ROS (Buege

y Aust, 1978).

Se crecieron plantas y se les aplicd un estrés por ALF de la misma forma y en las mismas
condiciones que en los dos ensayos anteriores. El andlisis de perdxidacion lipidica se llevé a cabo

como se indica en Materiales y Métodos. Los resultados se pueden observar en Figura 3.20.

1000 TR TT T
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Dias de estrés
Figura 3.19: Determinacion de los niveles de MDA en plantas WT y mutantes fbnla-fbnib, fbn2y fbnla-fbnib-fbn2.
Las plantas fueron crecidas en DC durante 34 dias. Posteriormente se sometieron a un estrés por ALF y se tomaron

medidas a 0 y 7 dias. Cada punto corresponde a la media (+ desviacion estandar) de 5 medidas **indica que hay
diferencia significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,01; *** con p<0,005.

El andlisis del contenido de MDA (Figura 3.19) indica que existen diferencias
significativas entre los mutantes empleados y WT en cuanto al contenido de ROS. Sin embargo,
en concordancia con los resultados obtenidos en las tinciones con DAB (Figura 3.17) y NBT
(Figura 3.18), estas diferencias, aunque significativas, no son muy grandes en términos

numéricos y, por ello, no se observaban diferencias claras en dichas tinciones.

3.1.8. Los fenotipos observados en el mutante fbn2 revierten al ser transformado

con el DNA gendmico de FBN2

La finalidad de la obtencién de esta planta transgénica es la de demostrar que los
resultados obtenidos para el mutante KO fbn2 se deben exclusivamente a la mutacién en dicho
gen. Al obtener una planta transgénica, partiendo de una planta mutante fbn2 a la que le ha sido
introducida la secuencia gendmica completa de FBN2, podemos corroborar que los resultados

mostrados en esta tesis doctoral para fbn2 son exclusivos de la mutacidon en dicho gen.
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La secuencia gendmica empleada para este analisis fue obtenida de TAIR
(https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&id=34978), a la cual le ha sido
afiadida 1kb mds de secuencia promotora para que el gen FBN2 esté regulado en la planta

transgénica bajo su propio promotor.

Cinco lineas transformantes (resistentes a kanamicina) fueron obtenidas a partir de la
transformacién del mutante fbn2.Se recogieron semillas de forma individualizada de cada una
de estas cinco plantas y se analizé la resistencia a kanamicina de estas semillas para ser
seleccionadas segun su frecuencia de segregacidn de la resistencia al antibidtico. De todas
ellas, se seleccionaron dos lineas transgénicas, conocidas como T4.5y T5.6, y con un
porcentaje de resistencia de sus semillas a kanamicina en torno al 50% para posteriores
analisis.

Mediante PCR se analizé la presencia del transgen en las plantas seleccionadas (Figura

3.20).

WT T4.5 T5.6

pb AM  AS  AM  AS  AM  AS
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Figura 3.20: Resultado de los analisis mediante PCR de la inserciéon del gen FBN2 en el genoma de plantas mutantes
fbn2. Para la identificacidn del alelo silvestre mediante PCR se utilizaron oligonucleétidos internos de cada gen y para
el alelo mutante se usé uno de los oligonucledtidos del gen mas otro propio de la insercion de T-DNA.

Una vez comprobada la insercién del gen FBN2, se procedié a estudiar la expresion de
la proteina FBN2 mediante inmunoblot en estas plantas y en plantas WT usando extractos

crudos de ambas lineas.

En la Figura 3.21 se puede observar que la expresion del gen FBN2 es mayor en la
planta transgénica T4.5 que en el WT, posiblemente por la insercién de mas de una copia del

gen FBN2 en el genoma de las plantas.
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Figura 3.21: Estudio de la expresion del gen FBN2 en plantas WT, mutante fbn2 y transgénicas fbn2::FBN2 T4.5 y
T5.6. Inmunoblot con el anticuerpo primario Anti-FBN2 de extractos crudos de hojas de roseta de A. thaliana. 20 ug
de proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a membranas de PVDF e incubadas
con el anticuerpo mencionado. En la parte superior se muestra la linea de planta a la que pertenece cada calle. A la
derecha se indica la banda correspondiente a la proteina FBN2. Abajo aparece la tincion con azul de Coomassie de la
membrana de PVDF usada como control de carga. A la izquierda se indica la masa molecular (kDa) y la posicién de
migracion de proteinas empleadas como marcadores.

Como siguiente paso en la caracterizacion de las plantas T4.5y T5.6, se analizd el estado
del PSIl determinando la fluorescencia de la clorofila a en estas plantas transgénicas y en plantas
WT en condiciones de estrés por ALF. Se crecieron las plantas durante 34 dias bajo un
fotoperiodo de DC, tras lo cual se les aplicé un estrés por ALF durante 7 dias. Se determind el

F./Fm en estas plantas mediante el sistema IMAGING-PAM a 0, 1y 7 dias de estrés.

La Figura 3.22 muestra los valores de F,/F,, en las diferentes plantas empleadas en este

analisis bajo un estrés por ALF.
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Figura 3.22: Niveles de F,/F,, obtenidos para plantas WT y transgénicas T4.5 y T5.6 sometidas a un estrés por ALF.
Las plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones. La emision de fluorescencia minima (Fq) y

méxima (F,) se obtuvieron mediante el sistema IMAGING-PAM. F, se calcula como F,,-F,. Cada punto corresponde a
la media (z desviacion estandar) de 5 medidas.

Al analizar los valores de F,/F,, observamos que el estado alterado del PSll se revierte
al transformar plantas fbn2 con el DNA gendmico de FBN2. Dicho valores (Figura 3.22) son

idénticos en plantas WT y en plantas transgénicas.

Para finalizar con la caracterizacion de las plantas T4.5 y T5.6 se procedio a analizar la
acumulacion de antocianinas en dichas plantas y en plantas WT en condiciones de estrés
conjunto por ALF. Para ello se crecieron plantas durante 42 dias bajo un fotoperiodo de DC,

tras lo cual se les aplicd un estrés por ALF durante 21 dias, tomando muestras a 0, 7 y 21 dias

de estrés.
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Figura 3.23: Niveles de antocianinas en plantas WT y transgénicas T4.5 y T5.6 sometidas a un estrés conjunto por
ALF. Las plantas fueron cultivadas 42 dias en CN de crecimiento, tras lo cual fueron sometidas a un estrés por ALF
durante 21 dias. Cada punto corresponde a la media ( desviacidn estandar) del valor obtenido para 5 ensayos.

En la Figura 3.23 se confirma que la acumulacion de antocianinas en las plantas
transgénicas fbn2::FBN2 no difiere de la obtenida en plantas WT. Como se puede observar en
todos los analisis llevados a cabo, estas transgénicas se comportan practicamente de la misma
forma que plantas WT, lo que indica que la reversidn de la mutacidn por insercién de T-DNA en

el gen FBN2 se ha logrado con éxito.

3.1.9. Busqueda de proteinas que interaccionen con FBN2 mediante ensayos de Co-

IP

Los analisis transcriptomicos realizados con el mutante fbnla-fbnlb sugieren que las
FBNs podrian ejercer su papel modulando de algtiin modo la funcidn de otras proteinas, mas que
afectando a la expresion de genes diana. Por ello, se procedid a la busqueda de proteinas que
interaccionaran con FBN2. La técnica empleada fue la Co-IP, usando un anticuerpo especifico
contra la proteina completa FBN2 (Anti-FBN2 Co-IP). Este anticuerpo es diferente al empleado
previamente en los analisis de inmunoblots, el cual identificaba sélo a un polipéptido de FBN2.
Estos anticuerpos obtenidos contra fragmentos de la proteina no son adecuados para
inmunoprecipitar al polipéptido, por lo que se procedid a obtener un nuevo anticuerpo contra
la proteina FBN2 completa. Tal como se ha comentado en el apartado anterior, FBN2 se localiza

tanto en la fraccion soluble, estromatica, del cloroplasto, como en la fraccién asociada a
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membranas. Se decidid co-inmunoprecipitar ambas fracciones por separado con objeto de

identificar proteinas que interaccionaran con cada una de las poblaciones de FBN2

El ensayo comenzo con el aislamiento de cloroplastos de hojas de roseta de Arabidopsis
thaliana. Una vez aislados, se procedid a romperlos y separar ambas fracciones por
ultracentrifugacion. En el caso de la poblacidon de FBN2 asociada a PGs, su inmunoprecipitacion
podria precipitar también otras proteinas asociadas a los PGs pero que no interaccionen con
FBN2. Para evitarlo, tras la separacion de ambas fracciones, se procedid a solubilizar la poblacion
de membranas incubandola con 0,01% (v/v) de Tritén X-100, una concentracién de este

detergente no idnico que se determind suficiente para separarla de las membranas (Figura 3.24).
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Figura 3.24: Estudio de la solubilizaciéon de FBN2 por el detergente Tritén X-100. Cloroplastos aislados de hojas de
roseta de Arabidopsis thaliana se rompieron e incubaron con cantidades crecientes (v/v) de Triton X-100 a 4C
durante 30 min. Tras la incubacidn, las muestras fueron ultracentrifugadas a 100000 g y 4°C durante 1 hora y las
proteinas de la fraccidn soluble fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de PVDF e
hibridadas con el anticuerpo primario Anti-FBN2. Los nimeros hacen referencia al porcentaje de Tritén X-100
empleado en casa caso. A la izquierda se indica la masa molecular (kDa) y la posicién de migracién de proteinas
empleadas como marcadores.

Tras la solubilizacion de la fraccion de membranas, se procedid al ensayo de Co-IP y la
posterior precipitacion con acetona (ver Materiales y Métodos) para concentrar y limpiar la
fraccion de proteinas tanto con la poblacidn de FBN2 estromatica como con la poblacidn de
FBN2 asociada a membranas. Por ultimo, se analizd mediante espectrometria de masas en el
Servicio de Protedmica del IBVF. Se llevd a cabo un analisis paralelo usando plantas mutantes
fbn2 para identificar a aquellas proteinas que coinmuprecipitan de manera no especifica. Por
otro lado, también se analizé que el anticuerpo Anti-FBN2 Co-IP no reconociera a las proteinas
FBN1la o FBN1b mediante inmunoblot tanto en condiciones nativas como desnaturalizantes

(Figura 3.25).
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Figura 3.25: Estudio de la especificidad de Anti-FBN2. Se emplearon hojas de roseta de A. thaliana de plantas WT y
mutantes fbnla-fbnlb, fbn2y fbnla-fbnlb-fbn2 trituradas con un Tissue Tearor™ en 50 mM HEPES pH 7,5. 30 ug de
proteinas procedentes de los extractos crudos fueron cargadas en un gel de poliacrilamida nativo (A) o con SDS (B),
transferidas a filtros de PVDF e hibridadas con el anticuerpo primario Anti-FBN2 Co-IP. A la izquierda se indica la masa
molecular (kDa) y la posicion de migracion de proteinas empleadas como marcadores.

Se llevaron a cabo tres ensayos independientes de Co-IP con ambas poblaciones de
FBN2. Las proteinas encontradas en todos los ensayos independientes de la poblacién asociada
amembranas se encuentran en la Tabla 3. Las Unicas proteinas encontradas en todos los ensayos
independientes de la poblacién estromatica fueron las isoformas 1y 2 de la fructosa bifosfato
aldolasa: FBA1 y FBA2. Estas isoformas han sido descritas como proteinas asociadas a los PGs
(Vidi et al., 2006; Ytterberg et al., 2006), pero no son consideradas parte del “core” como lo son

las FBNs 1a, 1b, 2 y 4, entre otras (Lundquist et al., 2012).
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Codigo AGI Nombre
At4g04020° FBN1a
At2g21330° FBA1
At4g38970° FBA2
At3g45140 LOX2
At5g42650" AOS
At5g38660 Aclimatacion de la fotosintesis al ambiente, APE1
At4g19170° cco4
At1g20020 Ferredoxin-NADP(H) éxidorreductasa 2, FNR2

Miembro de la superfamilia de plegamiento Rossmann de union a

At3g18890

NAD(P), Tic62
At3g26840° Diacilglicerol acetiltransferasa 4, DGAT4
At5g08740° NDC1
At4g23890 Subunidad S de la NAD(P)H-quinona oxidoreductasa, NdhS
At1g32220° Proteina relacionada con la flavina reductasa

Miembro de la superfamilia de plegamiento Rossmann de union a
At4g35250

NAD(P)

Tabla 3.1: Proteinas que coinmunoprecipitan con la poblacién asociada a membranas de FBN2. La tabla indica el
cddigo AGI de cada gen encontrado, asi como su nombre y/o detalles que caractericen a dicho gen. En negrita
aparecen las proteinas asociadas a los plastoglébulos, descritas por: *Lundquist y cols (Lundquist et al., 2012) y Pvidi
y cols (Vidi et al., 2006) y Ytterberg y cols (Ytterberg et al., 2006).

Es interesante observar que la mayor parte de proteinas obtenidas por Co-IP de la

|II

poblacién asociada a membrana pertenezcan al “core” del proteoma de los PGs y, sin embargo,
no aparezcan las kinasas de tipo ABC1, el tipo de proteinas mds abundante en estos sub-
organulos después de las FBNs. Esto indica que las proteinas localizadas en el analisis de Co-IP
interaccionan efectivamente con FBN2 y no son meros contaminantes presentes en el analisis
porque se localizan también en los PGs. También hay otras proteinas que no han sido

previamente descritas como parte de dicho “core”, como por ejemplo la isoforma 2 de la

ferredoxin-NADP(H) dxidorreductasa (FNR2), la cual forma un complejo con Tic62 (Benz et al.,
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2009), también encontrada en nuestros andlisis de Co-IP. Otro de estos ejemplos es APE1,
involucrada en la adaptacion de la planta a condiciones ambientales fluctuantes, concretamente

a través de las MTs (Walters et al., 2003).
3.1.10. FBN2 interacciona in vivo con FBN1a, FBN1b o con otro polipéptido de FBN2

En la Tabla 3.1 se puede observar que FBN1la coinmunoprecipita con FBN2. Para
corroborar este resultado, se analizd la interaccién in vivo entre estos dos polipéptidos
empleando el sistema BiFC mediante expresidn transitoria de ambos genes en hojas del mesofilo
de N. benthamiana. El método se basa en la divisidon de la proteina fluorescente YFP en dos
mitades, una amino terminal y otra carboxilo terminal (en este trabajo usamos la parte carboxilo
terminal de la proteina CFP), que por si solas no emiten fluorescencia. Estos fragmentos son
clonados para que se fusionen traduccionalmente con las proteinas estudiadas. Si dichas
proteinas interaccionan entre si, el fluoréforo se reconstruye y se observa fluorescencia de la
proteina testigo. Para ello, los cDNA de FBN2 y FBN1a fueron clonados en los vectores binarios

pPXNGW (nYFP) y pXCGW (cCFP) y posteriormente expresados en Nicotiana benthamiana.

Los resultados obtenidos pueden verse en la Figura 3.26. Se puede observar que ambas
proteinas interaccionaron en un patrén punteado similar al observado para la interaccién entre
FBNla y FBN1lb (Gamez-Arjona et al, 2014a) y que concuerda con una localizacion

plastoglobular de FBN2.

FBN1a-FBN2 Clorofilas

Superposicion

Figura 3.26: Estudio de la interaccion in vivo entre FBN1a y FBN2 mediante ensayo de BiFC. Los cDNAs que codifican
para las proteinas completas de FBN1a y FBN2 se fusionaron al extremo amino terminal de la YFP y al extremo
carboxilo terminal de la CFP y se transformaron con ellas hojas de N. benthamiana. Las imagenes muestran la
fluorescencia de la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de ambas imagenes. La barra
blanca indica el tamafio de 10 um.

Considerando la homologia existente entre FBN2 y las FBN1s y que estas Ultimas son
capaces de interaccionar entre ellas y consigo mismas en un patron cabeza-cola, lo que sugiere
la posibilidad de que formen homodimeros, heterodimeros u oligdmeros in vivo (Gdmez-Arjona

et al., 2014a), se analizd si FBN2 podia unirse in vivo a otros polipéptidos de FBN2 (Figura 3.27).
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Se empled el sistema BiFC de la misma forma y en las mismas condiciones que para estudiar la

interaccion FBN1a-FBN2.

FBN2-FBN2 Clorofilas

Superposicién

Figura 3.27: Estudio de la interaccion in vivo entre polipéptidos de FBN2 mediante ensayo de BiFC. El cDNA que
codifica para la proteina completa FBN2 se fusiond al extremo amino terminal de la YFP y al extremo carboxilo
terminal de la CFP y se transformaron con ellas hojas de N. benthamiana. Las imagenes muestran la fluorescencia de
la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicién de ambas imdagenes. La barra blanca indica el
tamario de 10 um.

FBN2 es capaz de interaccionar con otro polipéptido de FBN2. Todos estos datos de
interaccion entre FBN1a, FBN1b y FBN2 sugieren que estas tres proteinas podrian formar una
especie de “red” en la superficie de los PGs. Ademas, podriamos especular que esa misma “red”
seria necesaria para el reclutamiento de otras proteinas como aquellas que encontramos
mediante el ensayo de Co-IP (Tabla 3.1) y que han sido descritas como componentes

plastoglobulares.
3.1.11. FBN2 interacciona in vivo con la aleno éxido sintasa (AOS)

La proteina AOS también fue previamente descrita como parte del “core” del proteoma
de los PGs (Ytterberg et al., 2006), pero posteriormente fue eliminada de esta categoria tras
analisis mas precisos (Lundquist et al., 2012). Esta proteina, junto con la lipoxigenasa (LOX) y la
aleno dxido ciclasa (AOC), catalizan los primeros pasos de la biosintesis del acido jasmdnico en
el cloroplasto (Wasternack y Song, 2017). En el andlisis de Co-IP de FBN2 aparece también LOX2
(Tabla 3.1), ademas de AOC, pero esta Gltima no ha sido incluida en la Tabla 3.1 debido a que no

aparece en todas las réplicas de Co-IP llevadas a cabo.

FBN2 interacciona con AOS mediante ensayo de Co-IP (Tabla 3.1). Para corroborar esta
interaccion se empled de nuevo el sistema BiFC descrito previamente. Debido a la similitud
entre las FBN1s y FBN2 y teniendo en cuenta el hecho de que estas proteinas interaccionan
entre si, se decidid estudiar si AOS podria igualmente interaccionar con FBN1a mediante este

mismo sistema. Los resultados obtenidos aparecen en la Figura 3.28, donde se puede
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comprobar que AOS interacciona in vivo tanto con FBN2 (Figura 3.28, A), como con FBN1a

(Figura 3.28, B).

YFP/CFP Clorofilas

Superposicién

Figura 3.28: Estudio de la interaccion in vivo entre FBN2 y AOS (A) y entre FBN1a y AOS (B) mediante ensayo de
BiFC. Los cDNAs que codifican para las proteinas completas de FBN1a, FBN2 y AOS se fusionaron al extremo amino
terminal de la YFP y al extremo carboxilo terminal de la CFP y se transformaron con ellas hojas de N. benthamiana.
Las imagenes muestran la fluorescencia de la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicién de
ambas imagenes. La barra blanca indica el tamafio de 20 um.
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ANALISIS DE LA FUNCION DE FBN4
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3.2. Analisis de la funcion de FBN4

La proteina FBN4 forma, junto con FBN1a, -1b y -2, el grupo de FBNs mas abundante en
PGs (Lundquist et al., 2012). Como se ha comentado en la Introduccion, se ha propuesto que
esta FBN estaria implicada en la acumulacidn de PQ por los PGs. Sin embargo, no se conoce su
mecanismo de accion o el efecto de su eliminacidén en otros parametros de la planta. Por ello,
se decidid analizar mutantes de Arabidopsis carentes de FBN4, asi como obtener y analizar las

diferentes combinaciones de mutantes carentes de las proteinas FBN1a, -1b, -2 y -4.
3.2.1. Los mutantes KO fbn4-1y fbn4-2 carecen de la proteina FBN4

Con la finalidad de estudiar el fenotipo provocado por la ausencia de FBN4, se procedio
a aislar mutantes KO por insercidon de T-DNA en el gen que la codifica (At3g23400). La finalidad
de caracterizar dos mutantes en vez de uno, como se ha comentado anteriormente, era la de
demostrar que ambos se comportaban de la misma manera y, por tanto, las alteraciones
fenotipicas observadas se deberian a la ausencia de la proteina estudiada y no a otra mutacién.
Se obtuvieron dos lineas independientes procedentes de las colecciones del Laboratorio de
Andlisis Gendmico del Instituto SALK, lineas SALK_014831 (nombrada fbn4-1) y SALK_122950
(nombrada fbn4-2). La linea fbn4-1 posee una insercidn en el cuarto exdn, mientras que la linea
fbn4-2 posee una insercion de T-DNA en la region 5’UTR. Se utilizé como molde DNA extraido

de las plantas y los oligonucledtidos especificos indicados en Materiales y Métodos.

A

B fbn4-2 fbn4-1
pb AM AS AM AS

Figura 3.29: Esquema de las inserciones de T-DNA en los mutantes fbn4-1 y fbn4-2 y resultados de los analisis
mediante PCR de la insercion de T-DNA en el genoma de dichas lineas. Se muestran los sitios de insercion de T-DNA
en el gen FBN4 en cada linea mutante (A) y los resultados de amplificacion de sus correspondientes secuencias (B) en
las lineas mutantes empleadas. Para la identificacion del alelo silvestre mediante PCR se utilizaron oligonucleétidos
internos de cada gen y para el alelo mutante se usé uno de los oligonucledtidos del gen mas otro propio de la insercidn
de T-DNA. En A, las cajas azules representan los exones, las rayas negras muestran los intrones, las rayas verdes
muestran las regiones UTR y las cajas rojas representan las inserciones de T-DNA. En B, se muestra a la izquierda la
posicion de las diferentes bandas (en pb) del marcador de tamafio empleado.
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En la Figura 3.29 se muestra el esquema del gen At3g23400 (FBN4) y la insercidn de T-
DNA en cada linea mutante, ademas de mostrar los resultados de los ensayos de PCR empleados

para identificar lineas mutantes homocigotas para cada uno de ellos.

Una vez comprobado que ambas lineas de plantas eran mutantes homocigotas, se
procedid a la comprobacién de si carecian de la proteina FBN4. Previamente a este analisis se
llevé a cabo la titulacidn del anticuerpo primario Anti-FBN4, anticuerpo especifico producido
durante esta tesis doctoral y que reconoce al epitopo PDSFRPSSNPGTGD de la proteina FBN4,
comprendido entre los aminoacidos 245 y 258, para encontrar su dilucién éptima de trabajo. Se

usaron para este fin extractos crudos obtenidos de plantas WT.

En la Figura 3.30 se muestra que la dilucion idonea para el empleo del anticuerpo

mencionado es 1:1000, dilucidn a la que se obtiene una seiial mas clara.

Diluciones Anti-FBN4

kDa 1:1000 1:2000 1:5000

170
130 — .

100 —
70 —
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25 —
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10 —

Figura 3.30: Titulacion del anticuerpo Anti-FBN4. Inmunoblot con el anticuerpo primario Anti-FBN4 de extractos
crudos de hojas de roseta de A. thaliana. 30 pg de proteinas fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE,
transferidas a membranas de PVDF e incubadas con el anticuerpo mencionado. En la parte superior se muestran las
diluciones del anticuerpo empleadas en cada calle. A la derecha se indica la banda correspondiente a la proteina
FBN4. A la izquierda se muestra la posicion y la masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores.

Tras la titulacion del anticuerpo, se estudid la expresién de la proteina FBN4 en los

mutantes fbn4-1y fbn4-2 y en plantas WT usando extractos crudos de las tres lineas de plantas.
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Figura 3.31: Identificacion de la proteina FBN4 en plantas WT y mutantes KO fbn4-1 y fbn4-2. Inmunoblot con el
anticuerpo primario Anti-FBN4 de extractos crudos de hojas de roseta de A. thaliana. 30 ug de proteinas fueron
separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a membranas de PVDF e incubadas con el anticuerpo
mencionado. En la parte superior se muestra la linea de planta a la que pertenece cada calle. A la derecha se indica
la banda correspondiente a la proteina FBN4 y dos bandas inespecificas empleadas como controles de carga. A la
izquierda se muestra la posicion y la masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores.

Se comprobd que los mutantes fbn4-1 y fbn4-2 carecen por completo de la proteina

FBN4 (Figura 3.31).

A continuacion, se procedid a analizar la localizaciéon de FBN4 para darnos una idea de
las funciones que puede estar llevando a cabo y, ademas, corroborar los datos de localizacion

de FBN4 presentes en la bibliografia.
3.2.2. FBN4 presenta una localizacion diferente a las del subgrupo 1-2

Lundquist y cols. (Lundquist et al., 2012) observaron que FBN4 es 32 veces mas
abundante en los PGs que en las MTs y 121 veces mas abundante en aquellos que en el estroma.
En el mismo estudio se indicaba que FBN2 es 1188 veces mas abundante en estos que en el

estroma y 59 veces mds abundante que en los tilacoides en general.

Sin embargo, como se ha comentado previamente, al analizar la localizacion del péptido
de fusién FBN2-GFP mediante microscopia confocal y la presencia de FBN2 en las fracciones
solubles o de membranas del cloroplasto, se observé que FBN2 se localiza tanto en el estroma

como asociado a las MTs (Figura 3.1).
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Con objeto de averiguar en qué compartimento cloroplastidico se encontraba realmente
FBN4, se llevaron a cabo los mismos tipos de analisis que los realizados para con FBN2. La Figura
3.32 muestra los ensayos de inmunoblot resultantes de la incubacién de las fracciones
cloroplasticas solubles y de membranas con los anticuerpos Anti-FBN4, Anti-GLN2 y Anti-PsbA.
Ambas fracciones solo presentaban sefial de sus respectivos marcadores, indicando que no
existia contaminacién de una fraccién a otra. La proteina FBN4 aparecia exclusivamente en la
fraccidon de MTs, por lo que no hay una poblacién de FBN4 soluble en el estroma como ocurria
con FBN2. Sin embargo, con este Unico ensayo aun no se podia asegurar que la poblacién de
FBN4 asociada a MTs se localizase exclusivamente en asociacidn con los PGs o pudiera tal vez

estar también asociada a otras regiones de aquellas.
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Figura 3.32: Estudio de la localizacién sub-cloroplastica de la proteina FBN4 mediante inmunoblot. Se rompieron
cloroplastos aislados de hojas de roseta de Arabidopsis thaliana y se aislaron las fracciones estromatica (E) y de
membranas (M) por ultracentrifugacion a 100000 g y 42C durante 1 hora. El precipitado se resuspendié en el mismo
volumen que el sobrenadante y 30 pg de proteinas de cada fraccion fueron separadas mediante electroforesis SDS-
PAGE, transferidas a filtros de PVDF e hibridadas con los anticuerpos Anti-FBN4, Anti-GLN2 o Anti-PsbA. A la derecha
aparecen sefialadas las bandas correspondientes a cada una de las proteinas reconocidas. A la izquierda se muestra
la posicion y la masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores.

Con la finalidad de discernir entre estas dos opciones, se realizaron dos ensayos

complementarios.

Por un lado, se analizd la localizacion del péptido de fusién FBN4-GFP mediante su

expresion transitoria en Nicotiana benthamiana (Figura 3.33).

Por otro lado, se estudid el perfil de distribucion de FBN4 dentro de las MTs (Figura 3.34).

Para ello, se aislaron cloroplastos de hojas de roseta de plantas WT de A. thaliana y, una vez
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aislados, se rompieron y se separaron las fracciones estromatica y de membrana por
ultracentrifugacion. Se descartd la fraccién estromatica y la fraccion de membrana se aplicé a
un gradiente discontinuo de sacarosa para ser ultracentrifugada y separada en fracciones de 0,5

ml.

En la Figura 3.33 se observa que FBN4-GFP exhibia un patrén de fluorescencia en forma
de puntos similar al obtenido en las proteinas FBN1s y caracteristica de las proteinas que se
encuentran asociadas a los PGs (Gamez-Arjona et al., 2014a). Aun asi, el patrén es ligeramente
diferente al de las proteinas FBN1s. En la Figura 3.34 se observa que FBN4 se localiza
preferentemente en las fracciones de membranas con una densidad intermedia (fracciones 13-
21), fracciones en las que apenas se detecta la presencia de PsbA (marcador de la presencia de
PSIl). También se detecta la presencia de FBN4 en fracciones de baja densidad (fracciones 3-11)
y en aquellas donde se localiza el PSII (fracciones 23-29). Estos datos sugieren que FBN4 se
localiza preferentemente en PGs, aunque una pequefia poblacién de esta proteina podria

localizarse en otras zonas de las MTs.

GFP-FBN4 Clorofilas Superposicion

Figura 3.33: Localizacion sub-cloroplastica de la proteina FBN4 mediante expresion transitoria en N. benthamiana.
Se observan las imagenes tomadas mediante microscopia confocal de fluorescencia de la proteina FBN4 fusionada a
la proteina testigo GFP. La construccion se expresoé bajo el control del promotor constitutivo 35S. Se muestra la sefial
emitida por el péptido de fusion FBN4-GFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de ambas
imagenes. La barra blanca indica el tamafio de 10 um.
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Figura 3.34: Estudio mediante inmunoblot del perfil de distribucion de FBN4 en MTs fraccionadas en gradiente
discontinuo de sacarosa. Cloroplastos aislados de hojas de roseta de Arabidopsis thaliana se rompieron y la fraccién
de membranas se ultracentrifugd a 100000 g y 42C durante 16 horas en gradiente discontinuo de sacarosa. Cantidades
desconocidas de proteinas de las distintas fracciones fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE,
transferidas a filtros de PVDF e hibridadas con los anticuerpos primarios Anti-PsbA, Anti-FBN1a y Anti-FBN4. Abajo se
muestran los porcentajes de sacarosa correspondientes a cada fraccion. A la izquierda se muestra la posicion y la
masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores. Las flechas indican las bandas correspondientes a
cada una de las proteinas reconocidas.

3.2.3. La eliminacion de FBN4 no afecta a la tasa de crecimiento en plantas de

Arabidopsis thaliana

Las curvas de crecimiento de los dos mutantes de FBN4 en CN indicaron que no existian
diferencias significativas en la tasa de crecimiento de ambos mutantes con respecto al WT en

estas condiciones (Figura 3.35).
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Figura 3.35: Curvas de crecimiento de los mutantes KO fbn4-1y fbn4-2 frente al WT en CN. Las plantas se crecieron
bajo un fotoperiodo de DLy CN. El peso de la roseta se determiné en diferentes dias a lo largo del ciclo de vida de la
planta. Cada punto corresponde a la media ( desviacion estandar) del peso de 5-6 plantas. *indica que hay diferencia
significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05; *** con p<0,005.

Se ha propuesto que FBN4 contribuye a la resistencia de Arabidopsis a diferentes
estreses abioticos, por lo que se procedid a estudiar el crecimiento de mutantes carentes de

FBN4 sometidos a un estrés por AL.
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Figura 3.36: Curvas de crecimiento de los mutantes KO fbn4-1y fbn4-2 frente al WT en AL. Las plantas se crecieron
bajo un fotoperiodo de DLy en condiciones de estrés por AL. El peso de la roseta se determiné en diferentes dias a lo
largo del ciclo de vida de la planta. Cada punto corresponde a la media (+ desviacion estandar) del peso de 4-6 plantas.
*indica que hay diferencia significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05; ** con p<0,01; *** con
p<0,005.

En la Figura 3.36 se observan las tasas de crecimiento de los mutantes de FBN4 en
condiciones de estrés por AL. Ambos mutantes tienen una tasa de crecimiento muy similar entre
ellos e igual a su vez de la obtenida en el WT. Los mutantes fbn4-1 y fbn4-2 solo presentaron
diferencias significativas al dia 18, donde poseen un peso fresco/planta ligeramente superior al
WT. Dicha diferencia puede ser explicada por el bajo nimero de réplicas. Por tanto, se puede
afirmar que la eliminacién de FBN4 no afecta a la tasa de crecimiento de la planta en CN ni en

condiciones de estrés por AL.
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3.2.4. La ausencia de FBN4 no afecta a la induccion de los niveles de antocianinas

mediada por estrés luminico

En mutantes fbn4 KD en Malus domestica se vio que la acumulacidn de antocianinas en plantas
sometidas a un estrés luminico era menor que en plantas WT (Singh et al., 2010). Para
comprobar si las plantas KO fbn4 se comportaban de igual forma y teniendo en cuenta que ante
alta intensidad luminica las plantas tipicamente acumulan antocianinas como fotoprotectores
(Steyn et al., 2002), se decidid analizar la induccion de los niveles de antocianinas mediada por
estrés luminico. Para ello, se crecieron plantas en CN 18 dias y fueron sometidas posteriormente

a un estrés por ALF durante 7 dias (Figura 3.37).

WT
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Figura 3.37: Niveles de antocianinas en plantas WT y mutante fbn4-1. Las plantas fueron cultivadas 18 dias en CN
de crecimiento, tras lo cual se les aplico un estrés por ALF durante 7 dias. Cada punto corresponde a la media (£
desviacion estandar) del valor obtenido para 3 ensayos.

Los resultados obtenidos indicaron que la sintesis de antocianinas antes y después de
aplicar un estrés por ALF no se ve afectada en la linea mutante fbn4-1, al contrario de lo
observado en los mutantes del subgrupo FBN1-2, donde se observaba una diferencia

significativa a los 7 dias de sometimiento a estrés por ALF (Figura 3.9).

3.2.5. FBN4 no interviene en la proteccion del PSII frente a estrés conjunto por alta

intensidad luminica y baja temperatura

Otra de las funciones propuestas para FBN4 que se ha comentado en la Introduccién es
la de proteccion de la planta frente a diferentes estreses abidticos y bidticos. Por ello, se decidid
analizar el estado del PSIl en el mutante fbn4-1 mediante fluorimetria PAM para ver si

presentaba parametros fotosintéticos alterados con respecto a los obtenidos para WT al igual

123
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Resultados
Capitulo Il

que ocurria en las plantas mutantes del subgrupo FBN1-2. Para el analisis se crecieron plantas
durante 34 dias bajo un fotoperiodo de DC y en CN, tras lo cual se las sometié a un estrés por

ALF durante 7 dias.

La Figura 3.38 muestra imagenes de color falso representando los valores de F,/F, y los
valores numéricos de F,/F,, del mutante fbn4-1 y del WT al ser sometidos a estrés por ALF
durante 0, 1 y 7 dias. Se observé que dichos valores fueron significativamente menores en
plantas fbn4-1 que en plantas WT a 1 dia de estrés por ALF. Los valores de F,/F,, en el mutante
fbn4-1 se recuperaron casi por completo a los 7 dias de estrés, contrariamente a lo ocurrido en

los mutantes del subgrupo FBN1-2.
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Figura 3.38: Valores (en falso color) de F,/F, (A) y niveles de F,/F., (B) de plantas WT y mutante fbn4-1 sometidas
a estrés por ALF durante 0, 1y 7 dias. Las plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones. La emisidn
de fluorescencia minima (Fo) y maxima (F,,) se obtuvieron mediante el sistema IMAGING-PAM. F, se calcula como F,-
Fo. La barra al pie de la fotografia indica la escala de valores de F,/F,,. En B, cada punto corresponde a la media (
desviacién estandar) de 5 medidas. *indica que hay diferencia significativa con respecto al WT mediante T-Student y

con p<0,05.
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Posteriormente se procedio a estudiar la respuesta de este mutante con respecto a los
parametros fotosintéticos ®(Il), ®(NPQ), ®(NO) y 1-gL a diferentes intensidades de luz actinica
y en condiciones de estrés por ALF para comprobar si la linea mutante fbn4-1 se comporta de
manera diferente al analizar estos parametros en comparacion a los resultados obtenidos para
el resto de lineas mutantes empleadas en este trabajo. En CN, al igual que lo que ocurria con el

F./Fm, no se vieron diferencias significativas con respecto al WT (Figura 3.39).

Tras aplicar un estrés por ALF, se observo que la respuesta obtenida en fbn4-1 a 1 dia de
estrés diferia de la obtenida en el WT y era muy similar a la presentada por el mutante fbn2
(Figura 3.14). Se observé que ®(NO) aumentaba conforme ®(NPQ) disminuia; por otro lado,
O(Il) era menor en fbn4-1, mientras que 1-qL aumentd. Al analizar los mismos parametros
fotosintéticos a 7 dias de estrés se observd que no existia diferencias significativas con los

obtenidos en el WT.
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Figura 3.39: @(I1), ®(NPQ), ®(NO) y 1-gL a intensidades crecientes de luz actinica en plantas WT mutante fbn4-1
sometidas a estrés por ALF durante 0,1y 7 dias. Se uso el sistema IMAGING-PAM. Las plantas fueron crecidas en CN
y se les aplico un estrés por ALF durante 7 dias. Las plantas se adaptaron a oscuridad 30 min antes de las mediciones.
Cada punto corresponde con la media de 5 medidas independientes (+ desviacion estandar). PAR = radiacion
fotosintéticamente activa.

3.2.6. FBN4 no interacciona con las proteinas del subgrupo FBN1-2 ni con otro

polipéptido de FBN4 mediante el sistema BiFC

Hemos demostrado que las FBNs del subgrupo 1-2 pueden interaccionar entre ellas y
formar homo- o heterodimeros. Para comprobar si FBN4 interacciona con las FBNs de este
subgrupo o con otro polipéptido FBN4, se llevd a cabo el analisis de estas posibles interacciones
empleando el sistema BiFC. Para ello, se cloné el cDNA de FBN4 en los vectores pXNGW y pXCGW

y se procedid igual que en ocasiones anteriores.
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Los resultados de estos ensayos se muestran en las Figuras 3.40 y 3.41. Se observa que
FBN4 no interacciona con las proteinas del subgrupo FBN1-2 ni con otro polipéptido de FBN4
mediante el sistema BiFC. Esto puede implicar que las funciones que esta llevando a cabo esta

proteina son diferentes a las realizadas por dicho subgrupo.

YFP/CFP Clorofilas Superposicion

Figura 3.40: Estudio de la interaccion in vivo entre FBN4 y FBN1a (A) y entre FBN4 y FBN2 (B) mediante ensayo de
BiFC. Los cDNAs que codifican para las proteinas completas de FBN1a, FBN2 y FBN4 se fusionaron al extremo amino
terminal de la YFP y al extremo carboxilo terminal de la CFP y se transformaron con ellas hojas de N. benthamiana.
Las imagenes muestran la fluorescencia de la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de
ambas imagenes. En A, la barra blanca indica el tamafio de 10 um. En B, la barra blanca indica el tamafio de 40 pm.

YFP/CFP Clorofilas Superposicion

| | . —

Figura 3.41: Estudio de la interaccion in vivo entre polipéptidos de FBN4 mediante ensayo de BiFC. El cDNA que
codifica para la proteina completa de FBN4 se fusiond al extremo amino terminal de la YFP y al extremo carboxilo
terminal de la CFP y se transformaron con ella hojas de N. benthamiana. Las imagenes muestran la fluorescencia de
la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de ambas imagenes. La barra blanca indica el
tamafio de 20 um.
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3.2.7. Busqueda de proteinas que interaccionen con FBN4 mediante ensayo de doble

hibrido en levaduras

FBN4 no interacciona con las FBNs pertenecientes al subgrupo FBN1-2 mediante BiFC.
Para rastrear con qué proteinas podria interaccionar y comprobar si tampoco interacciona con
las proteinas del subgrupo por otro método, se procedio a la busqueda de proteinas mediante
andlisis de doble hibrido en levadura usando una genoteca comercial normalizada de
Arabidopsis de la casa comercial Takara, realizada en el vector de doble hibrido en levaduras
pGADT7-RecAB, y se transforma con ella la estirpe Y187 de Saccharomyces cerevisiae. Al realizar
los controles de toxicidad previos pertinentes al ensayo de doble hibrido, se observé que la
proteina completa FBN4 es toxica para la levadura y esta no era capaz de crecer al ser
transformada con aquella. Por ello, como cebo se empled el fragmento amino terminal de la
proteina FBN4, desde el aminoacido 73 al aminodcido 153. La secuencia de aminodcidos
correspondiente al péptido de transito al cloroplasto o CTP fue eliminada. El fragmento de cDNA
correspondiente se clond en el vector de doble hibrido pDEST-GBKT7 (Figura 3.42, A) y, con él,

se transform¢ la estirpe Y2HGold de S. cerevisiae.

La expresion de la construccion (Figura 3.42, B) en la levadura Saccharomyces cerevisiae
se comprobé mediante inmunoblot con el anticuerpo primario Anti-GAL4 (reconoce 147

aminoacidos del factor de transcripcién GAL4).
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Figura 3.42: Estudio de la expresion de FBN4 en levadura. (A) Mapa del vector pDEST-GBKT7 tras insertarle el
fragmento amino terminal de FBN4; empleado para realizar el ensayo de doble hibrido en levadura. (B) 30 ug de
proteinas de cada fraccion fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de PVDF e
hibridadas con el anticuerpo Anti-GAL4. A la izquierda se muestra la posicion y masa molecular (kDa) de las proteinas

empleadas como marcadores. A.t = Arabidopsis thaliana. S. ¢ = Saccharomyces cerevisiae.

El escrutinio de la genoteca de Arabidopsis para la identificacion de proteinas que
interaccionan con la parte amino terminal de FBN4 se realizé mediante conjugacion de la estirpe
Y187 (contiene la genoteca), con la estirpe Y2HGold (contiene la construccion de FBN4 usada
como cebo). Los diploides resultantes de la conjugacidn se cuantificaron mediante diluciones
seriadas de dicha conjugacidn, las cuales se sembraron en medios SD-Leu y SD-Trp para

contabilizar el nimero de diploides (ver Materiales y Métodos). El numero de cigotos obtenidos
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fue de 3,8 millones aproximadamente, nimero que garantiza el escrutinio de varias copias

completas del transcriptoma de Arabidopsis.

Las condiciones establecidas para seleccionar aquellos diploides que contuvieran una
proteina que efectivamente interaccionara con FBN4 fueron los mds exigentes ofrecidos por el
sistema de doble hibrido empleado: debian ser protétrofos para histidina y adenina (ademas de
leucinay triptéfano previamente), ser resistentes al antibidtico aureobasidina y desarrollar color
azul en placas de Petri que contuviesen X-a-Gal, esto Ultimo debido a la presencia de la actividad

enzimatica a-galactosidasa proporcionada por la activacion del gen MEL1.

A los diploides encontrados se les amplific6 por PCR el fragmento de cDNA de
Arabidopsis presente en el vector pGADT7-RecAB, empleando oligonucledtidos especificos de
este vector, los cuales se encuentran flanqueando el sitio de clonacién del cDNA. Los fragmentos
de cDNA obtenidos fueron enviados a secuenciar para identificar finalmente las proteinas que

supuestamente interaccionaban con FBN4.

La mayor parte de los fragmentos obtenidos pertenecian a proteinas que no se
encuentran en los cloroplastos y, por tanto, la interacciéon con FBN4 no podia ser genuina. Estos
clones los descartamos y en la Tabla 3.2 aparecen aquellos cuya interaccion si podia serlo y

requerian de analisis posteriores.

Codigo AGI Nombre

At4g04020 FBN1a

At4g22240 FBN1b

At3g53470 Anotado como fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bifosfoglicerato

At2839000 .Anotado como GCN5-reIaﬁed n-acetyltransferase’4, GNATA4. Supuestamente
involucrada en la acetilacién N-terminal de proteinas

AtCg00470 Cadena épsilon de la ATP sintasa, atpE

At4g34290 Miembro de la superfamilia de proteinas con dominio SWIB/MDM2

Atlg70760 NdhS

At5g03420 Proteina homdloga a “Protein target to starch”, PTST3

Tabla 3.2: Proteinas que interaccionan con FBN4 mediante ensayo de doble hibrido. La tabla indica el codigo AGI de
cada gen encontrado, asi como su nombre y/o detalles que caractericen a dicho gen.
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Los resultados que aparecen en Tabla 3.2 muestran que FBN4 interacciona con las FBN1s
y con At3g53470, entre otras. Se ha visto en el apartado anterior que FBN4 no interacciona in
vivo con las FBN1s mediante el sistema BiFC. Esta diferencia en los resultados es consecuencia
de las diferencias entre los dos métodos empleados, puesto que no se tratan de métodos de
estudio equivalentes. Se procedera a comprobar por otro método mas, como es el ensayo de

Co-IP.
3.2.8. Busqueda de proteinas que interaccionen con FBN4 mediante ensayo de Co-IP

Se us6 un anticuerpo especifico contra la proteina completa FBN4 (Anti-FBN4 Co-IP).
Este anticuerpo es diferente al empleado previamente en los analisis de inmunoblots, el cual
identificaba s6lo a un polipéptido de FBN4. Como se ha comentado anteriormente, estos
anticuerpos obtenidos contra fragmentos de la proteina no son adecuados para
inmunoprecipitar al polipéptido, por lo que se procedié a obtener un nuevo anticuerpo contra

la proteina FBN4 completa.

El ensayo comenzo con el aislamiento de cloroplastos de hojas de roseta de Arabidopsis
thaliana y, una vez aislados, se procedié a romperlos y separar las fracciones estromatica y de
membranas por ultracentrifugacidn. Se descarté la fraccién estromatica al no encontrarse FBN4
en este compartimento. Al igual que en el caso de la poblacion de FBN2 asociada a membranas,
se procedid a solubilizar FBN4 (y los complejos que pudiera estar formando con otras proteinas)
mediante tratamiento de las membranas con Triton X-100. De esta forma se evita la
coinmunoprecipitacion de proteinas asociadas a PGs pero que no interaccionan con FBN4. La

concentraciéon minima de Tritdn necesaria para solubilizar FBN4 se determind en 0,1% (ver

Figura 3.43).
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Figura 3.43: Estudio de la solubilizacion de FBN4 por el detergente Triton X-100. Cloroplastos aislados de hojas de
roseta de Arabidopsis thaliana se rompieron e incubaron con cantidades crecientes (v/v) de Triton X-100 a 4°C
durante 30 min. Tras la incubacion, las muestras fueron ultracentrifugadas a 100000 g y 4°C durante 1 hora y las
proteinas de la fraccion soluble fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE, transferidas a filtros de PVDF e
hibridadas con el anticuerpo primario Anti-FBN4. Los nimeros hacen referencia al porcentaje de Tritén X-100
empleado en casa caso. A la izquierda se muestra la posicién y masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como
marcadores.

Tras la solubilizacién, se procedid al ensayo de Co-IP y la posterior precipitacion con
acetona (ver Materiales y Métodos) para concentrar y limpiar la fraccién de proteinas. Por
ultimo, se analizd por espectrometria de masas en el Servicio de Protedmica del IBVF. Se llevo a
cabo un analisis paralelo usando plantas del mutante fbn4-1 para identificar a aquellas proteinas
que coinmuprecipitan de manera no especifica. Se realizaron cuatro ensayos independientes de

Co-IP. Las proteinas encontradas en todos los ensayos independientes se encuentran en la Tabla

3.3.
Codigo AGI Nombre
At4g39730 Proteina 1 con dominio PLAT, PLAT1
At3g45140 LOX2
At4g03280 Subunidad de hierro-azufre del complejo del citocromo bgf, PGR1
At5g42270 Metaloproteasa FTSH5 de zinc dependiente de ATP
At3g18890 Tic62
At2g22170 Proteina 2 con dominio PLAT, PLAT2

Tabla 3.3: Proteinas que coinmunoprecipitan con FBN4. La tabla indica el cddigo AGI de cada gen encontrado, asi
como su nombre y/o detalles que caractericen a dicho gen. En negrita aparecen las proteinas asociadas a los
plastoglobulos, descritas por Lundquist y cols (Lundquist et al., 2012).
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Como se puede comprobar, en el rastreo de proteinas que interaccionen con FBN4
mediante Co-IP tampoco aparecen aparecen tampoco las FBN1s ni la proteina del gen

At3g53470.

3.2.9. Analisis de la interaccion entre las proteinas FBN4 y la codificada por el gen

At3g53470

At3g53470 es un gen que codifica para una proteina de unos 15,4 kDa de funcién
desconocida (http://ppdb.tc.cornell.edu) y cuya informacion disponible proviene en su mayoria
de predicciones informdticas. Se encuentra erréneamente anotada en la base de datos TAIR
como una fosfoglicerato mutasa independiente de 2,3-bifosfoglicerato. Se trata de una proteina
localizada en la MT (Peltier et al., 2004), que posee un dominio transmembrana en la regién C-
terminal entre los aminoacidos 114 y 132 de su secuencia (UNIPROT,
https://www.uniprot.org/uniprot/F4JAF4) y cuyo gen se co-expresa con otros genes como
At1g51400 (codifica para una proteina del PSII) o At4g23890 (codifica para la subunidad NdhS'y
con la que FBN4 interacciona mediante ensayo de doble hibrido). Toda esta informacion hacia

pensar que podria estar involucrada de alguna manera con el aparato fotosintético de plantas.

Esta bien conservada en plantas terrestres y no muestra similitud con otras proteinas ya
caracterizadas. En Arabidopsis existe una sola copia del gen que la codifica y en su genoma no
se encuentra otra isoforma u otro gen que muestre homologia con él, suponiendo asi una

funcidn importante y Unica. Por otro lado, no se encuentra en algas ni cianobacterias.
Todo ello la hacia una proteina muy interesante a la hora de ser caracterizada.

Para comprobar la interaccion FBN4-At3g53470, se empled el sistema BiFC tras clonar
el cDNA de ambas en los vectores pXNGW y pXCGW y se expresaron de forma transitoria en

hojas de Nicotiana benthamiana.

En la Figura 3.44 se observa que la reconstruccidn del fluoréforo no se esta llevando a
cabo, lo que indica que las proteinas FBN4 y At3g53470 no interaccionan in vivo mediante este
método. Se decidid entonces seguir analizando esta ultima a pesar del resultado negativo

observado en la Figura 3.44.
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FBN4-At3g53470 Clorofilas Superposicion

Figura 3.44: Estudio de la interaccion in vivo entre FBN4 y At3g53470 mediante ensayo de BiFC. Los cDNAs que
codifican para las proteinas completas de FBN4 y At3g53470 se fusionaron al extremo amino terminal de la YFP y al
extremo carboxilo terminal de la CFP y se transformaron con ellas hojas de N. benthamiana. Las imagenes muestran
la fluorescencia de la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicién de ambas iméagenes. La barra
blanca indica el tamafio de 25 pm.

Por un lado, se analizé la localizacidn del péptido de fusién At3g53470-GFP mediante su

expresion transitoria en Nicotiana benthamiana (Figura 3.45).

Por otro lado, se estudio el perfil de distribucion de At3g53470 dentro de las MTs (Figura
3.46). Para ello, se aislaron cloroplastos de hojas de roseta de plantas WT de A. thaliana y, una
vez aislados, se rompieron y se separaron las fracciones estromatica y de membrana por
ultracentrifugacion. Se descartd la fraccién estromatica y la fraccion de membrana se aplicé a
un gradiente discontinuo de sacarosa para ser ultracentrifugada y separada en fracciones de 0,5

ml.

GFP-At3g53470 Clorofilas Superposicion

Figura 3.45: Localizacion sub-cloroplastica de la proteina codificada por el gen At3g53470 mediante expresion
transitoria en N. benthamiana. Se observan las imdgenes tomadas mediante microscopia confocal de fluorescencia
de la proteina codificada por el gen At3g53470 fusionada a la proteina testigo GFP. La construccidn se expresé bajo
el control del promotor constitutivo 35S. Se muestra la sefial emitida por el péptido de fusion At3g53470-GFP, la
autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de ambas imdgenes. La barra blanca indica el tamafio de 20 um.
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Figura 3.46: Estudio mediante inmunoblot del perfil de distribucion de At3g53470 en MTs fraccionadas en gradiente
discontinuo de sacarosa. Cloroplastos aislados de hojas de roseta de Arabidopsis thaliana se rompieron y la fraccion
de membranas se ultracentrifugd a 100000 g y 42C durante 16 horas en gradiente discontinuo de sacarosa. Cantidades
desconocidas de proteinas de las distintas fracciones fueron separadas mediante electroforesis SDS-PAGE,
transferidas a filtros de PVDF e hibridadas con los anticuerpos primarios Anti-PsbA, Anti-FBN1a y Anti-Clon 18. Abajo
se muestran los porcentajes de sacarosa correspondientes a cada fraccidn. A la izquierda se muestra la posicion y la
masa molecular (kDa) de las proteinas usadas como marcadores. Las flechas indican las bandas correspondientes a
cada una de las proteinas reconocidas.

Los resultados mostrados en la Figura 3.45 indican que la fusidon At3g53470-GFP no entra
en los cloroplastos. Por algun motivo que desconocemos, la fusion C-terminal de GFP a la
proteina At3g53470 impide que esta entre en el cloroplasto a pesar de tener una clara secuencia
de transito al cloroplasto. Por el contrario, la Figura 3.46 indica que esta proteina tiene una
localizacidn tilacoidal, en concreto en aquellas zonas de las MTs donde se encuentra el PSII (su
localizacidn coincide con la de la proteina D1). Los resultados de localizacidon obtenidos con la
proteina de fusidn At3g53470-GFP sugieren que la fusion At3g53470-cCFP tampoco entraria en
el cloroplasto. En ese caso, los resultados negativos de los ensayos BiFC entre FBN4 y At3g53470
se deberian a que ambas proteinas se expresan en compartimentos diferentes en hojas de N.
benthamiana y no podriamos concluir si ambas proteinas interacionan in vivo. Otras técnicas
como ensayos de “pull-down” seran necesarias para corroborar si ambas proteinas

interaccionan efectivamente.

Continuando con la caracterizacidn de la proteina At3g53470, se aislaron dos mutantes
KO por insercidn de T-DNA en el gen At3g53470. Estos mutantes son las lineas SALK_027037Cy
SALK_006686, ambas procedentes de las colecciones del Laboratorio de Analisis Gendmico del
Instituto SALK. Las cuales presentan inserciones en el promotor del gen. Una vez aisladas lineas

homocigotas para cada una de las inserciones, se comprobd que la proteina seguia

135
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Resultados
Capitulo Il

sintetizandose en dichas lineas, indicando que las inserciones no impedian la traduccién de la
misma. No hemos encontrado ninguna otra insercién en el gen At3g53470 que nos permita
obtener un mutante carente de esta proteina. El hecho de que no haya genes homdlogos en
Arabidopsis que puedan suplir su funcidn y la ausencia de inserciones que eliminen la sintesis

de esta proteina sugieren que dichos mutantes podrian ser letales.

La ausencia de mutantes carentes de la proteina At3g53470, asi como la imposibilidad
de estudiar esta proteina mediante expresidon transitoria en Nicotiana, determind que

abandonaramos su estudio.

3.2.10. FBN4 no interviene en la proteccidn frente a la aparicion de especies

reactivas del oxigeno (ROS)

El mutante fbn4-1 no es capaz de aumentar sus niveles de antocianinas dependiente de
estrés luminico al encontrarse bajo estrés para paliar los efectos que dicho estrés le provoca a
su aparato fotosintético. Los dafios en el aparato fotosintético han sido observados como
valores de F,/F,, menores en hojas maduras de la linea mutante fbn4-1 a 1 dia de estrés. Ademas,
Singh et al. (2010) vieron que el mutante “knock down” de FBN4 en Malus domestica era mas
sensible al dafio oxidativo que el WT. Lo estudiaron mediante un ensayo de sensibilidad a MV.
El MV produce ROS en los cloroplastos, concretamente puede producir O, por oxidacién por O,
de radicales de MV. Estos radicales de MV se producen al ser el MV en vez de la ferredoxina
quien preferencialmente acepte electrones del centro de reaccidn del PSI (Izawa, 1980). La
consecuencia es la aparicion de dafio oxidativo. Todo ello hacia pensar que el mutante fbn4-1
podria estar también produciendo ROS en el cloroplasto como los mutantes del subgrupo FBN1-

2.

Para estudiar el contenido en H,0, se llevd a cabo un ensayo de tinciéon con DAB. Se
cultivaron plantas WT y del mutante fbn4-1 durante 23 dias en condiciones de DL, tras lo cual
fueron sometidas a un estrés por ALF. Se tomaron 5 hojas de diferentes plantas a 0, 1y 7 dias

de estrés.

No se observaron diferencias significativas entre fbn4-1y WT en la presencia de H,0; en
ninguna de las medidas analizadas (Figura 3.47). Esto parece indicar que FBN4 no interviene en

los procesos de defensa frente a la aparicidn de H,0, en condiciones de estrés por ALF.
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Figura 3.47: Determinacion de la presencia de perdxido de hidrégeno mediante tincion con DAB en plantas WT y
mutante fbn4-1. Las plantas fueron crecidas en DL durante 23 dias. Posteriormente se les aplico un estrés por ALF y
se tomaron medidas a 0, 1 diay 7 dias. Las imagenes escogidas son las mas representativas de las 5 réplicas bioldgicas.

Para estudiar el contenido en O, se llevd a cabo un ensayo de tincién con NBT,

exactamente de la misma manera y en las mismas condiciones que en el ensayo de H,0,.

Tampoco se observaron diferencias significativas entre fbn4-1 y WT en la presencia de
0, en ninguna de las medidas analizadas (Figura 3.48). Esto parece indicar que FBN4 tampoco

interviene en los procesos de defensa frente a la aparicién de O, en condiciones de estrés por

ALF.
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Figura 3.48: Determinacion de la presencia de i6n superdéxido mediante tincion con NBT en plantas WT y mutante
fbn4-1. Las plantas fueron crecidas en DC durante 23 dias. Posteriormente se les aplicé un estrés por ALF y se tomaron
medidas a 0, 1 dia y 7 dias. Las imagenes escogidas son las mas representativas de las 5 réplicas bioldgicas.

Por ultimo, se determiné el grado de peroxidacién lipidica mediante la cuantificacion de

MDA.

Se crecieron plantas durante 24 dias en CN de crecimiento y posteriormente se
sometieron a un estrés por ALF de la misma forma y en las mismas condiciones que en los dos
ensayos anteriores. La cuantificacion de MDA se llevé a cabo como se indica en Materiales y
Métodos. Tal como se observa en la Figura 3.49, no se detectaron diferencias significativas en

los niveles de MDA entre la planta mutante y el WT tras siete dias de estrés.

Los datos de tincion, junto con los de acumulacion de MDA, indican que FBN4 no

interviene en la proteccidn de la planta frente a ROS producidos por estrés abidtico.
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Figura 3.49: Determinacion de los niveles de MDA en plantas WT y mutante fbn4-1. Las plantas fueron crecidas en
CN durante 24 dias. Posteriormente se sometieron a un estrés por ALF y se tomaron medidas a 0, 1y 7 dias. Cada
punto corresponde a la media (+ desviacidon estandar) de 4 medidas. *indica que hay diferencia significativa con
respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05.

3.2.11. La ausencia de cuatro de las proteinas mas abundantes de los PGs reduce
drasticamente el nimero de estos en condiciones de estrés conjunto por alta

intensidad luminica y baja temperatura

Singh et al. (2010) también vieron que el nimero de PGs del cloroplasto del mutante KD
fbn4 se encontraba alterado en diferentes situaciones de estrés con respecto al WT. Como se ha
comentado en la Introduccidn, en situaciones de estrés abidtico el numero de PGs por
cloroplasto y la cantidad de FBNs incrementan. Con objeto de evaluar el impacto sobre el
numero de PGs de la eliminacidn de varias FBNs, se decidié entonces obtener el doble mutante
fbn2-fbn4 y el cuadruple fbnla-fbnlb-fbn2-fbn4. En este Gltimo mutante se eliminarian las FBNs

mas abundantes en los PGs.

En la Figura 3.50 se muestran los resultados de los ensayos de PCR empleados para

identificar lineas mutantes homocigotas para ambas lineas mutantes.
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Figura 3.50: Resultados de los analisis mediante PCR de la insercion de T-DNA en el genoma de las lineas mutantes
fbn2-fbn4 (A) y fbnla-fbn1b-fbn2-fbn4 (B). Se muestran los resultados de amplificacion de las inserciones de T-DNA
en los genes FBN1a, FBN1b, FBN2 y FBN4. Para la identificacion del alelo silvestre mediante PCR se utilizaron
oligonucledtidos internos de cada gen y para el alelo mutante se usé uno de los oligonucledtidos del gen més otro
propio de la insercién de T-DNA. Se muestra a la izquierda la posicion de las diferentes bandas (en pb) del marcador
de tamafio empleado.

A continuacidn, se analizé el nimero de PGs existentes en las diferentes lineas mutantes en
condiciones de estrés por ALF. Para ello, se cultivaron las lineas bajo un fotoperiodo de DL
durante 23 dias y posteriormente se les aplicd un estrés por ALF durante 2 dias. Tras esto, se
tomaron muestras a 0y 2 dias de estrés como se indica en Materiales y Métodos y se observaron
las mismas al TEM. Las Figuras 3.51 y 3.52 muestran algunos cloroplastos de los diferentes
mutantes en CN o sometidos a estrés. Con objeto de poder hacer un andlisis estadistico del
nimero de PGs en los diferentes mutantes, se analizaron 50 cloroplastos por mutante y
condicién. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.53. El analisis mediante T-
Student de los resultados obtenidos indican que en CN los mutantes fbn2, fon2-4 'y fonla-1b-2-
4 muestran diferencias significativas con el WT con p<0,05 (fbn2), 0,01 (fbn2-4) o 0,005 (fbnla-
1b-2-4). En plantas sometidas a estrés estas diferencias se acenttan y se observan en todos los

mutantes, con un p<0,01 (en mutantes fbnla-1by fbn2) o p<0,005 (fbn4, fbn2-4 y fbnla-1b-2-

4).
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Figura 3.51: Andlisis de cortes ultrafinos de cloroplastos en plantas WT y mutante fbnla-fbnib-fbn2-fbn4. Las
plantas fueron cultivadas bajo un fotoperiodo de DL 23 dias y posteriormente se sometieron a un estrés por ALF
durante dos dias. Las imagenes fueron obtenidas mediante TEM. La barra de la esquina inferior derecha indica el
tamafio de 1 um.
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Figura 3.52: Andlisis de cortes ultrafinos de cloroplastos en plantas WT y mutantes fbnla-fbnib, fbn2, fon4 y fon2-
fbn4. Las plantas fueron cultivadas bajo un fotoperiodo de DL durante 23 dias y posteriormente se sometieron a un
estrés por ALF durante dos dias. Las imagenes fueron obtenidas mediante TEM. La barra de la esquina inferior derecha
indica el tamafio de 1 0 2 um.
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Figura 3.53: Andlisis del niimero de PGs de cloroplastos en plantas WT y plantas de las distintas combinaciones de
mutantes KO de FBN1-4. Las plantas fueron cultivadas bajo un fotoperiodo de DL durante 23 dias y posteriormente
se las sometid a un estrés por ALF durante dos dias. A, andlisis del nimero de PGs a 0 dias de estrés. B, andlisis del
ndmero de PGs a 2 dias de estrés. Cada punto corresponde a la media (+ desviacion estandar) de 50 cloroplastos.
*indica que hay diferencia significativa con respecto al WT mediante T-Student y con p<0,05; ** con p<0,01; *** con
p<0,005.

Los PGs son considerados osmidfilos debido a que los lipidos insaturados que
contienen reducen el osmio (Padham et al., 2007). Una reduccion en la composicion de lipidos
insaturados se observaria como una reduccién en el color de los PGs, pasando de un color
oscuro a uno mas claro. Este hecho no se observa en las Figuras 3.51 y 3.52, donde todos los

PGs de todas las lineas analizadas poseen el mismo color oscuro.
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3.3. Caracterizacion de la proteina “Acclimation of photosynthesis to environment 1”

(APE1)

Algunas de las proteinas identificadas en el ensayo de Co-IP con FBN2 podrian a priori
afectar a la fotosintesis, como por ejemplo FNR2 o NDC1, la cual esta involucrada en la reduccion
de la poblacion de PQs de los PGs (Piller et al., 2011). Sin embargo, APE1 fue elegida para una
posterior caracterizacion debido a que su ausencia altera la fluorescencia de las clorofilas y las
respuestas de aclimatacién de la planta a ambientes de crecimiento con alta intensidad luminica

(Walters et al., 2003).
3.3.1. APE1 contiene dos dominios transmembrana

APE1 es una proteina plastidica que se encuentra muy conservada a lo largo de la
evolucidn en todos los organismos fotosintéticos, desde cianobacterias a plantas superiores,
siendo especifica de este tipo de organismos (Figura 3.55). En Arabidopsis, existe una sola copia
del gen que la codifica (At5g38660) y en su genoma no se encuentra otra isoforma u otro gen
que muestre homologia con él. La informacidn sobre la proteina APE1 disponible en la web
UNIPROT (https://www.uniprot.org/uniprot/Q2HIR7) indica que contiene un solo dominio
transmembrana. Entre los aminodcidos 94 y 118. Sin embargo, cuando se analiza la proteina
APE1 de otras especies empleando un servidor de prediccién de hélices transmembrana en
proteinas  (TMHMM,  https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0)  los
resultados obtenidos indican la presencia de dos dominios transmembrana. La Figura 3.54 (A)
muestra este andlisis de la proteina APE1 de Glycine max. Se observa la presencia de dos
dominios transmembrana que incluyen los aminoacidos 89-111 y 121-140 de su secuencia
aminoacidica. El mismo resultado se obtiene con las secuencias de otras especies como Oryza
sativa o Anabaena cylindrica. Cuando se aplica este analisis a la proteina APE1 de Arabidopsis,
los resultados indican la presencia de un dominio transmembrana entre los aminodcidos 96 y
118 (Figura 3.54, B). Este analisis también identifica otra region con alta probabilidad de ser
dominio transmembrana pero que no llega al umbral establecido por el servidor para ser
definida como tal. Esta region solo se diferencia en un aminodcido del segundo dominio
transmembrana de Glycine max, lo que sugiere que, efectivamente, la proteina APE1 de

Arabidopsis, al igual que las proteinas ortdlogas de otras especies, posee dos dominios

transmembrana.
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Figura 3.54: Prediccion de la presencia de dominios transmembrana en APE1 de Glycine max (A) y Arabidopsis
thaliana (B). Analisis de la secuencia de APE1 en Glycyne max (A) y Arabidopsis thaliana (B) para estudiar la presencia
de hélices transmembrana en esta proteina en diferentes especies. Se usé el servidor de prediccion de hélices

transmembrana

de

proteinas

TMHMM

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0).
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. Transmembrane domains .
Arabidopsis thaliana 3K I SFGY I GLGLGVELLSYGFGAYFIILPGTE SAIMLTYGFPLSIIGYALKYAELKPVPC
Glycing max aKLSFG IGLGVGLELLSYGFGAYF JILPGSE SAIMLTYGFPLHlIG:ALKYAELKPVPC
Brachypodium distachyon AKVSFGY I GLGIGGELLSYGFGAYF JILPGSEL SALMLTYGFPLTI IGIALKYAELKPYPC S
Oryza sativa AkvsrcY i GLOVGOlLLSYGFGAYF JLLPGSE N SALMLTYGEPLT I IGYALKYAELKPVPCI
Physcomitrefla patens VLPGSE SALMLTYGFPLSVIGALKYAELKPVPC
Chiamydomonas reinhardti FGAYFLLPGAD s GLUYsEPISLLGHAL YASLKPVPCHR
Cyanidioschyzon msrolae mvvF FIGSAS T |. L YGIPI LLGALLVAELEPVP
Anabaena cylindrica PCC7122 - - ASUNWIG F FRETH I LGGALKH}]ELKPW
Arabidopsis thaliana
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Cyanidioschyzon merolae
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Brachypodium distachyon RoflKFTSEEGPG I AE | GKG DL YEVAL | 558 SES
Oryza sativa QNKFTsFFGPm -------------
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Chiamydomonas reinhardti DGSGAGRSGKDKKDVL
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Figura 3.55: Alineamiento de ortélogos de APE1 de diferentes organismos fotosintéticos. Los organismos empleados
en el andlisis incluian plantas superiores como Arabidopsis thaliana, Glycine max, Brachypodium distachyon y Oriza
sativa; un musgo, Physcomitrella patens; un alga verde, Chlamydomonas reinhardtii; un alga roja, Cyanidioschyzon
merolae; y una cianobacteria, Anabaena cylindrica PCC7122. Las cajas negras indican los aminodacidos conservados.
Los dominios transmembrana predichos estdn delineados en rojo. Los primeros y ultimos aminoacidos han sido
eliminados para mostrar Unicamente las partes conservadas. El alineamiento de secuencias fue llevado a cabo con

ClustalW empleando el programa MacVector version 17.

En la Figura 3.55 se puede observar que APE1 es una proteina muy bien conservada

entre los organismos fotosintéticos, especialmente sus dos dominios transmembrana. Para

realizar la imagen se han eliminado tanto los primeros residuos, que correspondian a los

aminoacidos que conforman los CTP de los diferentes ortdlogos, como

los ultimos residuos,

pertenecientes a los Ultimos aminoacidos de la secuencia APE1 de C. merolae. Ambas zonas

poseen un mal alineamiento. En el primer caso se debe a que los CTPs poseen una gran

variabilidad en su composicién aminoacidica y eso conlleva a un mal alineamiento en dichas

secuencias (Lee and Hwang, 2018). En el segundo caso es debido simplemente a que la secuencia

de C. merolae que se encuentra en las bases de datos posee un numero de aminoacidos

adicionales en el extremo carboxilo terminal que no poseen el resto de secuencias analizadas.

En el analisis también se ha visto que APE1 se encuentra en una sola copia en el genoma

de Arabidopsis thaliana, no obteniéndose asi alineamiento con ninguna otra proteina en dicho

genoma.

3.3.2. APE1 interacciona in vivo con FBN2

La proteina APE1 coinmunoprecipitdé con FBN2 en todos los ensayos realizados (ver

apartado 3.1.9). Con objeto de corroborar la interaccién FBN2/APE1 observada mediante
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ensayo Co-IP, se empled el ensayo BiFC. Para ello, los cDNAs de FBN2 y APE1 se clonaron en los
vectores pXNGW y pXCGW y se expresaron de forma transitoria en hojas de Nicotiana

benthamiana.

En la Figura 3.56 se observa que efectivamente FBN2 y APE interaccionan in vivo y se
detecta fluorescencia del fluoréforo reconstruido en todo el cloroplasto. Un patrén similar al
obtenido al estudiar la interaccién FBN2/FBN2 y caracteristico del patrén de localizacion de

FBN2.

FBN2-APE1 Clorofilas

Superposicion

Figura 3.56: Estudio de la interaccion in vivo entre FBN2 y APE1 mediante ensayo de BiFC. Los cDNAs que codifican
para las proteinas completas de FBN2 y APE1 se fusionaron al extremo amino terminal de la YFP y al extremo carboxilo
terminal de la CFP y se transformaron con ellas hojas de N. benthamiana. Las imagenes muestran la fluorescencia de
la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de ambas imdgenes. La barra blanca indica el
tamafio de 20 um.

Por otro lado, y debido a la relacién de FBN2 con las FBN1s, se decidié comprobar si
APE1 también interacciona con estas Ultimas por el mismo método (Figura 3.57), de la misma
forma que las FBN1s interaccionan con AOS (Figura 3.28, B).

FBN1a-APE1 Clorofilas Superposicion

Figura 3.57: Estudio de la interaccion in vivo entre FBN1b y APE1 mediante ensayo de BiFC. Los cDNAs que codifican
para las proteinas completas de FBN1b y APE1 se fusionaron al extremo amino terminal de la YFP y al extremo
carboxilo terminal de la CFP y se transformaron con ellas hojas de N. benthamiana. Las imagenes muestran la
fluorescencia de la YFP/CFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de ambas imégenes. La barra
blanca indica el tamafio de 160 um.
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En la Figura 3.57 se observa que APE1 no interacciona mediante ensayo de BiFC con las
FBN1s.

3.3.3. Patrdn de localizacion de APE1

Como se ha descrito previamente, APE1 es descrita como una proteina tilacoidal
(Walters et al., 2003) y que no ha sido localizada en los PGs en ninguno de los analisis
protedmicos previos. Para comprobar esta prediccion, se analizé la localizacion del péptido de

fusion APE1-GFP mediante su expresion transitoria en Nicotiana benthamiana (Figura 3.58).

GFP-APE1 Clorofilas Superposicién

o —
10um 10 pm 10 m

Figura 3.58: Localizacién sub-cloroplastica de la proteina APE1 mediante expresion transitoria en N. benthamiana.
Se observan las imagenes tomadas mediante microscopia confocal de fluorescencia de la proteina APE1 fusionada a
la proteina marcadora GFP. La construccion se expreso bajo el control del promotor constitutivo 35S. Se muestra la
sefial emitida por el péptido de fusion APE1-GFP, la autofluorescencia de las clorofilas y la superposicion de ambas
imagenes. La barra blanca indica el tamafio de 10 um.

El patrén de localizacion obtenido coincide con el de una proteina que se localiza de

forma uniforme en todas las MTs.
3.3.4. Aislamiento de plantas mutantes homocigotas para el gen APE1

Con objeto de estudiar el fenotipo provocado por la ausencia de APE1, se procedio a
aislar mutantes KO por insercién de T-DNA en el gen que la codifica (At5g38660). Se obtuvieron
dos lineas independientes procedentes de las colecciones del Laboratorio de Andlisis Gendmico
del Instituto SALK y de GABI-KAT, lineas SALK_133182 y GABI_174C06 respectivamente. La linea
SALK_133182 posee una insercidn en el tercer intrén, mientras que la linea GABI_174C06 posee
una insercion de T-DNA en el primer intron del gen. Mediante PCR y usando DNA gendmico
extraido de las diferentes plantas, se seleccionaron aquellas homocigotas para cada una de las

inserciones (Figura 3.59).
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Figura 3.59: Esquema de las inserciones de T-DNA en los mutantes apel-1y apel-2 y resultados de los analisis
mediante PCR de la insercion de T-DNA en el genoma de dichas lineas. Se muestran los sitios de insercién de T-DNA
en el gen APE1 en las lineas mutantes 1, linea SALK_133182, y 2, GABI_174C06, (A) y los resultados de amplificacion
de sus correspondientes secuencias (B) en las lineas mutantes empleadas. Para la identificacion del alelo silvestre
mediante PCR se utilizaron oligonucledtidos internos de cada gen y para el alelo mutante se usé uno de los
oligonucleétidos del gen mds otro propio de la insercion de T-DNA. En A, las cajas azules representan los exones, las
rayas negras muestran los intrones, las rayas verdes muestran las regiones UTR y las cajas rojas representan las
inserciones de T-DNA. Para la identificacidn del alelo silvestre mediante PCR se utilizaron oligonucledtidos internos
de cada gen y para el alelo mutante se usé uno de los oligonucleétidos del gen mdés otro propio de la insercion de T-
DNA. En B, se muestra a la izquierda la posicion de las diferentes bandas (en pb) del marcador de tamafio empleado.

A continuacidn, se obtuvieron anticuerpos especificos contra tres péptidos de la

proteina:

1. Anti-APE1.1 (desde la posicién 256 a la 269 de la secuencia de aminoacidos).
2. Anti-APE1.2 (desde la posicidon 173 a la 186).
3. Anti-APE1.3 (desde la posicion 202 a la 215).

Sin embargo, ninguno de estos anticuerpos reconocid a la proteina APE1 en

inmunoblots, por lo que no se pudieron usar para determinar la ausencia de APE1 en las lineas

mutantes.
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Discusion

4. DISCUSION
4.1. Subgrupo 1-2 de FBNs

Las FBNs del subgrupo 1-2 (FBN1a, -1b y 2) han sido las mas estudiadas hasta la fecha.
Dichos estudios se han realizado en diferentes especies como papa, pimiento, tabaco o
Arabidopsis (Caplan et al., 2009; Deruére et al., 1994; Eymery, 1999; Gillet et al., 1998; Kim et
al., 2001; Laizet et al., 2004; Leitner-Dagan et al., 2006; Rey et al., 2000; Shanmugabalaji et al.,
2013; Yang et al., 2006). Estos andlisis han llevado a sugerir que estas proteinas estan implicadas
en el mantenimiento estructural de los PGs, asi como en la defensa de la planta frente a estreses
abidticos (Singh y McNellis, 2011). Sin embargo, no se ha descrito ninglin mecanismo por el que
estas proteinas llevarian a cabo estas funciones. En Arabidopsis se ha estudiado el papel de estas
FBNs mediante la técnica de RNAI, obteniendose plantas transgénicas con niveles reducidos de
estas tres proteinas (Youssef et al., 2010). En estas plantas se observd una menor tasa de
crecimiento que en el WT, asi como una menor acumulacién de antocianinas cuando las plantas
se sometian a una combinacidn de estrés luminico y por bajas temperaturas. Ademas, los
autores de este trabajo describieron alteraciones en la estructura de las MTs y una disminucion
en la eficiencia maxima cudntica del PSIl en plantas sometidas a dichos estreses. Las alteraciones
en el crecimiento y la acumulacién de antocianina revirtieron tras el tratamiento con jasmonato
a las plantas transgénicas, por lo que los autores propusieron que la carencia de estas FBNs
afecta a la sintesis de esta hormona (Youssef et al., 2010). Este estudio puso de manifiesto el
papel que algunas FBNs pueden tener en la sintesis de jasmonato. Sin embargo, tiene varias
limitaciones: a) la técnica de RNAi empleada puede afectar a los niveles de otras FBNs debido a
la similitud de secuencias entre ellas, b) este estudio no distingue entre las tres FBNs del
subgrupo, asumiendo que las tres proteinas tienen el mismo papel y c) no propone ningun
mecanismo de accion para las funciones de estas FBNs. El estudio desarrollado en esta Tesis ha
tenido, como uno de sus objetivos, el dilucidar la funcién de cada uno de los miembros de este
subgrupo de FBNs y proponer un mecanismo de accidn que explique sus funciones. El patréon de
localizacién de FBN2 representa la primera indicacidén de que esta FBN desempefia una funcién
diferente a la de las FBN1s. La presencia de FBN2 en el estroma de los cloroplatos de Arabidopsis
contradice el estudio realizado por Lundquist et al. (2012), que mostraba una ratio de
abundancia PG/estroma para la proteina FBN2 de 1188, lo que indicaba que la mayor parte de
la poblacidn de FBN2 se encontraba asociada a los PGs, y una ratio PG/tilacoides de 59, siendo
entonces 59 veces mds abundante en los PGs que en los tilacoides en general. La diferente
metodologia empleada, espectrometria de masas en el estudio llevado a cabo por Lundquist et

al. (2012) y expresidn transitoria en Nicotiana benthamiana junto con analisis por inmunoblot
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en esta Tesis, pueden explicar la discordancia entre ellos. El andlisis de la presencia de FBN2 en
las diferentes fracciones de MTs separadas en un gradiente discontinuo de sacarosa es
interesante; pues indica que, ademas de la presencia de FBN2 en los PGs, esta localizada
también en otras zonas de las MTs coincidiendo con el PSII (coincide con la presencia de la

proteina D1. Figura 3.4). Este resultado aumenta las posibles funciones de esta proteina.

La eliminacion de FBN1s y/o de FBN2 no impide la acumulacién de antocianinas inducida
por alta intensidad luminica, sino que la ralentiza. Y al cabo de unas tres semanas de estrés los
niveles de antocianinas en las lineas mutantes son equiparables a los detectados en el WT (Figura
3.9). Esta alteracion se revierte tras la adicion de jasmonato a las plantas mutantes (Figura 3.10).
Los estudios de Co-IP indican que FBN2 interacciona con la enzima que cataliza uno de los
primeros pasos de la biosintesis de jasmonato, la AOS. En algunos de los analisis por Co-IP
también aparecieron las enzimas LOX2 y AOC. Los estudios de BiFC han corroborado la
interacciéon entre FBN2 y AOS. Igualmente indican que AOS puede interaccionar con FBN1s.
LOX2, AOS y AOC catalizan los primeros pasos de la biosintesis de acido jasmonico en el
cloroplasto: LOX2, junto con LOX3 y LOX4, interviene en la oxidacion de los acidos grasos 16:3 y
18:3 para que AOS y AOC los conviertan en OPDA; el OPDA es transportado al peroxisoma para
que varios ciclos de B-oxidacidn lo transformen en la hormona jasmonato (Wasternack and

In

Hause, 2013). AOS fue previamente declarada como parte del “core” de los PGs por algunos
autores (Vidi et al., 2006; Ytterberg et al., 2006), pero descartada posteriormente debido a su
distribucion generalizada por diferentes fracciones de membrana cloroplastica y mostrar, por
tanto, una ratio de abundancia entre el PG y otras partes del cloroplasto demasiado baja
(Lundquist et al., 2012). Lundquist et al. (2013) han demostrado que las enzimas localizadas en
los plastos que intervienen en la sintesis de jasmonato (AQOS, LOX2 y AOC), son reclutadas y
transportadas a los PGs en condiciones de estrés. Por otro lado, recientemente se ha descubierto
la existencia de un complejo en la envuelta del cloroplasto que contiene a estas enzimas
(Pollmann et al., 2019). Toda esta informacion sugiere la existencia de dos poblaciones distintas
de estas tres enzimas, una asociada a los PGs y otra localizada en la envuelta del cloroplasto.
FBN2 y las FBN1s mediarian la asociacidn de estas enzimas con los PGs, facilitando asi el flujo de
metabolitos a través de ellos. La acumulacidn ralentizada de antocianinas seria mas evidente en
plantas mutantes carentes de estas FBNs al enfrentarse a situaciones de estrés abidtico, una
situacién que incrementa el nimero de PGs en las células (van Wijk and Kessler, 2017) y la
cantidad de FBNs presentes (Ytterberg et al., 2006). El reclutamiento de las enzimas implicadas
en la sintesis de jasmdnico hacia los PGs se veria afectada por la eliminacidn de cualquiera de

estas FBNs (FBN2 o FBN1s). Aun asi, no se puede tampoco descontar que la interaccidn de estas
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FBNs con las enzimas implicadas en la sintesis de acido jasmoénico module positivamente la

actividad de las mismas.

La funcién de FBN2 y FBN1s en dicha sintesis no parece ser redundante, ya que se
observa una alteracidon similar en los distintos mutantes del subgrupo FBN1-2 (fbnla-fbnlb, fobn2
y fbnla-fbnlb-fbn2), lo que indicaria que tanto FBN1s como FBN2 son necesarias para este
proceso y la eliminacion de alguna de ellas altera la sintesis de 4cido jasmonico en el cloroplasto.
En este contexto, es interesante la interaccion observada entre FBN2 y FBN1s (Figura 3.26).
FBN1la y FBN1b son capaces de formar homodimeros y heterodimeros mediante interaccién
cabeza-cola (Gamez-Arjona et al, 2014a). Este mecanismo permite la formacion de homo- o
heterooligdmeros formados por estas FBNs. Por otro lado, FBN2 es capaz de interaccionar con
otros polipéptidos de FBN2 (Figura 3.27). Seria interesante analizar si el mecanismo de
interaccion de FBN2 con FBN1s es del mismo tipo que el descrito entre las FBN1s, lo que
permitiria la integracion de FBN2 en los oligdmeros antes mencionados. Todos estos datos
sugieren la formacion de una red en la superficie de los PGs gracias a las FBNs. Esta red seria
necesaria para el reclutamiento de las enzimas implicadas en la sintesis de acido jasmdnico a los
PGs, facilitando su funcidn, de tal forma que la eliminacidn de alguna de estas FBNs alteraria este

reclutamineto y afectaria a la tasa de sintesis de esta hormona en plantas estresadas.

La aparicion de tejido necrético en hojas completamente desarrolladas es otra de las
alteraciones fenotipicas que se observan en los distintos mutantes de FBN2 y FBN1s. Dichas
lesiones se hacen mas abundantes en el mutante triple fbnla-fbnlb-fbn2 en comparacién con
sus lineas mutantes parentales fbnla-fbnlb y fbn2 (Figura 3.11). El analisis de los parametros
fotosintéticos del PSIl en las hojas completamente desarrolladas de estas plantas mutantes
cuando son expuestas a un estrés por ALF indica que el valor de F,/F,, es mds bajo en las lineas
fbn2y fbnla-fbnlb en comparacion con la linea silvestre, e incluso mas bajo en el triple mutante
(Figura 3.12). La baja eficiencia del PSll en las distintas plantas mutantes podria estar provocando
un incremento de los niveles de ROS, los cuales serian responsables de la aparicion de muerte
celular programada y, por ende, de la aparicidn de necrosis en los tejidos (Triantaphylides et al.,
2008). Una de las consecuencias de la formacién de ROS es la peroxidacidn lipidica (Montillet et
al., 2005) y, a su vez, la formacidn de MDA es un marcador de la peroxidacidn lipidica catalizada
por la presencia de radicales libres al ser un producto de esta peroxidacion (Farmer and Mueller,
2013). Los niveles de MDA fueron mas altos en las lineas mutantes fbn2 y fbnla-fbnlb al
compararlos con los niveles de plantas silvestres, mientras que en el mutante triple fobnla-fbn1b-
fbn2 fue incluso mayor que en estas tres lineas de plantas (Figura 3.19). Estos resultados apoyan

la idea anterior de que las lesiones (como aparicidn de tejido necrético) en las diferentes lineas

159
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Discusion

mutantes empleadas son una consecuencia de la formacién de ROS provocada por una menor
eficiencia del PSIl en condiciones de estrés abidtico. La hipdtesis de la existencia de dafios
provocados por un estrés oxidativo en las plantas mutantes sometidas a estrés ALF esta apoyado
por los resultados de tincidn in situ para detectar la presencia de H,0, y O, (Figura 3.17 y Figura
3.18), que indican que los niveles de estos ROS son mayores en las plantas mutantes que en el
WT cuando se someten a estrés ALF. A diferencia de lo que ocurre con la acumulacién de
antocianinas, la proteccidn del PSIl frente a un estrés por ALF llevada a cabo por las proteinas
FBN2 y FBN1s parece ser aditiva, visto como una mayor cantidad de hojas completamente
desarrolladas con lesiones en el mutante triple que en sus mutantes parentales. Ademads, los
valores de F,/F,, y la concentracién de MDA son mas bajo y mas alto respectivamente en el
mutante triple que en sus lineas parentales. Todos estos analisis sugieren que estas tres FBNs
poseen cierta redundancia de funcién, concretamente en su funcién como protectores del PSII
frente a este tipo de estrés, aunque tampoco se puede descartar que FBN2 por un lado y FBN1s

por otro posean mecanismos de accidn diferentes.

Los valores de F,/F,, no son los tnicos que se ven modificados en los mutantes analizados
en condiciones de estrés abidtico. En las Figuras 3.14, 3.15 y 3.16 se puede observar como otros
parametros fotosintéticos como @(Il), ®(NPQ), ®(NO), 1-gL también se ven afectados. Las
diferencias en las lineas mutantes con respecto a la linea silvestre se van haciendo mayores
conforme aumentan los dias en condiciones de estrés por ALF. Ademds, estas diferencias
también son mayores en el mutante triple que en sus parentales, en concordancia a lo observado
para los valores de F,/F.,. En ninguno de estos andlisis se han observado alteraciones en las MTs,
tal como sugieren Youssef et al. (2010) (Figuras 3.51 y 3.52). Esta diferencia podria ser debida a
la técnica de RNAi empleada por Youssef et al. (2010), la cual podria afectar a la expresidn de
otras FBNs. Todas estas medidas han sido realizadas en hojas maduras completamente
desarrolladas, ya que en hojas mads jovenes se detectaba aclimatacion tras una semana de estrés.
En hojas jovenes en expansion, la aclimatacidn a una situacion de estrés como la de alta luz se
lleva a cabo incrementando la capacidad fotosintética mediante cambios en la morfologia de la
hoja (como cambios en el didmetro de vasos vasculares pequefios y en el grosor de la lamina).
Esta aclimatacion durante el desarrollo incluye también cambios en la fisiologia del cloroplasto,
como ajustes en la composicion de los centros de reaccion y las antenas colectoras de luz. Por el
contrario, en hojas maduras, la adaptacion a una situacion de estrés por alta iluminacién tiene
lugar a través de la llamada aclimatacion dinamica, que implica preferencialmente cambios en
la fisiologia del cloroplasto, sin cambios morfolégicos (Alvarez-Fernandez et al., 2021). La

ausencia de estas FBNs no parece afectar a la aclimatacion durante el desarrollo, ya que las hojas
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jévenes de las diferentes lineas mutantes se aclimatan tras una semana de estrés, aunque si
afecta a la aclimataciéon dindmica experimentada por las hojas maduras completamente

expandidas.

Los analisis de Co-IP de la poblacién asociada a membranas de FBN2 indican que esta
proteina no solo interacciona con AQS, sino que lo hace con varias proteinas mas (Tabla 3.1).
Algunas de estas proteinas, como FNR2, NDC1, NdhS o APE1, son proteinas intimamente
relacionadas con la fotosintesis. Recientemente se ha descubierto que cambios en la abundancia
relativa de proteinas como FNR2 o Tic62 (también encontrada mediante analisis de Co-IP con
FBN2), entre otras, se correlaciona positivamente con cambios en la ratio de transferencia de
electrones estimada del PSll y en la asimilacion de CO, (Flannery et al., 2021). Ademas, la mejora
de la capacidad fotosintética en plantas crecidas en alta intensidad luminica va en paralelo con
el incremento del transporte ciclico de electrones, el cual se correlaciona positivamente con la
abundancia del complejo de la NDH, FNR2 y Tic62, entre otras (Flannery et al., 2021). Se puede
especular con que, al igual que lo que ocurre con los genes implicados en la biosintesis del acido
jasmadnico, estas FBNs estarian facilitando el correcto posicionamiento de estas proteinas en los
tilacoides. Por este mismo motivo, su eliminacidén conllevaria al malfuncionamiento de estas
proteinas interactoras y provocaria diferentes efectos pleiotrépicos, entre los cuales se
encontraria un mayor dafio en el PSIl o incluso una menor tasa de crecimiento cuando las tres
proteinas son eliminadas (Figura 3.7) bajo un estrés por ALF. Se requieren futuros analisis para

confirmar o descartar esta posibilidad.

Ambas poblaciones de FBN2 interaccionan con las isoformas 1 y 2 de FBA. Estas
proteinas provienen de la duplicacion del mismo gen (Lu et al., 2012). FBA es una enzima
metabdlica clave que lleva a cabo la conversion reversible de la fructosa 1,6-bifosfato (FBP) en
fosfato dihidroxiacetona (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato (GAP) durante la glucdlisis y la
gluconeogénesis (Rutter, 1964; Ronimus y Morgan, 2003). En el Ciclo de Calvin-Benson-Bassham
puede catalizar también la condensacion de la sedoheptulosa-1,7-bifosfato desde eritrosa-4-
fosfato y GAP (Flechner et al., 1994). Pertenecen a una amplia familia de proteinas en
Arabidopsis thaliana, donde encontramos tres FBAs (1, 2 y 3) que se localizan en los plastos y
cinco FBAs (4, 5, 6, 7 y 8) localizadas en el citoplasma. Como se ha comentado, FBN2 es capaz de
interaccionar con FBA1 y FBA2, mientras que para la poblacion estromatica de FBN2 son las
Unicas proteinas con las que interacciona. Ytteberg et al. (2006) encontraron estas proteinas en
un analisis del proteoma de los PGs. Como no encontraron otros enzimas del ciclo Calvin-
Benson-Bassham, sugirieron que estas aldolasas desempefiaban una funcién desconocida en el

metabolismo/estructura de los PGs (Ytterberg et al., 2006). Son necesarios mas estudios para
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entender el significado fisioldgico de la interaccién de estas proteinas con FBN2. Como se ha
comentado anteriormente, estas interacciones se dan tanto con la poblacién de FBN2 asociada
a las membranas como la que se encuentra soluble en el estroma del cloroplasto. Esta
localizacidn dual de FBN2 podria indicar la existencia de una modificacidn post-traduccional de
la proteina. En este sentido, es interesante el trabajo de Lohscheider et al. (2016), el cual
identificé dos péptidos fosforilados de la proteina FBN2. Sin embargo, en el mismo trabajo se
identificaron cinco péptidos fosforilados de FBN4, la cual muestra exclusivamente una
localizacidn asociada a membranas (Lohscheider et al., 2016), descartando que la fosforilacién

sea la causante de la localizacion dual de FBN2.

El nimero de PGs por cloroplasto varia en funcién de las condiciones ambientales o
nutritivas de la planta. Asi, se ha descrito que, en condiciones de estrés por ozono, el nimero
total de PGs aumenta en la linea de plantas fbn4 KD (Singh et al., 2010); o que, en plantas
expuestas a dos semanas de estrés por ALF, el numero de PGs es menor en plantas mutantes KD
FBN1-2 que en plantas WT (Youssef et al., 2010). El nimero de PGs en los distintos mutantes KO
de las FBNs (Figura 3.53) en condiciones de estrés por ALF es significativamente menor que el
obtenido en plantas WT. Resulta muy interesante que también sea significativamente menor el
nimero de PGs en CN de crecimiento en los distintos mutantes KO del gen FBN2 (fbn2, fbn2-
fbndy fbnla-fbnlb-fbn2-fbnd). Aunque parece que todas las FBNs relacionadas con este analisis
son importantes para establecer el nimero correcto de PGs por cloroplasto, FBN2 parece tener
un papel central en este proceso debido a que la eliminacién de la misma provoca que no se
alcance el numero correcto de estos suborganulos. Se desconoce el procedimiento y los
elementos involucrados en que se alcance un nimero determinado de PGs por cloroplasto, pero
FBN2 parece estar implicada en dicho proceso. Parece también existir cierta redundancia de
funcidn con los genes FBN1s y FBN4 en este contexto, lo que explicaria el fenotipo ain mas
marcado del mutante KO FBN1-4. Por otro lado, estos resultados indican que la eliminacion de
las cuatro FBNs asociadas a los PGs mas abundantes no impide la formacién de estos
suborgdnulos, lo que relativiza el papel de estas proteinas en la formacién y mantenimiento de

la estructura de los PGs.

4.2. FBN4

Los andlisis por inmunoblot de fracciones cloropldsticas y los estudios de localizacién de
la proteina de fusion FBN4-GFP mediante microscopia confocal indican que FBN4, a diferencia

de FBN2, se localiza exclusivamente en la fraccion de membranas del cloroplasto. El andlisis de
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la localizacion de FBN4 en fracciones de las MTs separadas mediante ultracentrifugacidn en
gradiente discontinuo de sacarosa (Figura 3.34) indica que, al igual que FBN2, esta FBN no se
localizaria exclusivamente en PGs, sino que estaria presente también en fracciones de las MTs
que contienen el PSII. Es interesante indicar que FBN2 y FBN4 muestran un patrdn de localizacion
en las MTs diferentes. Asi, FBN2 presenta un maximo de localizacion en las fracciones 19-25 del
gradiente, mientras FBN4 muestra ese maximo entre las fracciones 13-19. A su vez, ambas
proteinas muestran un patron muy diferente al de FBNla, que ha sido considerada
tradicionalmente como marcador de PGs. Estos resultados sugieren que la composicién en FBNs

entre los PGs es heterogénea.

El rastreo de proteinas que interaccionen con FBN4 mediante el ensayo de doble hibrido
indicéd que FBN4 interacciona con FBN1a. Sin embargo, los analisis de BiFC y de Co-IP sugieren
que FBN4 no interacciona con FBN1a. Esta discordancia no es extrafia al tratarse de técnicas muy
diferentes. La alta frecuencia de falsos positivos en la técnica de doble hibrido y el hecho de que
tanto la técnica de BiFC como la de Co-IP sean mas fisioldgicas que el ensayo de doble hibrido
sugieren que, efectivamente, FBN4 no interacciona con FBN1a in vivo. Igualmente, los ensayos
BiFCindican que FBN4 tampoco interacciona con FBN2 (Figura 3.40). Tampoco FBN4 interacciona
con otro polipéptido FBN4 para formar dimeros, al contrario de lo que hemos comprobado para
los miembros del subgrupo 1-2 (Figura 3.41). Estos resultados indican que FBN4 no formaria
parte de la red de FBNs que rodearia a los PGs que hemos propuesto para los miembros del
subgrupo 1-2. Ademas, sugiere que FBN4 tiene una funcidn claramente diferenciada de la de los
miembros de dicho subgrupo. Efectivamente, los andlisis realizados en mutantes KO carentes de
la proteina FBN4 indican que la eliminacion de esta proteina no afecta a la sintesis de
antocianinas inducida por estrés ALF (Figura 3.37). Tampoco afecta a la eficiencia cuantica
maxima (Figura 3.38) o la aclimatacién del PSII a la situacion de estrés (Figura 3.39). A partir de
estudios realizados en plantas transgénicas de manzano con niveles reducidos de FBN4
(obtenidos mediante la técnica de “knock down”) se ha sugerido que FBN4 interacciona con PQ
a través de su dominio de tipo lipocalina. Las lipocalinas se caracterizan por tener un sitio de
unién que interactla con una gran variedad de moléculas pequefias hidréfobas (Charron et al.,
2015; Schiefner and Skerra, 2015). En el caso de las FBNs de Arabidopsis, este dominio estd
presente exclusivamente en la FBN4. Se ha propuesto que la eliminaciédn de FBN4 disminuye la
cantidad de PQ acumulada en cloroplastos de manzano (Singh et al., 2012). Este cambio en la
cantidad de PQ presente en los PGs determinaria que estos suborgdnulos mostraran una tincién
por osmio diferente en los estudios por TEM de cortes de hojas. En nuestros andlisis no hemos

detectado un cambio en la tincién de PGs en mutantes de Arabidopsis carentes de FBN4 (Figuras
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3.51 y 3.52), sugiriendo que la eliminacién de esta proteina en Arabidopsis no altera la

composicién de lipidos en los PGs.

Estudios de Co-IP empleando anticuerpos especificos contra FBN4 indican que FBN4
interacciona con PLAT1 y PLAT2. Anadlisis protedmicos indican que PLAT2 presenta una
localizacidn dual, en los PGs y en el reticulo endoplasmatico (Lundquist et al., 2012), aunque se
desconoce su funcion. PLAT1 es una proteina ubicuamente presente en monocotiledéneas y
dicotileddneas, aunque su funcién como proteina que interviene en condiciones de estrés es
poco conocida. Se ha encontrado que esta proteina confiere resistencia a diferentes estreses
abidticos como la baja temperatura, la sequia o la alta concentracidn salina. Ademas, parece ser
un blanco recientemente descubierto de la via de sefializacién del 4cido abscisico, ademds de
regular de alguna forma el crecimiento de la planta (Hyun et al., 2014). Posteriores estudios son
necesarios para determinar si la funcién de FBN4 se limita al transporte y acumulacién de PQ,
como se ha propuesto en manzano, o si desempeiia un papel facilitando la localizacién en los

PGs de otras proteinas como PLAT1y 2.

4.3. APE1

La proteina APE1 se identifico en un rastreo realizado para encontrar mutantes con
alteraciones en la fluorescencia del PSIl al ser sometidos a un estrés luminico (Walters et al.,
2003). El mutante carente de esta proteina muestra una menor eficiencia fotosintética que el
WT en germinulas sometidas a una semana de estrés luminico y por ese motivo se propuso
que estaba afectado en la aclimatacidn de la fotosintesis al entorno (Walters et al., 2003). No
se conocen mas datos acerca de la funcidn de esta proteina. Hemos comprobado que es una
proteina presente exclusivamente en los organismos fotosintéticos, desde cianobacterias
hasta plantas superiores, mostrando un alto grado de conservacion. En el caso de Arabidopsis,
APE1 esta presente en una sola copia, sin isoformas o genes con secuencia similar. Este dato
indica que no existen proteinas en Arabidopsis capaces de suplir la carencia de APE1y el
mutante simple apel deberia tener un fenotipo claro. Los andlisis informaticos predicen la
presencia de dos dominios transmenbrana en la secuencia de APE1, apoyando la idea de la
localizacién tilacoidal de la proteina. Ademas, los estudios de localizacién con la proteina de
fusion APE1-GFP indican que esta se encuentra distribuida uniformemente en las MTs. Esta
localizacién no es contradictoria con la interaccién entre APE1 y FBN2 que hemos detectado
mediante Co-IP y analisis BiFC, ya que hemos comprobado que FBN2 se localiza también en

otras zonas de las MTs y no exclusivamente en los PGs. Ademas, esta interaccion parece ser
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especifica de FBN2 y no es compartida con los otros miembros del subgrupo 1-2 de FBNs
(Figura 3.57). La proteina APE1 es una de las 63 proteinas que se encontraron presentes en
todos los organismos con fotosintesis oxigénica (Mulkidjanian et al., 2006), indicando que esta
proteina desempefia una funcién basica en este tipo de fotosintesis, independientemente de
las particularidades de los aparatos fotosintéticos de estos organismos. Posteriores estudios
de los mutantes apel obtenidos estan siendo llevado a cabo por el Grupo para determinar la

funcidn de esta proteina y su papel en la respuesta de la planta a estrés luminico.

165
AMBITO- PREFIJO Ccsv FECHA Y HORA DEL DOCUMENTO
GEISER GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular
N° registro DIRECCION DE VALIDACION
000008744e2100054558 https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501



https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

5. CONCLUSIONES

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

AMBITO- PREFIJO
GEISER

N° registro
000008744e2100054558

Ccsv
GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018
DIRECCION DE VALIDACION
https://sede.administracionespublicas.gob.es/v

GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-501

FECHA'Y HORA DEL DOCUMENTO

29/09/2021 13:35:05 Horario peninsular


https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Cadigo seguro de Verificacion : GEISER-00e1-6fd4-b22e-45d4-a752-da51-84eb-5018 | Puede verificar la integridad de este documento en la siguiente direccion : https://sede.administracionespublicas.gob.es/valida

Conclusiones

5. CONCLUSIONES

FBN2 presenta una localizacidon dual, en el estroma del cloroplasto y asociada a las
membranas tilacoidales.

Il El estrés luminico reduce el crecimiento del triple mutante fbnla-fbnib-fbn2.

IIl.  La acumulacién de antocianinas inducida por estrés luminico se ve retardada en los
diferentes mutantes del subgrupo 1-2 de fibrilinas.

IV.  Las fibrilinas del subgrupo 1-2 interaccionan con al menos una de las enzimas de la ruta
de sintesis del jasmonato.

V.  Las proteinas del subgrupo FBN1-2 protegen al PSIl en condiciones de estrés por ALF.

VI. Nuestros datos sugieren la existencia de una red alrededor de los plastoglébulos
constituida por oligdmeros formados por las diferentes fibrilinas del subgrupo 1-2.

VII. Proponemos que las fibrilinas del subgrupo 1-2 interaccionan con diferentes proteinas
permitiendo que estas se localicen asociadas a los plastogldbulos. La eliminacion de
estas fibrilinas provoca efectos pleiotrdpicos debido al mal funcionamiento de dichas
proteinas. Uno de estos fenotipos es el retraso en la acumulacion de antocianinas
provocado por el estrés luminico debido a un defecto en la sintesis de jasmonato.

VIII. Mutaciones en las proteinas del subgrupo FBN1-2 aumentan el estrés oxidativo mediado
por ALF.

IX. FBN4 se encuentra localizada exclusivamente asociada a las membranas tilacoidales,
pero su maxima acumulacidn se da en zonas de las membranas diferentes a las de los
miembros del subgrupo 1-2. Estos datos sugieren que los plastoglobulos son
heterogéneos en cuanto a su contenido de fibrilinas.

X. La eliminacion de FBN4 en Arabidopsis no afecta a la tincién por osmio de los
plastoglébulos, lo que sugiere que la composicidn lipidica de estos suborganulos no se
ve afectada.

XI. FBN4 interacciona con varias proteinas, como PLAT1 y PLAT2. Posteriores estudios son
necesarios para determinar la funcién de FBN4 en Arabidopsis.

XIl. La ausencia de cuatro de las proteinas mas abundantes de los PGs reduce drasticamente
el numero de estos en condiciones de estrés por ALF. Sin embargo, los cloroplastos de
estos mutantes siguen acumulando plastoglébulos, indicando que otros elementos

intervienen en la formacién y mantenimiento de la estructura de estos suborganulos.

XM, La proteina APE1 interacciona in vivo con FBN2.
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XIV.

170

APE1 presenta dos dominios transmembrana. Son necesarios posteriores estudios para
determinar la funcién de esta proteina en la aclimatacion de la planta a un estrés

luminico.
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