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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS LiPIDOS

Los lipidos son constituyentes esenciales de todas las células vegetales. A
diferencia de otros componentes principales de las plantas (proteinas, carbohidratos
y acidos nucleicos), los lipidos se definen, en términos generales, en base a sus
propiedades fisicas. Asi, los lipidos bioldgicos constituyen un grupo quimicamente
diverso de compuestos cuya caracteristica comun y definitoria es su insolubilidad en
agua (Ohlrogge y Browse, 1995).

Al igual que en el resto de los seres vivos, los lipidos presentan importantes y
variadas funciones en las plantas (Somerville y col., 2000). En primer lugar, los
lipidos desempenan un papel estructural fundamental como componentes basicos de
las membranas biologicas. Estas membranas bioldgicas son responsables de la
compartimentalizacién intracelular y actian como una barrera selectiva para el
transporte de moléculas hacia el interior o el exterior de la célula. Asimismo, son
estructuras esenciales para el mantenimiento de la integridad celular y para el
correcto funcionamiento de procesos bioldgicos esenciales tales como la captacién
de la luz, las reacciones de transporte de electrones o la generacién de ATP. Por otro
lado, los lipidos forman parte de la cubierta protectora que recubre la pared celular de
las células epidérmicas de los diferentes tejidos vegetales. Esta capa superficial,
compuesta por ceras, cutina y suberina, actia como una barrera hidrofébica crucial
que evita la pérdida excesiva de agua y protege a la planta de los potenciales danos
causados por agresiones fisicas, quimicas y biolégicas.

Ademas de esta funcion estructural, los lipidos representan una fuente
energética importante proporcionando gran cantidad de energia libre. Las especies
vegetales oleaginosas acumulan lipidos en la semilla o en el fruto, generalmente en
forma de ftriacilgliceroles (TAG), como sustancia de reserva. Estos aceites vegetales

son importantes a nivel nutricional pero, cada vez mas, como materia prima para la
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industria (Harwood, 1996). Por ultimo, algunos lipidos y sus derivados metabdlicos
presentan actividad biolégica desempefiando un papel central en ciertas rutas de
transduccion de senales. Derivados fosfoinositoles como fosfatidilinositol bifosfato,
diacilglicerol, inositol trifosfato y hormonas como el acido jasmoénico, actian como
moléculas de sefalizacion intracelular (Somerville y col., 2000; Lorenzo y Solano,

2005).

1.1.1. Lipidos de membrana

Las membranas bioldgicas de las células vivas estan formadas por una bicapa
de lipidos polares, mayoritariamente glicerolipidos, en la cual se encuentran
embebidas algunas proteinas hidrofébicas denominadas proteinas de membrana. En
las membranas de células vegetales existen dos grupos de glicerolipidos
estructuralmente  distintos: los  glicerofosfolipidos o fosfolipidos y los
glucoglicerolipidos o glucolipidos. Ademas, las membranas de plantas contienen

pequenas cantidades de esfingolipidos y esteroles.

1.1.1.1. Acidos Grasos

Desde un punto de vista estructural, los acidos grasos son acidos carboxilicos
con cadenas hidrocarbonadas de 4 a 36 atomos de carbono que pueden presentar
tanto sustituciones con otros grupos funcionales (hidroxi, epoxi) como ramificaciones.
Los &cidos grasos pueden ser saturados, monoinsaturados o poliinsaturados
dependiendo de la presencia o ausencia de uno o mas dobles enlaces carbono-
carbono dentro de la molécula. Los dobles enlaces de los acidos grasos
poliinsaturados casi nunca son conjugados sino que estan separados por un grupo
metileno y, generalmente, su configuracion es cis en casi todos los acidos grasos
naturales. Los acidos grasos mas abundantes en la naturaleza poseen un numero par
de atomos de carbono en una cadena sin ramificar de entre 12 y 24 carbonos. Este

hecho es consecuencia de la forma de sintesis de estos compuestos mediante
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condensacion de unidades de acetato. Las propiedades fisicas y fisiolégicas de los
acidos grasos estan determinadas por la longitud de su cadena y su grado de
insaturacion; asi, por ejemplo, los puntos de fusidn aumentan con la longitud de la
cadena y disminuyen de acuerdo a la insaturacion.

En la tabla 1.1., se enumeran los principales acidos grasos encontrados en

plantas. El &cido linoleico (18:2°'?) y el &cido linolénico (18:3%%12"°

) son los acidos
grasos mayoritarios en los lipidos de membrana de plantas. Sélo algunas especies
vegetales acumulan acidos grasos inusuales que presentan dobles enlaces entre el
grupo carboxilo y la posicion A°, triples enlaces, sustituciones con otros grupos

funcionales y ramificaciones, y se almacenan fundamentalmente en los lipidos de

reserva (Somerville y col., 2000).

Nombre comin Estructura Abreviatura
Acido ladrico CH5(CH,);,COOH 12:0
Acido palmitico® CH3(CH,),0CH,CH,COOH 16:0
Acido estedricoP CH5(CH,),CH,CH,CH,CH,COOH 18:0
Acido araquidénico  CH5(CH,),oCH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH 20:0
Acido behénico CH4(CH,)10CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH 22:0
Acido lighocérico  CH4(CH,)1oCH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH  24:0
Acido oleico® CH;(CH,),CH=CH (CH,),COOH 18:149
Acido petroselénico CH3(CH,);,CH=CH (CH,),COOH 18:146
Acido linoleicoP CH3(CH,),CH=CH-CH,-CH=CH(CH,),COOH 18:249.12
Acido o-linolénico®  CH,CH,CH=CH-CH,-CH=CH -CH,-CH=CH(CH,),COOH 18:349.12.15
Acido y-linolénico CH;(CH,),CH=CH-CH,-CH=CH -CH,-CH=CH(CH,),COOH  18:3469.12
Acido rougdnico CH4CH,CH=CH-CH,-CH=CH -CH,-CH=CH(CH,)sCOOH 16:3471013
Acido erdicico CH5(CH,),CH=CH(CH,),;,COOH 22:113

Tabla 1.1. Principales acidos grasos saturados (sobre fondo amarillo) e insaturados (sobre
fondo naranja) presentes en las plantas. "Acidos grasos encontrados frecuentemente en los

lipidos de membrana. Adaptada de Somerville y col., 2000.
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En las células, los acidos grasos no suelen encontrarse en forma libre sino
formando parte de otros lipidos de estructura mas compleja como glicerolipidos y

esfingolipidos (figura 1.1).

1.1.1.1.1 Composicién de acidos grasos de los aceites vegetales

Los aceites vegetales constituyen una fuente importante de recursos
renovables con innumerables aplicaciones industriales. Se utilizan fundamentalmente
en la industria alimentaria aunque su uso como recurso renovable para la produccién
de biodiesel y como materia prima para la industria quimica esta aumentando de
forma rapida y considerable (Dyer y col., 2008; Zheng y col., 2008). Las propiedades
funcionales de los aceites vegetales se definen, en gran parte, por las propiedades de
los acidos grasos que los componen, y una cierta composicion es deseada para un
uso final especifico. Ademas, el grado de insaturacion de los acidos grasos
constituyentes de los ftriglicéridos es un factor que determina el valor nutricional,
sensorial y funcional de un determinado aceite vegetal (Kinney y col., 2002). En la

tabla 1.2. se muestra la composicion de acidos grasos de los principales aceites

vegetales.
Composicién de acidos grasos (%)
8:0 10:0 12:0 14:.0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3

Aceite de palma 5 36 2 50 8

Aceite de soja 11 4 23 54 8
Aceite de canola 4 2 60 21 10
Aceite de girasol 7 5 19 68

Aceite de lino 6 2 19 24 47

Aceite de coco 7 7 48 18 9 3 6 2

Aceite de oliva 8-20 <5 55-83 4-21 <1

Tabla 1.2. Composicion de acidos grasos de los principales aceites vegetales. Adaptada de

Dyer y col.,2008.
La mayoria de ellos contienen diferentes proporciones de cinco acidos grasos

importantes desde el punto de vista nutricional, que son acido palmitico (16:0), acido
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estearico (18:0), &cido oleico (18:1%%), &cido linoleico (18:2°°'?) y acido linolénico
(18:3A9,12,15)_

El acido oleico, el principal acido graso monoinsaturado, es liquido a
temperatura ambiente y estable frente a la oxidacion. Actualmente, existe un
consenso generalizado acerca de sus beneficios nutricionales y de sus ventajas
culinarias. Los acidos grasos linoleico y linolénico son acidos grasos esenciales para
los mamiferos ya que su organismo no puede sintetizarlos por si mismo y deben
ingerirlos a través de la dieta. El acido linoleico es el acido graso mas abundante en
los principales aceites de semillas, es poco resistente a la oxidacion y puede
convertirse en otros acidos grasos poliinsaturados de la serie w6, especialmente, en
acido araquidénico (20:4°°%11%). El 4acido a-linolénico es un é&cido graso
poliinsaturado muy susceptible a la oxidacion que se encuentra en baja proporcion en
la mayoria de los aceites vegetales. Este acido graso esencial actua como precursor
de otros acidos grasos poliinsaturados de la serie w3, entre los que destacan el acido
eicosapentaenoico (20:5%°811417. EPA) y el acido docosahexaenoico (22:6
A47.10.1316.19. DHA). El &cido linoleico se ha considerado tradicionalmente como un
acido graso esencial con amplios efectos fisiolégicos positivos para la salud. Sin
embargo, actualmente, en las dietas modernas existe una ingesta excesiva de este
acido graso por el consumo masivo de aceites de semilla. Como consecuencia de
ello, se genera una descompensacion en el balance de acidos grasos w6/w3, que se
ha asociado a un mayor riesgo de hipertension, enfermedades cardiovasculares y
cancer. Por ello, se recomienda no sélo consumir cantidades suficientes de ambos
acidos grasos esenciales sino mantener un balance equilibrado de los mismos que

sea beneficioso para la salud.

1.1.1.2. Glicerofosfolipidos

Los glicerofosfolipidos, llamados también fosfolipidos o fosfoglicéridos, son

lipidos anfipaticos en los que dos acidos grasos estan unidos por enlace éster al
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glicerol en C-1y C-2 y un grupo de cabeza polar (alcohol o aminoalcohol) esta unido
a C-3 mediante un enlace fosfodiéster. La naturaleza de este grupo polar permite
distinguir los diferentes fosfolipidos celulares: fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol (figura 1.1).

7
sn-1 CH,— O —C()) NN NN NN NN NN Acido graso
Glicerofosfolipido Il saturado
(estructura general)  $N-2 CH——0 ——C \ _ "\ _"U"N/" """\ fcido graso
| insaturado
sn-3 CH,——Y—X
FérmuladeY Nombre de X— OH Férmula de X Nombre del lipido
ﬁ? Agua —H . Acido fosfatidico (PA)
o—||>—o Colina —CH,CH,N(CH,), Fosfatidilcolina (PC)
+
o Etanolamina —CH,CH_NH, Fosfatidiletanolamina (PE)
Glicerol —CH,CHOHCH,OH Fosfatidilglicerol (PG)
+
NH,
Serina —CH2—<I3H Fosfatidilserina (PS)
COO-
?I) C|:HZOCR
(o] RCOCH
I ! Difosfatidilglicerol
Fosfatidilglicerol ~ —CH,CHOH—CH,—0—P—0O—CH, ralidrg
I (cardiolipina)
o
mio-Inositol Fosfatidilinositol (PI)
Sin grupo Y CH,SO5
—o ° H
Sulfoquinovosa H OH Sulfoquinovosildiacilglicerol
H OH O sulfolipido (SL)
OH H
Galactosa Monogalactosildiacilglicerol
(MGDG)
Digalactosa Digalactosildiacilglicerol

(DGDG)

Figura 1.1. Estructura de las principales clases de glicerolipidos de membrana. Adaptada de

Somerville y col., 2000.
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El &cido fosfatidico es un compuesto organico constituido por una molécula de
glicerol con sus tres grupos hidroxilo esterificados, dos de ellos por sendos acidos
grasos Yy el tercero por un grupo fosfato. El acido fosfatidico, a pesar de encontrarse
en pequefa proporcion en las células vegetales, es un intermediario central
importante en la biosintesis de fosfolipidos y TAG (Dérmann, 2005).

El fosfatidilglicerol (PG), cuyo grupo de cabeza polar es una molécula de
glicerol, es el unico fosfolipido que se encuentra presente tanto en las membranas
tilacoidales como en las membranas extraplastidiales. En la mayoria de las especies
vegetales, el PG sintetizado en los plastidios contiene acidos grasos en configuraciéon
trans que no se encuentran en ningun otro lipido (Dérmann, 2005). El
difosfatidilglicerol o cardiolipina, el fosfolipido mas complejo, esta constituido por dos
moléculas de acido fosfatidico unidas por una molécula de glicerol mediante un
enlace fosfodiéster. Su localizacion esta restringida a las membranas internas
mitocondriales.

La fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (PS),
contienen en su grupo de cabeza polar un aminoalcohol y pueden convertirse entre si
mediante varias reacciones enzimaticas (Dérmann, 2005). PC y PE son los lipidos
mas abundantes en plantas y, juntos, representan mas del 50% de los glicerolipidos
en las membranas extraplastidiales, incluyendo el reticulo endoplasmatico, la
mitocondria, la membrana plasmatica, el tonoplasto y el aparato de Golgi. Sin
embargo, PE no se encuentra en las membranas plastidiales, mientras que PC,
aunque estd ausente en las membranas tilacoidales se acumula en la envuelta
externa del cloroplasto. PS es un lipido minoritario en plantas representando menos
del 1% de los glicerolipidos vy, al igual que PE, no se encuentra en las membranas
cloroplasticas.

Por ultimo, el fosfatidilinositol (Pl) es un fosfolipido que se detecta en pequenas
cantidades en casi todas las membranas de las células vegetales. Aunque su

presencia en las membranas extraplastidiales (particularmente en el reticulo
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endoplasmatico y en la membrana plasmatica) estd comunmente aceptada, la
identificacion de Pl en las membranas tilacoidales todavia no ha sido confirmada
(Dérmann, 2005). A pesar de ser un lipido minoritario en plantas, Pl ejerce un
importante papel en las rutas de transduccion de sefal ya que actua como precursor
de la sintesis de inositol trifosfato y diacilglicerol, que actian como segundos
mensajeros desencadenando diferentes respuestas celulares (Dérmann, 2005;

Drobak, 2005).

1.1.1.3. Glucoglicerolipidos

1.1.1.3.1 Galactolipidos

Los galactolipidos son glicerolipidos que presentan uno o varios residuos de
galactosa unidos al diacilglicerol mediante un enlace B-glucosidico (figura 1.1). Los
galactolipidos no presentan carga a pH fisiolégico y, por lo tanto, son la Unica clase
de lipidos de membrana neutros presentes en los tilacoides. El
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y el digalactosildiacilglicerol (DGDG) contienen
elevadas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados y son los lipidos
predominantes en las membranas fotosintéticas de plantas y cianobacterias (Block y
col., 1983). Asi, en plantas, el MGDG y el DGDG representan alrededor del 50% y del
20% de los lipidos cloroplasticos respectivamente (Dérmann y Benning, 2002). La
envuelta interna del cloroplasto muestra una composicion lipidica similar a la de las
membranas tilacoidales, siendo el MGDG el galactolipido mayoritario, mientras que la
envuelta externa del cloroplasto contiene mas DGDG que MGDG.

Oligogalactolipidos que contienen tres o mas unidades de galactosa como
grupo de cabeza polar también se han detectado en plantas, pero en cantidades

minoritarias (Benson y Mauro, 1958; Fujino y Miyazawa, 1979; Kojima y col., 1990).
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1.1.1.3.2 Sulfolipidos

Los sulfolipidos (Sulfoquinovosildiacilglicerol, SQDG) presentes en plantas
contienen una molécula de sulfoquinovopiranosil esterificada en la tercera posicion de
la molécula de glicerol. Los sulfolipidos de plantas son ricos en acidos grasos
saturados, fundamentalmente en acido palmitico, y representan, aproximadamente, el
5% de los glicerolipidos de las membranas cloroplasticas. En los cloroplastos, los
sulfolipidos se han encontrado tanto en las membranas tilacoidales como en las

membranas interna y externa de la envuelta cloroplastica (Dérmann, 2005).

1.1.1.4. Esfingolipidos

Los esfingolipidos son lipidos de membrana constituidos por un aminoalcohol
de cadena larga, esfingosina o uno de sus derivados, unido a un acido graso de
cadena larga mediante un enlace amida. Los esfingolipidos representan menos del 5
% de los lipidos vegetales y se acumulan en la membrana plasmatica, donde
constituyen hasta un 26 % de los lipidos (Somerville y col., 2000). La ruta de
biosintesis y la funcidon que estos lipidos desempefian en las plantas son poco
conocidas vy, en algunos estudios, S.cerevisiae ha servido como organismo modelo
para el estudio del metabolismo de los esfingolipidos. Estudios recientes indican que
los esfingolipidos podrian desempenar un papel importante en la sefalizacién celular,
en la estabilidad de la membrana, en las respuestas de estrés, en la interaccion

huésped-patdgeno y en la apoptosis (Sperling y Heinz, 2003).

1.2. SINTESIS DE LiPIDOS EN PLANTAS

1.2.1. Sintesis de acidos grasos

En plantas, la sintesis de novo de acidos grasos tiene lugar fundamentalmente
en los plastidios gracias a la accion de la enzima acetil-CoA carboxilasa y de un
complejo multienzimatico denominado acido graso sintasa. La biosintesis de acidos

grasos requiere un donador de atomos de carbono, el acetil-CoA, y el aporte de
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energia quimica en dos formas: el potencial de transferencia del grupo ATP y el
poder reductor del NADPH. Los atomos de carbono que forman parte de los acidos
grasos sintetizados provienen del reservorio de acetil-CoA presente en los plastidios.
La concentracion de acetil-CoA en los cloroplastos es 30-50 uM, concentracion
suficiente para suplir las necesidades de la sintesis de acidos grasos en pocos
segundos (Ohlrogge y Browse, 1995). Sin embargo, la fuente real de acetil-CoA en
los plastidios y su relacién con los productos inmediatos de la fijacion de carbono ha
sido una cuestion a debate durante un largo tiempo (Ohlrogge y Browse, 1995;
Harwood, 1996; Bao y col.,, 2000). Existen evidencias considerables de que dos
enzimas diferentes podrian estar implicadas en la sintesis de acetil-CoA en los
plastidios: la acetil-CoA sintetasa y la piruvato deshidrogenasa plastidial (PDH). La
ruta mas directa de sintesis implicaria la produccién de acetil-CoA por el complejo
piruvato deshidrogenasa plastidial, que actuaria sobre el piruvato bien generado en la
ruta glucolitica o quizas producido como reaccién secundaria de la actividad de la
ribulosa bisfosfato carboxilasa, en una reaccién que también genera NADH (Ohlrogge
y Browse, 1995; Bao y col., 2000; Rawsthorne, 2002; Schwender y Ohlrogge, 2002).
Sin embargo, esta ruta ha sido cuestionada por algunos autores debido a que
algunos cloroplastos con actividad piruvato deshidrogenasa pueden mantener in vivo
los niveles de sintesis de acidos grasos cuando se suministra acetato libre exégeno
pero no cuando se proporciona piruvato exégeno (Somerville y col., 2000). Por ello,
se ha sugerido otra ruta alternativa en la que el acetil-CoA necesario para la sintesis
de &cidos grasos se forma via descarboxilacién oxidativa del piruvato en la
mitocondria. Entonces, este acetil-CoA es hidrolizado por la enzima acetil-CoA
hidrolasa en la matriz mitocondrial y el acetato libre generado es transportado al
plastidio donde, finalmente, es activado por la acetil-CoA sintetasa en el estroma
(Bao y col., 2000; Ke y col., 2000). Otras dos enzimas, la ATP-citrato liasa y la
acetilcarnitina transferasa, se han implicado también en la formacion de acetil-CoA,

pero su contribucion no esta aceptada universalmente (Ke y col., 2000).
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El NADH indispensable para la sintesis de acidos grasos se obtiene mediante
la fotosintesis en los cloroplastos o mediante la ruta de las pentosas fosfato en los
tejidos no fotosintéticos y en condiciones de oscuridad (Somerville y col., 2000).

Las reacciones implicadas en la biosintesis de acidos grasos se muestran en la
figura 1.2 (Harwood, 2005). Inicialmente, el enzima acetil-CoA carboxilasa cataliza la
formacion irreversible de malonil-CoA en una reaccion dependiente de ATP. Este
proceso de carboxilacién del acetil-CoA tiene lugar en dos etapas: en primer lugar, un
grupo carboxilo se transfiere a la biotina (grupo prostético de la acetil-CoA
carboxilasa) y, a continuacion, el grupo biotinilo formado actia como transportador
temporal de CO; activado, transfiriéndolo al acetil-CoA para dar lugar a malonil-CoA.

La enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) esta formada por cuatro subunidades
funcionales diferentes: proteina portadora de biotina (BCCP), biotina carboxilasa (BC)
y las subunidades a y B de la biotina transcarboxilasa (CT). La mayoria de las plantas
poseen dos isoformas distintas de la enzima acetil-CoA carboxilasa: una forma
heteromérica, compuesta por cuatro subunidades polipeptidicas separadas,
localizada en los cloroplastos y una forma homomérica, compuesta por un unico
polipéptido multifuncional que contiene las cuatro subunidades funcionales, localizada
en el citosol. En los plastidios, el malonil-CoA es utilizado principalmente para la
biosintesis de novo de &cidos grasos, mientras que, en el citosol, se utiliza en
diferentes rutas tales como la sintesis de flavonoides y antocianinas, la elongacién de
acidos grasos para la produccion de lipidos cuticulares o la manonilacién de D-
aminoacidos (Somerville y col., 2000; Sasaki y Nagano, 2004). La actividad de la
enzima acetil-CoA carboxilasa plastidial esta estrechamente regulada y, su regulacion
determina, en gran parte, la velocidad total de sintesis de acidos grasos (Somerville y
col., 2000). Asi, la luz modula indirectamente la actividad catalitica de esta enzima via
cambios en el pH y en la concentracion de iones magnesio del estroma v,

directamente modula un sitio regulador de la enzima a través de una ruta de
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transduccién de sefial mediada por el estado redox del cloroplasto (Sasaki y Nagano,

2004).
(0]
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) Acetil-CoA
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Figura 1.2. Ruta de sintesis de acidos grasos en plantas. Adaptada de Ohlrogge y Browse,

1995.

La secuencia fundamental de reacciones mediante la que se construyen largas
cadenas de acidos grasos consta de cuatro etapas fundamentales: condensacion,
reduccion del grupo carbonilo, deshidratacion y reduccién del doble enlace. Todas las
reacciones del proceso sintético estan catalizadas por un complejo multienzimatico,
denominado acido graso sintasa (FAS), localizado en el estroma de los cloroplastos.
En plantas, la enzima FAS es un complejo multienzimatico tipo I, en el que las

enzimas individuales son componentes solubles disociables que pueden separarse
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separarse facilmente (Ohlrogge y Browse, 1995; Somerville y col., 2000). Antes de
empezar las reacciones de condensacién es necesario que tenga lugar la
transferencia del grupo malonilo desde el malonil-CoA al grupo —SH de una pequefa
proteina denominada “acil-carrier protein” (ACP) en una reaccion catalizada por la
enzima malonil:ACP transacilasa. El primer paso en la formacion de la cadena de un
acido graso es la condensacion del acetil-CoA y el malonil-ACP para formar un
producto de cuatro atomos de carbono, reaccién catalizada por la enzima 3-cetoacil-
ACP sintasa lll (KAS lll). En plantas, existen otras dos 3-cetoacil-ACP sintasas, KAS |
y KAS I, que se distinguen entre si por la especificidad de sustrato. Asi, KAS | es la
responsable de la formacién de acidos grasos de 6 a 16 atomos de carbono y KAS |l
cataliza la condensacion final sintetizando acido estearico. La molécula de 3-cetoacil-
ACP formada se reduce seguidamente en el grupo carbonilo en posiciéon 3 formando
3-hidroxiacil-ACP. Esta reaccién catalizada por la enzima cetoacil-ACP reductasa
utiliza NADPH como donador electrénico. La siguiente reaccidon es la deshidratacion
del 3-hidroxiacil-ACP para formar trans-A-butenoil-ACP. Cada ciclo de la sintesis de
acidos grasos se completa por la accién de la enzima enoil-ACP reductasa, que
utiliza NADH o NADPH para reducir el doble enlace y formar un acido graso saturado.
En cada paso a través del ciclo la cadena de acido graso se alarga en dos atomos de
carbono. Cuando la cadena alcanza la longitud de 16 o 18 atomos de carbono, el
producto abandona el ciclo cuando alguna reaccion para el proceso. Las reacciones
mas comunes son la hidrdlisis del acido graso del ACP por una tioesterasa, la
transferencia del acido graso a un glicerolipido por una aciltransferasa o la formacion

de un doble enlace mediante una acil-ACP desaturasa.

1.2.2. Sintesis de glicerolipidos

Tras su sintesis, los acidos grasos pueden incorporarse a una de las dos rutas
existentes en plantas para la produccion de glicerolipidos: la ruta procariota y la ruta

eucariota (figura 1.3). La ruta procariota, denominada asi por su similitud con la ruta
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de sintesis de acidos grasos en bacterias, tiene lugar integramente en el plastidio. Sin
embargo, la ruta eucariota incluye una secuencia de reacciones implicadas en la
sintesis de lipidos en el reticulo endoplasmatico, transporte de algunos lipidos entre
este organulo y el cloroplasto y, finalmente, modificacién de los lipidos.

En la ruta procariota, los productos 16:0-, 18:0-, y 18:1-ACP procedentes de la ruta
de sintesis de acidos grasos se esterifican a las posiciones sn-1y sn-2 del glicerol-3-
fosfato por la accién subsiguiente de dos aciltransferasas, la glicerol-3 fosfato
aciltransferasa (GPAT) y la lisofosfatidilaciltransferasa (LPAAT), para formar
finalmente acido fosfatidico (PA). GPAT es una enzima soluble estrechamente
asociada a la envuelta cloroplastica que proporciona el sustrato necesario a la
enzima LPAAT, localizada en la envuelta cloroplastica (Joyard y col., 2010). Como
consecuencia de la especificidad que las aciltransferasas cloroplasticas presentan
por su sustrato, el acido fosfatidico sintetizado por esta ruta tiene acido palmitico
(16:0) en la posicion sn-2 y, en la mayoria de los casos, acido oleico (18:1%) en
posicién sn-1. A continuacién, el acido fosfatidico generado es utilizado para la
sintesis de PG, a través de la ruta CDP-diacilglicerol, o convertido a diacilglicerol por
accién de una fosfatidato fosfatasa (PAP), localizada en la membrana interna de la
envuelta del cloroplasto. El pool de diacilglicerol puede actuar, entonces, como
precursor de otros lipidos cloroplasticos: galactolipidos tales como MGDG y DGDG,
gue son lipidos mayoritarios en las membranas cloroplasticas, y sulfolipidos (SL).

En la ruta eucariota, el acido fosfatidico es sintetizado en el reticulo
endoplasmatico a partir de los productos acil graso transportados desde el cloroplasto
en forma de ésteres de CoA. Para ello, una tioesterasa hidroliza los productos 16:0-
,18:0-, y 18:1-ACP a acidos grasos que ya en forma libre se desplazan a través de la
envuelta cloroplastica para ser convertidos en tioésteres de CoA en la membrana

externa de la envuelta por una acil-CoA sintetasa.
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Figura 1.3. Esquema de la sintesis de lipidos en hojas de Arabidopsis thaliana. La anchura de
las flechas representa el flujo relativo entre varias etapas de la ruta. Las lineas rojas indican

algunos de los genes para los que se han aislado mutantes en Arabidopsis. Adaptada de

Somevrville y col., 2000.

Una vez en el reticulo endoplasmatico son utilizados para la sintesis de acido
fosfatidico por acilacion del glicerol-3-fosfato. Al contrario que sus isoenzimas
cloroplasticas, las aciltransferasas del reticulo endoplasmatico producen acido
fosfatidico altamente enriquecido en acidos grasos de 18 atomos de carbono en la
dos posiciones sn; el acido palmitico (16:0), cuando esta presente, se destina a la
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posicién sn-1. El acido fosfatidico es convertido en diacilglicerol por una fosfatasa
especifica o activado por condensacion con CTP formando CDP-diacilglicerol.
Seguidamente, el diacilglicerol se utiliza principalmente para la sintesis de
fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina y el CDP-diacilglicerol actua como precursor de
fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol. Finalmente, la regién DAG del PC puede ser
devuelta a la envuelta del cloroplasto, donde se incorpora al pool de DAG vy
contribuye a la sintesis de lipidos cloroplasticos. Recientemente, esta ruta ha sido
cuestionada por varios autores y se ha sugerido una ruta alternativa que implica la
participacién de un mecanismo de intercambio de grupos acil grasos como
componente integral de la ruta eucariota (Williams y col., 2000; Bates y col., 2007).
Asi, los productos acil graso recién sintetizados no se utilizan para la sintesis
inmediata de acidos fosfatidico sino que se incorporan directamente a PC mediante
un mecanismo de intercambio que actua tanto en posiciéon sn-1 como sn-2. Los
grupos acil-graso liberados tras el intercambio se utilizan en gran parte para la

biosintesis de novo de acido fosfatidico (figura 1.4).
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Figura 1.4. Rutas de la biosintesis de lipidos tilacoidales. Adaptada de Benning, 2009.

La cantidad de glicerolipidos sintetizados por una u otra ruta puede variar en

funcidén de las distintas especies vegetales. Asi, en algunas especies de plantas,
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como Arabidopsis o espinaca, ambas rutas contribuyen igualmente a la sintesis de
MGDG, DGDG y SL. Estas plantas, que se denominan plantas 16:3, se caracterizan
porque contienen cantidades sustanciales de acido hexadecatrienoico, 16:3%710"3,
esterificado en posicion sn-2 del MGDG. En otras especies de plantas superiores, PG
es el unico producto sintetizado por la ruta procariota, y el resto de los lipidos
cloroplasticos se sintetizan uUnicamente por la ruta eucariota. Estas plantas, que
carecen de acido graso 16:3, se denominan plantas 18:3. Ademas, la contribucion de

ambas rutas puede variar en diferentes tejidos y bajo distintas condiciones

ambientales, siempre en una Unica especie vegetal.

1.3. MECANISMOS DE TRANSPORTE DE LiPIDOS

1.3.1. Transporte de acidos grasos desde el cloroplasto

A pesar de que probablemente el transporte de acidos grasos desde el
cloroplasto al reticulo endoplasmatico sea el flujo de especies lipidicas mas
importante que ocurre en las plantas, a dia de hoy, se desconoce el mecanismo
molecular y bioquimico que gobierna este proceso y todavia no se ha conseguido
identificar ninguna proteina especifica que participe en el mismo. Los coeficientes de
permeabilidad de los acidos grasos de cadena larga calculados recientemente en
membranas lipidicas puras proporcionan una nueva perspectiva en su transporte a
través de las membranas celulares (Hamilton, 2007). Los acidos grasos de cadena
larga presentan permeabilidades que son varios érdenes de magnitud mas altas que
las de otros nutrientes (glucosa, aminoacidos) y, por lo tanto, a priori ningun
transportador proteico seria necesario para facilitar su movimiento transmembrana.
Sin embargo, gran cantidad de datos descritos en la literatura acerca de este proceso
de transferencia en bacterias, levaduras y células animales, concluyen que el
transporte de acidos grasos no puede definirse Unicamente en términos de difusién
libre a través de la membrana, aunque éste sea el componente central del proceso
general, sino como un proceso mucho mas eficiente facilitado por proteinas
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implicadas en la translocacién a través de la bicapa lipidica (Black y DiRusso, 2003).
Asi, los datos sugieren que el transporte tiene lugar a través de un mecanismo
denominado acilacion vectorial, en el que la transferencia de acidos grasos esta
estrechamente acoplada al proceso de esterificacion de los acidos grasos libres por
accion de las enzimas acil-CoA sintetasas. Probablemente, un mecanismo similar a la
catalisis vectorial esté implicado en el movimiento de los acidos grasos desde el
cloroplasto hasta el reticulo endoplasmatico (Benning, 2008). En bacterias gram-
negativas se han propuesto como componentes fundamentales del mecanismo de
transporte de acidos grasos una proteina transportadora de acidos grasos y una acil-
CoA sintetasa, denominadas FadL y FatD respectivamente. Teniendo en cuenta que
los cloroplastos evolucionaron a partir de ancestros simbiéticos de la cianobacterias,
seria esperable que estos organulos tuvieran alguna proteina con funcién similar a la
de las proteinas descritas anteriormente (Benning, 2008). Sin embargo, hasta la
fecha, no se ha identificado ningun ortélogo de la proteina FadL en los genomas de

plantas.

1.3.2. Transporte de lipidos desde el reticulo endoplasmatico hasta las

membranas tilacoidales

La complejidad de la biosintesis de los lipidos del tilacoide surge de la
participacién de cuatro sistemas de membrana diferentes: por un lado, el reticulo
endoplasmatico y las membranas interna y externa de la envuelta cloroplastica, que
actian como membranas biogénicas ya que contienen la maquinaria de ensamblaje
necesaria para la biosintesis de los lipidos y, por el otro, las membranas tilacoidales
que son el lugar receptor final de los lipidos polares recién sintetizados. Como
consecuencia de esta implicacion, los precursores y productos del metabolismo
lipidico deben ser transportados a través de estos sistemas membranosos hasta

llegar a su destino final (Benning, 2009).
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El andlisis de la composicion de los acidos grasos presentes en las especies
lipidicas derivadas de las dos rutas de sintesis de glicerolipidos se utiliz inicialmente
como herramienta para determinar la existencia de un flujo relativo de intermediarios
lipidicos que coordinara la actividad de ambas rutas para la sintesis de los cuatro

lipidos tilacoidales. Asi, la ausencia de &cido hexadecatrienoico, 16:3%"1%

en
posicién sn-2 del MGDG, DGDG y SQDG en “plantas 18:3” puso de manifiesto la
presencia de un mecanismo de transporte de lipidos entre el reticulo endoplasmatico
y el cloroplasto (Heinz y Roughan, 1983). Ademas, estos analisis permitieron
establecer que la biosintesis de PG constituia una excepcion ya que, en todas las
plantas analizadas, su sintesis tenia lugar exclusivamente a través de la ruta
procariota. La explicacion inicial propuesta fue que las “plantas 18:3” tenian actividad
reducida de la PAP cloroplastica (Frentzen y col., 1983; Heinz y Roughan, 1983),
enzima que no es necesaria para la biosintesis de PG (Frentzen, 2004) pero si para
la biosintesis de galactoglicerolipidos (Benning y Ohta, 2005). Sin embargo, el
reciente descubrimiento de un supuesto transporte de acido fosfatidido entre ambos
organulos, que sera discutido en detalle mas adelante, contradice esta idea ya que en
el modelo actual los lipidos transportados desde el RE deberian ser metabolizados
por una PA fosfatasa plastidial. La existencia de estos mecanismos de intercambio de
lipidos fue corroborada posteriormente por varios estudios realizados de forma
independiente en una serie de mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes en la
biosintesis y modificacion de los acidos grasos (Browse y Somerville, 1991; Wallis y
Browse, 2002). Asi, el mutante ats7, formalmente denominado act?, que es deficiente
en la actividad de la GPAT cloroplastica, presentaba una pérdida de la cantidad de
galactolipidos sintetizados por la ruta procariota (Kunst y col., 1988). Sin embargo,
esta deficiencia era compensada por un incremento de la sintesis de glicerolipidos
cloroplasticos a través de la ruta eucariota minimizandose asi el efecto de la
mutacion. Este y otros resultados indican que ante una interrupcién muy importante

de una de las dos rutas de biosintesis de glicerolipidos, existen mecanismos
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reguladores para asegurar la sintesis y la transferencia suficiente de lipidos y
mantener, de esta forma, niveles normales de biogénesis de membrana (Somerville y
col.,, 2000). Ademas, estudios realizados con diferentes mutantes de Arabidopsis
thaliana deficientes en desaturasas especificas del reticulo endoplasmatico indican
que la transferencia de lipidos entre el reticulo endoplasmatico y el cloroplasto es en
cierto grado reversible (Miquel y Browse, 1992; Browse y col., 1993) ya que las
membranas extracloroplasticas de dichos mutantes contienen acidos grasos
poliinsaturados derivados del cloroplasto.

Estos mecanismos subyacentes de transporte de lipidos entre el reticulo
endoplasmatico y el cloroplasto son procesos dinamicos que implican una gran
cantidad de reacciones de transferencia de especies lipidicas. De hecho, el
entendimiento mecanistico de este transporte se ha complicado conceptualmente
como consecuencia del descubrimiento de sitios de contacto entre ambos organulos
que podrian actuar como canales para el intercambio de lipidos (Kjellberg y col.,
2000). Estos sitios de contacto que dan lugar a regiones microsomales asociadas al
cloroplasto (PLAM), han sido visualizados, y la fuerza de interaccion entre los dos
sistemas de membrana que los componen se ha calculado mediante la utilizacion de
pinzas opticas (Andersson y col., 2007).

Recientemente, diferentes evidencias bioquimicas, genéticas y de biologia
celular han permitido identificar algunos genes y proteinas implicadas en el proceso
de transferencia lipidica. Ademas del mutante act? mencionado anteriormente, se
han identificado una serie de mutantes de Arabidopsis thaliana, denominados tgd1,
tgd2 y tgd3, en los que el transporte de lipidos del RE al CL esta interrumpido. Estos
mutantes, que presentan una perdida dramatica de la cantidad de galactolipidos
sintetizados a través de la ruta eucariota, acumulan ademas TAG y TGDG
(trigalactosildiacilgliceroles) en sus tejidos (Xu y col., 2003; Awai y col., 2006; Lu y
col., 2007; Xu y col., 2008). Sin embargo, la formaciéon de estas especies parece ser

un efecto secundario producido por la canalizacién de los intermedios lipidicos
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almacenados, como consecuencia del defecto bioquimico primario, hacia otros
nuevos productos finales (Benning, 2009). Estos tres mutantes tgd son deficientes en
tres componentes de un posible transportador ABC, que se ha propuesto que podria
estar implicado en el transporte de acido fosfatidico a la membrana interna de la
envuelta cloroplastica (Benning, 2008). Las proteinas TGD1, 2, 3 son similares a una
permeasa, una proteina de unién a sustrato y una ATPasa, respectivamente, y estan
asociadas a la envuelta interna del cloroplasto (Xu y col., 2005; Awai y col., 2006; Lu
y col., 2007). No obstante, no se puede descartar que el complejo transportador ABC
esté localizado en sitios de contacto entre las dos membranas de la envuelta de
manera que TGD1 estuviera asociado también a la membrana externa de la envuelta
cloroplastica. Hasta la fecha no se ha logrado realizar una determinacion directa del
sustrato de este posible transportador cloroplastico (Benning, 2009). Sin embargo, la
proteina TGD2, propuesta como posible proteina de unién a sustrato, une acido
fosfatidico de forma especifica a través de su dominio MCE (Awai y col., 2006).
Debido a que esta proteina parece estar anclada a través de un dominio
intermembrana a la membrana interna del cloroplasto, el dominio de unién a acido
fosfatidico deberia ser capaz de alcanzar la cara interna de la membrana externa de
la envuelta cloroplastica, bien para fusionar localmente las dos membranas o para
extraer el acido fosfatidico sintetizado en el reticulo endoplasmatico (Awai y col.,
2006). Recientemente, se ha descubierto una nueva proteina, denominada TGD4,
que parece estar asociada a la membrana del reticulo endoplasmatico y que podria
formar parte de la maquinaria de transporte de lipidos desde este ultimo organulo a la
membrana externa de la envuelta del cloroplasto (Xu y col., 2008).

La hipétesis actual para el transporte de lipidos desde el reticulo
endoplasmatico al cloroplasto en Arabidopsis thaliana se resume en la figura 1.5:
inicialmente, la proteina TGD4 media, de forma directa o indirecta, la transferencia de

PC desde el reticulo endoplasmatico a la envuelta externa del cloroplasto. Alli, PC es
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convertido en acido fosfatidico gracias a la accion de una fosfolipasa D inespecifica

que, a dia de hoy, todavia no ha sido identificada.
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Figura 1.5. Interaccién de los componentes implicados en el transporte de lipidos

desde el reticulo endoplasméatico al cloroplasto y en el ensamblaje de

galactoglicerolipidos en Arabidopsis thaliana. Adaptada de Benning, 2009.

Entonces, el complejo transportador TGD 1,2,3 transfiere esta molécula de
acido fosfatidico a la envuelta interna del cloroplasto, donde es convertido en DAG
por la enzima plastidial PA fosfatasa. Seguidamente, DAG actua como sustrato para
la biosintesis de MGDG por la enzima MGD1, que esta localizada en la cara de la
envuelta interna del cloroplasto orientada hacia el espacio intermembrana. Esta
ultima enzima proporciona MGDG a la DGDG sintasa, que supuestamente transfiere
un segundo residuo de galactosa para formar DGDG. La enzima DGD1 se localiza en
la cara citosdlica de la membrana externa de la envuelta cloroplastica (Benning,
2009).

Una observacion contradictoria , ya mencionada, a la hipotesis actual es la baja
actividad de la enzima fosfatidato fosfatasa observada en “plantas 18:3” (Frentzen y
col., 1983; Heinz y Roughan, 1983) debido a que estas plantas dependen totalmente
de la ruta eucariota para la biosintesis de galactoglicerolipidos. Ademas, en guisante,
que es una planta 18:3, se ha descrito actividad MGDG sintasa asociada a la

membrana externa de la envuelta del cloroplasto mediante ensayos con fracciones
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cloroplasticas (Cline y Keegstra, 1983). Si esta actividad descrita in vitro representa la
situacion in vivo en guisante, el complejo TGD1, 2, 3 no seria necesario para la
biosintesis de galactoglicerolipidos en “plantas 18:3”. Sin embargo, en guisante, la
proteina TGD2 se ha identificado por protedmica en preparaciones de envuelta
cloroplastica (Brautigam y col., 2008) y, en arroz, otra planta 18:3, se ha predicho la
existencia de un serie de ortdlogos de las proteinas TGD 1, 2, 3, 4 (Benning, 2009).
La determinacién de la localizacién y de la topologia de membrana de las proteinas
implicadas en este proceso en una planta modelo 18:3 y su comparacion con la
planta modelo 16:3, Arabidopsis thaliana, deberia proporcionar las claves que
expliquen las diferencias de la utilizacion de las rutas procariota y eucariota para la
biosintesis de los lipidos tilacoidales en estos grupos de plantas.

Finalmente, los lipidos sintetizados por cualquiera de las dos rutas biosintéticas
existentes deben ser, en ultima instancia, transportados al tilacoide. Ademas, también
es estrictamente necesario que este transporte de lipidos se coordine completamente
con el desarrollo global del cloroplasto. A dia de hoy, se han encontrado multiples
evidencias que sugieren la existencia de un transporte vesicular para la transferencia
de lipidos desde la envuelta interna a las membranas tilacoidales (von Wettstein,
2001; Westphal y col., 2001b). Recientemente, un estudio en un mutante de
Arabidopsis thaliana que carece de membranas tilacoidales ha permitido identificar
una nueva proteina, denominada VIPP1, que podria estar implicada en la formacion
de vesiculas en el cloroplasto. Esta nueva proteina también estd presente en
bacterias, y su inactivacion en cianobacterias afecta a la formacién de los tilacoides
(Westphal y col., 2001a). Por lo tanto, las evidencias actuales sugieren que la
proteina VIPP1 podria ser un componente de un complejo potencialmente requerido
para la transferencia vesicular hacia el cloroplasto. Asimismo, se han propuesto otros
componentes adicionales que podrian participar en este sistema de transporte

vesicular (Benning, 2008). No obstante, la implicacién de estos componentes en la
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formacion de las membranas tilacoidales tendra que ser demostrada mediante

analisis bioquimicos y genéticos (Benning, 2008).

1.4. DESATURASAS DE ACIDOS GRASOS

1.4.1. Caracteristicas de las desaturasas de acidos grasos de plantas

Las desaturasas son las enzimas responsables de introducir dobles enlaces en
las cadenas alquilicas de los acidos grasos. Estas enzimas se encuentran en
microorganismos, plantas y animales, donde juegan un papel clave en numerosos
procesos biologicos. Principalmente, las desaturasas regulan la fluidez de las
membranas celulares y, por lo tanto, influyen en la interfase entre las células y su
ambiente exterior. Ademas, participan en la biosintesis de una amplia gama de
moléculas implicadas en la sefalizacion celular y determinan, en gran medida, las
propiedades fisicas y el valor nutricional de las grasas animales y de los aceites

vegetales (Murphy y Piffanelli, 1998).

Gen Nombre Sustrato Localizacion Sustrato Producto Donador de
antiglio electrones
Fab2 Acil-ACP CP 18:0 18:1 49 Fd
Fad?2 Fosfolipido ER 18:149 18:2 49.12 b5
Fad3 Fosfolipido ER 18:2 49.12 18:3 49.12,15 b5
Fad4 FadA PG CcP 16:0 16:1 A7t Fd
Fad5 FadB 6L, SL CP 16:0 16:1 47 Fd
Fadé FadC 6L, SL, PG CP 16:1 47 16:2 47. 10 Fd
18:1 A9 18:2 A9, 12
Fad7 FadD 6L, SL, PG CP 16:2 A7.10 16:3 47.10,13 Fd
18:2 49,12 18:3 49.12,15
Fad8 GL, SL, PG CP 16:2 47. 10 16:3 47.10,13 Fd
18:2 A9, 12 18:3 A9,12,15

Tabla 1.3. Principales caracteristicas de las desaturasas de acidos grasos de plantas.
Sobre fondo naranja se muestra la desaturasa soluble y sobre fondo amarillo las
desaturasas de membrana. CP, cloroplasto; ER, reticulo endoplasmico; Fd, ferredoxina; bs,
citocromo bs;, GL, galactolipido; PG, fosfatidilglicerol; SL, sulfolipido. Adaptada de Miquel y
Browse, (1998).
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Atendiendo a su solubilidad, las desaturasas de plantas se clasifican en dos
grupos: desaturasas solubles y desaturasas de membrana. Las principales
caracteristicas de algunas de estas enzimas se resumen en la tabla 1.3.
Independientemente de su solubilidad, todas las desaturasas de plantas estan
codificadas por genes nucleares y difieren en su localizaciéon celular, en la

especificidad por su sustrato y en el donador de electrones utilizado.

1.4.1.1. Desaturasas solubles

Las desaturasas solubles de plantas se sitian en el estroma del cloroplasto y
tienden a ser especificas para sustratos acil-ACP saturados. Dentro de esta familia
de desaturasas cabe destacar la A° estearoil-ACP desaturasa (FAB2), enzima que es
esencial para la biosintesis de acidos grasos insaturados ya que cataliza la
incorporacién del primer doble enlace en el acido estearico (18:0) para producir acido
oleico (18:1%9).

El estudio y la comprensién del funcionamiento de estas desaturasas y de otras
enzimas relacionadas avanzaron considerablemente con la resolucion de la
estructura cristalina de una forma recombinante de la A° estearoil-ACP desaturasa de
Ricinus communis (Lindqvist y col., 1996). Tal y como muestra la figura 1.6., cada
subunidad de esta proteina homodimérica esta constituida por once a-hélices, de las
cuales nueve forman un fardo de a-hélices antiparalelo, y un centro dihierro (Fe-O-
Fe) que actua como sitio activo de la enzima.

El hecho de que el centro dihierro esté alejado de la superficie de la desaturasa
elimina la posibilidad de una transferencia directa de electrones desde la ferredoxina
hasta el sitio activo. La estructura cristalina revel6 la existencia de dos posibles rutas
de movimiento de electrones a través de las cadenas laterales de los residuos
aromaticos y cargados de la desaturasa. Ademas, en la estructura cristalina también
se identificd una cavidad hidrofébica que podia unir el sustrato de la enzima en la

orientacion correcta respecto al sitio activo (Shanklin y Cahoon, 1998). Estudios de
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modelado con el acido estearico han revelado que, en este modelo, la parte ACP del
sustrato podria interaccionar con los residuos de la superficie de la proteina vy,
entonces, la cadena de acido graso se extenderia por el canal hidrofébico hacia el
interior de la misma. Esta disposicién favoreceria una conformacién plegada del
sustrato entorno al carbono en posicién A° que quedaria situado en la inmediaciones
del centro dihierro de la proteina, facilitindose asi la formacion de un doble enlace en
configuracién cis en dicha posicion. Estudios de regioespecificidad demuestran que
todas las acil-ACP desaturasas situan el doble enlace en relacion al extremo
carboxilo terminal del acido correspondiente. Este hecho sugiere que existe una
distancia fija entre los atomos de hierro cataliticos del sitio activo y la parte ACP de

los sustratos enlazados en cada subunidad (Shanklin y Cahoon, 1998).

Figura 1.6. Estructura de la subunidad monomérica constituyente de la proteina
homodimérica A° estearoil-ACP desaturasa de Ricinus communis. Los dos atomos de hierro

del centro dihierro se muestran en rojo.

Ademas de la A° estearoil-ACP desaturasa, se han descrito otras desaturasas
solubles que se encuentran en tejidos ricos en contenido lipido como la A® palmitoil-

ACP desaturasa de Thunbergia alata (Cahoon y col., 1994) y la A* palmitoil-ACP
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desaturasa de Coriandrum sativum (Cahoon y col., 1992), ambas localizadas en el
estroma de semillas en desarrollo, y la A®° miristoil-ACP desaturasa de Pelargonium
hortorum, requerida para la formacion de acidos grasos monoinsaturados en tricomas
(Schultz y col., 1996).

Estudios de mutagénesis dirigida con las enzimas estearoil-ACP desaturasas
sugieren que el reconocimiento de la longitud de la cadena del acido graso esta
determinada principalmente por las propiedades de los residuos aminoacidicos
localizados en la parte inferior de la cavidad que acomoda el sustrato acil-ACP. Asi,
por ejemplo, la sustitucion de los aminoacidos alanina-188 y triptéfano-189 por glicina
y alanina, respectivamente, en la enzima A° palmitoil-ACP desaturasa alarga la
cavidad de union del sustrato, y la enzima resultante puede acomodar dos grupos
metilo adicionales. Entonces, la enzima es capaz de desaturar acidos grasos de 16 y

18 atomos de carbono con la misma eficiencia (Cahoon y col., 1997).

1.4.1.2. Desaturasas de membrana

La mayoria de las desaturasas de plantas son proteinas integrales de
membrana y se encuentran localizadas en dos compartimentos subcelulares
diferentes, el reticulo endoplasmatico y el cloroplasto. El hecho de ser proteinas de
membrana ha dificultado el desarrollo de métodos para su purificacion y
caracterizacion y, por tanto, ha limitado su investigacién por técnicas bioquimicas
tradicionales. Los recientes avances en transformacién y manipulacién genética de
plantas han permitido profundizar en el conocimiento de estas enzimas. Asi, el
analisis de una coleccién de mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes en la
actividad de las diferentes desaturasas ha permitido estudiar sus secuencias
gendmicas y definir su niumero, localizacion celular y funcién dentro de la maquinaria
lipidica.

Las desaturasas de membrana utilizan una gran variedad de lipidos complejos

como sustratos, entre los que se encuentran PC, PG y MGDG, y necesitan un
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donador de electrones para realizar su funcion. Asi, las desaturasas localizadas en el
reticulo endoplasmatico actuan sobre fosfatidilcolina, y posiblemente sobre otros
fosfolipidos, y utilizan citocromo bs como donador de electrones, mientras que las
enzimas localizadas en el cloroplasto actuan sobre acidos grasos esterificados a
galactolipidos, sulfolipidos y fosfatidilglicerol, y usan ferredoxina como donador de
electrones (tabla 1.3).

Las desaturasas reticulares estan codificadas por los genes FAD2 y FAD3 y
actian sobre los acidos grasos de 18 atomos de carbono esterificados a las
posiciones sn-1y sn-2 de los fosfolipidos. FAD2 es la enzima encargada de producir
acido linoleico (18:2%%"?) por incorporacién de un doble enlace en la posicion A'? del
acido oleico (18:1%°). En soja, uno de los recursos mas importantes de aceite vegetal,
se han descrito cuatro genes que codifican esta enzima: FAD2-1Ay FAD2-1B, que se
expresan especificamente en semillas en desarrollo y FAD2-2 y FAD2-3, que se
expresan de forman constitutiva tanto en tejidos vegetativos como en semillas
(Heppard y col., 1996; Tang y col., 2005; Li y col., 2007). El acido linolénico es el
producto de la w3 desaturasa reticular FAD3, que introduce un doble enlace en la
posicion A’ del acido linoleico (18:2°%'?). En el caso de esta desaturasa, se ha
propuesto la existencia de tres isoformas diferentes que contribuyen a los niveles de
linolénico en soja: FAD3A, FAD3B y FAD3C (Bilyeu y col., 2003). Segun estos
autores, FAD3A se expresa predominantemente en semillas en desarrollo mientras
que FAD3B y FAD3C se expresan a niveles muy bajos, practicamente indetectables
(Bilyeu y col., 2003). Ademas, Anai y col. (2005) identificaron cuatro genes,
denominados GmFAD3-1a, GmFAD3-1b, GmFAD3-2a y GmFAD3-2b, en semillas de
soja del cultivar Bay (Anai y col., 2005).

Dos de las cinco desaturasas plastidiales, FAD4 y FADS, presentan alta
especificidad por su sustrato. Asi, el producto del gen FAD4 inserta un doble enlace
en configuracién trans en el acido graso 16:0 esterificado en la posicion sn-2 del

fosfatidilglicerol, mientras que el producto del gen FADS es el responsable de la
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sintesis de A’ 16:1 en monogalactosilglicerol y, posiblemente, en digalactosilglicerol
(Wallis y Browse, 2002). Por el contrario, el resto de las desaturasas cloroplasticas no
muestran especificidad aparente por la longitud de la cadena de acido graso (16 0 18
atomos de carbono), la posicion y la clase de lipido sobre la que actuan. FADG
sintetiza 16:2/18:2 a partir de 16:1/18:1, respectivamente, mientras que FAD7 y, la w3
desaturasa plastidial inducible por frio FAD8 (McConn y col., 1994), son las enzimas
encargadas de la sintesis de 16:3 y 18:3 a partir de 16:2 y 18:2.

A pesar de las diferencias mostradas por las desaturasas de membrana
respecto a la especificidad de sustrato, al donador de electrones e incluso respecto a
la posicion en la que introducen el doble enlace, todas ellas contienen motivos
estructurales conservados, como la presencia de ocho histidinas en tres clusters
separados con la siguiente secuencia consenso (Murphy y Piffanelli, 1998):
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Figura 1.7. Representacion de la topologia de FAD2 y FAD3 en las membranas del reticulo

endoplasmico. Adaptada de Dyer y col., 2001 y Tang y col., 2005.

Cada uno de los ocho residuos de histidina son esenciales para la actividad

catalitica de estas enzimas ya que actuan como ligandos de union para los atomos
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de hierro presentes en el sitio activo de las desaturasas (Shanklin y col., 1994).
Ademas, estas regiones ricas en histidina estan situadas en posiciones equivalentes
respecto a las regiones hidrofébicas conservadas. En la figura 1.7, se muestra un
modelo topoldgico de una desaturasa de membrana.

Algunas desaturasas presentan secuencias ricas en histidinas que no se
corresponden con la secuencia consenso. Una primera excepcién la constituyen
todas las A® desaturasas funcionalmente caracterizadas hasta el momento. En estas
enzimas, el primer residuo de histidina del tercer elemento ha sido sustituido por un
residuo de glutamina. Estas desaturasas pertenecen al grupo de la denominadas
“front-end” y se caracterizan por presentar en su extremo N-terminal un dominio
citocromo bs. Recientemente, se ha descrito que el tercer cluster de histidinas
presente en la desaturasa FAD4 tiene una secuencia diferente (QGHH) a la descrita
para el resto de las desaturasas de membrana (Jinpeng y col., 2009). Aunque
anteriormente se habia descrito en la bibliografia que un residuo de glutamina podia
sustituir a un residuo de histidina en este motivo, todas las desaturasas de membrana
caracterizadas presentaban tres o cuatro residuos aminoacidicos entre la glutamina y
las histidinas posteriores. Otra caracteristica diferencial que presenta esta desaturasa
esta relacionada con la situacién de las tres regiones ricas en histidina en la
secuencia de la proteina. En las desaturasas de membrana, con excepcién de FAD4,
dos de las regiones ricas en histidina se localizan entre el segundo y el tercer dominio
transmembrana, mientras que el tercero se encuentra situado en el extremo C-
terminal. Sin embargo, en FAD4, sélo una region rica en histidina esta localizada
entre los dominios transmembrana 2 y 3, mientras que los dos restantes se localizan
en el extremo carboxilo terminal (Jinpeng y col., 2009).

En cuanto a la regioespecificidad, a diferencia de las desaturasas solubles, las
desaturasas de membrana utilizan tres mecanismos diferentes para ubicar los dobles
enlaces en las cadenas alquilicas de los &cidos grasos: algunas enzimas como las A°

desaturasa introducen el doble enlace entre el extremo carboxilo terminal y una
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insaturacién preexistente, otras como la A'® desaturasa de cianobacterias incorporan
el doble enlace en relacion al extremo metilo del acido graso y finalmente, un tercer
grupo de enzimas, generalmente denominadas w6 desaturasas, situan el doble
enlace contando tres carbonos hacia el extremo metilo del acido graso desde un

doble enlace ya existente.

1.4.2. Mecanismo de reaccion de las desaturasas

Las desaturasas son enzimas que catalizan la incorporacion de un doble enlace
en la cadena alquilica de un acido graso en una reaccidon que requiere oxigeno
molecular y un sistema donador de electrones. En cada reaccion de desaturacion, se
transfieren dos electrones y una molécula de oxigeno se reduce completamente a
agua.

En funcién de su localizacion celular, las desaturasas de plantas utilizan dos
sistemas donadores de electrones diferentes. Asi, las desaturasas cloroplasticas,
tanto solubles como de membrana, utilizan el sistema ferredoxina-NAD(P)H/
ferredoxina oxidoreductasa en tejidos no fotosintéticos o en tejidos fotosintéticos en
oscuridad. En este sistema, los equivalentes de reduccion aportados por el NAD(P)H
son transferidos de forma simultanea a la flavoproteina ferredoxina-NADP*
oxidoreductasa, que los cede de forma secuencial a dos moléculas de ferredoxina.
Entonces, dos moléculas de ferredoxina reducida suministran a la desaturasa los
electrones necesarios para la catélisis. Sin embargo, en tejidos fotosintéticos en luz,
la ferredoxina es reducida directamente por accion del fotosistema | (Shanklin y
Cahoon, 1998). En el caso de las desaturasas reticulares, el sistema de transporte
electrénico utilizado es el citocromo bs-NADH/citocromo bs oxidoreductasa (Murphy y
Piffanelli, 1998).

La disponibilidad de la estructura cristalina de una forma recombinante
purificada de la A° estearoil-ACP desaturasa ha permitido caracterizar de forma mas

detallada el mecanismo quimico de insercion de un doble enlace. Hasta el momento,
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se han obtenido escasos datos cinéticos detallados para las desaturasas de acidos
grasos y, como consecuencia de ello, las diferentes hipotesis acerca de su
mecanismo catalitico se han realizado fundamentalmente en base a su analogia con
otras enzimas relacionadas, principalmente con la enzima metano monooxigenasa
hidroxilasa y su mecanismo de accién propuesto (Murphy y Piffanelli, 1998).

El mecanismo catalitico propuesto para la desaturacién de acidos grasos se
detalla en la figura 1.8. En el estado basal, el centro dihierro de la enzima se
encuentra en su forma oxidada, Fe"-O-Fe'"'. La reduccion de los dos atomos de hierro
por transferencia electronica desde el sistema donador de electrones correspondiente
resulta en la formacion de un estado reducido del centro dihierro, Fe'-Fe'. A
continuacion, el oxigeno molecular se une al centro activo de la enzima generando un
intermedio peroxo 2Fe-20 (estado “P”). La ruptura del enlace O-O da lugar a una
forma activada del centro dihierro (estado “Q”), que actia como compuesto oxidante
clave capaz de abstraer un atomo de hidrogeno del grupo metileno de un acido graso
inactivado para formar un intermedio radical alquilo. La pérdida de un segundo atomo
de hidrogeno origina una especie transitoria que contiene dos electrones
desapareados y que podria recombinarse de forma espontanea para formar un doble
enlace. Esta reaccién va acompafiada de la pérdida de una molécula de agua y de la
regeneracion de la forma oxidada del sitio activo de la enzima (Shanklin y Cahoon,
1998; Somerville y col., 2000). El mecanismo basado en la abstraccién de hidrégenos
desde el sustrato principal representa sélo uno de los posibles esquemas de
desaturacion. Alternativamente, podrian existir otros mecanismos diferentes que
explicarian el funcionamiento de las desaturasas. Asi, el mecanismo de incorporacion
del doble enlace en anaerobiosis implica una deshidratacion seguida de una
isomerizacion trans-cis y un mecanismo similar se ha propuesto para la desaturacion
de acidos grasos en condiciones aerébicas (Nagai y Bloch, 1968). Segun esta
hipétesis, en primer lugar se produciria la hidroxilacion del acido graso

correspondiente, que seguidamente, se deshidrataria y, por ultimo, el doble enlace se
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isomerizaria. Sin embargo, no se ha observado la conversién del &cido graso
hidroxilado a acido graso insaturado, lo que sugiere que probablemente este sustrato
hidroxilado no es un intermedio de la reaccion de desaturacion (Nagai y Bloch, 1968).
No obstante, todavia no se han descrito evidencias concluyentes que apoyen

cualquiera de estos mecanismos de desaturacion (Shanklin y Cahoon, 1998).
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Figura 1.8. Mecanismo catalitico propuesto para la reaccion de desaturacion. Adaptada

de Somerville y col., 2000.
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1.4.3. Regulacién de la actividad de las desaturasas

En todos los organismos, las desaturasas de acidos grasos estan sujetas a
diferentes tipos de regulacién dependiendo de su localizacién y de su funcién en la
célula. Aunque, a dia de hoy, todavia se desconocen los mecanismos que controlan
la desaturacién de &cidos grasos, varias evidencias indican que diversos y
numerosos factores como el desarrollo de la planta, las hormonas, la disponibilidad
de sustrato, la herida, el ataque por patdégenos, el estrés hidrico y la temperatura

regulan la actividad de estas enzimas.

1.4.3.1. Desarrollo de la planta

En determinados estadios del desarrollo vegetal, existe una necesidad adicional
de actividad desaturasa que se puede suplir mediante el aumento de la expresion de
los genes de las desaturasas que se expresan de forma constitutiva, o bien mediante
la induccién de genes de desaturasas especificas de un estadio particular del
desarrollo. Uno de los ejemplos mejor caracterizados de genes de desaturasas que
se expresan tanto de forma constitutiva como en funciéon del desarrollo es el gen
FAB2, que codifica la enzima estearoil-ACP desaturasa. Asi, esta enzima ademas de
encontrarse implicada en la biosintesis de lipidos de membrana, también interviene
en la sintesis de lipidos de reserva en semillas y polen, en la sintesis de lipidos
estructurales en el tapetum y en la sintesis de membranas tilacoidales (Slocombe y
col., 1994; Piffanelli y col., 1997). Tanto en los tejidos fotosintéticos como en los
tejidos de almacenamiento de lipidos, la regulacibn de este gen se ejerce
principalmente a nivel transcripcional. Sin embargo, el analisis de los niveles de
MRNA FAB2 y de proteina FAB2 en el mutante chs1 de Arabidospsis thaliana sugiere
que esta clase de genes también podria regularse a nivel post-transcripcional
(Schneider y col., 1995).

El analisis fenotipico de varios mutantes de Arabidopsis thaliana, tales como

act1, fad7, fad3 y fad7/fad8, ha revelado que la expresion de los genes de las
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desaturasas se coordina durante el desarrollo de la planta con el objetivo de
mantener un intercambio bidireccional continuo de lipidos entre el reticulo
endoplasmatico y el cloroplasto (Kunst y col., 1988; Browse y col., 1993; McConn y
col., 1994).

Durante la maduracién de la hoja, se produce un incremento significativo de la
cantidad de acidos grasos trienoicos tanto en plantas 16:3 como en plantas 18:3 que
se ha asociado con cambios en la expresion de los genes de las w3 desaturasas. El
descenso marcado de los niveles de mMRNA FAD3 durante el desarrollo de la hoja
sugiere que las w3 desaturasas cloroplasticas, FAD7 y FAD8, deben desempenar
una funcién importante en el aumento de los niveles de estos acidos grasos
(Horiguchi y col., 1996a; Horiguchi y col., 1996b). Ademas, en trigo, se ha descrito
que los niveles de transcrito FAD7 permanecen constantes independientemente del
estado de maduracién de la hoja (Horiguchi y col., 1996a; Horiguchi y col., 1996b), lo
que permite concluir que el incremento de los niveles de acidos grasos trienoicos
debe estar regulado bien por una activacion post-transcripcional de la w3 desaturasa
FAD7Y o por una acumulacion continua de acidos trienoicos como consecuencia de su
baja degradacion.

Por otro lado, en trigo, se ha detectado la existencia de una distribucion
espacial de los transcritos TaFAD3 y TaFAD7 claramente diferenciada (Horiguchi y
col., 1996a; Horiguchi y col., 1998). Asi, mientras que el gen FAD3 se expresa a altos
niveles en células con gran capacidad de proliferacion, la acumulacion del mRNA
FAD7 esta asociada con el desarrollo del cloroplasto. Esta acumulacion de los
MRNAs FAD3 y FAD7 se ha relacionado con la activa biogénesis de membrana
requerida para la division celular y con la formacion de las membranas tilacoidales,
respectivamente (Horiguchi y col., 1998). Los datos obtenidos por Matsuda y col.
(2001) en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana son comparables a la
distribucion espacial de los transcritos de los genes FAD7 y FAD3 descrita en

plantulas de trigo y, por lo tanto, son consistentes con la hipétesis anteriormente
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descrita. Asimismo, el andlisis de la expresién trancripcional en diferentes tejidos de
olivo demostr6 que el gen OeFAD3 se expresa preferentemente en tejidos
vegetativos activos mitéticamente mientras que el gen OeFAD7 muestra un patrén de
expresion de tipo constitutivo. Estos resultados estan de acuerdo con la hipotesis de
que las desaturasas reticulares estan implicadas en la biogénesis de membrana y en
el ciclo de divisién celular mientras que las desaturasas cloroplasticas estan
implicadas en la formacion de los tilacoides. Ademas, se ha descrito que la expresion
del gen FAD3 en la drupa del olivo es especifica de tejido y esta regulada por el
desarrollo y, por ello, los autores han postulado que este gen posee un papel clave
en los tejidos reproductivos del olivo, especialmente durante el desarrollo del
gametofito femenino (Banilas y col., 2007). En este mismo sentido, varios estudios
han detectado la presencia del transcrito FAD7 en multiples tipos de células que
forman el carpelo del olivo, indicando que probablemente el principal papel de la
actividad de la desaturasa FAD7 en los tejidos reproductivos sea suministrar acido
linolénico para la biosintesis de oxilipinas, hormonas con funciéon esencial en la
reproduccion (Poghosyan y col., 1999; Banilas y col., 2007).

Por el contrario, un ejemplo caracteristico de un gen de desaturasa que se
induce especificamente por el desarrollo es el gen FAD2-1, especifico de semillas
oleaginosas. Este gen, a diferencia del gen FAD2-2 que presenta expresion
constitutiva, se induce a lo largo del desarrollo de la semilla con un maximo de
expresion que coincide con el momento de mayor tasa de biosintesis de acidos
grasos y de acumulacion de aceite (Heppard y col., 1996; Martinez-Rivas y col., 2001;
Tang y col., 2005). Otro modelo de regulacion especifica por desarrollo via expresion
de un gen de desaturasa adicional tiene lugar durante la senescencia de pétalos de
rosa. Normalmente, la fase de senescencia se asocia con un proceso de degradacion
de lipidos. Existen evidencias que indican que los acidos grasos poliinsaturados son
mas susceptibles al catabolismo que los acidos grasos saturados (Brown y col.,

1991). Por lo tanto, puede haber una necesidad de actividad desaturasa transitoria al
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inicio de la senescencia para incrementar el reservorio de acidos grasos
poliinsaturados disponibles para reciclar via catabolismo. Uno de los genes
principales que se inducen especificamente durante la senescencia del pétalo de
rosa codifica una proteina que se parece a las enzimas de membrana A° stearoil-CoA
desaturasas descritas en animales y hongos (Fukuchi-Mizutani y col., 1995). Esta
enzima es muy diferente a las estearato desaturasas de plantas descritas, que son
enzimas cloroplasticas solubles que utilizan sustratos acil-ACP. La existencia de una
clase diferente de estearato desaturasas podria ser debida a su funcion especializada

en un proceso de desarrollo especifico (Murphy y Piffanelli, 1998).

1.4.3.2. Temperatura

La temperatura es uno de los factores medioambientales que tiene mayor
impacto sobre el desarrollo y la supervivencia de las plantas, ya que condiciona el
crecimiento y el rango de distribucion geogréfica de las diferentes especies vegetales.
El primer efecto que se produce como consecuencia del estrés por frio es una grave
pérdida de la integridad de las membranas debida a una transicion desde un estado
liquido cristalino a un estado sélido denominado fase de gel. Este cambio de estado,
que produce un aumento de la rigidez de las membranas, causa cambios en el
metabolismo provocando dafio celular e, incluso, la muerte de la planta (Somerville y
col., 2000). Diversos factores, tales como el grado de insaturaciéon de los acidos
grasos constituyentes de los lipidos y la configuracién de los dobles enlaces
existentes, pueden afectar este estado de transicion y, por lo tanto, influir en el grado
de fluidez/rigidez de las membranas celulares. Como regla general se ha establecido
que un aumento de la cantidad de acidos grasos saturados favorece la rigidez de las
membranas, mientras que el incremento del numero de dobles enlaces en
configuracion cis conduce al aumento de la fluidez de las mismas. Segun este
razonamiento, se esperaria que la presencia de acidos grasos saturados fuera

particularmente importante a altas temperaturas y que los acidos grasos insaturados
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fueran cruciales para la supervivencia a bajas temperaturas. Sin embargo, el impacto
del grado de insaturacion de los lipidos en el proceso de adaptacion de las plantas a
los cambios de temperatura parece ser mas complejo. El estudio de varios mutantes
de Arabidopsis thaliana y de plantas transgénicas que presentan alteraciones en la
desaturacion de acidos grasos ha ayudado a profundizar en el entendimiento del
papel que desempefia la insaturacion de &acidos grasos en la tolerancia a la
temperatura (Wallis y Browse, 2002).

Puesto que la desaturacion de los lipidos de membrana favorece la fluidez de la
misma, los investigadores han intentado definir, durante anos, la relacién existente
entre la composicion de la membrana y la adaptabilidad de las plantas a las bajas
temperaturas. En este sentido, en los afios 80, se propuso que el PG cloroplastico
que contenia una combinacion de acidos grasos saturados (16:0 y 18:0) esterificados
en posicion sn-1 del glicerol y un acido graso saturado o el acido graso t16:1
esterificados en posicion sn-2 podia conferir sensibilidad al frio en plantas (Murata y
col., 1982). Como el doble enlace en configuracion frans hace que el acido graso
trans-16:1%° tenga una estructura muy similar a la del acido graso 16:0, estas
moléculas lipidicas se denominaron PG saturado. Asi, la naturaleza del grupo acil
graso unido en la posicion sn-1 del PG cloroplastico es crucial para determinar el
punto de fusién de dicho lipido y, por tanto, la sensibilidad al frio de las diferentes
especies vegetales. En plantas resistentes al frio, un acido graso de 18 atomos de
carbono insaturado se une en posicion sn-1 del PG, mientras que en las plantas
sensibles al frio, un acido graso saturado, el acido palmitico, tiende a unirse en esa
misma posicion. Por consiguiente, la especificidad de sustrato de la enzima glicerol-3-
fosfato aciltransferasa (GPAT) esta directamente relacionada con el grado de
tolerancia al frio (Murata y col., 1992; Moon y col., 1995). Con el fin de aclarar la
relacién entre la sensibilidad al frio y las especies moleculares de PG, se obtuvieron
plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresaban la enzima glicerol-3-fosfato

aciltransferasa de plantas resistentes al frio como Arabidopsis thaliana y de plantas
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sensibles al frio como calabaza. La sobreexpresiéon de estas enzimas, asi como la de
la glicerol-3-fosfato aciltransferasa de Escherichia coli (Wolter y col., 1992), produjo
variaciones en el contenido de PG saturado de las plantas trangénicas y, por lo tanto,
en su sensibilidad al frio. Todos estos resultados indican que el PG es uno de los
factores determinantes de la sensibilidad al frio en plantas. Sin embargo, varios
estudios en el mutante fab1 de Arabidopsis thaliana, que aunque presenta alto
contenido de PG saturado no exhibe dafio por frio cuando se crece a bajas
temperaturas, sugieren que el nivel de PG saturado no es el Unico determinante de la
capacidad para tolerar las bajas temperaturas sino que debe haber también otros
factores implicados (Wu y Browse, 1995).

PC y PE son los principales fosfolipidos presentes en las membranas
extraplastidiales, y su sintesis depende, en gran parte, de la ruta eucariota. Ademas,
la disponibilidad de los precursores de los grupos de cabeza polar caracteristicos de
estos fosfolipidos es crucial para el control de la sintesis de los mismos. La cantidad
de PC aumenta durante el crecimiento a bajas temperaturas y se ha sugerido que
este incremento debe ser critico para el desarrollo de la tolerancia al frio (Yoshida,
1984). Ademas, en plantas, la expresion de dos genes implicados en la biosintesis de
PC se induce durante la aclimatacion al frio. La expresién de la enzima
fosfoetanolamina metiltransferasa se indujo en trigo y espinaca por frio y la actividad
de la enzima CDP-colina sintasa se incremento fuertemente durante la exposicion de
Arabidopsis thaliana a bajas temperaturas. Ambos estudios sugieren que la
regulacion de la relacion PC/PE en las membranas extracloroplasticas debe estar
relacionada de forma causal con la adaptacion al crecimiento a bajas temperaturas.

Los acidos grasos poliinsaturados son los acidos grasos mayoritarios en
plantas y durante mucho tiempo se ha especulado que son cruciales para la
fotosintesis y el crecimiento de la planta, en particular a bajas temperaturas. El
analisis bioquimico y fisioldgico de los mutantes fad5 y fad6 de Arabidopsis thaliana

(Kunst y col.,, 1989; Hugly y Somerville, 1992), muestra que los acidos grasos
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poliinsaturados de las membranas cloroplasticas influyen en el tamafo del cloroplasto
y en la formacion de sus membranas a bajas temperaturas (5 °C). Por otro lado, el
mutante fad2 de Arabidopsis thaliana, que tiene niveles reducidos de acidos grasos
poliinsaturados en los lipidos de membrana extracloroplasticos, presenta un ritmo de
crecimiento reducido a bajas temperaturas y, eventualmente, las plantas mutantes se
marchitan y mueren tras un tiempo prolongado de exposicion a bajas temperaturas
(Miquel y col., 1993). Por lo tanto, todas estas observaciones sugieren que los acidos
grasos poliinsaturados son esenciales para el mantenimiento de la funcién celular y
para la supervivencia de la planta a bajas temperaturas y que, bajo estrés por frio, los
acidos grasos poliinsaturados que forman parte de los lipidos cloroplasticos
contribuyen significativamente a regular la formacion de las membranas plastidiales
mas que al mantenimiento de su estabilidad cuando maduran (lba, 2002). Para
examinar la capacidad de las plantas para sobrevivir sin acidos grasos
poliinsaturados en sus lipidos de membrana, se generd un doble mutante fad2/fad6
de Arabidopsis thaliana (McConn y Browse, 1998), que es deficiente en la
desaturacion de acidos grasos monoinsaturados tanto en el cloroplasto como en el
reticulo endoplasmatico. Los experimentos demostraron que la reduccion de los
niveles de acidos grasos poliinsaturados resultaba en una pérdida de la capacidad de
crecimiento fotoautétrofo en condiciones normales de crecimiento. Aunque existen
otras posibilidades, la explicacion mas simple a este hecho es que el desarrollo
normal de las membranas de la envuelta cloroplastica y de los tilacoides se ha
interrumpido de forma suficiente, de manera que estos organulos son incapaces de
llevar a cabo la fijacién de carbono necesaria para mantener viva la planta (Wallis y
Browse, 2002). El hecho de que los niveles de acidos grasos 16:3%71013 y 18:3491215
aumenten durante el crecimiento a bajas temperaturas, apoya la hipotesis de que los
acidos grasos trienoicos desempefian un papel fundamental en la tolerancia al frio.
Sin embargo, el analisis del triple mutante fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana

(McConn y Browse, 1996) sugiere que el descenso de los niveles de acidos grasos
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trienoicos tiene efectos minimos en la fotosintesis y en el crecimiento de la planta a
temperaturas normales y bajas. Ademas, los estudios realizados con plantas
transgénicas de tabaco en las que se han sobreexpresado los genes FAD3 y FAD7
(Kodama y col., 1994; Hamada y col., 1998), sugieren que el efecto de los acidos
grasos trienoicos en el aumento de la tolerancia a las bajas temperaturas es
relativamente leve, y que debe estar limitado a especies vegetales especificas. Por el
contrario, tanto plantas transgénicas de tabaco que poseen actividad desaturasa
reducida por co-supresion del gen FAD7 como el mutante fad7/fad8 de Arabidopsis
thaliana muestran un aumento fuerte del crecimiento y una actividad fotosintética
elevada a temperaturas altas (Murakami y col., 2000), indicando que la disminucién
de la cantidad de acidos grasos trienoicos parece tener un efecto estabilizante en la
membranas a temperaturas altas y, por lo tanto, confiere a las plantas tolerancia a las
altas temperaturas. Posteriormente, Alfonso y col. (2001) observaron que el mutante
STR7 de soja mostraba una tolerancia inusual a las altas temperaturas como
consecuencia de que sus membranas fotosintéticas presentaban un alto contenido de
acido graso 16:0 y niveles reducidos de los acidos grasos 18:3 y 16:1, confirmando
asi la hipétesis anterior.

El motivo general para el incremento de la actividad desaturasa en organismos
sometidos a bajas temperaturas esta relacionado probablemente con la necesidad de
mantener la fluidez de la membrana, que se ve directamente afectada por la
extension de la insaturacion de los componentes lipidicos que forman las membranas
biolégicas. No obstante, a dia de hoy, el mecanismo molecular mediante el cual la
temperatura controla la actividad de las desaturasas todavia es desconocido (Murphy
y Piffanelli, 1998). Diversos estudios indican que las cianobacterias responden al
descenso de la temperatura de crecimiento introduciendo insaturaciones en los
acidos grasos constituyentes de los lipidos de membrana. En este caso, la regulacién
de la expresion de los genes de las desaturasas de acidos grasos (desA, desB y

desC) en respuesta a este estimulo medioambiental se ejerce a nivel transcripcional
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a través del aumento de la cantidad y la estabilidad de los RNA mensajeros
correspondientes (Los y col., 1993; Sakamoto y Bryant, 1997; Sakamoto y Murata,
2002). Sin embargo, la mayoria de las investigaciones llevadas a cabo en plantas
sugieren que la regulacién enzimatica de las desaturasas no se controla unicamente
a nivel transcripcional sino que hay implicados otros mecanismos reguladores que
actuan a niveles diferentes de la expresion génica. En diversas especies de plantas
superiores, la temperatura parece controlar la expresién de los genes FAD7 y FADS8 a
nivel transcripcional modulando la cantidad de mRNA. El hecho de que la disminucion
de la cantidad de acidos grasos trienoicos fuera menos pronunciada en el mutante
fad7 de Arabidopsis thaliana cuando se crecia a bajas temperaturas, permitid
identificar FAD8 como una w3 desaturasa inducible por frio (McConn y col., 1994).
Esta observacion fue consistente con los datos obtenidos por Gibson y col. (1994),
que mostraban que los niveles del mRNA de FADS8 eran considerablemente
superiores en plantas de Arabidopsis thaliana crecidas a bajas temperaturas que en
plantas crecidas a temperaturas superiores a los 20 °C. Por otro lado, en maiz, se ha
demostrado la existencia de un patron de expresion diferencial de los genes ZmFAD7
y ZmFADS8 en respuesta a la temperatura (Berberich y col., 1998). Asi, a 25 °C
unicamente se detecta mMRNA de FAD7, a 15 °C se detectan ambos transcritos y a 5
°C solo se detecta mRNA de FADS8. Sin embargo, todavia no esta claro si la
expresion de los genes ZmFAD7 y ZmFADS8 se regula a nivel transcripcional, a través
del aumento de la sintesis del mRNA, o a nivel post-transcripcional, mediante el
aumento de la estabilidad de los transcritos correspondientes. En este sentido,
existen ciertas evidencias que sugieren que la estabilidad de estos dos mRNA es
diferente a cada temperatura (Berberich y col., 1998). En el caso de la w3 desaturasa
reticular, se han descrito dos mecanismos diferentes que modulan la expresién del
gen FAD3 en respuesta al frio. Asi, en raices de arroz, los niveles de transcrito
OsFAD3 decaian considerablemente durante el crecimiento en frio, confirmando la

regulacién transcripcional de este gen en respuesta a la temperatura (Kodama y col.,
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1997). Sin embargo, en raices de trigo, el incremento de acidos grasos trienoicos que
se produce al descender la temperatura se consigue directamente incrementando la
cantidad de proteina FAD3 (Horiguchi y col., 2000). Adicionalmente, la estabilidad de
la proteina FAD3 también podria ser modulada por la temperatura; sin embargo, la
determinacion de su turnover a diferentes temperaturas no dio ningun resultado
fructifero (Horiguchi y col., 2000). Ademas, los autores de este trabajo observaron
que los niveles de mRNA FAD3 permanecian constantes independientemente de la
temperatura de crecimiento en raices de Arabidospsis thaliana, sugiriendo que en
plantas Arabidopsis y trigo, probablemente exista un proceso regulador comun
dependiente de la temperatura que module la eficiencia de la traduccién de la
proteina FAD3 (Horiguchi y col., 2000). Finalmente, se ha demostrado que las bajas
temperaturas aumentan los niveles de los mMRNA GmFAD3A, GmFAD3B vy
GmFAD3C durante el llenado de la vaina de soja, y que la expresion elevada de los
genes que codifican las distintas isoformas de la proteina FAD3 esta asociada
positivamente con el aumento del contenido de acido linolénico en las semillas de
esta planta de cultivo (Byfield y Upchurch, 2007). Por ultimo, en diversas especies
vegetales, se ha comprobado que el aumento de la composicion de acidos grasos di-
insaturados bajo estrés por frio no se debe a una regulacién transcripcional de los
genes que codifican w6 desaturasas (Okuley y col., 1994; Heppard y col., 1996; De
Palma y col., 2008). Por el contrario, en algodén, la expresion de los genes FAD2-3 y
FAD2-4 se induce en respuesta a las bajas temperaturas, siendo los niveles de
MmRNA de FAD2-4 significativamente mas altos que los de FAD2-3 (Kargiotidou y col.,
2008).

Estudios recientes en plantas de Arabidopsis thaliana apuntan la existencia de
un mecanismo de regulacién post-traduccional en el que la regiéon C-terminal de la
desaturasa FADS8 actuaria de manera autorreguladora desestabilizando la proteina a
altas temperaturas, provocando asi una reduccion de la cantidad de esta enzima en

ausencia de un descenso simultaneo de los niveles de mMRNA FADS8 (Matsuda y col.,
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2005). En esta linea, se ha comprobado que las altas temperaturas también
disminuyen la estabilidad de la proteina FAD2-1 en semillas de soja (Tang y col.,
2005). Asimismo, en semillas de girasol, se ha demostrado que la temperatura regula
la actividad de FAD2 por dos mecanismos diferentes (Garcia-Diaz y col., 2002): un
efecto directo lento de la temperatura, debido principalmente a la baja estabilidad
térmica de la isoforma especifica de semillas en desarrollo FAD2-1 (Martinez-Rivas y
col., 2003; Sanchez-Garcia y col., 2004), y un efecto indirecto rapido por el cual la
temperatura afecta a la disponibilidad de oxigeno, que es sustrato del enzima
(Rolletschek y col., 2007).

Aunque se ha demostrado claramente que tanto la composicion de acidos
grasos de los lipidos de membrana como la expresion de los genes de las
desaturasas se modifican en respuesta a variaciones de la temperatura ambiental, la
forma en qué las células perciben estos cambios de temperatura y los mecanismos
implicados en la transduccién de esta sefal son practicamente desconocidos.
Diversos estudios sugieren que, en cianobacterias, el estado fisico de la membrana
celular podria desempefiar un papel fundamental en la percepcién del frio (Murata y
Los, 1997; Los y Murata, 2000). Asi, Vigh y col. (1993) demostraron que la expresion
del gen desA de Synechocystis PCC 6803, un gen inducible por frio que codifica una
A" desaturasa, aumentaba con la rigidez que la membrana plasmatica presentaba
como resultado de la hidrogenacion catalitica de los lipidos de membrana. Ademas,
dos proteinas histidina quinasas, denominadas Hik33 y Hik19, y un regulador de
respuesta, denominado Rer, se han identificado como componentes principales de la
ruta de percepcion y transduccion de la sefal producida por frio en estos mismos
organismos (Suzuki y col., 2000). En el afio 2000, Suzuki y col. propusieron un
esquema hipotético para la ruta de transduccion de la sefal desencadenada por

bajas temperaturas (figura 1.9).
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Figura 1.9. Esquema hipotético de la ruta de transduccién de sefial desencadenada por

bajas temperaturas en Synechocystis sp. PCC 6803.

Asi, una disminucién de la fluidez de la membrana celular originada por el
descenso de la temperatura podria alterar la estructura de la proteina Hik33,
provocando su activacion via dimerizacion (Murata y Los, 2006). En estas mismas
condiciones, el residuo de histidina del dominio histidina quinasa de Hik33 podria ser
fosforilado. Tras la activacién de Hik33, el grupo fosfato se transferiria a la proteina
Hik19, cuya activacion desencadenaria la fosforilacién del regulador de respuesta
Rer, que a su vez regula el gen desB. Aunque la inactivacion de los genes hik33 y
hik19 reduce la acumulacion de los transcritos desB y desD, la inactivacion del gen
rer origina un descenso del nivel de mRNA desB, que no se observa en el caso de los
MRNA desA y desD. Por lo tanto, Hik33 y Hik19 podrian estar también implicados en
la regulacion de la expresion de otros genes pero, a dia de hoy, todavia no se han
detectado los reguladores transcripcionales correspondientes.

A pesar de que en plantas el sensor de frio todavia no ha sido identificado,

ciertas evidencias sugieren que las bajas temperaturas pueden ser percibidas por las
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células vegetales a través de cambios en la fluidez de la membrana plasmaética.
Asimismo, el estrés por frio desencadena una entrada transitoria de calcio desde el
espacio extracelular al citésol que es necesaria para la expresion de genes inducibles
por baja temperatura y para el desarrollo de la tolerancia al frio (Monroy y Dhindsa,
1995; Viswanathan y col., 2006). Sin embargo, |la naturaleza y la secuencia temporal
de los eventos que provocan esta entrada de calcio a la célula son, a dia de hoy,
ampliamente desconocidos. Datos obtenidos en suspensiones celulares de alfalfa
apuntan que la reorganizacion del citoesqueleto es un componente integral de la
cascada de senalizacién desencadenada por frio, sirviendo como conexion entre el
aumento de la rigidez de la membrana y la entrada de calcio al citosol (Orvar y col.,
2000). Ademas, diversos estudios han demostrado que el proceso de aclimatacién al
frio estda mediado por una compleja red de vias de sefalizacion. Hasta el momento, el
descubrimiento de la ruta CBF/DREB ha permitido progresar en la caracterizacion de
la transduccion de la sefal desencadenada por frio (Yamaguchi-Shinozaki y
Shinozaki, 2005; Murata y Los, 2006). El analisis del control transcripcional de dos
genes inducibles por frio (cor15a y rd29A) en Arabidopsis thaliana ha permitido
identificar elementos de respuesta a frio (CRT/DRE) en los promotores de estos
genes (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Los factores de transcripcién tipo
AP2, DREB1 y CBF, interaccionan con los elementos CRT/DRE vy activan la
transcripcion de numerosos genes que se inducen en respuesta al frio. Los factores
de transcripcion CBF no sélo regulan la expresién de genes inducibles por frio sino
también de genes cuya expresién se induce por otro tipo de sefiales. Por el contrario,
algunos genes inducibles por frio no parecen ser controlados por la ruta CBF. Por lo
tanto, deben existir otros sistemas reguladores que induzcan la expresion de estos
genes (Fowler y Thomashow, 2002). A su vez, los genes CBF/DREB1 se inducen en
respuesta a las bajas temperaturas. Esta induccion es transitoria y precede la
induccién de genes que contienen en sus promotores elementos cis tipo CRT/DRE

(Thomashow, 1999). En este sentido, se ha identificado una proteina bHLH tipo MYC,
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denominada ICE1, que se localiza en el nucleo y que actia como regulador positivo
del gen CBF3, desempefando un papel clave en la aclimatacion a las bajas
temperaturas (Gilmour y col., 1998; Chinnusamy y col., 2003). ICE1 se expresa de
forma constitutiva en todos los tejidos y se activa ligeramente por frio. Por ello, se ha
especulado que la activacion de los genes CBF por frio podria requerir una
modificacion de la proteina ICE1 o de un cofactor transcripcional (Chinnusamy vy col.,

2003).

1.4.3.3. Hormonas

Diversas hormonas vegetales tales como las auxinas, las citoquininas o el acido
abscisico estan implicadas en la regulacion de las desaturasas. En concreto, el acido
abscisico induce la expresion de FAB2 en semillas de colza (Slocombe y col., 1994) y
de olivo (Haralampidis y col., 1998), de FAD2 en semillas de sésamo (Kim y col.,
2006) y de FAD3 en semillas de colza (Zou y col., 1995). Sin embargo, la aplicacion
exodgena de acido abscisico no modificaba los niveles generales de mRNA FAD7 y
FAD8 en maiz (Berberich y col., 1998). Por otro lado, las auxinas parecen estar
implicadas en el aumento de mRNA FAD3 en hipocotilos de Vigna radiata
(Yamamoto, 1994).

La regulacion hormonal parece estar intimamente asociada a las distintas fases
del desarrollo de la planta. Asi, se ha descrito que, en plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana, la expresion del gen FAD3 se regula de forma compleja de
acuerdo al estado de desarrollo y en respuesta a las hormonas vegetales. Una
interaccion sinérgica entre las rutas de sefalizacion de auxinas y citoquininas inducia
especificamente la expresion del gen FAD3 en raices a través de la activacion de su
promotor. Sin embargo, la expresion de este gen sélo se inducia si las hormonas se
aplicaban durante la fase vegetativa del crecimiento pero no si se aplicaban durante
la germinacion o la fase reproductiva del crecimiento. Ademas, esta induccion

mediada por auxinas y citoquininas se anulaba cuando el acido abscisico estaba
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presente en el medio, sugiriendo que esta hormona ejerce un efecto antagénico para

suprimir la expresién de FAD3 especifica de tejido (Matsuda y col., 2001).

1.4.3.4. Herida

Diversos estudios indican que la expresion del gen FAD7 se induce por herida
en varias especies de plantas y distintos 6rganos vegetales. Asi, en hojas de tabaco,
la herida produce una induccién transitoria de la expresién del gen FAD7, que va
acompafiada de un aumento de los niveles de &acidos grasos trienoicos en los
principales lipidos polares (Hamada y col., 1996). Asimismo, en Arabidopsis thaliana,
se produce un incremento significativo de los niveles de mRNA FAD7 en diferentes
tejidos vegetales en respuesta a la herida (Nishiuchi y col., 1997). Esta induccion de
la linoleato desaturasa cloroplastica también se ha descrito en tubérculos de patata
(Todoroki y col., 1998) y en pimiento (Kwon y col., 2000). Los datos obtenidos en
plantas transgenicas de tabaco indicaron que la activacién del promotor del gen
FAD7 era mas sustancial en raices y tallos que en hojas, sugiriendo que el patrén de
expresion espacial del gen FAD7 se modifica en respuesta al dafio local (Nishiuchi y
col., 1997). Ademas, experimentos de suplementacién con acido jasmonico e
inhibidores de su ruta biosintética apuntaron también que la induccion del gen FAD7
en respuesta a la herida tenia lugar a través de mecanismos de sefalizaciéon
dependientes e independientes de jasmonato, en tejidos subterraneos y aéreos de la
planta, respectivamente (Nishiuchi y col., 1997). Sin embargo, estudios recientes en
Arabidopsis thaliana, contradicen estos resultados y sefalan que la expresion del gen
FAD7 en raices y hojas parece estar regulada por mecanismos de sefializacion
dependientes e independientes de acido jasmonico (Matsuda y col., 2009). La
induccion del gen FAD7 probablemente sea necesaria para reponer el reservorio de
acido linolénico en los lipidos de las membranas cloroplasticas, asegurando asi la
acumulacién de este acido graso después del consumo inicial de &cido 18:3%9121°

esterificado en los lipidos de hojas dafiadas (Farmer, 1994; Matsuda y col., 2009).
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Por otro lado, existen resultados contradictorios acerca de como se modifica la
expresion del gen FAD3 en respuesta a la herida. Mientras que los niveles de mRNA
FAD3 permanecian constantes en hojas de tabaco dafiadas (Hamada y col., 1996), la
herida producia una induccién de dicho gen en hipdcotilos de Vigna radiata
(Yamamoto y col., 1992). Esta contradiccién podria ser consecuencia de las
diferencias en el estadio del desarrollo vegetal de la planta en la que se ha realizado

el estudio (Nishiuchiy Iba, 1998).

1.5. EL ACIDO GRASO LINOLENICO COMO PRECURSOR DE LA SINTESIS DE

JASMONATOS

El acido linolénico liberado de las membranas cloroplasticas por la accion de
fosfolipasas cloroplasticas actia como precursor de numerosos componentes
oxigenados llamados colectivamente jasmonatos, entre los que destacan el acido
jasmonico (JA) y su éster metilico metiliasmonato (MeJA), OPDA y dn-OPDA. Los
jasmonatos son fitohormonas lipidicas esenciales que actian como moléculas
sefalizadoras capaces de regular la respuesta de plantas a numerosas situaciones
de estrés y participar en procesos del desarrollo vegetal. Entre las situaciones de
estrés que regulan estan las heridas, la exposicion a ozono, la sequia y el ataque por
patdgenos y plagas. Entre los procesos de desarrollo en los que participan los
jasmonatos estan el crecimiento de la raiz, la tuberizacion, la maduracion de los
frutos, la senescencia y el desarrollo del polen (Lorenzo y Solano, 2005). La ruta de
biosintesis de los jasmonatos (figura 1.10), también denominada ruta de los
octadecanoides, ha sido estudiada de forma detallada y se dispone de gran cantidad
de informacion acerca del tipo de enzimas implicados en cada paso asi como de la

localizacion subcelular de los mismos (Turner y col., 2002; Schaller y Stintzi, 2009).
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Figura 1.10. Ruta de biosintesis de jasmonatos. Adaptada Schaller, A. y Stintzi, A.,

20009.

La sintesis de acido jasmoénico (JA) comienza en el cloroplasto con la
oxigenacién del acido linolénico (18:3%%'2'%) por una lipoxigenasa (13-LOX) dando
lugar a la formacién del correspondiente hidroperdxido. Existen evidencias de que
tanto los acidos grasos libres como los acidos grasos esterificados a lipidos neutros
pueden ser sustratos de la lipoxigenasa (Fuller y col., 2001; Feussner y Wasternack,
2002). En esta ruta metabdlica, el hidroperédxido sintetizado es convertido por la
accion consecutiva de dos enzimas, oxido de aleno sintasa (AOS) y 6xido de aleno
ciclasa (AOC), en un precursor ciclico biolégicamente activo denominado OPDA (Vick
y Zimmermann, 1979). En las “plantas 16:3” existe una ruta paralela, denominada

3471013 o5 convertido en dn-

ruta de los hexadecanoides, en la que el acido graso 16:
OPDA por accion secuencial de las enzimas LOX, AOS y AOC (Weber y col., 1997).

Finalmente, la conversion de OPDA (o dn-OPDA) en acido jasmonico, que incluye

50



Introduccion

una reaccion de reduccion de un doble enlace seguida de tres ciclos de [-oxidacion,
tiene lugar en los peroxisomas (Vick y Zimmerman, 1984; Schaller y col., 2005).

A pesar de la importancia de los jasmonatos como moléculas sefializadoras, el
conocimiento actual de los mecanismos moleculares de transmision de sefiales
mediadas por estos compuestos es muy limitado. Los componentes de esta ruta de
sefalizacién descritos hasta el momento se han identificado gracias a escrutinios
genéticos buscando plantas que, o bien mostrasen una respuesta constitutiva o
aumentada a acido jasmonico (JA), o bien exhibieran una sensibilidad reducida a JA,
a derivados como metiljasmonato (MeJA) 6 a analogos como la coronatina (Turner y
col.,, 2002). Uno de los mutantes insensibles a acido jasmoénico identificados en
Arabidopsis thaliana es el mutante coi1 (Feys y col., 1994). La identificacién de COI1,
hace una década, como una proteina de tipo F-box componente del complejo SCF
sugirié la participacion de la degradacion de proteinas por el proteosoma como
mecanismo central de senalizacion de JA (Xie y col., 1998). Ademas, mutantes
deficientes en otros componentes del complejo SCF también mostraban deficiencias
en la senalizacion de JA (Devoto y col., 2002; Xu y col., 2002; Feng y col., 2003).
Aunque se describié inicialmente en Arabidopsis thaliana, la funcién COI1 esta
conservada en otras especies de plantas como demuestra la identificacion de
homologos en tomate, tabaco y soja (Wang y col., 2005; Paschold y col., 2007; Li y
col., 2004).

Ademas de coi1 se han descrito otros mutantes insensibles a JA, como
jail/iin1, jar1 y jai3, que han permitido identificar molecularmente nuevos
componentes de esta ruta de sefnalizacion. Asi, el gen JA/1/JIN1 codifica la proteina
AIMYC2, que es un factor de transcripcion de tipo bHLHzip localizado en el nucleo
celular (Lorenzo y col., 2004). El analisis transcriptomico del mutante jin7 ha permitido
comprobar que AtIMYC2 es un regulador positivo de la expresion de un gran numero
de genes de respuesta a herida, y al mismo tiempo, reprime la expresion de genes de

respuesta al ataque por patdgenos. Este efecto es antagonico al de ERF1 (Factor de
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respuesta a etileno1), que regula positivamente la expresion de genes de respuesta
al ataque por patdégenos y tiene un efecto negativo en la expresiéon de genes de
respuesta a herida (Lorenzo y col., 2003; Lorenzo y col., 2004). Esto evidencia la
existencia de dos ramas en la ruta de sefializacién de JA reguladas diferencialmente
por AtMYC2 y ERF1, y que explican la interaccion molecular entre las rutas de etileno
y acido jasmonico en la activacion de defensas. Por lo tanto, la alternativa de la
planta para activar el tipo de respuesta adecuada a dos tipos distintos de estrés
(patégenos y herida) depende sustancialmente de la relacién que se establece entre
estos dos reguladores transcripcionales.

La existencia de una familia de represores que se unen al complejo SCF°"" con
la activacion transcripcional de las respuestas a JA ha sido demostrada gracias a la
identificacion de la familia de proteina JAZ, que representan el nexo de unién, a nivel
molecular, entre los dos pasos descritos anteriormente en la ruta de sefalizacion de
JA. Las proteinas JAZ, dianas directas de COI1, son degradadas por el proteosoma
26S en respuesta a la hormona. Ademas, estas proteinas también interaccionan
directamente con MYC2 reprimiendo su actividad y, por lo tanto, funcionan como
represores de la ruta de JA (Chini y col., 2007).

Actualmente, los detalles moleculares de la percepcidén de acido jasmonico son
practicamente desconocidos. El papel critico de COI1 en todas las respuestas de
acido jasmonico y la similitud entre las rutas de acido jasmonico y auxinas sugiere
que COI1 podria ser el receptor de JA (Chini y col., 2007; Santner y Estelle, 2007;
Katsir y col., 2008). La ruta biosintética de JA finaliza con la produccion de JA y el
éster metilico, metiljasmonato (MeJA), moléculas que han sido consideradas desde
hace mucho tiempo como moléculas bioactivas (Feussner y Wasternack, 2002;
Wasternack, 2007). La caracterizacion del mutante jar? permitié identificar a JAR1
como una enzima que cataliza la conjugacién de acido jasmonico a diferentes
aminoacidos, preferentemente isoleucina (Staswick y col., 2002; Staswick y Tiryaki,

2004). Aunque el mutante jar1 era deficiente en algunas respuestas de JA, los
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defectos se complementan por aplicacion externa de JA-lle, lo que indica la
relevancia bioldgica de este derivado de acido jasmonico y sugiere que el JA no es
activo per se (Wasternack, 2007; Suza y Staswick, 2008). Estudios recientes han
demostrado que JA-lle induce directamente la interaccion entre COI1 y multiples
proteinas JAZ a concentraciones fisiolégicas, mientras que ninguno de los
precursores o intermedios probados, como OPDA, MeJA 6 JA, pueden promover
dicha interaccion (Thines y col., 2007; Katsir y col., 2008; Melotto y col., 2008). Por lo
tanto, JA-lle posee todas las caracteristicas esenciales de molécula bioactiva.
Aunque JA-lle ha sido el primer derivado de JA descrito como molécula bioactiva,
probablemente no sea la uUnica. Debido a que otras oxilipinas, ademas de JA-lle, son
responsables de las respuestas dependientes de JA se podria esperar la existencia
de otras moléculas adicionales con actividad biolégica. Por ejemplo, el mutante opr3
de Arabidopsis thaliana, incapaz de convertir el OPDA en JA, es deficiente en varias
respuestas reguladas por JA como la inhibicién del crecimiento y la fertilidad, pero no
en las respuestas de defensa (Stintzi y col., 2001). La cuantificacion simultanea de
los miembros de la familia de los jasmonatos en hojas dafiadas de Arabidopsis y
patata sugirid que las distintas especies de plantas tenian niveles relativos distintos
de JA, OPDA y dn-OPDA (Weber y col.,, 1997). Por lo tanto, el control del
metabolismo celular, de los procesos de desarrollo y de las respuestas de defensa
podria ejercerse a través de cambios en los niveles de estas moléculas
biolégicamente activas (Stintzi y col., 2001). Asi, se ha postulado que JA y OPDA
pueden regular un grupo especifico de genes o actuar conjuntamente para controlar
la expresion de genes comunes (Stintzi y col., 2001). En este sentido, OPDA ademas
de inducir la expresion de genes de respuesta a JA, modula un grupo especifico de
genes (ORGs) via una ruta de sefalizaciéon independiente de COI1, lo que confirma
la capacidad de esta hormona para desencadenar en las plantas repuestas distintas
a las de JA (Taki y col.,, 2005; Ribot y col., 2008). Sin embargo, aunque se ha

demostrado que dn-OPDA tiene fuerte actividad bioldgica y que probablemente
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participe en la regulacion de la repuesta a la herida (Weber y col., 1997), hasta la
fecha se desconoce qué genes regula y qué funcion bioldgica desempena a nivel
celular.

Por otro lado, multiples evidencias sostienen fuertemente que COI1, o el
complejo COI1-JAZ, es el receptor de JA-lle. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha
descrito la union directa entre COI1 y la hormona. En este sentido, la resolucién
estructural de complejo COI1-hormona-JAZ seria crucial para revelar los detalles
moleculares de la percepcion de la hormona (Chini y col., 2009).

La activacion de las respuestas a JA esta regulada por la existencia de un bucle
de retroalimentacién negativa que incluye a MYC2 y las proteinas JAZ y proporciona
el mecanismo de accion hormonal en la sefalizacion de JA. Asi, en estado basal, los
factores de transcripcion que estimulan la expresion de genes de respuesta a JA
(MYC2 vy, probablemente, otros factores de transcripcién) son reprimidos por los
miembros de la familia de proteinas JAZ. El incremento de los niveles de JA-lle
producido por estrés estimula la interaccion fisica de las proteinas JAZ con COI1.
Esta interaccién inducida por la hormona desencadena la degradaciéon de las
proteinas JAZ via ruta del proteosoma 26S, liberandose asi los factores de
transcripcion correspondientes. La activacion de MYC2 y otros factores de
transcripcién induce la expresién de genes de respuesta a JA, incluyendo la
expresion de genes JAZ. La sintesis de novo de proteinas JAZ restablece la
represion de MYC2 por formacién del complejo JAZ-MYC2 y desconecta la respuesta

a JA (Chini y col., 2007; Chini y col., 2009).
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2. OBJETIVOS

En esta tesis doctoral se han abordado los siguientes objetivos:
1. Localizacion subcelular de la proteina GmFAD?.
2. Caracterizacion bioquimica y molecular de la familia GmFAD7 en
plantas de soja.
2.1 ldentificacion de un nuevo gen GmFADY en soja.
2.2 Regulacion de la expresion de los genes de las w3 desaturasas de
acidos grasos en plantas de soja.
2.3 Regulacion de la expresion de los genes de las w3 desaturasas de
acidos grasos bajo condiciones de estrés.
3. Anadlisis transcriptdmico de dos mutantes de Arabidopsis thaliana
deficientes en la insaturacion de acidos grasos, mutante fad5 y triple

mutante fad3/fad7/fad8.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE CULTIVO

3.1.1. Cultivo de plantas de soja en medio hidropénico

En primer lugar, las semillas comerciales de soja (Glycine max cv. Volania) se
germinaron en una bandeja de plastico que contenia una mezcla humedecida de
perlita/vermiculita (50%) actuando como lecho inerte y poroso. Las semillas se
sometieron al proceso de vernalizacién manteniéndolas en oscuridad en la camara de
crecimiento durante tres dias bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad para sincronizar su germinacion. Tras este periodo de tiempo, se retiré el
papel de aluminio que impedia la iluminacion de la bandeja y, al cabo de una semana
aproximadamente, aparecieron pequefias plantulas de soja (figura 3.1-A) que se
llevaron a cultivo hidropénico en un recipiente de 20 L con solucién nutritiva Hoagland

y borboteo de aire (figura 3.1-B).

A

Figura 3.1. (A) Germinacién de semillas de soja en perlita/vermiculita. (B) Crecimiento de

plantas de soja en medio hidroponico.
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La composicion de la solucidén nutritiva utilizada se detalla en la tabla 3.1. Las
plantas de soja (Glycine max cv. Volania) se crecieron en una camara bioclimatica
bajo condiciones controladas de luz (300 yJE m?s™), temperatura (24°C) y humedad

(70%) y con un fotoperiodo 16h/8h (luz/oscuridad).

Macronutrientes Concentracion (mg L)
KNO; 250
MgS0O,.7H,0 240
KH,PO, 130
NaCl 29
Ca(NOs), 780
Secuestrene (6% Fe) 42

Micronutrientes Concentracion (mg L)
MnCl,.4H,0 0,905
H3:BO;3 1,43
Na,Mo00O,.2H,0 0,015
CuS0,4.5H,0 0,05
ZnS0,4.7H,0 0,115

Tabla 3.1. Composicién de la solucién nutritiva utilizada para el cultivo de

plantas de soja.

3.1.2. Cultivo de suspensiones celulares de soja (Glycine max)

La linea celular fotoautotrofa silvestre de soja (Glycine max (L.) Merr var
Corsoy) utilizada en esta tesis doctoral fue donada gentilmente por el profesor Jack
M. Widholm del Departamento de Agronomia de la Universidad de lllinois (Urbana,
USA). Esta linea celular fue establecida por Horn y col. (1983) y, posteriormente,
caracterizada desde el punto de vista fisiologico por Rogers y col. (1987). Desde este
punto de vista, las suspensiones celulares se comportan de forma similar a células de
mesofilo de hojas jévenes de soja.

Para el cultivo de esta linea celular se han utilizado dos sistemas diferentes:

cultivo en medio liquido y cultivo en medio sélido.
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3.1.2.1. Cultivo en medio liquido

El cultivo en medio liquido es un sistema rapido y eficaz para el crecimiento de
células vegetales en suspensiéon. El medio de cultivo basal usado fue un medio MS
(Mursahige y Skoog) modificado descrito por Rogers y col. (1987), en el que se han
cambiado algunos micronutrientes y determinadas hormonas para permitir el
crecimiento celular indiferenciado (medio KN°). La composicién de la solucién
nutritiva se indica en la tabla 3.2. Ademas, el pH se ajusté a 5,8 con KOH diluido y se
esterilizé en autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Opcionalmente, puede afadirse
un 1% de sacarosa para facilitar el crecimiento celular (medio KN'). Este medio de
cultivo es utilizado para el mantenimiento de la coleccién celular, mientras que todos
los experimentos se realizaron con células crecidas en condiciones 100 %
fotosintéticas.

Los cultivos celulares se crecieron en un matraz erlenmeyer con un volumen de
50 ml de medio fresco en un incubador orbital (New Brunswick Scientific Co., Modelo
G-25) a 22 °C de temperatura, 70 yJE m?s™ de intensidad luminica y una agitacién de
130 r.p.m. En estas condiciones, las suspensiones celulares de soja mantuvieron un
color verde intenso, caracteristico del buen estado de los cultivos (figura 3.2-A).

La manipulacién de los cultivos celulares se realizé en una campana de flujo
laminar (TELSTAR, AH-100) para mantener condiciones de esterilidad estrictas

durante todo el proceso y evitar asi cualquier tipo de contaminacién indeseada.

A B

Figura 3.2. Crecimiento de suspensiones celulares de soja: (A) en medio liquido y

(B) en medio sélido.
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Composicion Nutrientes Concentracion (g L)
NH4NO; 16,5
KNO; 19
Disolucién de macronutrientes (10%) CaCl,.2H,0 4,40
MgSO47H20 3,7
KH,PO4 1,7
MnS0O,.4H,0 2,23
ZnSO4.7H20 0,86
H3;BO; 0,62
Disolucién de micronutrientes (1%) Kl 0,083
N82M004.2H20 0,025
CuS0,.5H,0 0,0025
CO(NO3)2 0,003
Disolucién de hierro (1%) E:é%'j;ﬁfgzo 2;2
Tiamina 0,1
Vitaminas y hormonas (0,1%) Kinetina 0,2gL" en HCI 0,5N
ANA 1 gL' en etanol

Tabla 3.2. Composicion de la solucién nutritiva utilizada para el cultivo de suspensiones

celulares de soja (Rogers y col., 1987).

3.1.2.2. Cultivo en medio sélido

Debido a la ausencia de un método eficaz de congelacién que permitiera
preservar de forma adecuada las colecciones celulares, se establecié en el
laboratorio un sistema de cultivo en medio sélido para conseguir dicho propésito.
Para ello, las suspensiones celulares crecidas en medio liquido se sembraron en
placas de Petri, que contenian medio sélido KN', mediante disposicién gota a gota
por toda la superficie (figura 3.2-B). Las placas se sellaron con parafilm y se crecieron
en las mismas condiciones de luz, temperatura y gaseo a las que se sometieron los

cultivos liquidos. El medio de cultivo utilizado es idéntico al descrito en la tabla 3.2

excepto por la presencia de 1,5% de agar, que actua como agente gelificante.
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3.1.3. Cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana

Las semillas de Arabidopsis thaliana wild type (ecotipo Col-0) y de los mutantes
fad5 y fad3/fad7/fad8 fueron cedidas por el Dr. J. Browse (Washington State
University, Pullman WA USA). Las semillas se esterilizaron con una solucion de
hipoclorito sddico 50% (v/v) que contenia un par de gotas de Tween-20 durante 3
minutos; a continuacion, se trataron con una solucién de etanol al 70% durante un
minuto y, finalmente, se lavaron con abundante agua estéril (3-4 lavados).
Seguidamente, las semillas se transfirieron a placas Petri con medio nutritivo estéril y
se sellaron con cinta porosa. El medio base de cultivo utilizado fue el medio MS
(Murashige-Skoog) sélido estandar cuya composicion se detalla en la tabla 3.3. La
estratificacion de las semillas se realizé después de haber sido esterilizadas,
almacenandolas a 4 °C durante un periodo de 3 dias de oscuridad. Transcurrido este
tiempo, las plantas se crecieron hasta los 14 dias de edad en camara bioclimatica
bajo un régimen luminico de 16h luz/ 8h oscuridad con una intensidad luminica entre
100 y 140 pmol m? s™ (figura 3.3). La humedad relativa de la cdmara se ajusté al

70% y la temperatura se fijo en 22 °C/18 °C (ciclos diurno/nocturno).

L P

Figura 3.3. Crecimiento plantas de Arabidopsis thaliana.
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Nutriente Concentracioén (g L™)
MS (Sigma) 4

MES 9,76
Sacarosa 10

Plant Agar 9

Tabla 3.3. Composiciéon de la solucioén nutritiva utilizada para el cultivo de

Arabidopsis thaliana en medio sélido.

3.2. TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES
3.2.1. Crecimiento de material vegetal a bajas temperaturas

3.2.1.1. Crecimiento de plantas de soja en frio

Para el estudio de la regulacion de los genes de las desaturasas durante el
proceso de aclimatacién al frio, las plantas de soja se crecieron en medio hidropénico
tal como se indica en el apartado 3.1.1 durante 19 dias. A partir de ese momento, las
plantas de soja se mantuvieron a 4 °C durante 3 dias bajo condiciones estandar de
luz y humedad. Durante el periodo de incubacién en frio, se recogieron hojas
trifoliares de soja de 18 dias de edad cada 24 horas, se congelaron inmediatamente

en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

3.2.1.2. Crecimiento de suspensiones celulares de soja en frio

Las suspensiones celulares se crecieron en medio liquido bajo condiciones
estandar de luz, temperatura y humedad durante 19 dias tal como se detalla en el
apartado 3.1.2.1., momento en el que los cultivos se encuentran al comienzo de la
fase estacionaria. Posteriormente, los cultivos celulares se mantuvieron a 4 °C
durante tres dias consecutivos. Cada 24 horas, las células de soja de un matraz
erlenmeyer se recogieron por filtracién a través de papel Miracloth (Hoechst,
Calbiochem) para eliminar el medio de cultivo, se pesaron y se congelaron

rapidamente en nitrégeno liquido.
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3.2.2. Experimentos de respuesta al estrés producido por herida

Los experimentos de herida se realizaron en hojas trifoliares de plantas de soja
crecidas en medio hidropédnico, tal y como se indica en el apartado 3.1.1. Para ello,
se realizaron cortes muy finos a intervalos de aproximadamente 3 milimetros con un
bisturi estéril a lo largo del nervio central de hojas trifoliares de soja. Las hojas control
se recogieron antes de realizar los cortes en las hojas (tiempo 0) y las hojas dafiadas
se recogieron 30 y 240 minutos después de haber efectuado la herida. EI material
vegetal recolectado se congeld rapidamente en nitrégeno liquido y se guardé a -80 °C

hasta su uso.

3.2.3. Tratamiento de hojas de soja con la hormona metiljasmonato

El tratamiento con la hormona metiljasmonato (MeJA) se realizé sobre hojas
trifoliares de plantas de soja crecidas en medio hidropdnico segun el apartado 3.1.1.
Para ello, se aplicé cuidadosamente una solucién de metiljasmonato [0,01 % reactivo
metiljasmonato comercial en agua destilada; Sigma] sobre el haz de la hoja con la
ayuda de un pincel para evitar el dafio tisular. Las hojas control se recolectaron antes
del tratamiento y las hojas tratadas con la hormona MeJA se recogieron 30 y 240

minutos después de la aplicacion.

3.2.4. Tratamiento de plantas de soja con el inhibidor MG-132

MG-132 es inhibidor especifico del proteosoma 26S (Lim y col., 2004). Para
analizar su efecto, las plantas de soja se incubaron en presencia de MG-132
(Calbiochem) durante 12 horas bajo condiciones estandar de crecimiento. El inhibidor
se anadioé a la solucién de crecimiento a una concentracion final de 50 yM a partir de
una solucién stock 6,3 mM de MG-132 preparada en dimetilsulféxido (DMSO) y
etanol (50% v/v). Las plantas control se trataron con la misma concentracion de

DMSO y etanol como control especifico del tratamiento con MG-132. Tras el periodo
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de incubacion, las raices de las plantas control y tratadas se congelaron en nitrégeno

liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

3.3. TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS Y DE BIOLOGIA CELULAR

Estas técnicas han sido realizadas en la Unidad de Desarrollo de Plantas y
Arquitectura Nuclear del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC, Madrid) bajo la

direccién de las Dras. M? Carmen Risuefio y Pilar Testillano.

3.3.1. Procesamiento de muestras

Las células de soja se fijaron en paraformaldehido al 4 % (p/v) en tampén PBS,
pH 7,3, sometiéndolas, en primer lugar, a un minuto de vacio que facilita la
penetracién del fijador y, posteriormente, manteniéndose en el fijador a 4°C durante
toda la noche. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron en PBS y se
almacenaron en una disolucién de 0,1% de paraformaldehido en PBS, pH 7,3 a 4°C
para evitar que revertiera la fijacion de las muestras. Este tipo de fijacion permite
preservar la estructura celular y mantener la reactividad quimica y antigénica de la
muestra.

Una parte de las muestras de células de soja fijadas se utilizaron para obtener
cortes de 30 ym en un vibratomo (Vibratomo 1000, Formely Lancer). Los cortes
obtenidos se depositaron en un portaobjetos recubierto con el adherente 3-
aminopropiltrietoxisilano, se dejaron secar a temperatura ambiente y, finalmente, se
almacenaron a -20°C hasta utilizarlos en ensayos de inmunofluorescencia.

Oftra parte de las muestras de células de soja fijadas se deshidrataron en una
serie de soluciones de acetona de concentracion creciente (30%, 50%, 70%, 90% y
100%) y, seguidamente, se infiltraron e incluyeron en la resina acrilica Historesin
8100 a 4°C. Los bloques de Historesin asi obtenidos se guardaron a temperatura

ambiente hasta su posterior utilizacion.
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3.3.2. Tinciones generales para analisis estructural y tinciones citoquimicas

preferenciales para almidén y DNA

Las tinciones se realizaron en cortes semifinos de 2 uym de muestras incluidas
en Historesin, resina acrilica hidrofilica muy adecuada para las citoquimicas,
siguiendo basicamente el protocolo descrito en Solis y col. (2008). El azul de toluidina
es un colorante de tiamina que se utiliza para el estudio de la organizacién celular ya
que permite obtener un contraste general de la mayor parte de los componentes
celulares, proporcionando mayor contraste, por ejemplo a la cromatina nuclear y a las
paredes celulares. Para el anadlisis estructural, la muestra tefida se observo en
contraste de fase y campo claro en un microscopio Leitz acoplado con una camara
digital Olympus DP10.

El almiddn se detecto por la técnica citoquimica con lLIK en cortes semifinos de
Historesin. La observacion de los cortes tefiidos se realiz6 en campo claro en un
microscopio Leitz acoplado con una camara digital Olympus DP10.

La tincion con 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para la observacion del DNA se
realizd6 también sobre cortes semifinos de 2 ym y se observo bajo luz UV en un
microscopio Axioplan Universal de Zeiss, para epifluorescencia y luz transmitida que

permite trabajar en campo claro y contraste de fase, acoplado a una camara CCD.

3.3.3. Inmunofluorescencia y Microscopia Laser Confocal

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron sobre cortes de vibratomo
obtenidos segun lo descrito en el apartado anterior (Fortes y col., 2004). Estos cortes
se descongelaron unos minutos antes de realizar la inmunofluorescencia ya que el
congelado y descongelado produce roturas que facilitan la permeabilizacién del corte
a los anticuerpos.

En primer lugar, los cortes se deshidrataron-rehidrataron en una serie de
soluciones sucesivas de metanol en PBS (30%, 50%, 70%, 100%, 70%, 50%, 30% y

PBS). Seguidamente, se trataron con celulasa (Onozuka R-10) al 2% en PBS durante
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45 minutos a temperatura ambiente con el objetivo de digerir la pared celular y
facilitar la penetracion del anticuerpo. Tras tres lavados de 5 minutos en PBS, los
cortes se incubaron con 5% BSA en PBS durante 10 minutos y, a continuacién, con el
anticuerpo primario anti-GmFAD7 (dilucion 1:25 en 1% BSA) durante una hora a
temperatura ambiente. Se realizaron, entonces, tres lavados de 5 minutos con PBS y
los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgGransiy-Alexa 488 (dilucion
1:25 en PBS) durante 45 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente. A partir de
este momento, todos los pasos se realizaron en oscuridad para evitar que decayera
la fluorescencia. Tras tres lavados de 5 minutos con PBS, los cortes se incubaron con
DAPI durante 5 minutos, se lavaron de nuevo con agua milliQ y, posteriormente, se
realizé un montaje en Mowiol 40-88 (Sigma-Aldrich).

Para el analisis de la inmunofluorescencia se utilizé un Microscopio Laser
Confocal (Leica TCS-SP2-ADBS) y se recogieron las series-z de las secciones
Opticas a intervalos 0,5-1,0 ym. Las imagenes se tomaron de las proyecciones
maximas de series de 15 a 20 secciones Opticas y la imagen de contraste de
interferencia diferencial (DIC) se utilizd para visualizar en relieve las distintas
estructuras celulares. Los fluoréforos y las longitudes de onda de excitacién y emisién

utilizadas para obtener las imagenes de fluorescencia se indican en la tabla 3.4.

Longitud de onda (nm)

Fluoréforo Laser
Excitacion Emision
Alexa 488 Argon 488 500-550
Clorofila Helio-Neon 633 649-738
DAPI uv 364 385-475

Tabla 3.4. Fluordforos y las longitudes de onda de excitacién y emisién utilizadas para

obtener las imagenes de fluorescencia

Los experimentos control se realizaron reemplazando el anticuerpo primario

anti-GmFAD7 por PBS o por el anticuerpo primario bloqueado.
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3.3.3.1. Experimento control por pre-bloqueo del anticuerpo primario:

experimento de inmunodeplecién

El pre-bloqueo del anticuerpo primario anti-GmFAD7 se realizé incubando el
anticuerpo con una soluciéon 1mM del mismo péptido antigénico empleado para la
inmunizacion y obtencién del anticuerpo policlonal en proporcién 1:2 (v/iv) a 4°C
durante toda la noche. La solucion de anticuerpo bloqueado se empledé como
anticuerpo primario en inmunofluorescencia, siguiendo el mismo protocolo que se ha
descrito en el apartado 3.3.3. El resultado negativo de este control indica que el
anticuerpo no reconoce otros antigenos por lo que la unién previa al péptido ha

bloqueado su reactividad en el corte y, por tanto, valida su especificidad in situ.

3.4. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR

El fraccionamiento subcelular es un conjunto de métodos y técnicas que tienen
como objetivo obtener fracciones puras o enriquecidas en un determinado

componente celular.

3.4.1. Preparacion de extractos crudos celulares a partir de diferentes tejidos de

plantas de soja

Para la preparacion de extractos crudos de diferentes tejidos de plantas de soja
(raiz, tallo, hoja y semillas en desarrollo) se utilizaron 0,5 gramos de tejido vegetal
excepto en raices donde se emplearon 2 gramos. Los diferentes tejidos se
machacaron en un mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo muy fino. El
sedimento celular obtenido se resuspendié en tampén A (0,1M Tris-HCI (pH 7,5),
20% glicerol, 1mM EDTA, 10mM MgCl; y 14mM B-mercaptoetanol) y se homogeneiz6
con un homogeneizador manual con émbolo de teflon durante 10 minutos. El
calentamiento de la muestra se evito realizando la homogeneizacion a intervalos de 2
minutos interrumpiendo el proceso para incubar la muestra en hielo durante 3

minutos. Tras la homogeneizacién, la muestra se centrifugd a 2400 r.p.m. (centrifuga
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Beckman AllegraTM 21R; rotor F2402H) durante 3 minutos para eliminar los restos
celulares. En cada uno de los pasos del protocolo, se afiadieron inhibidores de
proteasas con el propdsito de impedir la degradacién de las proteinas. Las distintas
fracciones celulares se conservaron en presencia de los inhibidores de proteasas

pefabloc (100ug/ml), antipaina (1ug/ml) y leupeptina (1ug/ml).

3.4.2. Aislamiento de cloroplastos a partir de hojas de soja

Las hojas de soja se trituraron en un mortero con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo muy fino y, a continuacion, se resuspendieron en tampon By (tabla
3.5.), el cual se anadié a razon de 1,5 mililitros por gramo de hoja utilizado. La rotura
de las células se llevo a cabo con un homogeneizador manual con émbolo de teflén
durante 10 minutos. Para evitar el calentamiento de la preparacién, la
homogenizacion se realizé en intervalos de dos minutos interrumpiendo el proceso
durante 3 minutos, periodo de tiempo en el que la muestra se mantuvo
constantemente en hielo. Seguidamente, el homogeneizado se agité durante 10
minutos a 4°C para favorecer la liberacién de los cloroplastos retenidos en los restos
celulares. Entonces, el extracto se centrifugd a 1200 r.p.m. durante 2 minutos
(centrifuga Sorvall, Dupont Willmington DL Estados Unidos; rotor SS-34) para
eliminar los restos celulares. El sobrenadante obtenido se centrifugé a 10000 r.p.m.
durante 10 minutos (centrifuga Sorvall; rotor SS-34). El precipitado, que contiene
fundamentalmente cloroplastos, se resuspendié suavemente en tampon B, (tabla
3.5.) con la ayuda de un pincel.

El procedimiento general se realizé a temperaturas bajas (aprox. 4°C) y en cada
una de los etapas se anadieron los inhibidores de proteasas citados anteriormente
con el propésito de evitar la degradacion de los componentes celulares. Ademas, el
aislamiento de cloroplastos se llevd a cabo en condiciones de luz débil para minimizar

la fotodestruccion de la clorofila.

68



Materiales y métodos

3.4.3. Aislamiento de cloroplastos a partir de suspensiones fotosintéticas de
soja

El aislamiento de cloroplasto se realizé a partir de 50 ml de cultivo de
suspensiones celulares de soja. Las células de soja se filtraron a través de papel
Miracloth (Hoechst, Calbiochem) para eliminar el medio de cultivo y, seguidamente, se
resuspendieron en tampon By (tabla 3.5). A partir de este paso, el procedimiento a

seguir es idéntico al descrito para hojas de soja en el apartado 3.4.2.

Tampoén Reactivo Concentracion (mM)
B, Tris-HCI (pH 7,5) 10
EDTA 2
NaCl 150
B, MgCl, 5
Tricina (pH 8) 20

Tabla 3.5. Composicion de las soluciones utilizadas para el aislamiento de

cloroplastos.

3.4.4. Aislamiento de cloroplastos intactos a partir de hojas de soja

La obtencién de cloroplastos intactos se efectud segun el método descrito por
van Wijk y col. (1995) en el que se incluyeron algunas modificaciones con el objetivo
de adaptarlo a hojas de soja. Como material de partida se utilizaron 50 g de hojas a
las que se elimind la nervadura central. Una vez troceadas en pequefias secciones y
tras ser lavadas con agua destilada, las hojas se trituraron en un homogeneizador
tipo politron en presencia de medio A (tabla 3.6). Tras filtrar la muestra a través de
dos capas de papel Miracloth (Hoechst, Calbiochem), el homogeneizado se
centrifugd a 1300 r.p.m durante 3 minutos (centrifuga Sorvall; rotor JLA 10.500).
Seguidamente, el sobrenadante se centrifugé a 10000 r.p.m durante 10 minutos
obteniéndose un sedimento que representa una fraccion enriquecida en cloroplastos.

El pellet se resuspendié cuidadosamente con un pincel en 4 ml de medio B (tabla 3.6)
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y se centrifugd en un colchén de Percoll 35% (v/v) en medio B a 6875 r.p.m. durante
10 minutos (centrifuga Sorvall; rotor SS-34). Tras la centrifugacion, los cloroplastos
intactos aparecieron como una banda verde intensa situada aproximadamente a un
centimetro de la parte superior del colchéon de Percoll, que se recogié con una pipeta
de boca ancha. Seguidamente, la fraccidon de cloroplastos intactos recogida se lavé
con medio C (tabla 3.6) y se centrifugé a 10000 r.p.m. durante 10 minutos (centrifuga
Sorvall; rotor SS-34) para eliminar asi los posibles restos de Percoll presentes en la
muestra. Finalmente, el pellet se resuspendié suavemente en 2 ml de medio C

obteniéndose asi la fraccion de cloroplastos deseada.

Medio Reactivo Concentracién (mM)
Sorbitol 330
Ascorbato 5
EDTA 2

A NaCl 20
MgCl, 1
MnCl, 1
KH,PO, 0,5
MES (KOH) 5
Sorbitol 330
Ascorbato 5
EDTA 2

B NaCl 20
MgCl, 1
MnCl, 1
KH,PO, 0,5
MES (KOH) 5

c Sorbitol 330
HEPES (KOH) 50

Tabla 3.6. Composicién de las soluciones utilizadas para el aislamiento de

cloroplastos intactos.
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3.4.5. Aislamiento de fracciones subcloroplasticas a partir de cloroplastos

intactos de hojas de soja

Los cloroplastos intactos aislados tal y como se describe en el apartado 3.4.4.
se utilizaron para aislar las distintas fracciones subcelulares del cloroplasto segun el
protocolo establecido por Li y col. (1991). Los cloroplastos intactos se recogieron
mediante centrifugacion y se resuspendieron en tampdén B; (tabla 3.7). A
continuacion, los cloroplastos se rompieron en presencia de un volumen igual de una
solucién hipotdnica, TE, manteniéndolos en hielo durante 10 minutos. Seguidamente,
2 ml de la fraccién de cloroplastos lisados se cargaron en un gradiente discontinuo de
sacarosa preparado con soluciones de sacarosa de 1,2 M, 1 My 0,46 M y se
centrifugd a 39000 r.p.m. durante 70 minutos (centrifuga Beckman; rotor SW41Ti).
Tras la centrifugacion, la envuelta formé una banda ligeramente verde en la interfase
entre la disolucién de 0,46 M de sacarosa y la disolucién de sacarosa 1 M, mientras
que los tilacoides formaron un pellet de color verde oscuro en el fondo del tubo. La
fraccion de envuelta se recogié cuidadosamente, se diluyé en tampén TE y se
sedimentd por centrifugacion a 20000 r.p.m. durante 45 minutos (centrifuga
Beckman; rotor 70.1 Ti). Por otro lado, el precipitado de tilacoides se resuspendié en
TE y se centrifugdé a 7500 r.p.m. durante 10 minutos (centrifuga Beckman; rotor SS-
34). Las fracciones de envuelta y de membranas tilacoidales se resuspendieron en
volumenes adecuados de tampdén TE, se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion. El estroma, presente en la disolucion de
0,46 M de sacarosa, se precipitd en una solucién de acetona 80% y se guardo a -20
°C durante toda la noche. Tras este periodo de tiempo, la muestra centrifugé a 11136
r.p.m. (centrifuga Beckman; rotor SS-34) y el pellet obtenido se resuspendié en TE.

Todo el procedimiento descrito anteriormente se realizé a temperaturas bajas
(aprox. 4 °C) y en condiciones de luz débil. Ademas, las distintas fracciones
subcloroplasticas se aislaron y conservaron en presencia de los inhibidores de
proteasas pefabloc (100ug/ml), antipaina (1pug/ml) y leupeptina (1ug/ml).
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Medio  Reactivo Concentracion (mM)

NaCl 15
MgCl, 5

B;
MES (pH 6) 50
Sacarosa 400

TE Tris-HCI (pH 7,5) 10
EDTA 2

Tabla 3.7. Composicién de la soluciones utilizadas para el aislamiento de

fracciones subcelulares del cloroplasto.

3.5. TECNICAS ANALITICAS

3.5.1. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

La determinacion de la concentracién de proteinas se realizd con un kit
comercial (Biorad Protein Assay; Biorad) basado en el método espectrofotométrico
disefiado por Bradford (1976). Este método se basa en el desplazamiento del maximo
de absorcién del colorante Azul de Coomasie G-250 en solucién acida desde 465 nm
a 595 nm cuando se une a las proteinas. El colorante de Azul Coomassie se une
principalmente a los residuos de aminoacidos basicos y aromaticos, especialmente
arginina. La interpolacion del valor de absorbancia a 595 nm respecto a una curva
estandar proporciona una medicion relativa de la concentracion de proteina total
presente en la muestra.

En primer lugar, se realizd una curva estandar de calibracion a partir de
disoluciones de albumina sérica bovina (BSA) de concentracién conocida (0,1; 0,2;
0,4; 0,8; 1 y 2 mg/ml). Una vez elaborados los patrones de calibrado, la mezcla de
reaccion se preparo afiadiendo los siguientes componentes:

» 10 ul de estandar correspondiente
» 790 ul de H,O miliQ

» 200 pl de reactivo Biorad
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A continuacion, la mezcla se agitd enérgicamente con vortex, se dejo reposar
durante 5 minutos a temperatura ambiente para que el color se desarrollara v,
seguidamente, se midié su absorbancia a 595 nm. La curva de calibrado se obtuvo
representando los valores de absorbancia correspondientes a cada una de las
disoluciones patron frente a la concentracién de proteina de las mismas.

Para llevar a cabo el analisis cuantitativo, las muestras problema se sometieron
al mismo tratamiento que las muestras estandar y el contenido de proteina total se
obtuvo interpolando los valores de absorbancia en la curva de calibracién

correspondiente.

3.5.2. Determinacion de la concentracion de clorofila

La extraccidon de pigmentos se realiz6 en una solucion de acetona:agua 80%
(v/v). La mezcla se sonicé durante 3 minutos en un bafio de ultrasonidos a 4 °C para
favorecer la extraccion de los pigmentos y, a continuacion, se centrifugd en una
microcentrifuga a 8500 r.p.m. (centrifuga Beckman AllegraTM 21R; rotor F2402H)
durante 5 minutos. Tras la centrifugacion, se obtuvo un sedimento blanquecino
constituido por proteina y un sobrenadante de color verde que contenia los pigmentos
libres. El sobrenadante recogido se utilizé para determinar por espectrometria la
absorbancia de la muestra a 645 y 663 nm.

La concentracion de clorofila total (Chly) de la muestra se determiné aplicando
la ecuacion experimental desarrollada por Arnon (1949):

(ChIT)mg/I = 8,02 X Ab3663 + 20,2 X Ab3545

3.5.3. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (PAGE) en condiciones
desnaturalizantes fue descrita originalmente por Laemmli (1970) y es una de las
técnicas mas ampliamente utilizadas para caracterizar mezclas complejas de

proteinas.
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Las muestras objeto de estudio en esta tesis doctoral se separaron mediante
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida de 0,75 mm de espesor
con el sistema de electroforesis vertical Miniprotean Il (Biorad). El sistema de
electroforesis esta formado por dos geles de distinta porosidad y pH: un gel
concentrador, en el que la muestra se enfoca en una zona muy estrecha lo que
determina la separaciéon en bandas finas en el gel separador y alto poder de
resolucion y, un gel separador, donde la migracion esta determinada por la carga y el

tamafo molecular de las proteinas.

3.5.3.1. Preparacién de los geles de poliacrilamida

En la tabla 3.8 se muestran los reactivos utilizados para la preparacion de los
geles concentrador y separador. En todos los casos, la concentracion de

poliacrilamida de los geles concentrador y separador fue del 4 % y 12 %,

respectivamente.

. Gel concentrador Gel separador
Reactivo (4%) (12%)
Urea - 1,29
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) - 1,25 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 625 ul -

SDS 10% (p/v) 25 ul 50 pl
Acrilamida/ Bis-acrilamida 40% 244 ul 1,5 ml
APS 10% 25 ul 25 ul
TEMED 5 ul 2,5 ul
H,0 miliQ 1,606 ml 1,5 ml aprox.?
Volumen total 2,53 ml 5mi

Tabla 3.8. Composicion de los geles empleados en electroforesis SDS-PAGE
@ Debido al caracter higroscopico de la urea, hay que tener la precaucion de
disolverla sin afiadir H,O miliQ y una vez disuelta ajustar el volumen total de la

disolucion.
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En primer lugar, se preparé la disolucién del gel separador y, justo antes de
rellenar el molde, se agregaron el APS y el TEMED. La mezcla se vertié en el molde
hasta una altura aproximada de un centimetro por debajo del peine y, a continuacion,
se afadi6 alcohol isopropilico hasta el borde del mismo para evitar la deshidratacion
del gel y favorecer la formacion de un frente uniforme. El gel separador se dejé
polimerizar durante 45 minutos.

Completa la polimerizacion del gel separador, se eliminé el alcohol isopropilico
lavando con abundante agua y se afadié el gel concentrador. Rapidamente, se
colocé el peine con cuidado para evitar la formacion de burbujas y el gel concentrador

se dej6 polimerizar 45 minutos.

3.5.3.2. Desarrollo de la electroforesis SDS-PAGE

Una vez que los geles habian polimerizado completamente, se retiraron los
peines y los pocillos se lavaron cuidadosamente con H,O miliQ para eliminar posibles
restos de poliacrilamida. Seguidamente, los geles se colocaron en la camara de
electroforesis en presencia del tampén de electroforesis cuya composicion fue Tris-
HCI 25 mM (pH 8,3), glicina 192 mM y SDS 0,1% (p/v). Antes de ser cargadas en los
pocillos, las muestras se desnaturalizaron en oscuridad a temperatura ambiente
durante 90 minutos con tampon de desnaturalizacion en proporcién  3:1
(muestra:tampén). La composicion del tampdn de desnaturalizacion se detalla en la
tabla 3.9. Este método de desnaturalizacion supone una alternativa valida a la
desnaturalizacion térmica en el caso de proteinas del cloroplasto, ya que la
desnaturalizacion térmica resulta en agregados de alto peso molecular que dificultan
la separacién y, por lo tanto, la identificacion de las proteinas de interés. Ademas, se
empled un marcador de peso molecular pretefiido (Low range prestained SDS-PAGE
Standard, Biorad), que se cargd en el mismo gel que las muestras problema para

poder estimar el peso molecular de las proteinas cuando se detectaran al final del
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western blot [apartado 3.5.4]. La electroforesis se desarrollé a voltaje constante, 100V

durante aproximadamente 3:30 h.

Tamp01} de' . Agente reductor  Reactivo Composicion
desnaturalizacion
Tris-HCI (pH 6,8) 62 mM
SDS 8 % (p/v)
B-mercaptoetanol | Glicerol 10 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,08 % (p/v)
-mercaptoetanol 5% (viv
Reductor P P o )
Tris-HCI (pH 6,8) 62,5 mM
SDS 2% (p/v)
DTT Glicerol 30% (v/v)
Azul de bromofenol 0,16 % (p/v)
DTT 80mM
Tris-HCI (pH 6,8) 62mM
0
No reductor - SI?S 8% (V)
Glicerol 10 %
Azul de bromofenol 0,08 %

Tabla 3.9. Composicion de los tampones de desnaturalizacion (x4)

3.5.3.3. Deteccion de proteinas en geles SDS-PAGE

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se visualizaron mediante el
método de tincidn con azul de coomasie. Para ello, una vez finalizada Ia
electroforesis, el gel se retird6 de la cubeta correspondiente y se incubd durante 12

horas con la solucién de tincién. Seguidamente, el gel se decoloré con la solucion de

destefido durante unos 20 minutos (tabla 3.10).

Tampon Reactivo Composicion
Azul de Coomasie 0,025 % (p/v)
o

De tincion I’Eta.mol L 45% (VIv)

Acido acético 6% (v/v)

Agua desionizada 49% (v/v)

Metanol 10% (v/v)

De destefiido Acido acético 30% (v/v)

Agua desionizada 60% (v/v)

Tabla 3.10. Composicién de las soluciones utilizadas para deteccion de
proteinas en geles SDS-PAGE.
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3.5.4. Western blot y deteccion inmunolégica de proteinas

Una vez separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida, las
proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Pall Corporation) mediante la
aplicacion de un campo eléctrico y, posteriormente, se detectaron mediante la
utilizaciéon de anticuerpos especificos. La transferencia se llevd a cabo en el equipo
Mini Trans-Blot (Biorad) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante.
Asi, en la carpeta de transferencia se colocaron en orden ascendente los siguientes
componentes: una esponja plana, un papel Whatman, el gel de poliacrilamida, la
membrana de PVDF, un papel Whatman vy, finalmente, otra esponja plana. Antes de
disponerse en la carpeta de transferencia, todos los componentes se empaparon en
la solucién de transferencia; ademas la membrana de PVDF, debido a su
hidrofobicidad, requirié una incubacién previa en metanol antes de sumergirla en el
tampon de transferencia. Todo el conjunto se coloco en la cubeta de transferencia
que contenia el tampdn de transferencia (Tris-HCI 25 mM (pH 7,5), glicina 192 mM y
metanol 20% [v/v]) previamente enfriado y la unidad de refrigeracién. Las proteinas
se transfirieron a voltaje constante, 100V, durante 90 minutos. Tras la transferencia,
la membrana se lavo con agua destilada y se bloqued en leche desnatada 5% (p/v)
en tampén TBS (Tris-HCI 25mM (pH 7,5), NaCl 0,9% (p/v)) con agitacion y a 4 °C de
temperatura durante toda la noche para evitar posteriores uniones inespecificas del
anticuerpo utilizado para la deteccion de la proteina de interés a su superficie. Tras
esta incubacion, se realizé una serie de tres lavados de 10 minutos con tampdn TTBS
(tampdn TBS con 0,05% Tween-20 (v/v); Biorad) y, seguidamente, la membrana se
incubd con el anticuerpo primario (dilucién 1:200) durante 90 minutos. Entonces, se
realizaron tres lavados con TTBS de 15 minutos de duracién y la membrana se
incubé con el anticuerpo secundario (dilucion 1:20000) durante 90 minutos a
temperatura ambiente y con agitacion. Después de realizar tres lavados de 20
minutos con TTBS, se procedié al revelado de la membrana. Las disoluciones de
anticuerpo primario y secundario se prepararon en 1% y 5% de leche desnatada en
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TTBS, respectivamente, para conseguir incrementar la sensibilidad del ensayo
reduciendo la interferencia por el ruido de fondo (background).

Los anticuerpos usados durante el ensayo fueron un anticuerpo primario
especifico para la proteina GmFAD7 (Collados y col.,, 2006) y, un anticuerpo
secundario, que reconoce al anticuerpo primario y que, a su vez, lleva conjugada
peroxidasa de rabano [anti-rabbit IgG (whole molecule) peroxidase conjugate; Sigma
Aldrich].

El método de deteccion de proteinas empleado se basa en la utilizacién de un
sustrato quimioluminiscente que cuando se combina con la enzima correspondiente,
genera luz, que puede detectarse con una pelicula de autoradiografia. Para la
deteccidn, la membrana se incubd 5 minutos con el reactivo Supersignal West Pico
Chemiluminescent a temperatura ambiente. A continuacién, la membrana se expusé
a una pelicula de fotografia (CL-XPosure Blue X-Ray Film; Pierce) en una camara
oscura a diferentes tiempos de exposicion hasta obtener la adecuada relacién
sefal:ruido que permitiera ver correctamente los resultados. El revelado de la pelicula
se realizd en la solucion de revelador (T-Max Professional; Kodak) durante 3-4
minutos. Entonces, la pelicula se lavd en agua destilada durante un minuto y se
incubdé en un bano de fijador (Polymax, Kodak) durante 2 minutos. Todas las

peliculas se digitalizaron con un escaner EPSON Perfection 2400 Photo.

3.5.5. Analisis de lipidos

3.5.5.1. Extraccién de lipidos totales de material biolégico vegetal

3.5.5.1.1 Extraccion de lipidos de diferentes tejidos de plantas de soja (raiz, tallo,

hoja y semilla)

Para la extraccion de lipidos totales a partir de diferentes tejidos se aplico el
protocolo desarrollado por Bligh y Dyer (1959). Un gramo de tejido vegetal se rompio

en nitrogeno liquido con la ayuda de un mortero y, seguidamente, se homogeneizé en
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un homogeneizador de tipo teflon en presencia de 2 ml de tampén Bi. La
composicion del tampén B, se muestra en la tabla 3.5. Al lisado celular se le
afnadieron 6 ml de una mezcla de extraccién metanol:cloroformo (2:1, v/v), 2 ml de
cloroformo y 2 ml de agua miliQ. Tras la adicién de estos reactivos, la muestra se
agité con vortex durante 30 segundos y, seguidamente, se centrifugé a 2000 r.p.m.
durante 20 minutos a 4 °C (centrifuga Sorvall; rotor SS-34). Tras la centrifugacion, la
fase organica, compuesta fundamentalmente por lipidos y pigmentos fotosintéticos,
se recogi6 cuidadosamente con una pipeta Pasteur. Por otro lado, se afadieron 3 mi
de cloroformo a la fase acuosa y la mezcla se volvié a centrifugar en las condiciones
anteriores. La fase organica obtenida después del paso de centrifugacién se recogié
y se mezcld con la obtenida en la primera centrifugacion. El disolvente de la fase
organica se evapord con nitrogeno gas a 4 °C y en oscuridad, quedando un
sedimento seco que contiene los lipidos y los pigmentos fotosintéticos. Este residuo

se almacenod a -20 °C y en oscuridad hasta su posterior utilizacién.

3.5.5.1.2 Analisis de lipidos a partir de suspensiones celulares de soja

Las células de soja se filtraron a través de papel Miracloth (Hoechst,
Calbiochem) para eliminar el medio de cultivo y se homogeneizaron en un
homogeneizador de teflén en presencia de 2 ml de tampon B4. A partir de este paso,
el protocolo seguido para la extraccion de lipidos fue el que se describe en el

apartado 3.5.5.1.1.

3.5.5.2. Andlisis de la composicion de acidos grasos mediante cromatografia

de gases

El analisis de los acidos grasos presentes en los lipidos totales se realizd en el
Departamento de Grasas y Aceites del Laboratorio Agroambiental del Gobierno de
Aragén. Los residuos secos de lipidos totales se transesterificaron con KOH en

metanol. Los ésteres metilicos asi obtenidos se analizaron y cuantificaron en un
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cromatografo de gases (modelo 5890 serie 2 plus, Hewlett Packard) equipado con un
detector de ionizacion a la llama (FID) y con una columna SE2330 (30 x 0,25 mm de

diametro interno, 0,2 df).
3.6. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.6.1. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de 0,5 gramos de material
biolégico (excepto en raices, 1 gramo) utilizando el método de extraccién fendlica con
Trizol. En el caso de suspensiones celulares de soja, antes de pesarse, las células se
recogieron por filtracion a través de papel Miracloth y se lavaron con medio de cultivo
KN°. En primer lugar, el material biolégico se rompié en nitrégeno liquido con la
ayuda de un mortero hasta obtener un polvo muy fino. A continuacion, el lisado
celular se homogeneizé con un homogeneizador manual con émbolo de tefléon en
presencia de solucién de Trizol (Invitrogen) afiadida a razén de 1ml de reactivo por
cada 0,1 gramos de material de partida. Entonces, la muestra homogeneizada se
incub6é durante 5 minutos a temperatura ambiente para favorecer la disociacion
completa de los complejos nucleoproteicos. A continuacion, se afiadio cloroformo (0,2
ml/ 1ml Trizol) y las muestras se agitaron vigorosamente durante 15 segundos. Tras
un periodo de incubacién de 2-3 minutos a temperatura ambiente, la mezcla se
centrifugd a 9500 r.p.m. (centrifuga Sorvall; rotor SS-34) durante 15 minutos a 4 °C.
Tras la centrifugacion, la mezcla se separ6 en dos fases bien diferenciadas: una fase
organica fenol-cloroformo, que contenia el DNA vy restos de proteinas
desnaturalizadas, y una fase superior acuosa, que contenia el RNA. Esta ultima fase
se transfirid a un nuevo tubo y la precipitacién del RNA se consiguié afiadiendo
isopropanol a razén de 0,5 ml por cada 1 ml de trizol usado para la homogeneizacion
inicial. La mezcla se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd de nuevo a 9500 r.p.m. durante 10 minutos (centrifuga Sorvall; rotor SS-
34). Tras la centrifugacion, el RNA, que formé un sedimento en el fondo del tubo, se
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lavé con 5 ml de etanol 75% (v/v) en agua DEPC estéril y se centrifugd a 8000 r.p.m
durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, el RNA se resuspendié en un volumen
adecuado de agua DEPC estéril.

A continuacioén, se llevo a cabo una purificacién adicional del RNA a través de
columnas del kit comercial RNeasy (Quiagen) de acuerdo con las instrucciones

suministradas por el fabricante.

3.6.2. Determinacién de la concentracion y pureza del RNA total

La concentracion y la calidad del RNA total extraido se determinaron
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm. La
pureza del RNA se estim6 mediante el calculo del coeficiente Absog/Abs,gg, de forma
que las muestras de RNA con una relacién superior a 1,9-2,0 se consideraron
suficientemente libres de proteinas. Para el calculo de la concentracién, cada unidad
de absorbancia a 260 nm se consideré6 como 40 pg/ml de RNA. Finalmente, el RNA
se diluy6 con agua 0,1% (v/v) DEPC hasta una concentracion estandar de trabajo de
2 ug/uly se afadioé un 1 pl de inhibidor de RNasas (RNase OUT, Invitrogen) para su

almacenamiento a -80 °C.

3.6.3. Extraccién de DNA genémico

Para la extraccion de DNA gendmico, se utilizaron como material de partida 2
gramos de hojas de soja que se maceraron en un mortero de porcelana con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo muy fino. A continuacion, se afadieron 20 ml de
tampon de extraccion, 600 ug de proteinasa K (Sigma-Aldrich) y 1% SDS (p/v) y la
muestra se incubd a 55 °C durante 2 horas. A partir de este momento, la mezcla se
manipulé con cuidado para evitar la rotura del DNA. Tras el periodo de incubacion a
55 °C, la muestra se centrifugd a 6000 r.p.m. (centrifuga Beckman Avanti J-20; rotor
JA 25.50) durante 10 minutos a 4 °C. Al sobrenadante se le afiadieron 0,6 volumenes

de isopropanol previamente enfriado y, entonces, la muestra se mezclé suavemente y
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se centrifugé a 8.000 r.p.m. (centrifuga Beckman Avanti J-20; rotor JA 25.50) durante
15 minutos a 4 °C para precipitar los acidos nucleicos. Tras eliminar el sobrenadante,
el sedimento se resuspendid en TE y los acidos nucleicos se purificaron con un
volumen de fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1) centrifugando a 8000 r.p.m.
durante 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, la fase acuosa se transfiri6 a un nuevo
tubo y se agregd un volumen de cloroformo-isoamilalcohol (24:1) para eliminar los
restos de fenol presentes en la muestra. Tras una centrifugacién a 8000 r.p.m.
durante 10 minutos a 4 °C, los acidos nucleicos se precipitaron afiadiendo a la fase
acuosa dos volumenes de etanol 96 % (v/v) frio y 1/5 de volumen de acetato de sodio
3 M (pH 5,2). La muestra se incubd a -20 °C durante 1 hora y, seguidamente, se
centrifugd a 13000 r.p.m. durante 30 minutos a 4 °C. A continuacién, se descarto el
sobrenadante y el pellet se lavé con 200 ul de etanol 70 % (v/v) frio centrifugando a
12000 r.p.m. durante 5 minutos a 4 °C. Finalmente, el sedimento se resuspendi6 en
200 pl y se incubd con RNasa H libre de DNasa (Roche) a 37 °C durante 1 hora para
eliminar el RNA. La calidad del DNA obtenido se analiz6 mediante electroforesis en
gel de agarosa. La composicion de las soluciones utilizadas para la extraccién de

DNA gendmico se especifican en la tabla 3.11.

Medio Reactivo Concentraciéon (mM)
. NaCl 50
Tampon de
extraccion EDTA 0,5
Tris-HCI (pH 8,0) 50
TE Tris-HCI (pH 8,0) 50
EDTA 10

Tabla 3.11. Composicion de la soluciones utilizadas para el aislamiento

de DNA gendémico.
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3.6.4. Técnicas de RT-PCR

3.6.4.1. RT-PCR semicuantitativa

La técnica de RT-PCR se utilizé para estudiar la expresién de los genes de las
desaturasas de forma semicuantitativa. Esta técnica supone una alternativa valida al
analisis por Northern dado que las desaturasas de plantas presentan una elevada
homologia entre si y, por tanto, resulta complicado disenar sondas especificas de una
desaturasa en concreto. En conjunto, el método RT-PCR conlleva dos etapas: una
primera etapa que consiste en la sintesis de DNA complementario (cDNA) a partir del
MRNA, lo que permite obtener una muestra de moléculas de cDNA representativa de
los tipos de mensajeros expresados en un determinado momento, y una segunda
etapa de amplificacién mediante utilizacion de parejas de cebadores especificos del

MRNA de interés.

3.6.4.1.1 Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetiz6 a partir de 4 ug de RNA total empleando 200 unidades de
transcriptasa reversa (M-MLV Reverse transcriptase; Promega) y una concentracion
0,16 uM de oligo (dT)s2.4s (Invitrogen). Para ello, el RNA extraido se dispuso en un
volumen total de 5 pl de agua miliQ 0,1% (v/v) DEPC. Seguidamente, la muestra se
traté con 5 unidades de DNasa | libre de RNasa (Roche) a 37 °C durante 10 minutos
para eliminar la posible contaminacién de DNA gendmico. Tras inactivar la DNasa |
mediante la adicién de EDTA a una concentracion final de 2,5 yM e incubar la
muestra a 65 °C durante 15 minutos, la hebra de cDNA se sintetizé utilizando como
cebador un oligonucledtido compuesto por desoxiribonucleétidos de timina que
hibrida con la secuencia de poli(A) situada en el extremo 3°del mRNA. Para ello, la
muestra se incubo con oligo (dT)2.15 @ una concentracion final de 0,16 uM a 70 °C
durante 10 minutos y, a continuacion, se enfrioé rapidamente a 4°C durante 5 minutos

para evitar la formacion de estructuras secundarias en el RNA. A continuacion, se

83



Materiales y métodos

afiadieron el resto de los componentes de la reaccion excepto la retrotranscriptasa: 5
pl de tampdn de reaccién 5x (Promega), 2 ul de dNTPmix 10 uM (Invitrogen) y agua
libre de nucleasas hasta un volumen final de 25 pul. Tras un periodo de incubacién de
1 minuto a 42 °C, se afiadi6 la retrotranscriptasa M-MLV vy, de nuevo, la muestra se
incubd a la misma temperatura durante 75 minutos. Entonces, la mezcla de reaccion
se sometido a una temperatura de 70 °C durante 10 minutos para inactivar la
retrotranscriptasa. Para eliminar el hibrido cDNA-mRNA, la muestra se incub6 a 37
°C durante 30 minutos en presencia de RNasa H libre de DNasa (Roche).
Finalmente, el cDNA sintetizado se diluyo hasta un volumen final de 120 ul con agua

miliQ estéril y se almacend a -80 °C hasta su utilizacion.

3.6.4.1.2 Amplificacion del cDNA por PCR

La amplificacion in vitro del cDNA (especifico del mMRNA de estudio) se realizé
mediante PCR en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (PE Applied
Biosystems) utilizando los cebadores especificos que se enumeran en la tabla 3.12.
El disefio de parejas de cebadores especificos de los genes objeto de estudio se
realizé de forma manual o mediante la utilizacién del programa primer3. La mezcla de
reaccion de PCR se detalla en la tabla 3.13. Para la reaccion de amplificacion se
utilizé la enzima Tag DNA polimerasa (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones
suministradas por el fabricante.

El programa de PCR consisti6 en un primer paso de desnaturalizacion y
activacion de la Tag DNA polimerasa (Invitrogen) a 94 °C durante 3 minutos, seguida
de un numero determinado de ciclos compuestos por una etapa de desnaturalizacién
a 94 °C durante 1 minuto, otra de hibridacion de los cebadores y una de extension a
72 °C. La temperatura de hibridacion (Tm) es especifica para cada pareja de
cebadores y el tiempo de extension (t) depende de la longitud del fragmento de DNA
que se va a amplificar (tabla 3.14). Cada uno de los programas de PCR se finalizé

con una etapa de extension a 72 °C durante 10 minutos (figura 3.4).
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Cuando las reacciones de amplificacion se realizaron sobre DNA genémico, el

programa de PCR se modificé ligeramente siendo la duracion de la primera etapa de

desnaturalizacion 5 minutos.

N° acesso

Gen ORF Secuencia del cebador®
Genbank
5 .GTTGCTTTGTTTTCTGTGACTTACTC-3"
GmFAD2-1 143920 84-1247 5 ACTATGGCCCATTGGTTGCTCCA-3’
5-CTCTCACCCTCCTCTTCACAC-3
GmFAD2-2 L4392 851236 5 GAACTCCATAAACACACACCACA-3
GmFAD3 5-GACAACTGGCTTCTCTGGCT-3"
(A+B) 122964 8551997 5 CTCAGTCTCGTTGCGAGTGGA-3'
CmEADS 20215 601364 5-CCCT TGTTGTGAGCTTAATTC-3'

GmFAD7-1  GQ144962 433-1794

GmFAD7-2  EU621390 148-1509

GmFADS8 TC204934 444-1424

140-533
853-1446

ACTINA U60503

5'-GAGTTCCAACAATGTCTT CTACC-3'

5 -GGATATTATCAGAATGTGGCTTGAAGC-3’
5-CCTACTAAAAAGGTACACAGGAAA-3’

5-GGA/GTATTATCAGAATGTA/GGCTTGA-3’
5-CCCCAAAGGTACACGGGATATGC-3’

5-CAAGCAAGAGGGTTAACATGCTGTATTT-3
5-ATACTTCCTCACCAACCCCATTATTA-3’

5-ATTGTAGGTCGTCCTCGTC-3'
5'-TTGCATAAAGTGA AAGAACAG-3'

Tabla 3.12. Cebadores usados para la amplificacion de los transcritos por PCR

semicuantitativa.

%La secuencia superior corresponde al cebador sentido (“Forward”) y la inferior al

antisentido (“Reverse’).

Reactivo Volumen (pl)
cDNA 8
dNTP mix 10 mM 3,5
Tampoén Tag x 10 5
MgCl, 4
5°Cebador (10 pM) 2
3'Cebador (10 yM) 2
H,O miliQ 24,5
Taq platinum (5u/pul) 1

Tabla 3.13. Mezcla de reaccion para el analisis mediante RT-PCR semicuantitativa.
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°DNA TmEC)  NGIOI9S  oyionsion (s) amplien (oh)
GmFAD2-1 55 35 45 488
GmFAD2-2 64 32 90 842
GmFAD3 53 33 90 917
GmFAD6 55 35 45 580
GmFAD7-1 52 40 60 767
GmFAD7-2 56 40 60 765
GmFADS8 50 38 45 141
ACTINA 46 33 45 334

Tabla 3.14. Numero de ciclos, temperatura de hibridacién y tiempo de extensién a la que se ha

realizado cada amplificaciéon. Ademas, se indica el tamafio del amplicén generado.

i n° ciclos i
94°C | 94 °C i
3min: 30s 72°C, 72°C
i t i 10 min
i Tm i
; 30s° ;
4°C
0

Figura 3.4. Programa tipo de PCR.
@ El tiempo de la etapa de hibridacion fue 30 segundos en todos los casos excepto para la

amplificacién de los cDNAs FAD7-1 y FAD7-2 que fue de un minuto.

3.6.4.1.3 Analisis de los productos de PCR

El analisis de los productos amplificados por PCR se realizd6 mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa. La concentracion de agarosa utilizada
depende del tamafo del fragmento de DNA que se desea analizar, siendo la
concentracion minima utilizada 0,7 % de agarosa para los fragmentos mas grandes y
la concentracion maxima 2 % de agarosa para los fragmentos pequefos. Para

preparar el gel, la agarosa se fundié en tampén TBE por calor en una placa
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calefactora con agitacion. La composicion del tampén TBE fue Tris-HCI 90 mM (pH
8,0), acido borico 90 mM y EDTA 2 mM. Una vez enfriada la disoluciéon de agarosa,
se afiadid bromuro de etidio a una concentraciéon final de 5 ug/ul. La mezcla
resultante se vertio en un molde previamente sellado, se coloco el peine y se dejo
polimerizar durante 30 minutos. Una vez transcurrido el periodo de solidificacion, se
retird el peine y el gel se colocé en una cubeta de electroforesis que contenia un
volumen adecuado de TBE. A continuacion, se afiadié 2 pl de tampén de carga a 10
Ml de muestra de PCR y la mezcla se cargd en un pocillo del gel ya polimerizado. La
composicion del tampon de carga fue EDTA 50 mM (pH 8,0), glicerol 30 % (v/v), azul
de bromofenol 0,25% (p/v) y azul de xilencianol 0,25 % (v/v). Ademas, se cargaron
4,5 yl de marcador de pesos moleculares (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen).
Finalmente, los productos de PCR se visualizaron bajo luz ultravioleta en un equipo
de analisis de imagen (Gel Doc, Biorad). El bromuro de etidio es un colorante que se
une al DNA vy fluoresce bajo luz UV lo que nos permite observar los fragmentos de

DNA amplificados por PCR.

3.6.4.2. RT-PCR cuantitativa en tiempo real

La cuantificacion relativa de cDNA se realizé6 mediante RT-PCR cuantitativa en
tiempo real (QRT-PCR). El analisis qRT-PCR se llevé a cabo en un equipo iCycler iQ
utilizando el reactivo SyBr Green mix (Biorad) y los cebadores especificos indicados
en la tabla 3.15. El hecho de que todos los cebadores tuvieran una temperatura de
hibridacion entre 59-60 °C y que el tamafio de los fragmentos amplificados fuera de
70 pares de bases, permitié analizar de forma simultanea varios genes con un unico
programa de qRT-PCR, minimizando asi los problemas de hibridacion y las sefiales
inespecificas.

El programa de gRT-PCR consistié en un primer paso de desnaturalizacion del
cDNA y activacion de la Tag DNA polimerasa a 95 °C durante 5 minutos, seguido de

40 ciclos consistentes en una etapa de desnaturalizacién a 95 °C durante 15
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segundos y una etapa de hibridacién y extensién a 60 °C durante un minuto. La

mezcla de reaccién se especifica en la tabla 3.16.

Gen Secuencia del cebador®

5-ACTGATGTTCCTCCTGCCAAC-3’
5-TGAGGTTTTTCAAATGGCACC-3

GmFAD3  5-GACCACTTCGTAAGTGACACTGGA-3’
(A+B) 5-ACTCAGTCTCGTTGCGAGTGGA-3’

5-ATGCACTGGGTCTCTTCATGAT-3’
5-TTGCAGTCCCTGTCCATACC-3’

GmFAD7  5-CAGGAACCTGACCAAATAAATAAACC-3’
(1+2) 5-TGCCATTGGACTAAAAAATGAAACT-3’

5-CAAGCAAGAGGGTTAACATGCTGTATTT-3’
5-ATACTTCCTCACCAACCCCATTATTA-3’

5-ACCTCAGCCGAGCGTGAAAT-3’
5-TGCTCGTAGTCAAGGGCAATG-3

GmFAD2-2

GmFAD6

GmFADS8

ACTINA

Tabla 3.15. Cebadores usados para la amplificacién de los transcritos por qRT-PCR.
@ La secuencia superior corresponde al cebador sentido (“Forward”) y la inferior al

antisentido (“Reverse’).

Reactivo Volumen (pl)
cDNA 2
SYBR Green mix 12,5
5’Cebador (5 uM) 1,5
3’Cebador (5 uM) 1,5
H,O miliQ 55

Tabla 3.16. Mezcla de reaccién para el analisis mediante qRT-PCR.

3.6.4.2.1 Célculo de la eficiencia

La eficiencia de una PCR se define como la velocidad a la que el amplicén se
esta generando y se expresa generalmente en términos de porcentaje. La eficiencia
es del 100% cuando la cantidad de amplicén se duplica en cada ciclo de la fase
exponencial de la reaccion de PCR. La estimacion de este parametro puede

realizarse a partir de la regresion del ciclo umbral frente a una serie de disoluciones
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seriadas de una muestra de cDNA problema (1; 1:10; 1:100; 1:1000). La eficiencia de
la reaccién de qRT-PCR se calcul6 a partir de la pendiente de acuerdo a la siguiente
ecuacion:
e=10""-1
donde e, es la eficiencia y a, es la pendiente de la regresion.
Cada dilucion de la muestra se determind por duplicado y sélo se consideraron
las parejas de cebadores cuya eficiencia estuviera comprendida entre el 90 y el

100%.

3.6.4.2.2 Curva de desnaturalizacion (curva de melting)

Para determinar la especificidad de la reaccion se realiz6 una curva de
desnaturalizacion al final de la reaccién de gRT-PCR. Para ello, los productos
amplificados se sometieron a un calentamiento lento de la temperatura desde 50 °C
hasta 95 °C aumentando ésta medio grado cada 10 segundos. La temperatura a la
cual el DNA se desnaturaliza se observa como una drastica caida de la fluorescencia
debido a la disociacion del SYBR Green. Los productos de PCR de diferente longitud
y diferente secuencia se desnaturalizan a diferentes temperaturas, observandose
diferentes picos cuando se representa la derivada de la fluorescencia con respecto a
la temperatura (-dF/dT) frente a la temperatura. Asi, la curva de desnaturalizacion nos
permitié6 discriminar si las muestras con curvas de amplificacién positivas
correspondian a productos especificos o inespecificos o si se producian dimeros de

los cebadores utilizados.

3.6.4.2.3 Cuantificacion

La cuantificacion relativa se utilizé para obtener la magnitud de los cambios
fisiologicos en los niveles de expresidbn genética de un gen de estudio en
comparacion con un gen de referencia. Los niveles de mRNA de cada gen se

normalizaron frente al gen de la actina, utilizado como “housekeeping”, y se
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expresaron de forma relativa a los niveles de mRNA de una muestra del experimento
utilizada como calibrador o referencia (generalmente, la muestra control). Los
céalculos en cuantificacion relativa de expresion genética se realizaron utilizando el
método del 2°2°' (Livak y Schmittgen, 2001), modelo que supone una eficiencia
6ptima e idéntica (correspondiente al 100%) en la reaccién de qRT-PCR tanto del gen
de estudio como del gen de referencia. El método 2°°°' expresa la proporcion
obtenida de la relacion entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control

tal y como se muestra en la siguiente ecuacion:

Induccion: 2 [ACt (muestra) ACt (calibrador)]

ACymuestra)= Ct (H),,— Ct (P)m

ACy(calibrador)= Ct (H).— Ct (P).

El ciclo umbral (Ct) es el ciclo a partir del cual la fluorescencia es
estadisticamente significativa por encima del ruido de fondo (background). Ct (H)m v
Ct (H). representan el valor de Ct para el gen control en la muestra a analizar y en la
muestra que se utiliza como calibrador respectivamente. De modo analogo, Ct (P)ny
Ct (P). representan el valor de Ct para el gen objeto de estudio en la muestra a

analizar y en la muestra que se utiliza como calibrador, respectivamente.

3.6.4.3. PCR RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

La obtencién de la secuencia completa de un cDNA a partir de una secuencia
parcial previamente conocida se llevé a cabo mediante la técnica RACE empleando
para ello el protocolo descrito en el kit comercial GeneRacer™ (Invitrogen) que
engloba dos sistemas diferentes: 5-RACE y 3'-RACE.

En primer lugar, el RNA total (4 ug) extraido de hojas maduras de soja, segun
el protocolo descrito en el apartado 3.6.1, se traté con fosfatasa intestinal de ternero
para eliminar los grupos fosfato presentes en los extremos 5 de mRNAs

parcialmente degradados, de modo que so6lo los mMRNA con secuencia completa
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serian susceptibles de mantener su extremo 5" modificado covalentemente (“cap”) v,
por lo tanto, serian capaces de unirse al RNA oligo. A continuacién, el mRNA se
incubd con una pirofosfatasa que elimina la estructura “cap” del extremo 5° de la
poblacion de mRNAs integros dejando un grupo fosfato en posicién 5™ al cual, en el
siguiente paso, se le unié un oligo de RNA con una secuencia especifica que serviria
para el proceso de amplificacion propio de la técnica RACE. El mRNA asi tratado se
empled finalmente para la sintesis de una hebra de cDNA a 50 °C durante 1 hora en
presencia del olido (dT) GeneRacer y 200 unidades de la enzima SuperScript Ill RT
(Invitrogen). Para obtener los extremos 5" y 3, se llevaron a cabo reacciones
especificas de PCR con diferentes cebadores GeneRacer suministrados por el kit
junto con una serie de cebadores especificos del gen objeto de estudio (GSP). Los
cebadores utilizados en las reacciones de amplificacion se indican en la tabla 3.17.
Posteriormente, en aquellos casos en los que fue necesario, se realizé6 una PCR
adicional (PCR anidada) utilizando como molde el producto de amplificacién de la
reaccion de PCR anterior. Finalmente, los productos de PCR RACE se clonaron en el
vector pGEM-Teasy (Promega) y se secuenciaron en el Servicio de Secuenciacion

del CNIO tal y como se indica en el apartado 3.6.5.

Cebador® Secuencia del cebador Sentido del
cebador
GSP1F 5"-GAGTGTCGATGTAATCAATGGGAG-3’ Sentido
GSP1R 5"-CTCCCATTGATTACATCGACACAC-3’ Antisentido
GSP2 5"-GAAGCTTCTCATGCTCAAC-3’ Antisentido
GSP3 5-ATGGTGGTGGAGCACCAGGGTC-3° Antisentido
GSP4 5-CCCCAAAGGTACACGGGATATGC-3’ Antisentido
GSP5 5-GTCTCTGAACAATTTTTCAGGCA-3’ Antisentido
GSP6 5-GTTGAGCATGAGAAGCTTC-3’ Sentido
GSP7 5-GGA/GTATTATCAGAATGTA/GGCTTGA-3’ Sentido
GSP8 5"-CCTACTAAAAAGGTACACAGGAAA-3’ Antisentido
GSP9 5'-GGATATTATCAGAATGTGGCTTGAAGC-3’ Sentido
GSP10 5-GTCGATGTAATCAATGGGAGTA-3’ Sentido
GSP11 5"-GTTGATTTAACCAATGGGGCTAAT-3" Sentido
GSP12 5-CTCTGATTTGGACGAGCCATTAATC-3’ Antisentido

Tabla 3.17. Cebadores usados en la técnica RACE.
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3.6.5. Clonacion de los productos amplificados por RT-PCR

Los productos de amplificacion generados en la RT-PCR semicuantitativa se
clonaron y se enviaron a secuenciar al Servicio de Secuenciacién del Centro Nacional

de Investigaciones Oncoldgicas para comprobar su secuencia e identidad.

3.6.5.1. Extraccion de los productos de PCR de gel de agarosa por el método

de lana de vidrio

Una vez visualizado el gel de agarosa bajo luz ultravioleta, la zona del gel que
contenia el fragmento de PCR deseado se recortd con un bisturi estéril. El fragmento
de agarosa recortado se troced y se coloco junto con 20 uyl de agua miliQ estéril en
un tubo eppendorf de 0,5 ml al que previamente se le habia practicado un orificio en
el fondo y en el que se habia dispuesto lana de vidrio ocupando 2/3 partes de su
capacidad. Este tubo se acopldé a un tubo eppendorf de 1,5 ml y el conjunto se
centrifugd a 10000 r.p.m durante 10 minutos (centrifuga Beckman Allegra™ 21R;
rotor F2402H). Tras esta centrifugacion, el tubo con lana de vidrio se acopldé a un
nuevo tubo eppendorf de 1,5 ml, se afadieron 20 ul de agua miliQ estéril y se
centrifugd de nuevo en las condiciones anteriores. El DNA obtenido en las fracciones
eluidas se purificé por centrifugacion a 8000 r.p.m. (centrifuga Beckman Allegra™
21R; rotor F2402H) durante 10 minutos a 4 °C en presencia de un volumen de
fenol:cloroformo-isoamilalcohol (1:1, v/v). Entonces, se retird la fase acuosa a la que
se afnadié un volumen de cloroformo:isoamilalcohol (24:1, v/v) y la muestra se
centrifugd de nuevo en las mismas condiciones. Finalmente, el DNA se precipitdé con
dos volumenes de etanol y 1/5 de volumen de acetato de sodio 3 M a -20 °C durante
toda una noche. Transcurrido este periodo de tiempo, la muestra se centrifugdé a
13.000 r.p.m. (centrifuga Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H) durante 30 minutos
a 4 °C, se decant6 el sobrenadante y se afiadieron 200 pl de etanol 70%. Tras una
centrifugacion a 13000 r.p.m durante 5 minutos a 4 °C, el DNA se resuspendio en un

volumen adecuado de agua miliQ estéril.
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3.6.5.2. Ligacion de los fragmentos de DNA en el vector pGEM®-T Easy

Una de las caracteristicas de la enzima Tag DNA polimerasa utilizada en las
reacciones de RT-PCR es que introduce una base de adenina (A) en el extremo 3’
del amplicon generado. Este hecho es aprovechado por diversos sistemas de
clonaciéon cuyos vectores se generan por la adiciéon de una base de timina (T) en el
extremo 5° lo que permite la clonaciéon TA, como es el caso del vector pGEM®-T
Easy.

El vector pGEM®-T Easy fue el plasmido utilizado para la clonacién de los
fragmentos amplificados por RT-PCR mediante la utilizacién del enzima de T4 ligasa
(Promega). Para que la ligacion sea 6ptima, la mezcla de reacciéon debe contener
cantidades equimolares del plasmido y del amplicébn que se desea clonar. Una vez
afiadidos todos los componentes necesarios para la ligacion, la muestra se incubé a

temperatura ambiente durante una hora y, luego, a 4 °C durante toda la noche.

3.6.5.3. Transformacion del plasmido recombinante en E. Coli JM109

Las células competentes E.coli JM109 se transformaron mediante choque
térmico con la mezcla de ligacion correspondiente. En primer lugar, las bacterias
competentes conservadas a -80 °C se descongelaron en hielo durante 15-20 minutos.
Una vez descongeladas, se anadieron 100 pl de las mismas a la totalidad de la
mezcla de ligacion y la mezcla resultante se incubd en hielo durante 20 minutos. A
continuacion, se transfirié rapidamente a un bafo a 42 °C durante 2 minutos vy, tras
este paso, se incubd de nuevo en hielo durante 15 minutos. Después de afadir 500
pI de medio LB (Luria Bertani Broth Miller’'s modification), la muestra se incubd a 37
°C durante 1 hora. Seguidamente, la mezcla se sembr6é en placas de LB que
contenian ampicilina en concentracién 50 pg/ml. La ampicilina se utiliz6 como
marcador selectivo ya que el vector pGEM®-T Easy confiere resistencia a este
antibiético. Tras incubar las placas sembradas a 37 °C durante toda la noche,

aparecieron colonias individuales correspondientes en su mayoria a clones positivos
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que contenian el fragmento de DNA deseado. Finalmente, algunas colonias se
inocularon en 4 ml de medio LB con ampicilina (100 ug/ul) y se incubaron a 37 °C

durante toda una noche.

3.6.5.4. Extraccion de DNA plasmidico

La extraccién del DNA plasmidico se realizé empleando el protocolo del kit
comercial “High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche), que comprende una primera
etapa de extraccion del DNA plasmidico y una segunda etapa de purificacion del
mismo en minicolumnas. Para ello, las bacterias se recogieron por centrifugacion a
13000 r.p.m (centrifuga Beckman AllegraTM 21R; rotor F2402H) durante 3 minutos a
partir de 3 ml del cultivo liquido correspondiente. El sedimento de bacterias se
resuspendié en 250 ul de tampdn de resuspension y se mezcld cuidadosamente con
250 pl de tampdn de lisis. Entonces, la mezcla se incubd a temperatura ambiente
durante 5 minutos, se anadieron 350 ul de tampdn de unién previamente enfriado v,
de nuevo, se incubé en hielo durante 5 minutos para favorecer la precipitacion del
DNA genomico de la bacteria. Transcurrido este tiempo, la muestra se centrifug6 a
13000 r.p.m (centrifuga Beckman AllegraTM 21R; rotor F2402H) durante 10 minutos
y el sobrenadante recogido tras la centrifugacion se transvasé a una columna y se
centrifugd a 13000 r.p.m. (centrifuga Beckman AllegraTM 21R; rotor F2402H) durante
1 minuto. Descartada la fraccién no retenida, se anadieron 500 ul de tampdén de
lavado | a la columna y la muestra se centrifugd en las condiciones anteriores
descartando nuevamente la fraccion no retenida. Seguidamente, se afiadieron 700 pl
de tampdn de lavado |l y se realizaron dos centrifugaciones consecutivas a 13.000
r.p.m. durante 1 minuto (centrifuga Beckman AllegraTM 21R; rotor F2402H).
Finalmente, el DNA plasmidico se eluy6 de la columna con un volumen adecuado de
una mezcla de tampon de elucion y agua miliQ estéril (1:2, v/v).

Una alicuota del DNA plasmidico purificado se digirié con las enzimas de

restriccion adecuadas para liberar el producto de PCR clonado del vector. Los
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fragmentos originados tras la digestion enzimatica se separaron en geles de agarosa
y se visualizaron bajo luz ultravioleta. Aquellos plasmidos que habian incorporado el
inserto del tamafo deseado se enviaron a secuenciar al Servicio de Secuenciacién
del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas. Los resultados de secuencia
proporcionados por este servicio se analizaron con el programa BioEdit 7.0.9.0. para

comprobar la identidad del producto amplificado.

3.7. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

3.7.1. Material bioldgico y diseiio experimental

Como material bioldgico de trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana
wild type (ecotipo Col-0) y los mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes en la
insaturacion de acidos grasos fad5 y fad3/fad7/fad8 crecidos siguiendo la
metodologia detallada en el apartado 3.1.3.

Un disefio experimental apropiado es crucial en los experimentos de
micromatrices. Por ello, con el objetivo de disminuir al maximo la variabilidad
experimental y poder asi diferenciar cambios reales en la expresion génica, se
realizaron dos experimentos independientes con tres replicas biolégicas por

experimento (utilizando entre 25-35 plantas de cada estirpe por réplica).

3.7.2. Preparacion de la muestra

La extraccion y purificacion del RNA de las muestras a analizar se realizd
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.6.1. El RNA total obtenido se congeld
en nitrégeno liquido y se almacené a -80 °C hasta su envio al Servicio de Gendmica

del Centro Nacional de Biotecnologia (Madrid, Espafia).

3.7.3. Procesado experimental del chip

Los experimentos para el analisis de expresién génica mediante hibridacion en

micromatrices de DNA fueron realizados por la Unidad de Gendémica del Centro
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Nacional de Biotecnologia, UGCNB (Madrid, Espafa). Para ello, las muestras de

RNA extraidas se enviaron al servicio mencionado donde la unidad de gendémica llevo

a cabo los siguientes pasos:

1.
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Analisis de la integridad del RNA total mediante la utilizacion del bioanalizador
Bioanalyzer 2100.

Sintesis de cDNA a partir de RNA total, transcripcion in vitro y marcaje de la
muestra (cRNA biotinilado). EI cRNA marcado con biotina se obtuvé a partir de
4 pg de RNA total mediante la utilizacién del kit “ One cycle target labeling and
control reagents” de Affymetrix. A continuacién, el cRNA biotinilado se
fragment6 a 94 °C durante 35 minutos para obtener fragmentos de 35 a 200
pares de bases de longitud.

Hibridacion de la muestra con el Genechip®, escaneado del microchip y analisis
de imagen. Tres muestras biologicas se hibridaron de forma independiente
para cada condicién. Cuando la calidad del cRNA marcado con biotina fue
adecuada, 10 pg de cRNA fragmentado se hibridd en el microchip Arabidopsis
ATH1 Genome Array Affimetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA) a 45 °C durante
16 horas. Cada muestra se afiadio a la solucién de hibridacion (10 mM MES, 1
M Na*, 20 mM en presencia de 0,01 % de Tween-20) a una concentracion final
de 0,05 pg/ml. Tras la hibridacion, las micromatrices se lavaron y tifieron con
estreptavidina-ficoeritrina en una estacion de fluidos 450 y se escaneron con el
escaner Genechip® Scanner 3000 7G (Affymetrix). El analisis de datos se
realizé utilizando el software Genechip Operating Software (GCOS).

Analisis bioinformatico de los resultados mediante la aplicaciéon de los
algoritmos estadisticos mas adecuados y entrega de los resultados. La
correccion del ruido de fondo, la normalizacion y el calculo sumarizado de los
niveles de expresion se realizaron utilizando el algoritmo Robust Multiarray

Analisis (Irizarry y col., 2003). Seguidamente, el analisis de expresion
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diferencial se llevo a cabo mediante un modelo lineal bayesiano para datos de
micromatrices (Limma). Para el control FDR, los valores p se corrigieron

usando el método descrito por Benjamini and Hochberg (1995).
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Figura 3.5. Esquema del procesado experimental del chip realizado por la

Unidad de Gendémica del CNB. Adaptada de www.cnb.uam.es/genémica

El Genechip® utilizado para la hibridacién es el microchip comercial de la
compafia Affymetrix denominado “Arabidopsis ATH1 Genome Array”. Este
microarray fue disefiado en colaboracion con el Institute for Genome Research
(TIGR) y contiene unas 22500 sondas que representan aproximadamente 24000
secuencias génicas en un unico microarray. Los microchips de la compafiia
Affymetrix se obtienen mediante la sintesis in situ de oligonucleétidos de 25-mer
utilizando la técnica de fotolitografia sobre una superficie de cuarzo. Cada gen se
representa por un conjunto de 11-20 sondas especificas de 25-mer disefiadas en el
extremo 3° del gen de interés. A su vez, cada una de estas sondas es pareada con
un control negativo que presenta la misma secuencia pero con una mutacion puntual
en posicion central. Esta estrategia sirve como control de la especificidad de la
hibridacion.
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3.7.4. Analisis estadistico de los resultados

Los resultados proporcionados por el Servicio de Gendmica del CNB se
analizaron exhaustivamente mediante la utilizacion de criterios de filtrado de los datos
basados en la variacion del nivel de expresion de los genes. Para ello, realizamos
una asignacion arbitraria de un valor de corte respecto a la diferencia de expresion de
forma que aquellos genes que presentaban una tasa de variaciéon =2 1,5 se
consideraron genes inducidos y aquellos genes que presentaban tasas de variacion <
-1,5 se consideraron genes reprimidos. Ademas, los genes se seleccionaron vy
ordenaron en funcién del p-valor (< 0,001), lo que nos permitié distinguir entre las
diferencias bioldgicamente significativas de las muestras de estudio y las diferencias
puramente debidas al azar (discriminacién de falsos positivos), y del b-valor (= 5), que
es indicativo del nimero de veces que un determinado gen se expresa de forma
diferencial con respecto a su control.

La clasificacion funcional de los genes expresados de forma diferencial en las
muestras objeto de estudio se llevé a cabo mediante la utilizacion de “Gene
Ontologies classification” en el sitio web Arabidopsis Internacional Resource Gen
Ontology (TAIR-GO; www.arabidopsis.org) y la web FatiGo (fatigo.bionfo.cipf.es).

El método de agrupamiento jerarquico en el programa Multiple Array Viewer,
disponible en TIGR, se utilizé6 para identificar grupos de genes con un perfil de
expresion génica similar en las condiciones experimentales analizadas (Saeed y col.,

2006).
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3.7.5. Validacion de los resultados

La validacion de los resultados se realizé por PCR semicuantitativa tal y como se

detalla en el apartado 3.6.4.1. En la tabla 3.18 se indican los cebadores utilizados para

la validacién de los resultados del analisis transcriptomico.

Gen

Secuencia del cebador?

Atdg02540

At1g66100

At3g16450

At4g19500

At1g27540

At3g66400

At1g09420

At1g54040

5-GACTTCATGTCGCTCGTTGA-3’
5-CAGAGAAAATGGGAAGCGAG-3°

5'-GTAGGTAGCCCGTCAAGCTG-3'
5-TGGATATGGTGGTCTACGCA-3'

5'-CGTTCCCTCTCTCCTCAGGT-3'
5'-GTCCATGGAAGCCAACAAGT-3'

5-TTGGATGAGGAGTTTCCTGG-3'
5'-GCCTCAGTGCTGCCTAAAAC-3'

5-TATTGAGGCTGTTCAGGGGT-3"
5-CATTCTCCTCTCCTTCACGC-3’

5-CCAGATCCGGAGCGGTGAAGC-3’
5-CGTTCCCTCTCTCCTCAGGT-3’

5-TGCACTCGTCTTCCACTTTG-3’
5-CAAGGCTTCCACTTCTGGAG-3’

5'-AAGGCCAGTGGATCAAGGT-3'
5'-GCGAAAGTTTTCGAAGTTGC-3'

Tabla 3.18. Cebadores usados en la validacion de los resultados del

transcriptémico de los mutantes fadb y fad3/fad7/fad8 .

analisis
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4. RESULTADOS

4.1. INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA GmFAD7

4.1.1. Localizacién subcelular de la proteina GmFAD7 por inmunofluorescencia

Con el propdsito de determinar la localizacién subcelular de la w3 desaturasa de
acidos grasos FAD7, se desarrollé un método de inmunomarcaje utilizando un
anticuerpo especifico disefiado contra la proteina GmFAD7. La obtenciéon y las
propiedades de este anticuerpo han sido descritas en un trabajo anterior de nuestro
grupo (Collados, 2006; Collados y col., 2006). El anticuerpo se obtuvo contra un
oligopéptido sintético situado entre los residuos 69-84 de la secuencia de la proteina
GmFAD7 madura (figura 4.1). La regién elegida es especifica de la proteina GmFAD7
y presenta una homologia muy baja con las tres isoformas de la proteina GmFAD3
(GmFAD3A, GmFAD3B y GmFAD3C) y con la w3 desaturasa plastidial inducida por
frio, GmMFADS (figura 4.1). El anticuerpo sintetizado reaccioné con un polipéptido de
aproximadamente 39 kDa, que corresponde con el peso molecular aparente para la
proteina FAD7 de soja. Esta banda se observé tanto en cloroplastos de células en
cultivo como en plantas de soja crecidas en camara bioclimatica. Sin embargo, el
anticuerpo no mostré reaccion significativa en membranas microsomales, que
presentan grandes cantidades de FAD3 (Collados, 2006; Collados y col., 2006). Estos
resultados confirmaron la especificidad del anticuerpo obtenido en nuestro laboratorio
por la w3 desaturasa cloroplastica FAD7.

De forma previa al ensayo de inmunofluorescencia y para poder interpretar
adecuadamente los resultados de localizacion subcelular, se realizé un analisis de la
organizacioén estructural de los cultivos celulares fotosintéticos de soja en muestras
fijadas e incluidas en resina acrilica. La organizaciéon estructural de las células

fotosintéticas de soja, visualizada en secciones semifinas tedidas con azul de
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toluidina, es similar a la de células de mesdfilo de hojas jévenes de soja (Rogers y

ol., 1987).
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Figura 4.1. Alineamiento de las secuencias de las proteinas GmFAD3 (A, B, C), GmFAD7 y
GmFADS8. Los residuos idénticos se representan sobre fondo negro y los cambios
conservativos sobre fondo gris. El recuadro indica el péptido sintético utilizado para

desarrollar el anticuerpo anti-GmFAD?.
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Las imagenes muestran la existencia de una gran vacuola central
citoplasmatica, numerosos cloroplastos distribuidos a lo largo de la capa periférica del
citoplasma y un nucleo elipsoide, en el que se distingue claramente el nucléolo
(figuras 4.2.-A). La mayoria de los cloroplastos contienen grandes inclusiones cuyo
contenido se revel6 mediante tincion con I,IK como cumulos de almidon (figuras 4.2.-
C,4.2.-D).

Los experimentos de inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-GmFAD7 en
células de soja (figuras 4.2.-B, 4.2.-E) proporcionaron sefales especificas como
fluorescencia de color verde intenso en pequefas estructuras celulares ovaladas
situadas en la periferia del citoplasma (figuras 4.2.-B, 4.2.-C). No se observé marcaje
ni en el nucleo, que se reveld con DAPI (intercalante especifico del DNA que emite
bajo irradiacion UV) como fluorescencia de color azul intenso, o en la vacuola, que
aparece como una gran area central sin fluorescencia (figuras 4.2.-B, 4.2.-E). La
comparacion del patron de distribucion del marcaje fluorescente obtenido con la
organizacién estructural de las células de soja es compatible con una localizacion
cloroplastica de la proteina GmFAD7. Con el propésito de identificar los cloroplastos
en las mismas secciones utilizadas para los experimentos de inmunofluorescencia, las
muestras se excitaron con lineas especificas para la autofluorescencia de la clorofila,
visualizandose los cloroplastos como sefiales definidas de color rojo (figuras 4.2.-F,
4.2.-1, 4.2.-L). La superposicion de las sefiales fluorescentes verde y roja mostro la
colocalizacidon de ambas sefiales en color amarillo y, por tanto, la localizacion del
antigeno GmFADY en los cloroplastos (figura 4.2.-G). Ademas no se observaron spots
individuales de color verde o rojo en las imagenes combinadas, lo que sugiere que la
colocalizacién fue completa. El area de color oscuro visualizada en el interior de los
cloroplastos corresponde probablemente con los granulos de almidén descritos
anteriormente y revelados por técnicas citoquimicas especificas (figuras 4.2.-C, 4.2.-

D).
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Figura 4.2. Inmunolocalizacién subcelular de la proteina GmFAD7. (A) Organizaciéon estructural de
células fotosintéticas de soja en cultivo, corte de Historesin tras tinciéon con azul de toluidina. Vacuola
(V), citoplasma (C), ntcleo (N) y cloroplastos (flechas); (B) Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-
GmFAD7 mostrada como sefial verde en estructuras citoplasmaticas redondeadas (flechas); (C y D)
Organizacién estructural de una zona citoplasmaticas similar a la mostrada en (B). (C) Seccién semifina
de Historesin visualizada bajo contraste de fase tras tincién con I:IK para almidén. (D) Depdsitos de
almidén observados como inclusiones oscuras en campo claro tras tincién con :IK; (E-M) Observacion
de secciones de vibratomo por microscopia laser confocal. Las imagenes representan las proyecciones
maximas de series de 15 a 20 secciones Opticas. Los nucleos se visualizaron con DAPI (azul). (E)
Inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-GmFAD7 (verde) en células fotosintéticas de soja.(F)
Autofluorescencia de la clorofila (sefial en rojo). (G) La colocalizacién de las imagenes E y F en color
amarillo muestra la localizacion cloroplastica de GmFAD?7. (H) Control con el anticuerpo anti-GmFAD7
bloqueado con péptido sintético. (I) Autofluorescencia de la clorofila (sefial en color rojo). (J) Imagen de
contraste de interferencial (DIC) de la correspondiente seccion. (K) Control sin el anticuerpo primario. (L)
Autofluorescencia de la clorofila (sefial en color rojo). (M) Imagen de contraste de interferencial (DIC) de

la correspondiente seccion. La escala representa 5 um en las figs. B-D y 10 um en las figs. Ay E-M.
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4.1.1.1. Analisis de la especificidad de la seiial de inmunofluorescencia

Para verificar la especificidad de la sefial de inmunofluorescencia se realizaron
diversos experimentos control. Uno de ellos fue la inmunodeplecion que consiste en
realizar el mismo experimento de inmunofluorescencia pero pre-incubando el
anticuerpo anti-GmFAD7 con el oligopéptido contra el que fue disefiado. Los ensayos
de inmunofluorescencia con este anticuerpo pre-bloqueado anularon la sefal verde en
los cloroplastos intactos de células de soja, visualizados por la autofluorescencia de
su propia clorofila (sefal roja; figuras 4.2.-H, 4.2.-1). Estos resultados proporcionaron
una evidencia experimental adicional a la especificidad del anticuerpo. En el otro
experimento control realizado se reemplazo el anticuerpo GmFAD7 por tampén PBS y

no se observo marcaje significativo (figuras 4.2.-K, 4.2.-L).

4.1.2. Fraccionamiento bioquimico

Con el objetivo de confirmar mediante técnicas bioquimicas el resultado de
inmunolocalizacion y de analizar la distribucién de la proteina GmFAD7 en los
diferentes compartimentos subcloroplasticos, se llevd a cabo un fraccionamiento
bioquimico del cloroplasto seguido de un analisis de las distintas fracciones
subcloroplasticas obtenidas (estroma, envuelta y tilacoides) mediante western blot,
utilizando el anticuerpo anti-GmFAD7. Para ello, los cloroplastos intactos aislados de
hojas de soja se rompieron en un medio hipoténico y las distintas fracciones
subcloroplasticas se separaron en un gradiente discontinuo de sacarosa (0,46 M, 1 M
y 1,2 M). La calidad del fraccionamiento se comprobd mediante western blot utilizando
anticuerpos especificos disefiados contra marcadores de cada fraccion
subcloroplastica. Asi, la proteina Tic110 se utilizé como marcador especifico de
envuelta (Jackson y col., 1998). La proteina LHCII, antena principal del fotosistema II,
se utiliz6 como marcador tilacoidal. Finalmente, un anticuerpo contra la enzima
ribulosa-1,5-difosfato carboxilasa oxigenasa (RuBisCo), la proteina mas abundante

del estroma, se utilizé como marcador de esta fraccién subcloroplastica.
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Figura 4.3. Deteccion inmunolégica de las proteinas FAD7, Tic110, Rubisco y LHCII en
las distintas fracciones cloroplasticas aisladas a partir de hojas de soja. En el analisis por
western-blot con los anticuerpos anti-GmFADY y anti-Tic110, se cargaron 19 ug, 16 ug,
12,6 ug y 19 ug de proteina total en cloroplastos, tilacoides, estroma y envuelta
respectivamente. En el analisis por western-blot con los anticuerpos anti-RuBisCo y anti-
LHCII se cargb en cada pocillo la mitad de cantidad de proteina total que en el caso
anterior.

Como muestra la figura 4.3, la proteina Tic110 se detecté unicamente en la
fraccion purificada de envuelta pero fue dificilmente visible en el cloroplasto. El hecho
de que dicha proteina no se detectara en los cloroplastos puede deberse
probablemente a su baja abundancia con respecto a otras proteinas plastidiales. La
enzima RuBisCo esta presente en los cloroplastos y en la fraccidén estromatica pero
no se detectd en el resto de fracciones, indicando que el fraccionamiento bioquimico
fue correcto. Por ultimo, las fracciones tilacoidales estaban enriquecidas en proteina
LHCII tal y como se esperaba. Ademas, una cantidad significativa de proteina LHCII
se detecté en la fraccion purificada de envuelta. Diversos estudios de protedmica han
descrito la presencia de la proteina LHCIl en fracciones de envuelta como parte

contaminante de las preparaciones extremadamente puras utilizadas para los
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ensayos (Ferro y col., 2003). Sin embargo, no puede descartarse que parte de este
reservorio de LHCII encontrado repetidamente en las fracciones de envuelta pudiera
representar una fraccion de proteina LHCIlI en transito a través de su ruta de
transporte a la membrana tilacoidal.

Como la fuente mas probable de contaminacion en las fracciones de envuelta
obtenidas durante el fraccionamiento bioquimico del cloroplasto es una contaminacion
cruzada con las membranas tilacoidales, se decidi6 determinar el grado de
contaminacion presente en la envuelta del cloroplasto. Puesto que la clorofila es uno
de los componentes tilacoidales mas importantes, se determind la presencia de este
pigmento en las preparaciones enriquecidas de envuelta. En base a proteina, el ratio
estimado entre el contenido de clorofila detectado en la envuelta purificada respecto al
de la membrana tilacoidal fue de 1/25. Este valor se encuentra dentro del rango
aportado por otros grupos que aislan fracciones de envuelta para realizar estudios de
protedomica (Ferro y col., 2003; Froehlich y col., 2003). Teniendo en cuenta esta
informacién, se estimé que la contaminacién tilacoidal en la envuelta se encontraba
entre un 5-10 % dependiendo de las preparaciones, indicando que dicha fraccion
estaba muy pura. Todos estos datos indican que el fraccionamiento bioquimico fue
correcto.

Cuando se utilizé el anticuerpo contra la proteina GmFAD7 para determinar su
distribucién en las distintas fracciones subcloroplasticas, la mayor cantidad de
proteina GmFADY se encontré en la membrana del tilacoide (figura 4.3). También se
detecté una pequeina cantidad de GmFAD7 en la fraccion purificada de envuelta. Sin
embargo, la proteina no se detectd en la fraccién estromatica. Por lo tanto, el
fraccionamiento bioquimico indic6é que la w3 desaturasa cloroplastica GmFAD7

estaba localizada preferentemente en el tilacoide.
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4.2. CARACTERIZACION DE LA FAMILIA FAD7 DE SOJA

4.2.1. Identificaciéon de un nuevo gen GmFAD7 en soja

En 1993, Yadav y col. aislaron mediante escrutinio genético de una libreria de
cDNA de semillas de soja en desarrollo una uUnica secuencia GmFAD7 (denominada
en esta tesis, GmFAD7-1a 0 L22965) homodloga al gen FAD7 de Arabidopsis thaliana
descrito previamente. Sin embargo, cuando en nuestro laboratorio utilizamos la base
de datos DFCI (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) para realizar busquedas tipo
BLAST de secuencias de soja con homologia al gen GmFAD7-1a, el programa
proporciond varias secuencias consenso (TC204932, TC204936 y BE610928) cuyo
analisis mostré la existencia de multiples cambios de residuos de nucledtidos respecto
a la secuencia descrita previamente por Yadav y col., 1993. Asi, el analisis in silico en
la base de datos citada anteriormente parecia sugerir la presencia de diversos genes
FAD7 en el genoma de soja. Con el fin de comprobar la existencia de los posibles
genes FAD7 y, ayudandonos de los datos de secuencia procedentes del DFCI, se
disenaron distintas estrategias tanto de PCR-RACE como de PCR semicuantitativa.
Estos experimentos se llevaron a cabo sobre cDNA de hojas trifoliares de soja de 18
dias de edad por cuanto, a priori, es en este tejido donde cabria esperar un maximo
de expresion de los genes GmFADY. Tras el analisis pertinente, se identificaron dos
secuencias distintas que codificaban proteinas con un alto grado de identidad a la
proteina FAD7 de soja descrita anteriormente. En la figura 4.4 se muestra un
alineamiento a nivel de proteina de las dos nuevas secuencias aisladas y la GmFAD7-
1a previamente anotada. Una de las secuencias nucleotidicas codificaba una proteina
de 453 aminoacidos que presentaba una homologia del 98 % con GmFAD7-1a. Esta
proteina tenia un peso molecular teérico de 51,2 kDa y un punto isoeléctrico de 8,45.
La segunda secuencia de nucleotidos codificaba una proteina de 453 aminoacidos
que tenia un peso molecular teérico de 51,2 kDa y un punto isoeléctrico de 7,80 y

presentaba un grado de homologia del 92,3 % con GmFAD7-1a. A partir de este
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momento, decidimos designar a la primera secuencia aislada como GmFAD7-1b por

su elevada homologia con GmFAD7-1a. La segunda secuencia se designé como

GmFAD7-2. Ambas secuencias se depositaron en la base de datos GenBank y sus

numeros de acceso correspondientes son GQ144962 y EU621390, respectivamente.
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Figura 4.4. Alineamiento de las secuencias de las proteinas GmFAD7-1b, GmFAD7-2 y

GmFAD7-1a. La secuencia GmFAD7-1a fue obtenida por Yadav y col. (1993). (Su numero de

acceso GenBank es L22965). Los residuos idénticos se representan sobre fondo negro y los

cambios conservativos sobre fondo gris. El recuadro indica la localizacion de la secuencia del

péptido sintético utilizado para desarrollar el anticuerpo anti-GmFAD7. Las tres cajas de

histidinas caracteristicas de las desaturasas se muestran subrayadas.

Cuando el software ChloroP se utilizé para predecir la localizacién subcelular de

GmFAD7-1a, GmFAD7-1b y GmFAD7-2, el programa predijo la presencia de un
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péptido senal cloroplastico en las secuencias y, por lo tanto, una localizacion

cloroplastica de las proteinas GmFAD?7 (tabla 4.1).

. Prediccion de Longitud del
Nombre de la Longitud o - P ~
. péptido senal péptido senal Score
proteina (Aa) e
cloroplastico (Aa)
GmFAD7-1a 453 Si 42 0.523
GmFAD7-1b 453 Si 42 0.502
GmFAD7-2 453 Si 27 0.517

Tabla 4.1. Analisis de la prediccion de la presencia y localizacion del péptido sefal
cloroplastico en las secuencias GmFAD7-1a, GmFAD7-1b y GmFAD7-2 mediante la

utilizacion del programa ChloroP.

Ademas, como puede observarse en la figura 4.4, las proteinas GmFAD7-1b y
GmFAD7-2 poseen un extremo amino-terminal con las principales caracteristicas de
un péptido senal cloroplastico: un alto contenido de residuos hidroxilados (Ser, Thr),
un bajo contenido de residuos acidicos y un dipéptido Met-Ala conservado en el
extremo N-terminal. También es importante destacar que la secuencia del extremo
amino-terminal de las dos nuevas secuencias identificadas (MATWILSE en GmFAD7-
1b y MATWVLSE en GmFAD7-2) es mas parecido al de las w3 desaturasas
cloroplasticas de otras especies vegetales que al extremo N-terminal de la proteina
GmFAD7-1a (MATWYHQK). Ademas, otra caracteristica esencial de estas proteinas
fue la presencia de tres clusters de histidinas conservados en su secuencia, que son
esenciales para la actividad de las desaturasas ya que actuan como potenciales
ligandos de los atomos de hierro no heminicos (Shanklin y Cahoon, 1998). Por otro
lado, el uso de herramientas bioinformaticas (Pro-THMM) permitié predecir la
existencia de cuatro regiones transmembrana en ambas proteinas GmFAD7, lo que
es consistente con el modelo topolégico de plegamiento propuesto para estas
proteinas (Dyer y Mullen, 2001; Tang y col., 2005).

El alineamiento de estas dos nuevas secuencias GmFAD7 deducidas con la
secuencia de la w3 desaturasa cloroplastica FAD8 a nivel de proteina mostré que

GmFAD7-1b y GmFAD7-2 presentaban una homologia del 77% con la proteina
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GmFADS (tabla 4.2). Sin embargo, el grado de homologia obtenido entre estas dos
nuevas secuencias y GmFAD7-1a fue mayor que el obtenido con GmFADS,
sugiriendo que tanto GmFAD7-1b como GmFAD7-2 representan genes que codifican

w3 desaturasas cloroplasticas del tipo FAD7 (tabla 4.2).

GmFAD7-1a GmFAD7-1b GmFAD7-2 GmFADS8
GmFAD7-1a 100 98 92,3 76,5
GmFAD7-1b 100 92,5 77,2
GmFAD7-2 100 77,6
GmFADS8 100

Tabla 4.1. Porcentaje de identidad a nivel de proteina entre las distintas w3 desaturasas

cloroplasticas de soja.

Para dilucidar la relacion filogénetica de las proteinas GmFAD7-1a y GmFADY7-
2, sus secuencias de aminoacidos se alinearon con las de otras w3 desaturasas
cloroplasticas de diferentes especies vegetales presentes en las bases de datos v,
seguidamente, se generd un arbol filogenético (figura 4.5). El andlisis filogenético
reveld la existencia de dos clusters diferentes para la familia de las w3 desaturasas
cloroplasticas: un primer grupo integrado por las w3 desaturasas cloroplasticas de
algas verdes y un segundo grupo integrado por las w3 desaturasas cloroplasticas de
plantas. A su vez, este ultimo cluster se dividié en dos grupos distintos, de acuerdo a
la distribucién convencional de plantas, separando las especies monocotiledéneas de
las especies dicotiledoneas. Como se esperaba, las especies de leguminosas tales
como Glycine max, Vigna unguiculata o Medicago truncatula se agruparon en una
misma rama del dendograma. Ademas, el estudio filogenético mostré que las
proteinas de tipo GmFAD7-1 y de tipo GmFAD7-2 se localizan en dos subgrupos
claramente diferenciados, corroborando asi las diferencias encontradas a nivel
genético entre los diferentes genes GmFADY. Por otro lado, la proteina GmFADS8 se
agrupaba en una rama separada, junto con la proteina VuFADS, resultado consistente
con la conclusion extraida a partir de la comparacioén del porcentaje de homologia

entre las w3 desaturasas cloroplasticas.
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Figura 4.5. Analisis filogenético de las w3 desaturasas de acidos grasos cloroplasticas. El
arbol filogenético se realizé con el soffware PhyML y se utilizaron 500 replicas por bootstrap.
Los nombres y los nimeros de acceso GenBank de las secuencias utilizadas para el analisis
son: At, Arabidopsis thaliana (AtFAD7, D14007; AtFADS, L27158); Bp, Betula pendula
(BpFAD7, AY135565); Chlamy, Chlamydomonas reinhardtii (ChlamyFAD7, XM0011689611);
Cyp, Cyclamen persicum (CypFAD7, AB250917); Gm, Glycine max (GmFAD7-1a, L22965;
GmFAD7-1 cv. Volania, GQ144962;, GmFAD7-2 cv. Volania, EU621390; Glyma0718350.1 y
Glyma18g4320.1); GmFADS8, TC204934); Ha, Helianthus annuus (HaFAD7, AY254858); Le,
Lycopersicon esculentum (LeFAD?, AY157317); Mt, Medicago truncatula
(TC127685+TC132770+TC136381); Nt, Nicotiana tabacum (NtFAD7, D79979); Oeu, Olea
europea (OeFAD7, DQ788674); Os, Oriza sativa (OsFAD7, AB232382; OsFADS8, AK062022);
Pecr, Petroselinum crispum (PcFAD7, U75745); Rc, Ricinus communis (RcFAD7, L25897); Si,
Sesamum indicum (SiFAD7, V25817); Vu, Vigna unguiculata (VuFAD7, EU180596; VuFADS,

EU180595); Zm, Zea mays (ZmFAD7, D6395).
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Las diferencias encontradas a nivel de nucleétidos entre GmFAD7-2 y
GmFAD7-1a o GmFAD7-1b son consistentes con la hipotesis de que GmFAD7-2
representa un nuevo gen que codifica para uno de los miembros de la familia
multigénica GmFAD7 de soja. Sin embargo, el elevado grado de homologia
encontrado entre GmFAD7-1a y GmFAD7-1b sugiere que ambas secuencias podrian
representar el mismo gen con cambios polimérficos asociados al cultivar de soja
utilizado para el analisis. Cabe destacar que todos los datos de secuencia mostrados
en esta tesis doctoral se han obtenido a partir de plantas de soja del cultivar Volania y,
desafortunadamente, no se ha podido obtener informaciéon del cultivar de soja usado
para aislar la secuencia del gen GmFAD7-1a (Yadav y col., 1993). Por lo tanto, para
confirmar nuestra hipétesis, decidimos utilizar los cebadores especificos del gen
GmFAD7-1b para llevar a cabo los mismos experimentos de RT-PCR mencionados
anteriormente en dos cultivares distintos de soja disponibles en nuestro laboratorio,
Safrana y Corsoy. Un alineamiento de las secuencias de proteina GmFAD7-1
obtenidas tras el analisis correspondiente en los diferentes cultivares se muestra en la
figura 4.6. La comparacion de las secuencias proteicas de GmFAD7-1b de la variedad
Volania y Corsoy mostro la existencia de catorce cambios de residuos aminoacidicos,
seis de los cuales eran cambios conservativos. Algunos de los cambios encontrados
entre la secuencia GmFAD7-1b del cultivar Corsoy respecto a la secuencia GmFAD7-
1b del cultivar Volania eran idénticos a los residuos presentes en la secuencia
GmFAD7-1a anotada por Yadav. De forma similar, algunos de los cambios presentes
en la secuencia GmFAD7-1b del cultivar Volania respecto a la del cultivar Corsoy
también eran idénticos a los residuos de GmFAD7-1a (figura 4.6). Todos estos datos
indican que las diferencias encontradas entre las secuencias GmFAD7-1 pueden
atribuirse a cambios polimadrficos especificos del cultivar mas que a la presencia de
genes adicionales GmFAD7-1. Por ello, a partir de este momento, decidimos no hacer
diferencias entre GmFAD7-1a y GmFAD7-1b y, simplemente, designarlos como

GmFAD7-1.
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Figura 4.6. Alineamiento de la secuencia de la proteinas GmFAD7-1 de los diferentes cultivares

GmFAD7-1 cv. Corsoy 420
GmFAD7-1 cv. Volania 421
GmL22965 421

de soja. Las secuencias proteicas de GmFAD7-1 de los cultivares Volania y Corsoy han sido
obtenidas en esta tesis doctoral. La secuencia L22965 fue obtenida por Yadav y col. (1993).
Los residuos idénticos se representan sobre fondo negro y los cambios conservativos sobre

fondo gris.

Es importante mencionar que cuando se realiz6 un andlisis similar con las
secuencias de GmFAD7-2, sélo se detectaron tres sustituciones, siendo una de ellas
un cambio conservativo (figura 4.7). Estos resultados sugieren que durante la
evolucion la variabilidad genética se ha focalizado en el gen GmFAD7-1 mas que en

el gen GmFAD7-2.
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GmFAD7-2 cv. Volania 1 MATWVLSECSLKPLAPVIPRPRTGAVLSSTSKVGFLETNKVLEGSKFQPLRCNLRERNWG
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GmFAD7-2 cv. Volania Bl GE'VMGPIQLLKLYGVPYVIFVMWLDLVTYLHHHGHERKLPWYRGKEWSYLRGGLT T LDRJECEN0)
GmFAD7-2 cv. Williams 82 301 HejRyVieiaeInmnenqeivs-daannviiiinsinvaRan:izisie)sislClenipaNe eliSyaneleINgsnny 360
GmFAD7-2 cv. Volania EIYNDYGLINNIHHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVFGKYYREPKKSSPLPFHL I GE [

Gy N AN R RCl I ARG TNl D Y G, INN THHDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVFGKYYREPKKSSPLPFHL I GE i%eN]

GmFAD7-2 cv. Volania EYARNT T|4SEFKTDHEVSDKGDVVYYQTDSEINGSSKSE RS
GmFAD7-2 cv. Williams 82 421 MERSIFGEBIIRISIDINEINNAAS(ORUDISIING T eSfShesi 453

Figura 4.7. Alineamiento de la secuencia de la proteina GmFAD7-2 de dos cultivares
diferentes de soja. La secuencia de la proteina GmFAD7-2 cv. Volania ha sido obtenida en
esta tesis doctoral. La secuencia GmFAD7-2 cv. Williams se ha obtenido de la base de datos
del genoma de soja. Los residuos idénticos se representan sobre fondo negro y los cambios

conservativos sobre fondo gris.

4.2.2. Caracterizacion genémica de los genes GmFAD7 de soja

Con el fin de caracterizar en profundidad ambas secuencias GmFAD7 a nivel
genomico, llevamos a cabo distintos experimentos de PCR sobre DNA gendémico de
soja cv. Volania utilizando pares de cebadores especificos para cada uno de los
genes: GSP9/GSP8 para GmFAD7-1 y GSP7/GSP4 para GmFAD7-2. Como
resultado de la reaccion de amplificacion, se obtuvo en ambos casos un Unico
fragmento de 1200-1300 pares de bases, que representaba el 57% de la secuencia
completa de los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2. Ambos fragmentos se clonaron, se
secuenciaron vy, finalmente, se analizaron con los programas bioinformaticos
adecuados para determinar la estructura exon-intron de los genes GmFADY7. Los
fragmentos gendémicos parciales de GmFAD7-1 y GmFAD7-2 presentaban una
estructura exén-intrén idéntica formada por cuatro exones y tres intrones. El hecho de
que ambos genes FAD7 presentaran la misma estructura exén/intrén no es

sorprendente ya que probablemente se originaron por un evento de duplicacion del
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genoma de soja durante la evolucion a partir de un ancestro comun (Shoemaker y

col., 1996). El tamafio de los exones e intrones de los genes GmFAD7 se detalla en la

tabla 4.3.
Tamaiio (bp) Numero de
Nombre diferencias a nivel de
GmFAD7-1 GmFAD7-2 nucleétidos
Exones
Exoén 1 519 521 32
Exén 2 90 90 3
Exén 3 67 67 1
Exén 4 93 93 5
Intrones
Intrén | 121 129 16
Intrén I 319 310 66
Intrén 1 112 112 13

Tabla 4.3. Tamario de los exones y los intrones de los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2
identificados experimentalmente. La ultima columna de la tabla indica el numero de
diferencias encontradas entre los exones e intrones de los genes GmFAD7 a nivel de

nucledtidos.

Todos los intrones conservan el dinucleétido GT en el inicio de su secuencia y el
dinucledtido AG en el final de la misma, lo que indica que siguen la regla GT/AG y, por
lo tanto, pertenecen al grupo de intrones de tipo Il (figura 4.8). La comparacion de las
secuencias exonicas e intrénicas de ambos genes GmFADY7 a nivel de nucledtidos
permitid observar que las principales diferencias se encontraban en las regiones
intrénicas, donde se observaban tanto inserciones como sustituciones de nucledétidos
(figura 4.8). Estas diferencias en el tamano y en la secuencia de los intrones sugerian,
por lo tanto, que GmFAD7-1y GmFAD?7-2 eran genes diferentes.

La secuencia completa del genoma de soja se ha liberado recientemente y esta
disponible en la base de datos www.phytozome.net (Schmutz y col., 2010). Por ello,
se decidié utilizar esta base de datos de soja para poder contrastar y completar la
informacion concerniente a ambos genes GmFAD7. Los resultados procedentes del
analisis in silico en la base de datos del genoma de soja fueron consistentes con

nuestros datos experimentales (figura 4.9)
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GmFAD7-1 gendémico 1 ATGGCAACTTG ATTATCAGAATG CTTGAAGCCTCTTGCTCCAGTAATIICCTAGACCTAGAACTGGGGUTGCTTT 80
GmFAD7-2 gendémico 1 ATGGCAACTTG ATTATCAGAATG CTTGAAGCCTCTTGCTCCAGTAATIJCCTAGACCTAGAACTGGGGAAGTTTT 80

GmFAD7-1 genémico 81 GTCCAGCACCTC IGGTT! TTTTTGG. CAAACAAGGTAJTG GG TAAGTTTCAACCTTTGAGGTJ(AACC 160

GmFAD7-2 genémico 81 GTCCAGCACCTC GGTT! TTTTTGG. CAAACAAGGTAITG GG TAAGTTTCAACCTTTGAGGTAIAACC 160

GmFAD7-1 gendémico 161 TTAGGGAGAGGAATTGGGG AAGTGAGT CCTTTGAG TTGCTTCCATTGAAGAGGA AAAAGAGTG 237

GmFAD7-2 gendémico 161 TTAGGGAGAGGAATTGGGG AAGTGAGT CCTTTGAGQATTGCTTCCATTGAAGAGGAQGAGCAAAAGAGTG 240

GmFAD7-1 gendémico 238 GA@TAi&AATGGAATGGGGTTGAGCATGAGAA TTCCAGAATTTGACCCTGGTGCTCﬁCCACCATTCAACTT 317
GATJTA. dad

GmFAD7-2 gendémico 241 AATGG AATGGGGTTGAGCATGAGAAQJTTCCAGAATTTGACCCTGGTGCTCUACCACCATTCAACTT 320

GmFAD7-1 gendémico 318 IGCTGATATTAGAGCAG! TTCCARAGCATTGCTGGGTGAAGGACCCTYJGAJGTCCATGAGCTATGTGGTGAGGGATG 397
GmFAD7-2 genémico 321 ICTGATATTAGAGCAGCAATTCCAAAGCATTGCTGGGTGAAGGACCCTT TCCATGAGCTATGTGGTGAGGGATG 400

GmFAD7-1 gendémico 398 ﬂgﬁTTGCTGTCTTTGGTTTGGCQEETGCTGCTGQETATCTCAATAATTGGTTGGTTTGGCCTCTCTATTGGGCTGCTCAA 477

GmFAD7-2 gendémico 401 TTGCTGTCTTTGGTTTGGC TGCTGCTGAUTATCTCAATAATTGGTTGGTTTGGCCTCTCTATTGGGCTGCTCAA 480
GmFAD7-1 gendémico 478 GGCACTATGITCTIGGGCTCTGTTTGTTCTTGGTCATGATTGEINA 553
GmFAD7-2 gendémico 481 GGCACTATGTTCTGGGCTCTGTTTGTTCTTGGTCATGATTGEM 560

GmFAD7-1 gendémico 554
GmFAD7-2 gendémico 561

GmFAD7-1 gendémico 630
GmFAD7-2 gendémico 641

GGTCATGa@iGCTTTTCAAACAA CCAAATTGAACAGTGTTGTTGjﬂCATCTGCTGCATTCTTCAATT 709
ETGGTCATG! GCTTTTCAAACAAQJCCARATTGAACAGTGTTGTTGAGCATCTGCTGCATTCTTCAATT 720

GmFAD7-1 gendémico 710
GmFAD7-2 gendémico 721

GmFAD7-1 gendémico 790 859
GmFAD7-2 gendémico 774 853
GmFAD7-1 gendémico 860 937
GmFAD7-2 gendémico 854 933
GmFAD7-1 gendémico 938 1012
GmFAD7-2 gendémico 934 1013

GmFAD7-1 gendémico 1013 §
GmFAD7-2 genémico 1014 [§

GAGAATCAGTCATAGGACTCATCACCAACATCATGGTCATjﬂT 1092
GAGAATCAGTCATAGGACTCATCACCAACATCATGGTCATADT 1093

GmFAD7-1 genémico 1093 1172
GmFAD7-2 gendémico 1094 1173
GmFAD7-1 gendémico 1173 1250

GmFAD7-2 gendémico 1174 BT TGCCTGAAAAATTGTTCAGAA 1251

GmFAD7-1 gendémico 1251 GCTTGGACACTGT C TGTTAAGATTCACAGCACCTTTTCCACTTCTTGCA E CQTGTGTACCTT 1321
GmFAD7-2 gendémico 1252 GCTTGGACACTGT C TGTTAAGATTCACAGCACCTTTTCCACTTCTTGCATHTCAIGTGTACCTT 1322

Figura 4.8. Alineamiento a nivel de nucleédtidos de los fragmentos genémicos parciales de los
genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2 de soja. Las secuencias de los exones se representan sobre
fondo blanco y las secuencias de los intrones se representan sobre fondo negro. Los recuadros
negros indican los cambios encontrados en las regiones exoénicas y los recuadros blancos

indican los cambios encontrados en las regiones intrénicas.

Asi, la base de datos Phytozome mostraba la existencia de dos secuencias
diferentes localizadas en los cromosomas 7 y 18, que codificaban proteinas con alto
grado de homologia a GmFAD7. La secuencia localizada en el cromosoma 7,
identificada por Phytozome como Glyma07g18350.1, coincidia perfectamente con la
secuencia GmFAD7-2 tanto a nivel exdnico como a nivel intronico. De la misma
forma, la secuencia localizada en el cromosoma 18, identificada por Phytozome como
Glyma18g43210.1 coincidia con la secuencia GmFAD7-1. Ademas, el analisis in silico

en la base de datos del genoma de soja nos permitié obtener la organizacion
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gendémica completa de los genes GmFADY7. Asi, los genes Glyma079g18350.1 y
Glyma18g43210.1 presentaban una estructura exon/intron formada por ocho exones y
siete intrones (figura 4.9). Es importante destacar que la secuencia de proteina
Glyma18g43210.1 proporcionada por la base de datos del genoma de soja
presentaba una delecciéon de 135 aminoacidos en la regién C-terminal cuando la
comparabamos con las proteinas GmFAD7-1b aisladas en este estudio (cv. Corsoy y
cv. Volania) y con la proteina GmFAD7-1a descrita en 1993. Sin embargo, un analisis
detallado de la secuencia del exén 5 de Glyma07g18350.1 nos permitié identificar un
error de anotaciéon en la asignacion del final del exén 5 y el comienzo del intrén V.
Cuando este error se corrigié de forma apropiada los tres ultimos exones se podian
identificar facilmente, obteniéndose asi la proteina completa. En conjunto, estos
resultados indican que los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2 estan localizados en dos

loci diferentes en los cromosomas 18 y 7, respectivamente, en el genoma de soja.

CmFAD?-1 (parcia) - - —B—— -

ATG

Chymetogéa0.d TR — O

ATG TGA

GmFADT-2 (parcial) wn E4 |
ATG

Giymao7g18sso.1—=* [T [0 o0
ATG TGA

Figura 4.9. Organizacion genémica de los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2 de soja. Las cajas
coloreadas representan los exones mientras que las lineas coloreadas marcadas con nimeros
romanos representan los intrones. Los fragmentos gendémicos parciales denominados
GmFAD7-1 y GmFAD7-2 se han obtenido experimentalmente en esta tesis doctoral. La
organizacién genoémica de los genes Glyma18g43210.1 y Glyma07g18350.1 se han obtenido

a partir del anélisis in silico en la base de datos del genoma de soja.
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4.3. REGULACION DE LA EXPRESION DE LAS w3 DESATURASAS DE ACIDOS

GRASOS EN PLANTAS DE SOJA

4.3.1. Regulacion de las w3 desaturasas de acidos grasos en diferentes tejidos

de plantas de soja

4.3.1.1. Analisis de la expresién de los genes de las w3 desaturasas en

diferentes tejidos de plantas de soja

Como primer paso para determinar la relevancia funcional de los genes
GmFAD7-1y GmFAD7-2 en la produccién de acidos grasos trienoicos, se analizaron
los niveles de expresion de las dos w3 desaturasas cloroplasticas FAD7 (GmFAD7-1
y GmFAD7-2) en los diferentes tejidos de plantas de soja. Para ello, se aisld el RNA
total de hojas, raices, tallos, flores y semillas en desarrollo. Las semillas en desarrollo
se clasificaron en orden creciente de tamafo bajo la siguiente designacion <4 mm, 4
mm, 5-6 mm, 7-9 mm y 9-11 mm. El nivel de los transcritos se examin6é por PCR
semicuantitativa, utilizando pares de cebadores especificos para cada uno de los
genes GmFAD? y la expresion constitutiva de la actina como control interno. El perfil
de expresion de los genes de las w3 desaturasas de acidos grasos en los tejidos
vegetativos de plantas se muestra en la figura 4.10. Los mRNAs de GmFAD7-1y
GmFAD7-2 se detectaron en todos los tejidos de soja analizados siendo
especialmente abundantes en hojas maduras y flores. Por ultimo, el analisis de
expresion reveld que los mMRNAs de ambos genes GmFAD7 estaban presentes en
semillas en desarrollo y que sus niveles no se modificaban como resultado del
desarrollo de la semilla (figura 4.11).

El perfil de expresion de los genes GmFAD7-1y GmFAD7-2 se comparo con el
del gen GmFADS8. Los resultados muestran que los niveles del mMRNA de GmFADS8
son muy similares en todos los tejidos analizados (figuras 4.10 y 4.11). Estos

resultados indican que en soja, a la temperatura Optima de crecimiento, el gen
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GmFADS8 se expresa de forma constitutiva tanto en los tejidos vegetativos como en

las semillas en desarrollo.

9
A o
R

X «?
GMFADT-1| ws s s et

~z~"" <°
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Tejidos vegetales
Figura 4.10. (A) Expresién de los genes de las w3 desaturasas de acidos grasos en raices,
tallos, hojas maduras y flores de soja. El panel de la derecha muestra la digestion del fragmento
de PCR GmFADS3 con la enzima Van91l. El analisis de PCR semicuantitativa se realiz6 con
oligos especificos para cada gen. El gen de la actina se utiliz6 como control interno. Los
marcadores de pesos moleculares se indican en pares de bases. (B) Normalizacién de la
expresion de los genes que codifican las w3 desaturasas frente a la expresion del gen de la
actina. La cuantificacion de la cantidad de mRNA se realizo mediante densitometria de las

bandas de PCR.
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Figura 4.11. (A) Expresion de los genes de las w3 desaturasas de acidos grasos en semillas
de soja en desarrollo. El panel de la derecha muestra la digestion del fragmento de PCR
GmFADS3 con la enzima Van91l. (B) Normalizacion de la expresion de los genes que codifican
las w3 desaturasas frente a la expresién del gen de la actina. La cuantificacién de la cantidad

de mRNA se realizo mediante densitometria de las bandas de PCR.
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Por ultimo, se considerd de gran interés comparar la expresiéon de los genes que
codifican las w3 desaturasas cloroplasticas con el perfil de expresion de las w3
desaturasas reticulares en los mismos tejidos y en las mismas condiciones
experimentales. En soja, se ha descrito la existencia de tres genes independientes,
denominados GmFAD3A, GmFAD3B y GmFADS3C, que contribuyen a los niveles de
acido linoleico en soja (Bilyeu y col., 2003). El analisis de expresion génica se focalizo
en los genes GmMFAD3A y GmFAD3B debido a que GmFAD3C parece expresarse de
forma significativa Unicamente en las yemas florales (Bilyeu y col., 2003). En los
experimentos de PCR semicuantitativa, los cebadores utilizados para la amplificacion
del gen GmFADS3 reconocian y amplificaban tanto el gen GmFAD3A como el gen
GmFAD3B, dando lugar a dos fragmentos de PCR del mismo tamafio que eran
indistinguibles mediante electroforesis en gel de agarosa, lo que impedia obtener un
resultado final concluyente. Con el objetivo de analizar la expresién de los genes
GmFAD3 de forma independiente, se disefid una estrategia para distinguirlas basada
en la obtencion de un perfil de bandas diferente tras un analisis de restriccion con la
enzima Van91/. Esta enzima reconoce y corta tanto el fragmento GmFAD3A como el
GmFAD3B pero el sitio de reconocimiento y corte esta localizado en posiciones
diferentes en cada uno de ellos. La enzima Van91/ corta a GmFADS3A en posicion 164
generando dos fragmentos con un tamafo esperado de 164 y 755 pares de bases
respectivamente, y corta a GmFAD3B en posiciones 164 y 758 generando tres
fragmentos de tamafo de 161, 164 y 594 pares de bases. Asi, el fragmento de PCR
GmFAD3 obtenido tras la amplificacion por PCR semicuantitativa se digirié primero
con la enzima de restriccion Van91/ y, posteriormente, los fragmentos generados se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se visualizaron bajo luz UV.
Los resultados mostraron que el mRNA GmFAD3, que incluye GmFAD3A vy
GmFADS3B, era muy abundante en raices y flores y, en menor extension, en tallos. Es
interesante destacar que en hojas maduras se detectaron pequenas cantidades de

MRNA GmFAD3 (figura 4.10). Cuando se realizé el andlisis de restriccion del
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fragmento de PCR GmFADS3 obtenido tras la amplificacién, se observé que los
MRNAs de GmFAD3A y GmFAD3B estaban presentes en niveles muy similares en
raices mientras que en tallos y flores, el MRNA GmFAD3B fue la principal especie
detectada (figura 4.10-A, panel derecho). En semillas en desarrollo, el perfil de
expresion fue diferente, observandose un marcado incremento del mMRNA GmFADS3,
que puede verse en la figura 4.11-A, panel derecho. Cuando se llevé a cabo el
analisis de restriccién del producto de PCR GmFADS3 en semillas en desarrollo, se
observé un aumento de los MRNAs GmFAD3A y GmFAD3B, siendo este incremento
mucho mas significativo en el caso de GmFAD3A.

Una vez obtenido el patron de expresion de las w3 desaturasas de acidos
grasos en diferentes tejidos de plantas de soja, determinamos la abundancia relativa
de cada uno de los genes GmFAD? en los diferentes tejidos de la planta. Debido a la
elevada homologia que presentan ambos genes entre si, fue muy complicado disefar
una estrategia de PCR cuantitativa para conseguir este propésito, y todos los intentos
dieron resultados inadecuados debido a amplificaciones cruzadas. Por esta razon,
decidimos utilizar PCR semicuantitativa para comparar la abundancia relativa de los
mMRNA de los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2. Para ello, se utilizaron disoluciones
seriadas de cDNA de hojas, raices y semillas 9-11 mm como muestra para la reaccion
de PCR semicuantitativa. En todos los casos se utilizaron parejas de cebadores
especificos para cada gen. Los resultados se muestran en la figura 4.12. En hojas
maduras, los transcritos de GmFAD7-1 y GmFAD7-2 eran muy abundantes, y su
abundancia relativa era bastante similar. Estos resultados fueron consistentes con los
de las figuras 4.10. y 4.11. Finalmente, en raices y semillas de 9-11mm, se detectaron
ambos transcritos GmFAD7 pero el mRNA GmFAD7-2 parecia ser mas abundante

que el mMRNA GmFAD7-1.
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Hojas
GmFAD7-2 ¢ — —

Raices
GmFAD7-1 s —
GmFAD7-2 — —
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GMFAD7-2| = s o i it

Figura 4.12. Analisis de la abundancia relativa de los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2 en
diferentes tejidos de soja. El cDNA se sintetizé a partir del RNA extraido de hojas maduras,
raices y semillas 9-11 mm. En cada tejido, se utilizaron diluciones seriadas de cDNA (sin

diluir, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) como muestra para la reaccién de PCR.

4.3.1.2. Analisis de la composicion de acidos grasos de los diferentes tejidos de

plantas de soja

La composicion de acidos grasos de los lipidos totales extraidos de los
diferentes tejidos de plantas de soja (raiz, tallo, hoja madura y semillas de 9-11 mm)
se analizé mediante cromatografia de gases. La composicion de acidos grasos de
hojas y de semillas de soja se ha descrito detalladamente por otros autores en
trabajos anteriores; sin embargo, la composicion de acidos grasos de otros tejidos
como la raiz y el tallo no ha sido analizada en profundidad. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura 4.13. En hojas, los acidos grasos poliinsaturados representan

mas del 70 % de los acidos grasos totales, siendo el acido linolénico la especie
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mayoritaria. Asi, en hojas, los niveles de acido linoleico y el acido linolénico
constituyen aproximadamente un 15 % y un 58 % de los acidos grasos totales,
respectivamente. Estos resultados son consistentes con los descritos anteriormente
para suspensiones celulares de soja cv Corsoy (Martin y col., 1984; Alfonso y col.,
2001; Collados y col., 2006). En raices, los acidos grasos poliinsaturados representan
aproximadamente el 60 % de los acidos grasos totales pero, a diferencia de las hojas,
las raices presentan niveles similares de &cido linoleico (18:2°°') y de 4&cido

linolénico (18:3%91215

), mostrando valores de 30 % y 29 % de los acidos grasos
totales, respectivamente. Los resultados obtenidos en semillas de soja son muy
similares a los observados por otros autores (Heppard y col., 1996). Asi, el acido
linoleico (18:2%%"2) es la especie mas abundante en este tejido (alrededor del 38,5 %)
y, ademas, cabe destacar que las semillas presentan el porcentaje mas alto de acido
linoleico cuando se comparan con el resto de los tejidos (raices, hojas y flores). Por
ultimo, en flores, los acidos grasos poliinsaturados representan un 38 % de los acidos
grasos totales. Al igual que en raices, los &cidos grasos 18:22912 y 18:349121%

presentan valores muy similares en flores, alrededor del 19 % y 20 %,

respectivamente.
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Figura 4.13. Composicion de acidos grasos de los lipidos totales de diferentes tejidos de
plantas de soja (raiz, tallo, hoja, flor y semilla 9-11 mm). Los lipidos totales se extrajeron a partir

del tejido correspondiente y los acidos grasos se determinaron por cromatografia de gases.
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4.3.1.3. Analisis de los niveles de proteina GmFAD7

4.3.1.3.1 Anélisis de los niveles de proteina GmFADY en tejidos vegetativos

Para analizar el patron de distribucion de la proteina GmFAD?7 en los diferentes
tejidos de la planta, los extractos de raiz, tallos y hojas maduras se analizaron
mediante western blot utilizando un anticuerpo policlonal producido frente a la
proteina GmFAD7-1 de soja disponible en nuestro laboratorio. Como ya se mencioné
anteriormente en el apartado 4.1.1. de esta seccién, un trabajo previo de nuestro
grupo describi6 que dicho anticuerpo reaccionaba con un unico polipéptido de
aproximadamente 39 kDa en cloroplastos de plantas de soja que correspondia bien
con el peso molecular aparente para la proteina FAD7 de soja (Collados y col., 2006).
Sin embargo, cuando la separacién electroforética de las muestras fue mayor, tanto
en extractos celulares como en cloroplastos de hojas de soja se empez6 a observar
repetidamente la presencia de dos bandas bien diferenciadas en el rango de peso
molecular de 39-42 kDa (figura 4.14-A, calle 1 y figura 4.14-B; calles 3 y 4). Ademas,
en los cloroplastos aislados de hojas de soja, la sefial de ambas bandas fue mucho
mas intensa, lo que es consistente con la localizacion cloroplastica de la proteina
GmFAD7 determinada experimentalmente mediante inmunolocalizacion (Andreu vy
col., 2007). Dado que el epitopo reconocido por el antisuero anti-GmFAD7 esta muy
conservado en la secuencia de la proteina GmFAD7-2 (de los 17 residuos de
aminoacidos, 13 son idénticos y 2 son cambios conservativos), seria probable que el
anticuerpo anti-GmFAD7 reconociera también la proteina GmFAD7-2. Esto sugeriria
que las dos bandas detectadas en hojas podrian ser el resultado de la traduccion de
los dos mMRNAs GmFAD7 detectados en este mismo tejido. Con el propdsito de
verificar si las dos bandas que reaccionaban con el antisuero anti-GmFAD?7 eran los
productos derivados de los dos transcritos GmFAD7 que se acumulaban en hojas, se
llevé a cabo un analisis de los niveles de proteina FAD7 en diferentes especies de

plantas mediante western blot. Las especies de plantas seleccionadas para el estudio
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incluian Lotus japonicus, Medicago sativa, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata y
Arabidopsis thaliana. Con excepcién de Phaseolus vulgaris, la informacién disponible
en la base de datos DFCI o en los diferentes trabajos publicados (Yadav y col., 1993;
Torres-Franklin y col., 2009) revel6 que la w3 desaturasa cloroplastica FAD7 esta
codificada por un uUnico gen en todas las especies de plantas utilizadas. Asi, la
busqueda en las bases de datos de los genomas de Lotus japonicus y Medicago
sativa confirmd que, en dichas especies de plantas, la w3 desaturasa cloroplastica
FAD7 parece estar codificada por un unico gen. Ademas, recientemente, se han
descrito los genes que codifican las w3 desaturasas de acidos grasos en Vigna
unguiculata, observandose un solo gen que codifica la proteina FAD7 (Torres-Franklin
y col., 2009). Es importante destacar que aunque no se dispone de informacion
genética acerca del genoma de Phaseolus vulgaris, se sabe que esta leguminosa esta
mas relacionada filogenéticamente con soja que Lotus japonicus y Medicago sativa
(Young y col., 2003). Como se muestra en la figura 4.14-A (calles 2-6), el anticuerpo
anti-GmFAD7 mostraba reaccion en los cloroplastos de todas las especies analizadas
excepto en Arabidopsis thaliana. Este hecho no es sorprendente ya que el epitopo
reconocido por el anticuerpo no esta conservado en la secuencia de la proteina
AtFAD7 (figura 4.14-A; calle 3). Con excepcidon de Phaseolus vulgaris, en la mayoria
de las especies de plantas testeadas (Lotus japonicus, Medicago sativa y Vigna
unguiculata), el anticuerpo anti-GmFAD7 reacciond con una unica banda en el rango
de pesos moleculares de 39-42 kDa, resultado que es consistente con la informacion
obtenida a partir de la busqueda en las bases de datos. Phaseolus vulgaris constituye
el unico caso en el que se observé un patrén de distribucion de la proteina FAD7
idéntico al detectado en hojas de soja, mostrando dos bandas diferenciadas tras el
analisis por western blot. Como ya se ha mencionado anteriormente, aunque no se
dispone de informacion genética acerca del genoma de Phaseolus vulgaris, se sabe
que esta leguminosa estd mas relacionada filogenéticamente con soja que Lotus

jJaponicus y Medicago sativa (Young y col., 2003). Por lo tanto, todos estos resultados
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sugieren que probablemente la presencia de una doble banda en hojas de soja esta

asociada con la existencia de distintas isoformas de la proteina GmFADY.
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Figura 4.14. (A) Deteccion inmunolégica de la proteina GmFADY en cloroplastos extraidos
de hojas de soja de diferentes especies de plantas: 1, Glycine max; 2, Lotus japonicus; 3,
Arabidopsis thaliana; 4, Vigna unguiculata; 5, Phaseolus vulgaris; 6, Medicago sativa. (B)
Deteccién inmunolégica de la proteina GmFAD7 en diferentes tejidos de plantas: 1,
extractos crudos de raices; 2, extractos crudos de tallos; 3, extractos crudos de hojas
maduras; 4, cloroplastos aislados de hojas maduras de soja. Los marcadores de peso

molecular se indican a la izquierda de cada panel.

Sorprendentemente, en tallos no se detecté proteina GmFAD7 a pesar de la
presencia de su mRNA en este mismo tejido, lo que sugiere que la regulacion de
GmFAD7 parece ocurrir a nivel post-transcripcional (figura 4.14-B, calle 2).

Finalmente, se estudid la distribucion de la proteina GmFAD7 en extractos de
raices de soja. En raices, el antisuero GmFAD7 reaccion6é con multiples bandas de
diferente peso molecular que oscilaban entre 47 kDa y mas de 90 kDa (figura 4.14-B,

calle 1). Asi, la exposicidon prolongada de los inmunoblots de muestras de raices de
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forma rutinaria daba lugar a la deteccién de especies de alto peso molecular cuya
intensidad variaba dependiendo de las preparaciones. Estas bandas de alto peso
molecular podrian surgir de la interaccién de las proteinas GmFAD7 con otras
proteinas o bien de la existencia de algun tipo de modificacion post-traduccional de
tipo desconocido que afectase a la movilidad de la proteina GmFAD7. Sin embargo,
diversos estudios han descrito que las bandas de alto peso molecular son
caracteristicas de proteinas conjugadas a ubiquitina que han sido marcadas para su
degradacién via el proteosoma 26S. Un mecanismo similar se ha descrito en soja
para el control de la enzima GmFAD2-1 a altas temperaturas (Tang y col., 2005). Por
ello, se decidié estudiar la implicacion del proteosoma 26S en la degradacion de la
proteina GmFAD7. Para tal fin, las plantas de soja se incubaron en presencia del
inhibidor especifico del proteosoma 26S, MG-132, durante 12 horas (Lim y col., 2004).
Tras el tratamiento con el inhibidor, se realizaron extractos de raices que,
posteriormente, se analizaron mediante western blot. Como se muestra en la figura
4.15-A, aunque las bandas de alto peso molecular seguian siendo visibles, el
tratamiento con MG-132 resultaba en un incremento de la cantidad de proteina
GmFAD7. Estos resultados parecen sugerir que la ruta del proteosoma 26S podria
estar implicada en la degradacion de la proteina FAD7 en raices de soja. Sin
embargo, el analisis de estas mismas muestras mediante western blot con un
anticuerpo anti-ubiquitina (figura 4.15-B) no mostrd reaccion significativa con las
bandas de alto peso molecular objeto de estudio, 1o que impide postular una hipétesis
concluyente acerca de si, en raices, las proteinas GmFAD7 son mas susceptibles de

degradacién a través de la ruta del proteosoma 26S.
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Figura 4.15. (A) Detecciéon inmunolégica de la proteina GmFAD7 en extractos crudos de

raices de soja en ausencia o presencia del inhibidor del proteosoma 26S, MG-132. (B)
Deteccion inmunolégica de la proteina ubiquitina en extractos crudos de raices de soja en
ausencia o presencia del inhibidor del proteosoma 26S, MG-132. Las plantas se incubaron
con MG-132 durante 12 horas bajo condiciones estandar de crecimiento. Tras la incubacion,
las raices se cortaron y se congelaron rapidamente en nitrogeno liquido. El inhibidor se
afadio a la solucién nutritiva en concentracién final de 50 uM. En cada pocillo se cargaron 15

g de proteina. Los marcadores de peso molecular se indican a la izquierda del panel.

4.3.1.3.2 Anélisis de los niveles de proteina GmFADY en semillas en desarrollo

A continuacion, se examiné la distribucion de la proteina GmFAD7 en semillas
en desarrollo. Como se muestra en la figura 4.16, durante el desarrollo de la semilla
tiene lugar la acumulacion de una banda de aproximadamente 80 kDa. Ademas, se
detectd una banda de baja intensidad de 39 kDa en los ultimos estadios del desarrollo
de la semilla analizados (9-11 mm), que coincide en peso molecular con la banda
inferior del doblete detectado en hojas.

Este perfil tan complejo para la acumulacion de la proteina GmFAD7 se observo
cuando las muestras se desnaturalizaron en presencia del agente reductor [3-

mercaptoetanol.
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Figura 4.16. Deteccion inmunolégica de la proteina GmFAD7 en extractos crudos de
semillas de 4, 5-6 y 9-11 mm de tamafio (pocillos 1,2 y 3 respectivamente). En cada pocillo
se cargaron 15 ug de proteina. La desnaturalizacion de las muestras se realizd en
presencia del agente reductor B-mercaptoetanol. Los marcadores de peso molecular se

indican a la izquierda del panel.

A continuacion, se estudi6 en detalle el efecto del cambio del estado de
oxidacion de los grupos tiol en la distribucion de las distintas conformaciones de la
proteina GmFADY en extractos de semillas de 9-11 mm. Los resultados se muestran
en la figura 4.17-A. Los extractos de semillas desnaturalizados en un tampon de carga
que contenia B-MeOH 6 DTT como agentes reductores mostraron, tal y como se
esperaba, un patrén idéntico al descrito en el parrafo anterior. Sorprendentemente,
cuando los agentes reductores se eliminaron del tampdén de desnaturalizacion,
ademas de las bandas de 39 kDa y 80 kDa, se detecté una banda adicional de 42 kDa
de gran intensidad (figura 4.17-A, calle 3). Esta banda, que estaba presente en todos
los estadios del desarrollo de la semilla, coincidia en tamano con la banda superior
del doblete GmFAD7 detectado en hojas. Cuando las muestras se incubaron en
presencia de un agente oxidante como diamida se observaron resultados idénticos
(figura 4.17-A; calle 4). Ademas, si las muestras pre-tratadas con diamida se
desnaturalizaban en presencia de un agente reductor (3-MeOH 6 DTT), la banda de
42 kDa desaparecia y la banda predominante detectada era la banda de 80 kDa
(figura 4.17-A, calles 5 y 6). Estos resultados confirman que el estado de oxidacion de
los grupos tiol afecta a la distribucion de las distintas conformaciones de la proteina

GmFAD7 en semillas de soja. Este efecto parece ser especifico de semillas ya que la
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ausencia de B-MeOH 6 DTT en experimentos realizados en cloroplastos de hojas de

soja no tuvo ningun efecto en el perfil de distribucién de dicha proteina.
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Figura 4.17. Deteccién inmunolégica de la proteina GmFAD7 en extractos crudos de semillas
9-11 mm. (A) Los extractos de semillas se incubaron con: 1, tampén de carga que contenia -
mercaptoetanol; 2, tampén de carga que contenia DTT, 3, tampdén de carga sin agentes
reductores; 4, tampoén de incubacioén con diamida. Las semillas pre-tratadas con diamida se
desnaturalizaron con tampén de carga que contenia: 5, 3-mercaptoetanol; 6, DTT. (B) Las
semillas se incubaron en un tampén que contenia: 3y 4, 8 M urea; 5y 6, 1.5 M NaCl, 7 y 8, 1
M cloruro de guanidinio. Las muestras 3, 5 y 7 se desnaturalizaron en ausencia de agente
reductor y las muestras 4, 6 y 8 se desnaturalizaron en presencia de [B-mercaptoetanol. Las
muestras 1 y 2 son extractos de semillas desnaturalizados en ausencia (1) o presencia (2) de

B-mercaptoetanol.

Un patrén idéntico de bandas se observo cuando las muestras se trataron, antes
de la desnaturalizacion en ausencia o presencia de agentes reductores, con un
tampon de incubacion que contenia agentes desnaturalizantes, caotrépicos o alta
fuerza idnica (figura 4.17-B). Asi, cuando los extractos de semillas de 9-11 mm se

trataron con un tampén que contenia 8 M de urea, 1,5 M NaCl o 1 M de cloruro de
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guanidinio no se observd ningun cambio en la distribucion de las distintas
conformaciones de la proteina GmFAD7 respecto a la muestra control. Estos
resultados sugieren que la interaccion que mantiene el complejo de 80 KDa GmFAD7

en los extractos de semillas de soja es muy estable.
Efecto del hierro en las distintas conformaciones de la proteina GmFAD7

El hierro es un cofactor necesario para la actividad de las desaturasas ya que
forma parte del centro activo de estas enzimas (Somerville y col., 2000). Por ello, se
analizé el efecto de la presencia o ausencia de este metal en la distribuciéon de las
diferentes conformaciones en extractos de semillas de 9-11 mm (figura 4.18). El
efecto del hierro se analizé inicialmente en ausencia de agentes reductores, situacion
en la que se detectaban todas las conformaciones de la proteina GmFAD7. Bajo estas
condiciones, la adicion de 100 mM de EDTA reduce considerablemente los niveles de
la fraccién de 42 kDa detectada en las muestras control (figura 4.18, calles 1y 2). De
nuevo, no se observo ningun efecto en la fraccion de 39 kDa. Sin embargo, en
presencia de un exceso de hierro (Fe?*), la distribucién relativa de las distintas
conformaciones de la proteina GmFAD7 fue similar a la observada en muestras
control (figura 4.18, calles 1 y 3). Seguidamente, los mismos experimentos se
realizaron en presencia del agente reductor -mercaptoetanol. Como se esperaba, en
la muestra de semillas 9-11 mm control, el anticuerpo reaccioné con una banda de 80
kDa y con una banda de 39 kDa de baja intensidad. En este caso, la adicion de EDTA
no provoco ningun cambio significativo en el perfil de distribuciéon de las bandas de
proteina (figura 4.18, calles 5 y 6). Sin embargo, cuando los extractos de semillas se
incubaron con un exceso de Fe?, la banda de 42 kDa incremento significativamente
(figura 4.18, calles 5 y 7). Resultados similares se obtuvieron cuando el Fe** fue
sustituido por Fe* en el tampon de incubacion. Todos estos resultados indican que el
hierro promueve la acumulacion de la banda de 42 kDa de la proteina GmFAD7 en

semillas de soja.
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Figura 4.18. Influencia del hierro en la conformacion de la proteina GmFAD?. Los extractos de
semillas se incubaron en tampén de incubacion: 1, control; 2, con 100 mM EDTA; 3, con TmM
Fe** y 5 mM de ascorbato; 4, con 5§ mM de ascorbato durante 15 minutos y, sequidamente, se
desnaturalizaron con tampdn de carga sin agentes reductores. Las calles de 5-8 muestran los

mismos tratamientos con desnaturalizacion en presencia de (3-mercaptoetanol.

4.3.2. Regulacion de la expresion de las desaturasas de acidos grasos durante el

desarrollo de la hoja

Durante el desarrollo de la hoja se producen muchos cambios a nivel
morfologico que implican la sintesis de membranas celulares. En el contexto actual
del estudio que sobre el mecanismo de regulacion de las desaturasas de plantas
desarrollamos en nuestro laboratorio, decidimos analizar el efecto del desarrollo de la
hoja en la expresion de los genes que codifican las desaturasas de acidos grasos,
centrandonos principalmente en el estudio de las w3 desaturasas.

Las plantas de soja presentan tres tipos de hoja bien diferenciados: hojas
cotiledonares, primer par de hojas verdaderas (también llamadas hojas simples) y
hojas trifoliares (figura 4.19). Inicialmente, decidimos trabajar con hojas simples y
hojas trifoliares recogidas en distintos estadios del desarrollo bajo la siguiente

designacion: hojas recién abiertas (RA) y hojas de 3, 7, 14 y 18 dias de edad.
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Figura 4.19. Tipos de hojas de una planta de soja.

4.3.2.1. Analisis de la composicion de acidos grasos de los lipidos totales en

hojas de soja

Con el objetivo de dilucidar que ocurre con la sintesis de acidos grasos
poliinsaturados durante el desarrollo de la hoja se analizaron los cambios que se
producen en la composicién de acidos grasos en muestras de lipidos totales extraidos
de hojas en distintos estadios del desarrollo. De nuevo, en hojas maduras de plantas
de soja, los acidos grasos poliinsaturados representan aproximadamente un 70 % de
los acidos grasos totales, siendo la especie mayoritaria es el acido linolénico
(alrededor del 65 %; figura 4.20). Los datos obtenidos mostraron que el contenido de
18:3%912% de |os lipidos totales de hojas es relativamente mas bajo en las hojas
jovenes (40 % de los acidos grasos totales) y que, la proporcion de dicho acido graso
se incrementa con la edad de la hoja, representando un 65 % de los acidos grasos
totales en hojas maduras. Por el contrario, se produce un descenso concomitante de

2A9,12

los niveles de acido graso 18: , que es el sustrato tanto de FAD3 como de FAD7

para la produccion de 18:3%%'21°

(figura 4.20), disminuyendo su porcentaje desde un
28 % en hojas jovenes hasta un 12 % en hojas maduras. Por otro lado, la
composicion de acidos grasos de los lipidos de las hojas simples de soja fue muy

similar a la obtenida para hojas trifoliares de 18 dias de edad (figura 4.21).
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Figura 4.19. Composicion de acidos grasos de hojas trifoliares de soja de diferente edad de
desarrollo. RA, hojas recién abiertas; 3, hojas de tres dias de edad; 7, hojas de siete dias de
edad; 14, hojas de 14 dias de edad; 18, hojas de 18 dias de edad. Los lipidos totales se

extrajeron a partir de la hoja y los acidos grasos se determinaron por cromatografia de gases.
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Figura 4.20. Composicion de acidos grasos de hojas simples y hojas trifoliares de 18 dias de
edad. Los lipidos totales se extrajeron a partir de la hoja y los acidos grasos se determinaron

por cromatografia de gases.
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4.3.2.2. Analisis de la expresion de los genes de las desaturasas en hojas de
soja

A continuacién, decidimos establecer la existencia de una posible correlacién
entre los cambios obtenidos en los niveles de acidos grasos observados durante el
desarrollo de la hoja y la expresiéon de los genes de las desaturasas. Para ello,
analizamos los niveles de RNA mensajero de cada uno de los genes de las
desaturasas mediante RT-PCR (figura 4.22).

Con el desarrollo de las hojas trifoliares se observé que los niveles de mRNA
GmFAD3 (w3 desaturasa reticular) descienden, mientras que los niveles de
mensajero de GmFAD7-1 y GmFAD7-2 (w3 desaturasas cloroplasticas) aumentan
(figura 4.22). La digestion del fragmento de PCR GmFAD3 con la enzima de
restriccion Van91/ mostré que los mRNAs mensajeros GmFAD3A y GmFAD3B
disminuian durante el desarrollo de la hoja. Sin embargo, la disminucion fue mas
drastica en el caso del mRNA GmFADS3A, llegando hasta niveles practicamente
indetectables en las hojas trifoliares de catorce y dieciocho dias de edad (figura 4.22;
panel derecho). El resto de los genes que codifican las desaturasas de acidos grasos
(GmFAD2, GmFAD6 y GmFAD8) no parecen estar sometidos a cambios en la
expresion tan dramaticos como los observados para los genes GmFAD7 y GmFAD3
(figura 4.22). Por ultimo, los resultados mostraron que las hojas simples se comportan
como hojas maduras y la expresion de los genes de cada una de las desaturasas no

varia a lo largo del desarrollo de dichas hojas.
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Figura 4.22. Analisis de expresion de los genes de las desaturasas mediante PCR
semicuantitativa. RA, hojas recién abiertas; 3, hojas de tres dias de edad; 7, hojas de siete
dias de edad; 14, hojas de 14 dias de edad; 18, hojas de 18 dias de edad. El analisis de
PCR semicuantitativa se realizé con oligos especificos para cada gen. El gen de la actina se
utilizé como control interno en todos los experimentos. El panel de la derecha muestra la
digestion del fragmento de PCR GmFADS3 con la enzima Van91l. Los marcadores de pesos

moleculares se indican en pares de bases a la izquierda de la figura.

Dado que el desarrollo de la hoja parecia modular principalmente la expresion
de los genes que codifican las w3 desaturasas cloroplastica y reticular, GmFAD3 y
GmFADY, respectivamente, decidimos centrar nuestro estudio mediante PCR en
tiempo real en el andlisis de la expresion génica de los mismos. La utilizacion de esta
técnica de biologia molecular no nos ha permitido estudiar de forma independiente la
expresion de los genes que codifican las distintas isoformas de la proteina GmFAD?7,
ya que, debido a la elevada homologia que presentan entre si, los cebadores
utilizados reconocen tanto a GmFAD7-1 como a GmFAD7-2. De forma similar, los
cebadores utilizados para analizar la expresion de los genes GmFAD3 reconocen los
genes GmFAD3A y GmFAD3B, lo que impide que su expresion sea analizada de
forma independiente. Los datos obtenidos por PCR en tiempo real confirmaron los

resultados por PCR semicuantitativa.
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Figura 4.23. Anélisis de expresion relativa de los genes GmFAD3 (A+B) y GmFAD7 (1+2)
por PCR en tiempo real. Los niveles de expresion se relativizaron frente al nivel de expresion

de hojas abiertas, a las que se asigno valor arbitrario de 1.

Asi, el perfil de expresion obtenido para cada una de las w3 desaturasas fue
diferente (figura 4.23): con el desarrollo de la hoja se produce un descenso de los
niveles de mRNA de la w3 desaturasa reticular (GmFAD3) que coincide en el tiempo
con un aumento especifico de los niveles de mMRNA de la w3 desaturasa cloroplastica
(GmFADY). Estos resultados indican que la expresion de los genes FAD3 y FAD7
esta regulada a nivel transcripcional durante el desarrollo de la hoja. Esta regulacion
parece estar estrictamente regulada ya que mientras la expresion de los genes
GmFADY parecen activarse durante el desarrollo de la hoja, la expresion de los genes

que codifican la w3 desaturasa reticular GmFAD3 parecen reprimirse.
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4.3.2.3. Analisis de la proteina GmFAD7 durante el desarrollo de la hoja

A la vista de los resultados de expresion génica, decidimos comprobar si el
aumento de mRNAs FADY7 se traducia en un aumento de los niveles de proteina de la
w3 desaturasa cloroplastica. Para ello, se examiné la cantidad de proteina presente
en cada una de las fracciones cloroplasticas extraidas de las muestras de hojas de
soja en distintos estadios del desarrollo. De nuevo, el anticuerpo anti-GmFAD7
reconoce dos bandas bien diferenciadas y de peso molecular muy proximo (39-42
kDa) en las muestras de cloroplastos de 7, 14 y 18 dias de edad. Ademas, el analisis
muestra que los niveles de proteina GmFAD7 aumentan durante la maduracion de las
hojas, dato que es consistente con los datos de expresiéon correspondientes a los
genes GmFAD7 mostrados en el apartado anterior (figura 4.24) y que confirman el

efecto transcripcional sobre FAD7 en respuesta al desarrollo de la hoja.

RA 3 7 14 18

= ! |
0. —

Figura 4.24. Deteccién inmunolégica de la proteina GmFADY en muestras de cloroplastos de

hojas de soja en diferentes estadios del desarrollo. En cada pocillo se cargdé 15 ug de proteina

total.

4.4. REGULACION DE LAS w3 DESATURASAS DE ACIDOS GRASOS BAJO

CONDICIONES DE ESTRES

Tras abordar el estudio espacio-temporal de la expresidon de los genes
GmFAD7-1 y GmFAD7-2, decidimos analizar su expresion en plantas de soja
sometidas a diferentes condiciones de estrés. Dos han sido los estresés estudiados
por ser aquellos en los que se han descrito alteraciones en los niveles de expresion
del gen FAD7 o cambios en el contenido de acidos grasos trienoicos: la herida (estrés

bidtico) y el frio (estrés abidtico).
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4.4.1. Regulacion de la expresion de los genes GmFAD7 en respuesta a la herida

4.4.1.1. Analisis de la expresién de los genes GmFAD7-1y GmFAD7-2 en

respuesta a la herida

Para estudiar el efecto de la herida en la expresion de los genes GmFAD7, se
provocé dafio por herida en hojas ftrifoliares de soja y el material vegetal dafiado se
recolectdé 30 y 240 minutos después de haber sido realizado el dano. Los resultados
del analisis de expresiéon se muestran en la figura 4.25. El dafio mecanico provoca un
aumento de la expresidn de los genes GmFAD?7. Asi, los niveles de mMRNA GmFAD?7-
1 se acumularon rapidamente en respuesta a la herida, mostrando un incremento
significativo (aproximadamente 2,5 veces) respecto al control después de 30 minutos
del tratamiento. Ademas, estos niveles de expresion se mantuvieron constantes 240
minutos después de la herida. Sin embargo, el incremento del RNA mensajero de
GmFAD7-2 en respuesta a la herida es mas leve, observandose un aumento de 1,75
veces respecto al control.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que el dano por herida activa la
transcripcién de un gran numero de genes estimulando rutas de sefalizacion
dependientes e independientes de acido jasmonico. Por ello, a continuacién, se
decidié determinar el perfil de expresion de ambos genes GmFADY en respuesta al
tratamiento con acido jasmonico y comprobar, de esta forma, si la induccion del gen
GmFAD7-1 por herida era dependiente de dicha hormona vegetal. Como muestra la
figura 4.25, cuando las hojas trifoliares de soja se trataron con JA no se observaron
cambios perceptibles en los niveles de RNA mensajero de los genes GmFAD7-1y
GmFAD7-2. Por lo tanto, los datos sugieren que la respuesta de los genes GmFAD7

en respuesta a la herida es independiente de acido jasménico.
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Figura 4.25. (A) Andlisis de expresion de los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2 en hojas de

soja en respuesta a la herida y al tratamiento con metiliasmonato. El analisis de PCR

semicuantitativa se realizé con cebadores especificos para cada gen. El gen de la actina se

utilizé6 como control interno en todos los experimentos. (B) Normalizacion de la expresién de

los genes de las w3 desaturasas frente a la expresion del gen de la actina. La cuantificacion

de la cantidad de mRNA se realizo mediante densitometria de las bandas de PCR.
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4.4.1.2. Analisis de los niveles de proteina GmFAD7 en respuesta a la herida

Para completar el estudio del efecto de la herida sobre las distintas isoformas de
la w3 desaturasa de acidos grasos GmFAD7, se determiné el perfil de acumulacion
de dicha proteina en hojas de soja control y sometidas al tratamiento de herida
mediante analisis por western blot. Los resultados obtenidos se exponen en la figura
4.26. Tanto en hojas control como en hojas dafadas se observaron las dos bandas
caracteristicas en el rango de pesos moleculares de 39-42 kDa, que ya se han
descrito en apartados anteriores de esta misma seccion. Cuatro horas después de
haberse realizado el dafo por herida se observd un incremento de la banda de 39
kDa mientras que la banda de 42 kDa permanecidé constante. En conjunto, estos
resultados indican que aunque la herida provoca un aumento del mRNA de ambos
GmFAD?7; a nivel de proteina, solo una de las bandas correspondientes a la proteina

GmFAD?7 se ve afectada de forma significativa por el tratamiento de herida.

Herida

CT 30 min. 240 min.

51,6-|

36,8-

Figura 4.26. Deteccion inmunolégica de la proteina GmFADY en extractos crudos de
hojas de soja. CT, hojas control; 30 min., hojas recogidas 30 minutos después de haberse
realizado el dafio; 240 min., hojas recogidas 240 minutos después de haberse realizado el

dano. Se cargaron 15 ug de proteina por pocillo.
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4.4.2. Regulacion de la expresion de los genes de las w3 desaturasas de acidos

grasos durante el proceso de aclimatacién al frio

4.4.2.1. Composicion de acidos grasos de suspensiones celulares y plantas de

soja crecidas a bajas temperaturas

Con el objetivo de estudiar el efecto de las bajas temperaturas en la
desaturacion de los acidos grasos constituyentes de los lipidos, se analizé en primer
lugar la composicion de acidos grasos de suspensiones celulares de soja crecidas en
medio fotoautétrofo a bajas temperaturas. Para ello, las suspensiones celulares de
soja se crecieron en medio liquido KN° bajo condiciones estandar de luz, temperatura
y humedad durante 19 dias y, posteriormente, se mantuvieron a 4 °C durante tres dias
consecutivos. Durante el periodo de incubacion en frio, las células de soja se
recogieron tal y como se indica en el apartado 3.2.1.2. de la seccion de materiales y
métodos. Es importante destacar que durante el periodo de exposicion a
temperaturas bajas, las suspensiones celulares de soja mostraron un color verde
intenso similar al de las células crecidas a la temperatura éptima de crecimiento.
Finalmente, la composicién de acidos grasos de los lipidos totales extraidos de las
suspensiones celulares de soja correspondientes se analizé mediante cromatografia
de gases. El analisis mostré que las suspensiones celulares de soja presentaban un
alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados, siendo el acido linolénico la especie
mayoritaria (alrededor del 58 % de los acidos grasos totales; figura 4.27-A). Estos
resultados son similares a los descritos en trabajos anteriores para la misma linea
celular (Martin y col., 1984; Alfonso y col., 2001). Como puede observarse en la figura
4.27-A, tras 72 horas de exposicion a temperaturas bajas (4-8 °C), el porcentaje de
4cido graso 18:3%%'2'® desciende levemente, alrededor del 4 %, cuando se compara
con la muestra crecida en condiciones estandar de temperatura. Ademas, este
descenso de acidos grasos trienoicos va acompafnado de un ligero aumento (3%) de

acido oleico.
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A la vista de estos resultados se decidié comprobar la reversibilidad del efecto
que las bajas temperaturas ejercen sobre la composicion de acidos grasos de los
lipidos totales. Para ello, las suspensiones celulares sometidas a bajas temperaturas
se expusieron a la temperatura estandar de crecimiento durante 4 dias vy, la
composicion de acidos grasos de sus lipidos se determiné mediante cromatografia de
gases. Los resultados obtenidos tras el analisis se muestran en la figura 4.27-A. Asi,
tras el periodo de exposicion a la temperatura optima de crecimiento, los niveles de
los acidos grasos 18:1%%y 18:3"%'215 e recuperaron hasta alcanzar niveles similares a
los observados para células control.

Por ultimo, se repitié el mismo estudio en plantas de soja cv Volania. Asi,
después de 19 dias de crecimiento en cultivo hidroponico bajo condiciones estandar
de luz, temperatura y humedad, las plantas de soja se mantuvieron a 4 °C durante 3
dias consecutivos. Posteriormente, se extrajeron los lipidos totales de las muestras
correspondientes y se analizé la composicién de acidos grasos de dichos lipidos por
cromatografia de gases. Los resultados de la composicion de acidos grasos se
muestran en la figura 4.27-B. Al incubar las plantas de soja a bajas temperaturas
durante 72 horas se produce un leve aumento (5 %) de acido graso linolénico. Es
importante destacar que el aumento de acidos grasos insaturados se produce de
forma secuencial con el tiempo de exposicidbn a bajas temperaturas. Asi, a las 24
horas de exposicion a 4 °C, se produce un incremento leve (3 %) del porcentaje de
acido graso oleico. A las 48 horas de incubacion a bajas temperaturas, ese aumento
de acido graso 18:1 se ha convertido en un aumento (4 %) del porcentaje de acido
linoleico y, finalmente, a las 72 horas se observa un aumento de los acidos grasos

trienoicos.
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Figura 4.27. (A) Composicion de acidos grasos de suspensiones celulares de soja durante el
proceso de aclimatacion al frio. (B) Composicion de acidos grasos de hojas trifoliares de soja
de 18 dias de edad durante el proceso de aclimatacion al frio. Control; F24H, 24 horas de
exposicion a bajas temperaturas; F48H, 48 horas de exposicion a bajas temperaturas; F72H,
72 horas de exposicién a bajas temperaturas, R96H, 96 horas de exposicion a la temperatura
estandar de crecimiento. Los lipidos totales se extrajeron a partir de la hoja y los acidos

grasos se determinaron por cromatografia de gases.
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De forma idéntica a lo que ocurre en suspensiones celulares, cuando las plantas
de soja se sometieron a la temperatura estdndar de crecimiento mostraron una
recuperacion de los niveles de acidos grasos poliinsaturados hasta valores similares a

los de plantas control (figura 4.27-B).

4.4.2.2. Efecto de las bajas temperaturas en la expresidon de los genes de las w3

desaturasas de acidos grasos

Una vez examinados los resultados expuestos en el apartado anterior, se
decidié comprobar si los cambios observados en la composicién de acidos grasos
tanto de suspensiones celulares como de plantas de soja se correlacionaban con
variaciones en los niveles de expresion de los genes de las w3 desaturasas de acidos
grasos. Para ello, se extrajo el RNA total de los mismos cultivos a partir de los cuales
se realizé el analisis de acidos grasos y se examinaron los niveles de RNA mensajero
de los genes de las w3 desaturasas mediante RT-PCR. Como se muestra en la figura
4.28, tras 72 horas de exposicion a temperaturas bajas no se observaron cambios
significativos en los niveles de mRNA de GmFAD7-1y GmFAD7-2. De forma similar,
los niveles de mMRNA FADS8 permanecieron constantes a lo largo del periodo de
exposicion a temperaturas de 4-8 °C, lo que indica que en suspensiones celulares de
soja no se produce activacién transcripcional del gen GmFADS por frio. En el caso de
las distintas isoformas de la w3 desaturasa reticular FAD3, cuando se realizé el
analisis de restriccion del fragmento de PCR GmFAD3 con la enzima Van91/ para
estudiar la expresion de los genes GmFAD3A y GmFAD3B de forma independiente,
se observo que aunque sus mMRNAs estaban presentes tanto en las muestras de
células control como en las muestras de células sometidas a bajas temperaturas, su
perfil de expresion era diferente en respuesta al frio. Asi, mientras que los niveles del
MmRNA de GmFAD3A permanecian constantes tras 72 horas de exposicién al frio, los

niveles de mRNA de GmFAD3B disminuian significativamente hasta alcanzar niveles
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muy bajos. Estos resultados indican que en suspensiones celulares de soja, el gen
GmFAD3B se regula por frio a nivel transcripcional (figura 4.28).
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Figura 4.28. Analisis de expresion de los genes de las w3 desaturasas mediante PCR
semicuantitativa en suspensiones celulares de soja. CT, control; F24H, 24 horas de exposicion
a bajas temperaturas; F48H, 48 horas de exposicion a bajas temperaturas; F72H, 72 horas de
exposicion a bajas temperaturas, R96H, 96 horas de exposicion a la temperatura estandar de
crecimiento. El anélisis de PCR semicuantitativa se realizd con oligos especificos para cada
gen. El gen de la actina se utiliz6 como control interno en todos los experimentos. El panel de la
derecha muestra la digestion del fragmento de PCR GmFADS3 con la enzima de restriccion
Van91l. Los marcadores de pesos moleculares se indican en pares de bases a la izquierda de

la figura.

El estudio de la expresién de los genes de las w3 desaturasas de acidos
grasos se completd realizando los mismos experimentos en plantas de soja cv.
Volania sometidas a temperaturas bajas (4 °C). De forma analoga, se analizaron los
niveles de RNA mensajero de los genes de las w3 desaturasas en hojas trifoliares de
soja maduras mediante RT-PCR (figura 4.29). Los resultados obtenidos fueron muy
similares a los de suspensiones celulares de soja. Asi, los niveles de mRNA
GmFADS8 no se modificaron en respuesta a las bajas temperaturas, lo que sugiere
que en plantas de soja la regulacion del gen GmFADS8 por frio no tiene lugar a nivel
transcripcional. De igual forma, los niveles de RNA mensajero GmFAD7-1 vy

GmFAD?7-2 no variaban de forma significativa tras 72 horas de exposicion a frio. El
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patrén de bandas obtenido tras la digestion del fragmento de PCR GmFADS3 con la
enzima de restriccion Van91/ confirmé la presencia de los RNA mensajeros de
GmFAD3A y GmFAD3B tanto en las muestras control como en las muestras de frio.
Como puede observarse en la figura 4.29, los genes GmFAD3 presentaban una perfil

de expresion diferente y opuesto en respuesta al frio.
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Figura 4.29. Analisis de expresion de los genes de las w3 desaturasas mediante PCR
semicuantitativa en hojas trifoliares de soja. CT, control; F24H, 24 horas de exposicion a bajas
temperaturas; F48H, 48 horas de exposicion a bajas temperaturas;, F72H, 72 horas de
exposicion a bajas temperaturas, R96H, 96 horas de exposicién a la temperatura estandar de
crecimiento. El anélisis de PCR semicuantitativa se realizé6 con oligos especificos para cada
gen. El gen de la actina se utiliz6 como control interno en todos los experimentos. El panel de la
derecha muestra la digestion del fragmento de PCR GmFAD3 con la enzima de restriccion
Van91l. Los marcadores de pesos moleculares se indican en pares de bases a la izquierda de

la figura.

Asi, tras la exposicion a bajas temperaturas se producia un aumento
significativo del gen GmFAD3A. Ademas, cuando las hojas de soja se sometian de
nuevo a la temperatura estandar de crecimiento, los niveles de mMRNA GmFAD3A
disminuian hasta alcanzar niveles similares a los de las plantas control. Por el
contrario, el gen GmFAD3B experimenté una ligera disminucién en los niveles de
expresion génica cuando las plantas de soja se incubaron a bajas temperaturas. Al

igual que ocurre con GmFADS3A, cuando las plantas se sometieron de nuevo a la
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temperatura 6ptima de crecimiento, los niveles de GmFAD3B alcanzaron los niveles
de las plantas control. Los resultados mostraron que a la temperatura 6ptima de
crecimiento el mRNA GmFAD3B es mas abundante que el mRNA GmFAD3A
mientras que a temperaturas de 4 °C ocurre lo contrario. Todos estos datos sugieren
que los genes GmFAD3A y GmFAD3B se regulan a nivel transcripcional en respuesta
a las bajas temperaturas.

Sorprendentemente, tras la exposicion a bajas temperaturas, tanto en
suspensiones celulares como en plantas de soja, se produjo una induccion especifica
de un fragmento de PCR de peso molecular inferior al fragmento de PCR GmFADS,
que desaparecia cuando las suspensiones celulares y las plantas se incubaban de
nuevo a la temperatura 6ptima de crecimiento (figura 4.29). Sin embargo, la induccion
de esta banda es mas leve en plantas de soja y parece disminuir con el tiempo de
exposicion al frio Después de la extraccion y la purificacion mediante el método de
lana de vidrio, dicho fragmento de PCR se cloné en el vector pGEM®-T Easy y se
envié a secuenciar al servicio de secuenciacion del CNIO. La secuencia enviada por
dicho servicio se analizé con el software BioEdit 7.0.9.0. para comprobar la identidad
del producto amplificado. En base a los alineamientos realizados con este programa
se identific6 un nuevo MRNA, denominado GmFAD3A-1, que Unicamente se
diferenciaba del mMRNA GmFADS3A en que presentaba una delecién interna de 138
nucleotidos (figura 4.30). Para comprobar si los mMRNAs GmFAD3A y GmFAD3A-1 se
generaban a partir de un mismo gen o de dos genes diferentes, realizamos una
busqueda exhaustiva en la base del genoma de soja (www.phytozome.net). Esta
busqueda nos permiti6 determinar la existencia de un unico gen GmFADG3A, lo que
indica que los dos mRNAs se generan a partir del gen GmFAD3A por “splicing”

alternativo.
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Figura 4.30. Alineamiento de las secuencias de GmFAD3A y GmFAD3A-1 a nivel de

nucledtidos. Los residuos idénticos se representan sobre fondo negro. El recuadro de color

rosa representa la delecion de 138 nucledtidos presente en GmFAD3A-1.
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La comparacion de las secuencias GmFAD3A y GmFAD3A-1, deducidas
experimentalmente, y la secuencia genémica del gen GmFAD3A, obtenida a partir de
la base de datos del genoma de soja, nos permitié identificar que la delecion de 138
nucledtidos observada en el mMRNA GmFAD3A-1 conlleva la pérdida del exdn siete en
su totalidad y, por lo tanto, el evento de “splicing” alternativo resulta en una fusién del
exon seis con el exdn ocho (figura 4.31). Todos estos resultados apuntan que durante
el proceso de aclimatacion al frio, el gen GmFAD3A estd regulado por splicing

alternativo del tipo eliminacién de exon.

Pre-mRNA GmFAD3A

Spllichng
Alerneiive
SVU-% El  |E2EJE4| E5 |Rel E7| E8 |ﬂ 5'UTL| El  |E2JEJE4| E5 |E6[ ES m
ATG TGA ATG TGA
mRNA GmFAD3A mRNA GmFAD3A-1

Figura 4.31. Esquema del “splicing” alternativo del pre-mRNA de GmFAD3A.

Por ultimo, datos preliminares acerca del andlisis de los niveles de proteina
GmFAD?7 indican que, tanto en plantas como en suspensiones celulares de soja, la

proteina GmFADY no varia por la exposicién a bajas temperaturas.
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4.5. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE LOS MUTANTES fad5 y fad7/fad8/fad3 DE

ARABIDOPSIS THALIANA

Con el objetivo de obtener informacion a nivel molecular de los componentes y
mecanismos implicados en la comunicacién que se establece entre el cloroplasto y el
reticulo endoplasmatico para la sintesis coordinada de lipidos en plantas, se
compararon los perfiles de transcripcion de dos mutantes de Arabidopsis thaliana
deficientes en la insaturacién de acidos grasos (mutante fad5 y ftriple mutante
fad3/fad7/fad8) con la cepa silvestre Arabidopsis thaliana (ecotipo Col-0). El mutante
fad5 de Arabidopsis thaliana se caracteriza bioquimicamente por tener cantidades
elevadas de acido palmitico y cantidades reducidas de acidos grasos insaturados de
dieciséis atomos de carbono como consecuencia de una unica mutacion nuclear en el
locus fad5 (tabla 4.4). Ademas de los cambios de los niveles de insaturacion de los
lipidos de hojas, desde el punto de vista fisiologico este mutante presenta una ligera
disminucion del contenido de clorofila (15%) y una velocidad de recuperacion reducida
después de la fotoinhibicion (Kunst y col., 1988). Sin embargo, no presenta
alteraciones fenotipicas siendo indistinguible de la cepa silvestre durante el
crecimiento bajo condiciones estandar (Kunst y col.,, 1988). Ademas, como

3471013 o] mutante fad5 es incapaz de producir la

consecuencia de la ausencia de 16:
oxilipina dn-OPDA, hormona implicada en la respuesta a la herida (Kunst y col., 1988;

Weber y col., 1997).

Acidos grasos

A.thaliana
16:0 cis-16:1 trans-16:1 16:2 16:3 18:0 18:1 18:2 18:3
Cepa silvestre 15 traza 3 traza 14 1 3 14 48
fad5 24 1 3 traza traza 1 3 17 50
fad3/fad7 /fad8 15 1 2 9 0 1 6 65 0

Tabla 4.4. Composicion total de acidos grasos (%) de los lipidos de hoja de la cepa silvestre
de Arabidopsis thaliana y de los mutantes fad5 y fad3/fad7/fad8. Adaptada de Wallis y

Browse, 2002.
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El triple mutante fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana es incapaz de sintetizar
acidos grasos trienoicos como consecuencia de una mutacion en tres genes
estructurales que codifican w3 desaturasas de acidos grasos (tabla 4.4). Este mutante
no presenta diferencias ni en el desarrollo vegetativo ni en el crecimiento bajo
condiciones normales cuando se compara con la cepa silvestre y, ademas, la
fotosintesis apenas se ve afectada. Sin embargo, este mutante presenta esterilidad
masculina y no produce semillas bajo condiciones estandar de crecimiento. Debido a
que carece del precursor de las oxilipinas, el triple mutante fad3/fad7/fad8 es incapaz
de producir estas hormonas, que son componentes de sefializacion esenciales que
regulan los ultimos estadios de maduracion y la liberacion del polen. Es importante
destacar que la aplicacion exdégena de acido linolénico o jasmonatos en el estadio
especifico adecuado restablece la fertiidad de este mutante (McConn y Browse,
1996).

Durante la manipulacion de la linea mutante fad3/fad7/fad8 se observo, de
forma reiterada, un aumento de la longitud de la raiz (figura 4.32). Esta caracteristica
fenotipica del triple mutante es consistente con el papel que desempena el acido
jasmonico en el control del crecimiento de la raiz (Staswick y col., 1992). Sin
embargo, de forma inesperada, en el caso del mutante fad5, se observd también un
aumento del tamafo de la raiz pero de menor magnitud que en el mutante

fad3/fad7/fad8 (figura 4.32).

Col-0 Mutante fad3/fad7/fad8 Mutante fad5
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Figura 4.32. (A) Crecimiento de la linea vegetal silvestre (ecotipo Col-0) y de las lineas

mutantes fadb y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana.
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Para llevar a cabo esta comparacién se han realizado experimentos de analisis
global de la expresién génica mediante la tecnologia de micromatrices de DNA. Los
experimentos para el analisis de expresion génica mediante hibridacién en
micromatrices de DNA fueron realizados por la Unidad de Genémica del Centro
Nacional de Biotecnologia, UGCNB (Madrid, Espafia). El Genechip® utilizado para la
hibridacion es el microchip comercial de la compaiia Affymetrix denominado
“Arabidopsis ATH1 Genome Array”. Este microarray fue disefiado en colaboracién con
el Institute for Genome Research (TIGR) y contiene unas 22500 sondas que
representan aproximadamente 24000 secuencias genicas en un unico microarray. Los
resultados proporcionados por este servicio se analizaron exhaustivamente mediante
la utilizacion de criterios de filtrado de los datos basados en la variacion del nivel de
expresion de los genes. Para ello, realizamos una asignacion arbitraria de un umbral
respecto a la diferencia de expresion de forma que aquellos genes que presentaban
una tasa de variacion = 1.5 se consideraron genes inducidos y aquellos genes que
presentaban una tasa de variacion < -1.5 se consideraron genes reprimidos. Ademas,
los genes se seleccionaron y ordenaron en funcién dos valores diferentes: el p-valor
(¢ 0,001) lo que nos permitio distinguir entre las diferencias biolégicamente
significativas de las muestras de estudio y las diferencias puramente debidas al azar,
es decir, nos permitio realizar una discriminacién de falsos positivos y el b-valor (= 5),
que es indicativo del numero de veces que un determinado gen se expresa de forma

diferencial con respecto a su control.

4.5.1. Analisis transcriptomico del triple mutante fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis

thaliana

El estudio transcriptomico del triple mutante fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis
thaliana nos ha permitido detectar cambios reales en los niveles de expresion de 700
genes de los 24000 representados en el oligochip ATH1. Tras realizar un analisis

completo de los datos utilizando los criterios de filtrado citados anteriormente, se
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seleccionaron 159 genes que se expresaron de forma diferencial, de los cuales 100

se indujeron y 59 se reprimieron respecto al genotipo silvestre (figura 4.33).

B Genes inducidos @ Genes reprimidos

120 -
100 -
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60 -
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20 -

0
-20 -
-40 -
-60 -
-80 - fad3/ fad7/ fad8

Numero de genes

Figura 4.33. Numero de genes inducidos (en rojo) o reprimidos (en verde) en el mutante

fad3/fad7/fad8 tras el analisis transcriptémico en el chip ATH1 de Affymetrix.

Los genes seleccionados se agruparon en distintas categorias funcionales
mediante la utilizacion de “Gene Ontologies classification” en el sitio web Arabidopsis
Internacional Resource Gen Ontology (TAIR-GO; www.arabidopsis.org). La figura 4.34
muestra la distribucién de los genes seleccionados en las distintas categorias

funcionales y la web FatiGo (fatigo.bionfo.cipf.es).

0 5 10 15 20 25 30 35

Estrés

Procesos metabdlicos
Respuestas de defensa

Procesos celulares

Respuesta hormonal

Desarrollo

Organizacion celular y biogenesis
Estrés bidtico

Estrés abiotico

Metabolismo de proteinas

Metabolismo de lipidos

Figura 4.34. Clasificacion de los genes expresados significativamente en el mutante

fad3/fad7/fad8 segun las distintas categorias funcionales.
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La informacidon mas relevante que surge del analisis “GO” de los genes con
expresion diferencial en el mutante fad3/fad7/fad8 es que las categorias funcionales
de “estrés” y “respuesta de defensa” son las méas representadas, con un 29 % y 17,6
% del total, respectivamente. Si la categoria de respuesta a estrés se desglosa en
respuesta a estimulos bidticos y abidticos, se obtiene que un 18,24 % de los genes
expresados de forma diferencial estan implicados en estrés biético y un 13,2 % de los
genes esta relacionado con los estimulos abidticos. Este resultado no es
sorprendente en el caso del triple mutante fad3/fad7/fad8 ya que debido a su
incapacidad para sintetizar acidos grasos trienoicos, este mutante no produce ninguna
de las hormonas de la familiza de los jasmonatos. De hecho, un 11,3 % de los genes
con expresion diferencial estaban implicados en respuesta hormonal.

Un dato relevante obtenido del analisis transcriptomico del mutante
fad3/fad7/fad8 es que un nimero importante de genes con expresion diferencial estan
directamente relacionados con la biosintesis de jasmonatos o con las rutas de
sefalizacion de dichas hormonas. Asi, entre los genes reprimidos en el triple mutante
se detectan varios genes que codifican proteinas directamente implicadas en la
sintesis de los componentes de la familia de los jasmonatos tales como 6xido de
aleno ciclasa (AOC2; At3g25780) y lipooxigenasas (LOX2, At3g45140; LOXS3,
At19g17420). Ademas, algunos de los genes expresados diferencialmente han sido
identificados como genes regulados por las hormonas de la familia de los jasmonatos,
como es el caso del gen At1g719670, que codifica una proteina inducible por
coronatina, del gen At2g39330, que codifica una proteina de uniéon a mirosinasa y de
los genes At3g45140y At1g17420, que codifican las lipoxigenasas AfLOX2 y AtLOXS,
respectivamente (Benedetti y col., 1998). Ademas, como consecuencia de la propia
mutacién, uno de los genes fuertemente reprimidos es el gen At3g11170, que codifica
la w3 desaturasa AtFAD7. Esta w3 desaturasa de acidos grasos es la responsable de

la sintesis del precursor de los miembros de la familia de los jasmonatos.
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Un grupo de genes expresados de forma diferencial en el triple mutante
fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana codifica proteinas de defensa contra
patdgenos tales como At2g79990, que codifica una proteina relacionada con la
patogénesis PR1, At1g667100, que codifica tionina y los genes At5g44420 y
At2g26020 que codifican las proteinas PDF1.2a y PDF1.2b, respectivamente. Todos
estos genes codifican proteinas de defensa contra patdégenos bien caracterizadas v,
ademas, algunos de ellos estan regulados fuertemente por acido jasmonico y etileno
(Penninckx y col., 1998; Solano y col., 1998; Sels y col., 2008).

Multiples evidencias indican que los procesos de regulacion de la estabilidad de
proteinas por ubiquitinacién constituyen un mecanismo central de la senalizacion de
acido jasmonico en plantas (Devoto y col., 2002; Xu y col., 2002; Feng y col., 2003).
En este sentido, es resenable la presencia de tres genes relacionados con la
degradacién de proteinas a través del proteosoma en rutas dependientes de
ubiquitina. Asi, el gen At5g41700, codifica una enzima conjugadora de ubiquitina E2;
el gen At1g27540, codifica una proteina de la familia F-box que podria estar implicada
en este proceso y el gen At3g48360 codifica una proteina de tipo “Speckle POZ” que
participa en el reconocimiento de proteinas diana que van a conjugarse con ubiquitina
(Gingerich y col., 2005).

De acuerdo a todo lo anterior, cabe sefialar que el 22 % de los genes con
expresion diferencial seleccionados en el triple mutante de Arabidopsis thaliana fueron
identificados previamente, mediante analisis de micromatrices, como genes regulados
por acidos jasmonico (JRGs) y genes regulados por OPDA (ORGs) por Taki y col.,
(2005).

El acido jasmonico y sus derivados desempefian un papel central en la cascada
de eventos que ocurren en los procesos de elicitacién, causando directa o
indirectamente la activacién de genes del metabolismo secundario (Gundlach y col.,
1992). Entre los genes expresados diferencialmente en el triple mutante respecto a la

cepa silvestre, sélo se han identificado ocho genes relacionados con el metabolismo
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secundario, tales como la enzima LDOX (At5g05600), la enzima 2-hidroxiflavona
reductasa (At71g79540) o hidroflavonol 4- reductasa (At5g42800).

Por ultimo, tres genes expresados de forma diferencial en el triple mutante
respecto a la cepa silvestre codifican enzimas implicadas en el metabolismo
energético. Asi, el gen At1g60810, codifica la enzima ATP citrato liasa, el gen
At1959900, codifica la enzima piruvato deshidrogenasa y, finalmente, el gen
At1909420, codifica la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Las enzimas ATP-
citrato liasa y piruvato deshidrogenasa, se han implicado en la formacién del acetil-
CoA necesario para la sintesis de acidos grasos; sin embargo, en el caso de la ATP
citrato liasa, dicha contribucién no esta aceptada universalmente (Ke y col., 2000). Por
otro lado, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es la enzima que cataliza la primera
reaccién enzimatica de la ruta de las pentosas fosfato. El hecho de que el gen que
codifica esta enzima esté reprimido en el triple mutante podria asegurar que toda la
glucosa-6-fosfato sintetizada fuera utilizada para la sintesis de piruvato a través de la

ruta glucolitica.

4.5.1.1. Agrupamiento jerarquico de los genes con expresion diferencial en el

mutante fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana

Para identificar grupos de genes con un perfil de expresion génica similar en las
condiciones experimentales analizadas se realizd un analisis de clusters mediante la
utilizacion del método de agrupamiento jerarquico en el programa Multiple Array
Viewer. Para realizar el agrupamiento jerarquico se utilizaron unicamente los genes
que se expresaban de forma diferencial, siendo excluido el subconjunto de genes
restante. Los algoritmos de agrupamiento jerarquico construyen un arbol o
dendograma que representa la estructura jerarquica de los genes en base a los
valores de expresion génica, de modo que la longitud de las ramas refleja el grado de

similitud entre ellos. El dendograma generado se muestra en la figura 4.35.
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Cluster |

Cluster I

Cluster lll

Cluster IV

Cluster V

Figura 4.35. Agrupamiento jerarquico de los genes expresados diferencialmente en el triple

mutante fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana.
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Los genes se agruparon en cinco clusters claramente diferenciados. Los

clusters | y Il corresponden a genes reprimidos en el analisis y los cluster restantes

(I11-V) incluyen genes que se encuentran inducidos en el mutante respecto a la cepa

silvestre. En la figura 4.36 se muestran los graficos que detallan el perfil de expresion

de los genes agrupados por clusters en el triple mutante fad3/fad7/fad8 de A.thaliana.

En la tabla 4.5 se muestra un listado de los genes expresados diferencialmente en el

mutante fad3/fad7/fad8 agrupados por clusters.

N Cluster | N Cluster I
WT.A WT.2 WT.3 T™.1 T™M.2 TM.3 WTA WT.2 WT.3 T™™.1 T™M.2 T™.3
c
0
7] 2 Cluster Ill N Cluster IV
o I ]
o Sl :
X pt o
() s -
[} o N
T ol i~
@ i
o WTA WT.2 WT.3 T™.A1 T™.2 TM.3 WTA1 WT.2 WT.3 T™.1 T™.2 T™M.3
©
> a e
: Cluster V
WT.1 WT.2 WT.3 T™M.1 TM.2 TM.3

Figura 4.36. Perfil de expresiéon de los genes agrupados por clusters en el triple mutante

fad3/fad7/fad8.
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El analisis de los genes agrupados por clusters mostré6 que un 31,25 % y un
32,56 % de los genes agrupados en los clusters | y Il eran genes previamente
identificadas por Taki y col.,, (2005) como JRGs. La mayoria de los ORGs se
agruparon en el cluster Il. Aunque en el resto de los clusters también se localizaron
genes JRGs y ORGs, éstos se encontraron mas dispersos no mostrando ningun

patrén de agrupamiento.
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Gen Fold change p-valor Descripciéon Taki® Devoto®
Genes reprimidos
Cluster |
At1954040 -6,15 2,61E-12 jasmonate inducible protein coi-1 (-)
At3g11170 -3,93 9,85E-08 omega-3 fatty acid desaturase, chloroplast precursor
At4929780 -3,88 4,54E-06 hypothetical protein ORG (-)
At1g19180 -3,81 2,24E-08 unknown protein JRG ()
At1932640 -3,07 2,97E-08 protein kinase JRG ()
At3g06500 -2,86 1,51E-09 neutral invertase, putative similar to neutral invertase JRG (+)
At5g48850 -2,70 1,37E-08 putative protein similar to unknown protein
At5g38020 -2,29 1,29E-06 S-adenosyl-L-methionine:carboxyl methyltransferase family protein JRG (+)
At1g60810 -2,20 9,00E-10 ATP citrate-lyase
At4924340 -2,13 8,46E-09 putative protein storage protein - Populus deltoides,
At3928500 -2,08 2,92E-06 acidic ribosomal protein P2b (rpp2b),
At4923680 -2,06 2,83E-08 major latex protein-related / MLP-related
At3945140 -2,05 1,97E-05 lipoxygenase AtLOX2 JRG (+)
At4g12550 -2,03 5,54E-05 putative cell wall-plasma membrane disconnecting CLCT protein
At2g30140 -1,90 3,82E-05 putative glucosyltransferase
At3g13772 -1,84 1,22E-05 multispanning membrane protein
Cluster Il
At4g34410 -5,38 4,78E-12 putative protein ethylene-responsive element binding protein JRG (-)
At2g15560 -4,27 1,65E-08 unknown protein
At4g15440 -3,65 8,23E-11 hydroperoxide lyase (HPOL) like protein JRG (+) coi-1 (-)
At1g17420 -3,62 1,60E-10 lipoxygenase JRG (+) coi-1 (-)
At1952890 -3,53 1,99E-06 NAM:-like protein similar to NAM (no apical meristem) JRG (-)
At1g50290 -3,38 8,45E-10 hypothetical protein
At2935820 -3,17 1,67E-10 unknown protein
At3g02840 -3,02 1,89E-08 unknown protein

La tabla continua en la pagina siquiente



Gen Fold change p-valor Descripcién Taki® Devoto®
At5g65620 -2,99 3,44E-08 oligopeptidase A
At39g16530 -2,98 4,97E-05 putative lectin
At2g39330 -2,95 7,56E-11 putative myrosinase-binding protein JRG (+)
At4938225 -2,90 6,84E-10 Expressed protein
At2944840 -2,89 1,20E-09 putative ethylene response element binding protein (EREBP) JRG (-) coi-1 (-)
At1909420 -2,88 1,38E-10 putative glucose-6-phosphate dehydrogenase
At3923250 -2,79 3,38E-11 myb-related transcription factor ORG (-)
At19g19670 -2,75 1,24E-08 unknown protein contains similarity to chlorophyllase JRG (+) coi-1 (-)
At1919210 2,72 1,16E-08 AP2 do_m_ain transcription factor, putative similar to AP2 domain ORG (-)

transcription factor
At5g15360 -2,69 9,94E-11 putative protein
At1902300 -2,68 3,57E-10 cathepsin B-like cysteine protease, putative
At5g44420 -2,48 3,65E-04 antifungal protein-like (PDF1.2) coi-1 (-)
At5913850 2,36 6.56E-06 Eg:r?glvei yaaﬁcgtﬁ;ncc;](;?;ains similarity to nascent polypeptide associated
At2926020 -2,34 6,68E-04 putative antifungal protein
At5g05600 -2,34 2,62E-07 leucoanthocyanidin dioxygenase-like protein JRG (+)
At1952000 -2,32 1,30E-05 myrosinase binding protein JRG (+)
Atdg25470 2,28 1,08E-06 DRE CRT-blndlng protein DREB1C involved in low-temperature- coi-1 (+)
responsive

At3g25780 -2,26 1,31E-07 unknown protein, allene oxide cyclase, putative
At3926460 -2,22 6,95E-07 major latex protein-related / MLP-related JRG (+)
Atbg13200 -2,22 6,51E-07 ABA-responsive protein ORG (+)
At2g35930 -2,21 2,08E-07 unknown protein ORG/JA (-/+)
At1966690 -2,16 1,61E-05 unknown protein
At2g18210 -2,15 7,14E-06 unknown protein
At4919430 -2,14 5,36E-06 expressed protein
At2940960 -2,14 8,34E-10 unknown protein JRG (+)
Atbg47240 -2,09 2,79E-06 mutT domain protein-like JRG (+)

La tabla continua en la pagina siquiente
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Gen Fold change p-valor Descripcién Taki® Devoto
At2934930 -1,98 1,26E-05 putative disease resistance protein JRG (+) coi-1 (+)
At5g02140 -1,95 4,72E-08 thaumatin-like protein thaumatin-like protein SCUTL2
At3g19550 -1,91 5,22E-06 hypothetical protein
At4925490 -1,90 1,18E-07 transcriptional activator CBF1 involve in low-temperature-responsive ORG (+)

Atbg19100 -1,90 3,93E-08 dermal glycoprotein precursor
At5g24240 -1,89 5,98E-08 ubiquitin
At2941480 -1,88 3,26E-05 putative peroxidase
At2943520 -1,78 2,88E-06 trypsin inhibitor, putative JRG (+)
At5g64050 -1,76 2,15E-08 glutamate-tRNA ligase
Genes activados
Cluster Il
At2932160 3,58 1,39E-09 hypothetical protein predicted by genscan
At1924996 3,46 1,47E-07 F5A9.10 unknown protein
At3g30720 3,42 8,65E-11 unknown protein
At1963880 3,28 2,26E-12 putative disease resistance protein
At4g19500 3,23 3,08E-11 resistence protein, like downy mildew resistance protein AtRPP5
At3944630 3,19 1,55E-08 disease resistance protein
At3943740 3,16 1,21E-12 leucine-rich repeat protein LRP
At1g27540 2,97 3,30E-09 F-box family protein
Atbg05750 2,70 4,51E-09 Dnad-like protein
At3946030 2,67 6,46E-08 histone H2B -like protein histone H2B1
Atbg17880 2,66 8,65E-09 disease resistance protein
At2946450 2,64 1,20E-08 putative cyclic nucleotide-regulated ion channel protein coi-1 (+)
At3909270 2,58 1,10E-08 putative glutathione transferase JRG (+)
At19g35612 2,58 9,55E-08 hypothetical protein
Atbg43270 2,56 1,33E-09 squamosa promoter binding protein-like 2
At29g04800 2,54 6,23E-08 unknown protein

La tabla continua en la pagina siquiente



Gen Fold change p-valor Descripcién Taki® Devoto®
At4916860 2,52 3,35E-09 disease resistance RPP5 like protein
At19g12400 2,51 1,70E-10 hypothetical protein
At2g40010 2,51 4,14E-09 60S acidic ribosomal protein PO coi-1 (-)
At1958842 2,50 5,62E-10 viral resistance protein, putative
At5g43580 2,47 3,29E-08 unknown protein JRG (+)
At1g11280 2,46 4,15E-09 serine/threonine kinase
At2936570 2,39 2,07E-06 putative receptor-like protein kinase coi-1 (-)
Atbg01015 2,29 1,35E-07 Expressed protein
At2g17850 2,26 7,98E-07 senescence-associated protein
At1903420 2,25 2,26E-08 unknown protein
At2g19990 2,24 2,17E-06 pathogenesis-related protein (PR-1)
At4916890 2,20 5,43E-06 disease resistance RPP5 like protein
At1g19540 2,08 1,42E-08 2-hydroxyisoflavone reductase
At3g28130 2,05 2,62E-08 unknown protein
At3g47220 2,03 1,20E-08 phosphoinositide-specific phospholipase C family protein
At3927200 1,99 1,99E-06 blue copper protein, putative similar to uclacyanin |
orf262 1,97 2,87E-06 hypothetical protein
At2907718 1,96 1,18E-06 hypothetical protein
At1929440 1,95 9,29E-11 auxin-induced protein
At3g44610 1,95 3,54E-08 protein kinase
Atbg56910 1,94 4,38E-09 expressed protein
At4g16870 1,83 6,47E-09 retrotransposon like protein
Atbg05060 1,82 1,50E-07 putative protein similar to unknown protein (pir|| TO0890)
At1g66100 1,81 1,60E-06 thionin JRG (+)
Cluster IV
At3g47250 5,56 0,00000000 putative protein various predicted genes
At1924793 5,13 0,00000000 F5A9.18 unknown protein

La tabla continua en la pagina siquiente



Gen Fold change p-valor Descripcién Taki® Devoto®
At1g76960 4,90 0,00000000 unknown protein
At1923960 4,46 0,00000000 unknown protein
At5924660 4,00 0,00000000 putative protein ORG (+)
Atbg03350 3,99 0,00000002 putative protein
At1973490 3,81 0,00000000  unknown protein
At4902540 3,74 8,13E-13 putative protein similar to A. thaliana hypothetical protein
At5g24150 3,45 7,38E-10 squalene monooxygenase coi-1 (+)
At1g58270 3,43 2,97E-08 unknown protein contains Pfam profile
At4g19530 3,32 1,50E-09 TMV resistance protein N
At5g26260 2,99 2,68E-11 putative protein
At4g13890 2,98 1,29E-09 glycine hydroxymethyltransferase
At5920790 2,87 1,75E-07 putative protein
At1g28670 2,81 2,31E-10 lipase
At1923140 2,78 1,63E-08 unknown protein
At3g47340 2,74 1,05E-08 glutamine-dependent asparagine synthetase coi-1 (-)
At4g20480 2,70 1,84E-11 hypothetical protein
At5g65390 2,66 2,23E-08 unknown protein
At2g19970 2,51 1,21E-06 putative pathogenesis-related protein
At5g43370 2,46 9,85E-08 inorganic phosphate transporter (dbj|BAA24282.1)
At5g09480 2,46 5,28E-06 PEE-rich protein
At29g02950 2,39 6,74E-08 unknown protein
At4g22870 2,39 1,85E-06 anthocyanidin synthase
At29g20670 2,34 6,23E-06 unknown protein JRG (+)
At5g10400 2,26 5,74E-08 histone H3
At5966400 2,24 2,11E-03 dehydrin (RAB18) coi-1 (-)
At2923590 2,23 6,22E-07 putative acetone-cyanohydrin lyase
At1929430 2,13 3,65E-06 auxin-induced protein

La tabla continua en la pagina siguiente
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At1g62710 2,08 3,29E-06 beta-VPE coi-1 (+)
At5g42800 2,05 1,13E-05 dihydroflavonol 4-reductase coi-1
At2g21860 2,04 1,23E-09 violaxanthin de-epoxidase
At1g69230 2,00 1,05E-05 putative nitrilase-associated protein similar to NAP16kDa protein
At5¢07580 1,94 1,22E-06 ]tc;acl;lsflgptwn factor-like protein ethylene responsive element binding JRG (+)

At2g44130 1,85 2,82E-06 unknown protein
At1926800 1,84 1,79E-05 hypothetical protein
At1966970 1,82 1,81E-05 unknown protein
At2g15050 1,80 7,87E-08 putative lipid transfer protein
At2925980 1,79 1,88E-06 similar to jasmonate-inducible proteins from Brassica napus
At5g22580 1,78 2,83E-06 unknown protein
Cluster V
At1g31580 7,24 1,03E-13 ORF1, putative
At3g14210 5,35 3,47E-13 myrosinase-associated protein
sogioso 526 2sE1z  Daslveleoh ceriane fan profle OTITS aile ctn
At2926740 3,11 1,74E-09 epoxide hydrolase (ATsEH) coi-1 (-)
Atb5g41700 3,10 8,35E-10 E2, ubiquitin-conjugating enzyme 8 (UBCS8)
At1959900 3,09 1,14E-11 pyruvate dehydrogenase e1 alpha subunit
At3922231 3,04 3,10E-06 Expressed protein _
At4g10270 2,68 3,54E-07 probable wound-induced protein JRG (-)
Atdg17460 2,50 4,00E-11 homeobox-leucine zipper protein HAT1 (hd-zip protein 1)
At5g40950 2,44 8,55E-06 508 ribosomal protein L27
At5g61590 2,43 5,95E-07 ethylene responsive element binding factor
At3g50970 2,19 2,84E-04 dehydrin xero2 (XEROZ2) / low-temperature-induced protein LTI30 ORG+JA (+) coi-1 (+)
At1933055 2,14 6,48E-06 Expressed protein

La tabla continua en la pagina siguiente
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At3944890 2,08 1,28E-08 50S ribosomal protein L9, chloroplast (CL9)
At5g56030 2,07 5,16E-06 heat shock protein 81-2 (HSP81-2) ORG+JA (+)
At1g73330 2,05 4.90E-07 Dr4 (protease inhibitor)
At3922240 2,01 7,56E-07 unknown protein coi-1 (+)
At4g17030 1,93 1,19E-05 allergen like protein
At3948360 1,92 3,96E-04 speckle-type POZ protein-related coi-1 (+)
ndhA 1,80 2,77E-05 NADH dehydrogenase ND1

Tabla 4.5. Tabla de genes inducidos o reprimidos en el triple mutante fad3/fad7 /fad8 de Arabidopsis thaliana.

@ Genes identificados como genes regulados por &cido jasménico (JRGs), por OPDA (ORGs) en Taki y col. (2005).

® Genes identificados en Devoto y col. (2005).
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4.5.2. Analisis transcriptomico del mutante fad5 de Arabidopsis thaliana

El estudio transcriptomico del mutante fad5 de Arabidopsis thaliana revelé que
379 genes de los 24000 representados en el oligochip ATH1 presentaban cambios
reales en los niveles de expresion. Un analisis detallado de los datos teniendo en
cuenta los criterios de filtrado citados anteriormente permitido seleccionar 132 genes
que se inducian y 22 genes que se reprimian de forma especifica en la linea mutante

fad5 respecto a la silvestre (figura 4.37).

B Genes inducidos m Genesreprimidos
140 -
120 -
100 -|

Numero de genes

fad5

Figura 4.37. Numero de genes inducidos (en rojo) o reprimidos (en verde) en el mutante

fadb tras el anélisis transcriptémico en el chip ATH1 de Affymetrix.

A continuacién, se llevd a cabo un analisis de los genes expresados de forma
diferencial en base a las categorias funcionales a las que pertenecen (figura 4.38). La
clasificacion funcional de los genes expresados de forma diferencial en las muestras
objeto de estudio se llevd a cabo mediante la utilizacion de “Gene Ontologies
classification” en el sitio web Arabidopsis Internacional Resource Gen Ontology
(TAIR-GO; www.arabidopsis.org) y la web FatiGo (fatigo.bionfo.cipf.es). Al igual que
en el triple mutante fad3/fad7/fad8, las categorias funcionales mas representadas son
las relacionados con “las respuestas de defensa” y “la respuesta al estrés”,
representando aproximadamente 16,34 % y un 17,6 %, del total, respectivamente.

En este ultimo caso, la subclasificacion de los genes de respuesta a estrés en las
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categorias de estrés bidtico y abidtico mostr6 que un 16,34 % de los genes
pertenecia a genes de respuesta a estimulos biéticos y un 5,88 % de los genes eran
asignables a estrés abibtico. Este dato es sorprendente, ya que a diferencia del triple
mutante fad3/fad7/fad8, el mutante fad5 no presenta ninguna alteracioén en la ruta de
sintesis de los octadecanoides, sugiriendo que estos cambios reflejan genes en cuya
regulacion no intervienen las hormonas OPDA, JA 6 MeJA. De hecho, s6lo un 6 % de
los genes seleccionados en el mutante fad5 estaban implicados en la respuesta y
sefializacién hormonal y, solo 17 genes fueron identificados como JRGs u ORGs por
Taki y col., (2005).

Por ultimo, en relacion a la funcion molecular que desempefian los genes
expresados diferencialmente, es importante senalar que la principal diferencia
encontrada respecto a los datos obtenidos para el triple mutante fad3/fad7/fad8 se
encuentra en el numero de genes que codifican proteinas con actividad factor de
transcripcion. Asi, en el mutante fad5 sélo tres genes codifican este tipo de proteinas,

un numero mas reducido que en el caso del mutante fad3/fad7/fad8 (13 genes).

0 5 10 15 20 25 30

Stress

Metabolic process

Defense response

Cellular process

Hormone response
Development

Cell organization and biogenesis
Biotic stress

Abiotic stress

Protein metabolism

Lipid metabolism

Figura 4.38. Clasificacién de los genes expresados significativamente en el mutante fad5

segun las distintas categorias funcionales.
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4.5.2.1. Agrupamiento jerarquico de los genes con expresion diferencial en el

mutante fad5 de Arabidopsis thaliana

Finalmente, se llevdé a cabo una agrupacion de estos genes en clusters de
acuerdo con la similitud en los patrones de expresion obtenidos en el experimento
transcriptémico realizado. El dendograma generado se muestra en la figura 4.39. Los
genes con expresion diferencial identificados en el mutante fad5 mostraron una
estructura jerarquica mas compleja. Asi, los genes expresados diferencialmente se
agruparon en seis clusters distintos. A su vez, el cluster V se dividié en dos grupos
diferentes que fueron designados Va y Vb. Los clusters de | a lll representaban genes
reprimidos en el mutante fad5 respecto a la cepa silvestre de Arabidopsis thaliana y
los clusters de IV a VI representaban genes inducidos. Ademas, a diferencia de lo
que ocurria en el triple mutante, los genes seleccionados en el mutante fad5
identificados como JRGs por Taki y col., (2005) se encontraban distribuidos de forma
dispersa en los diferentes clusters a excepcion del clusters Ill. En este ultimo cluster
se agrupaban 4 JRGs de un total de 11 genes. Por ultimo, es importante destacar
que gran parte de los genes que codifican proteinas de defensa contra patogenos se
agrupan en los clusters IV y V. En la figura 4.40 se muestran los graficos que detallan
el perfil de expresion de los genes agrupados por clusters en el mutante fad5. En la
tabla 4.6 se muestra un listado de los genes expresados diferencialmente en el

mutante fad5 agrupados por clusters.
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Figura 4.39. Agrupamiento jerarquico de los genes expresados diferencialmente en el

mutante fad5 de Arabidopsis thaliana.
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Gen Fold change p-valor Descripcion Taki® Devoto®

Genes reprimidos

Cluster |
At1954040 -4,97 1.07E-11 jasmonate inducible protein] coi-1 (-)
At19g50290 -3,58 8.38E-10 hypothetical protein
At5g38020 -2,54 2.36E-07 SAMT-like protein S-adenosyl-L-methionine JRG (+)
At1g80130 -2,47 3.33E-06 unknown protein
At3g29410 -2,42 4.32E-05 terpene synthase
At1977590 -1,97 1.81E-05 putative acyl-CoA synthetase
At2930140 -1,90 1.18E-04 putative glucosyltransferase
At19g60810 -1,79 2.63E-07 ATP citrate-lyase
Cluster Il
At2g15560 -5,50 2.30E-10 unknown protein
Atbg15360 -4,37 1.64E-09 putative protein
At4919430 -4,28 2.19E-06 expressed protein
At1909420 -2,89 8.31E-09 putative glucose-6-phosphate dehydrogenase
At4g13560 -2,54 1.46E-07 putative protein LEA
At2935820 -2,46 1.71E-08 unknown protein
At5g55570 -2,39 2.12E-06 unknown protein
At2g40960 -2,38 6.15E-08 unknown protein
At2947800 -2,37 2.08E-05 glutathione-conjugate transporter AtMRP4
At3926460 -2,14 3.91E-06 major latex protein JRG (+)
At5g64510 -1,57 3.47E-05 putative protein
At1902300 -1,42 2.59E-05 cathepsin B-like cysteine protease
Cluster Il
At5g24240 -4,94 3.98E-05 ubiquitin
At2g11270 -3,62 1.89E-04 putative citrate synthetase
Atbg15420 -3,47 2.29E-06 putative protein

La tabla continua en la paqgina siquiente



Gen Fold change p-valor Descripcién Taki® Devoto®
At5g08030 -2,66 1.46E-03 glycerophosphodiester phosphodiesterase
At1920490 -2,51 1.46E-07 hypothetical protein JRG (+)
Atdg34410 2,23 0.0519 Egﬁg\l/oegprotein ethylene-responsive element binding protein JRG ()
Atbg23570 -1,93 5.71E-06 putative protein
At4922280 -1,87 3.87E-05 putative protein hypothetical
At4g15440 -1,67 2.16E-03 hydroperoxide lyase (HPOL) like protein JRG (+)
At1934180 -1,66 5.29E-04 hypothetical protein similar to NAM
At2g39330 -1,56 3.59E-03 putative myrosinase-binding protein JRG (+)

Genes activados
Cluster IV

At2g41260 5,88 0.015 late embryogenesis abundant M17 protein

orf262 5,69 2.10E-05 hypothetical protein
At1g76960 5,09 4.35-03 unknown protein
Atbg17890 4,72 1.15E-06 disease resistance protein - like resistance protein RPP5
At3904210 472 6.90E-03 S?é?éii\rlmes;;efse resistance protein similar to disease resistance
At3928290 4,68 5.20E-04 At14a-1 protein identical JRG (+)
At3g50480 4,58 1.12E-03 hypothetical protein
At4g13900 4,56 3.12E-03 putative disease resistance protein Hcr9-9A
Atbg51620 4,46 1.15E-05 unknown protein
At19g35612 4,32 1.14E-05 hypothetical protein
At1968050 4,26 2.19E-05 F-box protein FKF1/ADO3, AtFBX2a identical to FKF1
At4916860 4,07 2.89E-09 disease resistance RPP5 like protein
At1969720 4,02 1.93E-05 putative heme oxygenase
At4915620 4,00 7.83E-08 hypothetical protein
At3930720 3,87 4.52E-05 unknown protein
At3928130 3,83 7.10E-05 unknown protein

La tabla continua en la pagina siguiente
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At5g56380 3,80 3.64E-04 putative protein
At4936520 3,74 8.09E-04 trichohyalin like protein
At4908110 3,72 2.25E-05 predicted protein of unknown function
At2943660 3,71 9.88E-04 putative beta-1,3-glucanase
Atbg17880 3,66 2.63E-07 disease resistance protein
At2g40010 3,63 9.08E-08 60S acidic ribosomal protein PO
At4907820 3,54 3.87E-05 putative pathogenesis-related protein
At1912400 3,46 8.26E-08 hypothetical protein
At3926230 3,04 1.50E-06 cytochrome P450 JRG (-)
At19g66540 2,99 1.08E-04 cytochrome P450
At3g53650 2,94 1.47E-04 histone H2B
At4g15660 2,79 1.24E-04 glutaredoxin
At2944200 2,79 1.01E-04 hypothetical protein
At1963880 2,78 8.26E-08 putative disease resistance protein
Atbg43440 2,77 5.22E-06 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
At1952100 2,74 3.29E-05 jasmonate inducible protein
At1928670 2,72 1.45E-03 lipase identical
At3g44630 266 4 15E-06 g;%e;se resistance protein homolog disease resistance protein
At1g12010 2,63 2.84E-05 putative amino-cyclopropane-carboxylic acid oxidase (ACC oxidase)
At5g26260 2,58 2.46E-05 putative protein
At4916880 2,56 1.47E-04 disease resistance RPP5 like protein
At5g26920 2,52 7.38E-05 calmodulin-binding ORG (-)
At19g58150 2,40 1.53E-03 phosphoglycerate kinase
At5g65390 2,30 7.06E-03 unknown protein
At1959590 2,28 1.84E-03 hypothetical protein ORG (-)
At3927200 2,19 2.62E-06 blue copper protein, putative similar to uclacyanin
At3g27360 2,16 4.65E-05 histone H3

La tabla continua en la pagina siguiente
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At4922160 2,07 2.19E-05 Expressed protein
Atbg44920 2,06 6.65E-06 putative protein contains similarity to disease resistance protein
At49g16870 2,03 6.57E-04 retrotransposon like protein
At4g12990 1,93 1.54E-05 putative protein
At4g37370 1,92 5.10E-03 cytochrome P450
At1963090 1,90 1.01E-05 unknown protein
At3946530 1,81 1.83E-05 disease resistance protein RPP13-like
At3g22570 1,69 2.94E-04 unknown protein
At3944610 1,67 5.09E-03 protein kinase
At2g41730 1,61 7.96E-03 hypothetical protein
Cluster Va
At4g19500 6,02 2.38E-09 resistence protein
At5g43580 5,82 6.25E-07 unknown protein JRG (+)
At2932160 5,72 7.94E-10 hypothetical protein
At2g04800 5,69 2.39E-07 unknown protein
At19g24996 5,54 1.24E-04 F5A9.10 unknown protein
At1903420 4,62 1.78E-09 unknown protein
At19g58842 4,54 2.95E-07 viral resistance protein
At3943740 4,51 1.26E-07 leucine-rich repeat protein LRP
At5g03350 4,46 3.51E-05 putative protein
Atbg05060 4,42 3.28E-05 putative protein
At2914560 4,37 1.12E-03 unknown protein
At5g24660 4,00 3.71E-08 putative protein ORG (+)
At5g42250 3,57 2.09E-07 alcohol dehydrogenase
At4902540 3,46 2.84E-06 putative protein similar to A. thaliana hypothetical protein F8K4.22

La tabla continua en la pagina siguiente
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At39g47220 3,41 7.80E-09 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphodiesterase
At1g73490 3,39 5.74E-08 unknown protein
At3959930 3,20 2.12E-06 putative protein hypothetical protein F10A16.1
At2g15050 3,16 6.44E-08 putative lipid transfer protein
Atbg05750 3,00 1.40E-08 DnadJ-like protein
At2921045 2,94 2.08E-07 senescence-associated protein
At2946450 2,92 1.18E-04 putative cyclic nucleotide-regulated ion channel protein coi-1 (+)
At1916260 2,92 6.61E-05 putative wall-associated kinase
At5g10400 2,77 8.56E-08 histone H3
At4g13890 2,73 2.16E-06 glycine hydroxymethyltransferase
At3946030 2,64 2.53E-06 histone H2B -like protein histone H2B1
At4920480 2,60 4.01E-09 hypothetical protein
At2g14610 2,54 0.05659 pathogenesis-related PR-1-like protein identical to GB:M90508
At1g11280 2,52 8.56E-08 serine/threonine kinase
At4916890 2,39 1.14E-04 disease resistance RPP5 like protein
Atbg56910 2,22 1.07E-05 putative protein
At1g17650 2,19 8.61E-08 Expressed protein
At3909270 2,14 1.47E-08 putative glutathione transferase JRG (+)
At5g44580 2,10 5.16E-05 unknown protein
At3924470 2,08 2.53E-04 hypothetical protein
At2921860 2,07 3.29E-05 violaxanthin de-epoxidase
At3g15950 1,88 3.01E-05 unknown protein JRG (+)
At5g36910 1,87 2.12E-06 thionin Thi2.2 .
At3914620 1,77 2.66E-05 putative cytochrome P450
At1g53870 1,67 2.12E-06 hypothetical protein
At1949650 1,66 2.40E-04 unknown protein
At5g42800 1,66 9.15E-05 dihydroflavonol 4-reductase coi-1

La tabla continua en la pagina siguiente
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At3955480 1,63 3.91E-06 AP3-complex beta-3A adaptin subunit-like protein AP-3 complex
At3956400 1,62 1.56E-03 DNA-binding protein-like DNA-binding protein 4 WRKY4
At19g23020 1,60 1.54E-05 putative superoxide-generating NADPH oxidase flavocytochrome
Atdg19530 1,46 1 53E-03 ;l\ljlt\i/n;ess;stance protein N - like TMV resistance protein N, Nicotiana
Cluster Vb
At1923960 8,09 1.17E-11 unknown protein
At1g66100 7,57 3.14E-10 thionin JRG (+)
At1924793 6,96 5.13E-10 F5A9.18 unknown protein
At1931580 6,79 2.29E-09 ORF1, putative similar to ORF1
At3g47250 6,26 5.48E-11 putative protein
At39g14210 5,52 1.40E-09 myrosinase-associated protein
At1927540 5,17 7.94E-10 F-box family protein
At3g16450 5,03 7.94E-10 putative lectin
At1g58270 4,11 1.00E-09 unknown protein
Cluster VI
At3928220 3,18 2.16E-04 unknown protein JRG (+)
At2926740 2,73 5.40E-08 epoxide hydrolase (ATsEH) coi-1 (-)
At2923590 2,68 3.93E-07 putative acetone-cyanohydrin lyase
At3922240 2,64 1.80E-05 unknown protein . coi-1 (+)
At5g40950 2,52 5.59E-05 50S ribosomal protein L27
At3926290 2,40 6.06E-05 cytochrome P450
At5g41700 2,29 8.94E-08 E2, ubiquitin-conjugating enzyme 8 (UBCS8)
At5g24150 2,17 1.87E-04 squalene monooxygenase coi-1 (+)
At1959900 2,09 6.15E-08 pyruvate dehydrogenase e1 alpha subunit
At3g50970 2,07 2.26E-06 dehydrin Xero2 ORGH+JA (+)
Atbg27670 1,79 1.83E-05 histone H2A-like protein histone H2A

La tabla continua en la pagina siguiente
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At5g66400 1,72 6.06E-06 dehydrin RAB18-like protein (sp P30185) coi-1 (-)
At2g14880 1,67 6.25E-06 unknown protein
At1g66970 1,51 1.14E-03

unknown protein

Tabla 4.6. Tabla de genes inducidos o reprimidos en el mutante fad5 de Arabidopsis thaliana.

& Genes identificados como genes regulados por acido jasmonico (JRGs), por OPDA (ORGs) en Taki y col. (2005).

® Genes identificados en Devoto y col. (2005)
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4.5.3. Analisis comparativo de los estudios transcriptomicos de los mutantes

fad5y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana

La comparacién de los resultados obtenidos del analisis transcriptdmico de los
mutantes fad5 y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana revel6 que 81 de los genes
cuya expresion se modificaba significativamente en el estudio eran comunes en
ambos mutantes. En la figura 4.41 se muestra un diagrama de Venn que indica el
solapamiento entre el numero de genes expresados de forma diferencial en los
mutantes fadb y fad3/fad7/fad8. Esta cifra, que corresponde aproximadamente al
50% de los genes seleccionados, sugiere que la modificacion de la ruta de
desaturacion de lipidos a distintos niveles provoca una serie de respuestas comunes
cuyo analisis resulta interesante. En la tabla 4.7 se muestra el listado de los genes

comunes en ambos mutantes.

Genes totales

154 159

fad5 fad3/fad7/fad8

Genes inducidos Genes reprimidos

122 100 32 59

fad5 fad3/fad7/fad8 fad5 fad3/fad7/fad8

Figura 4.41. Diagrama de Venn que muestra el solapamiento entre el numero de genes

expresados de forma diferencial en el mutante fad5 y en el triple mutante fad3/fad7/fad8.
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Uno de los resultados mas relevantes de la comparacion del analisis
transcriptdmico de ambos mutantes es el numero de genes implicados directamente
en la respuesta al estrés, tanto bidtico como abidtico, que se activan. Asi, se detecta
un grupo de genes implicados en las respuestas de defensa, que principalmente
pertenecen a la familia TIR-NBS-LRR [Toll/Interleukin receptor1-Nucleotide Binding
Site-Leucine Rich Repeat; (DeYoung y Innes, 2006)]. Esta familia de proteinas se
caracteriza por poseer un motivo estructural rico en leucina y por participar en el
reconocimiento directo o indirecto de patdgenos a través de la interaccion con
proteinas patogénicas (Holt y col., 2003; DeYoung y Innes, 2006). Dentro del grupo
de genes de defensa, también se encuentran los genes At3g16450 y At3g14210, que
codifican proteinas de unién a mirosinasa y el gen At5g43580, que codifica un
inhibidor de proteasas de tipo endopeptidasa (Sels y col., 2008). Por otro lado, entre
los genes de respuesta a estrés abidtico inducidos destacan RAB18 (At5966400),
Xero2 (At3g50970), Dnad (Atbg05750) y glutation-S-transferasa (At3g09270), que
codifican proteinas implicadas en la respuesta a estreses abidticos como el déficit
hidrico, el frio o la eliminacion de xenobidticos o sustancias nocivas. Probablemente,
la presencia de estos genes se debe a la existencia de una alteracién del equilibrio de
las hormonas que los regulan en las diferentes situaciones fisioldgicas.

Ademas, aparece también un grupo de genes que intervienen en rutas de
sefalizacion. Como ya se ha citado anteriormente, de manera general, los procesos
de regulacién de genes de la estabilidad de proteinas por ubiquitacion constituyen un
mecanismo central de control de la sefializacion dependiente de JA en plantas
(Devoto y col.,, 2002; Xu y col., 2002; Feng y col.,, 2003). En este sentido, es
resefable la presencia de tres genes relacionados con la degradacion de proteinas a
través del proteosoma en rutas dependientes de ubiquitina. Asi, el gen At5g41700,
codifica una enzima conjugadora de ubiquitina E2 (UBC8); el gen At19g27540, codifica

una proteina de la familia F-box que podria estar implicada en este proceso y el gen
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At4g02540, que codifica una proteina con un dominio DC1, relacionado con la
degradacién de proteinas a través de rutas dependientes de ubiquitina.

Dentro de la categoria de genes que intervienen en rutas de sefializacion,
encontramos el gen At3g47220, que codifica una fosfolipasa C especifica de
fosfoinositidos. La fosfolipasa C escinde el sustrato fosfatidilinositol-4,5-bifosfato y
genera inositol-1,4,5-trifosfato y diacilglicerol, compuestos que actian como
segundos mensajeros en rutas de transduccién de senal. Diversos estudios sugieren
que la fosfolipasa C especifica de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato podria participar en
las respuestas de defensa en plantas (Tasma y col., 2008). Asi, esta enzima se ha
implicado en la activacidén de la explosion oxidativa que se produce en respuesta de
los elicitores patogénicos (Legendre y col., 1993; Chapman, 1998). Ademas, se ha
establecido que esta enzima juega un papel importante en la acumulacion de prolina
que se produce en plantas en respuesta a varios estreses medioambientales tales
como la salinidad y la sequia (Chapman, 1998; Parre y col., 2007).

Entre los genes seleccionados tras el analisis comparativo del analisis
transcriptomico de los mutantes fad5 y fad3/fad7/fad8 destacan dos genes,
At1g11280 y At3g44610, que codifican una proteina S-locus Serin/treonin quinasa y
una proteina quinasa, respectivamente. Diversas evidencias experimentales indican
que las proteinas quinasa juegan un papel central en sefializacion durante el
reconocimiento del patégeno y la subsiguiente activacion del mecanismo de defensa
de la planta (Romeis, 2001).

Sorprendentemente, el nimero de genes implicados en el metabolismo lipidico
es muy reducido. Tan solo 2 genes, el At1g28670, que codifica una enzima con
actividad lipasa vy, el At2g15050, que codifica una proteina de transporte de lipidos,
se inducen tanto en el mutante fad5 como en el triple mutante fad3/fad7/fad8. Esta
observacion podria ser explicada por el hecho de que el contenido total de
glicerolipidos de estos mutantes de Arabidopsis thaliana es similar al de la cepa

silvestre. Asi, diversos estudios han demostrado que la interrupcién de diferentes
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pasos de la ruta de sintesis o desaturacion tiene efectos minimos en el contenido
global de lipidos ya que existen mecanismos que aseguran la sintesis y la
transferencia de suficientes especies lipidicas entre el reticulo endoplasmatico y el
cloroplasto para mantener niveles normales de biogénesis de membrana (Wallis y
Browse, 2002). Sin embargo, a dia de hoy, se desconoce el mecanismo molecular y
bioquimico que gobierna este proceso y todavia no se ha conseguido identificar
ninguna proteina especifica que participe en el mismo. En este sentido, la
caracterizacion y el estudio detallado del gen At2g15050 resulta interesante dado que
podria codificar una proteina implicada en este flujo lipido y, por lo tanto, podria
ayudar a identificar uno de los componentes de este proceso.

Los genes reprimidos se clasifican también en diferentes categorias
funcionales. Asi, se encuentran genes implicados en la respuesta al estrés bidtico o
abidtico tales como el gen At3g26460, que codifica una MLP1 ( del inglés, “Major
Latex Protein”) implicada en las respuestas de defensa, el gen At5g24240, que
codifica una hidroperéxido liasa, que se induce por herida (Bate y col., 1998), y el gen
At1g02300, que codifica una proteasa tipo captesina B, que se induce por
combinacién de calor y sequia (Rizhsky y col., 2004). Ademas, también se detectan
genes que codifican proteinas implicadas en la respuesta hormonal como At1954040,
que codifica un proteina que se induce por jasmonato y el gen Af2g39330, que
codifica una proteina de union a mirosinasa, que se induce por MeJA (Devoto y col.,
2005).

Es importante destacar que entre los genes reprimidos en ambos mutantes se
identifica el gen At4934410, que codifica un factor de transcripcién de tipo AP2/ERF,
que esta implicado en la respuesta a etileno.

Finalmente, el analisis de los genes comunes en ambos mutantes revela la
presencia de tres genes que codifican proteinas implicadas en el metabolismo
energético. Asi, los genes At1g60810 y At1g09420, que codifican las enzimas ATP-

citrato liasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa respectivamente, se reprimen en
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ambos mutantes, y el gen At7g59900, que codifica una subunidad de la piruvato

deshidrogenasa mitocondrial, se induce.
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s, Fold change
Gen Descripcion
P fad5 _ fad3/fad7/fad§
Genes inducidos
Grupo I: Componentes de sefializacion
Proteinas quinasas
At1g11280 S-locus serine/threonine Kinase 2,52 2,46
At3944610 protein kinase 1,66 1,94
Fosfoinositidos
At3g47220 phosph0|r103|t|de-spep|f|c . 3.41 202
phospholipase C family protein
Proteosoma dependiente de ubiquitina
At1927540 F-box family protein 5.17 2.97
Atbg41700 E2 Ubiquitin conjugating 2.28 3.09
DC1 domain-containing protein
At4902540 similar to A. thaliana hypothetical 3.45 3.74
protein F8K4.22
Grupo lll: Respuesta a estrés
Patogénesis
disease resistance RPP5 like protein
At4g16890 (TIR-NBS-LRR class) 2.39 2.20
viral resistance protein (CC-NBS-
At1g58842 LRR class) 4.54 2.50
disease resistance RPP5 like protein
Atd4g16860 (TIR-NBS-LRR class) 4.06 2.52
disease resistance protein TIR-
At5g17880  \BS'LRR class), putative 3.65 266
resistance protein - like downy
At4g19500 mildew resistance protein (TIR-NBS- 6.02 3.22
LRR class)
disease resistance protein (TIR-
At1963880 NBS-LRR class), putative similar to 277 3.28
RPP1-WsC protein
At3g43740 Leucine Rich Repeat protein (LRR 4.51 316
class)
At1g66100 Thionin 7.56 1.81
disease resistance protein homolog
At3944630 disease resistance protein RPP1 265 3.19
At4919530 TMV resistance protein N 1.45 3.32
At3916450 myrosinase-binding protein 5.03 5.26
At3914210 myrosinase-associated protein 5.52 5.34
At5943580 Protease _|nh|b|tor (Serine-type 582 247
endopeptidase)
At2g46450 _putatlve cyclic nupleotlde-regulated 292 2 64
ion channel protein
Modificacién de la pared celular
At4g16870 Retrotransposon 2.03 1.83
At1931580 ORF1, cell wall protein 6.78 7.24
Déficit hidrico
At5g66400 dehydrin RAB18 1.72 2.23
At3950970 dehydrin Xero2 2.06 2.19

La tabla continua en la pagina siguiente
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Gen Descripcion Fold change
P fad5 __ fad3/fad7/fadg
Estrés oxidativo
At3909270 glutathione S-transferase, putative 2.14 2.58
Choque térmico
Atbg05750 DnadJ-like protein 3.00 2.70
Grupo IV: Metabolismo secundario
Biosintesis de isoprenoides y carotenoides
At2921860 Violaxanthin de-epoxidase 2.06 2.03
Biosintesis de biotina
At2923590 acetone-cyanohydrin lyase, putative 2.67 2.23
At2926740 epoxyde hydrolase (AtsEH) 2.73 3.1
Biosintesis de antocianinas
Atbg42800 dihydroflavonol 4-reductase 1.65 2.04
Grupo V: Respuesta hormonal
Sintesis de brasinoesteroides
At5g24150 Squalene monooxygenase 2.16 3.44
Grupo VI: Otros
Sintesis de DNA y estructura de la cromatina
Atbg10400 Histone H3 2.77 2.25
At3g46030 Histone H2B 2.64 2.66
Ciclo TCA
pyruvate dehydrogenase E1
At1959900 component alpha subunit, 2.08 3.08
mitochondrial (PDHE1-A)
Metabolismo de lipidos
At2g15050 putative lipid transfer protein 3.15 1.80
At1g28670 lipase 2.72 2.80
Sintesis de RNA y proteina
At2g40010 60S acidic ribosomal protein PO 3.63 2.51
Atbg40950 50S Ribosomal protein L27 2.52 2.44
Otros
At1g73490 ~ RNArecognition motif (RRM)- 3.38 3.82
containing protein
At19g24996 F5A9.10 protein 5.54 3.45
At1g24793 F5A9.18 protein 6.95 5.13
At3g28130 nodulin MtN21 family protein 2.57 2.99
At1g66970  9lycerophosphoryl diester 1.51 1.81
phosphodiesterase family protein
At3g27200 blue copper protein, putative similar 219 1.8
to uclacyanin |
At5926260 Mepr!n and TRAF domain containing 3.83 204
protein
At1958270 Meprin and TRAF homology 411 3.43

domain-containing protein
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Gen Descripcion Fold change
P fad5 ___ fad3/fad7/fadg
At5g03350 legume lectin family protein 4.45 3.99
Atbg65390 arabinogalactan-protein (AGP7) 2,3 2,65
At49g13890 glycine hydroxymethyltransferase 2.73 2.98
Proteinas de funcién desconocida
At1935612 hypothetical protein 4.32 2.58
At2904800 unknown protein 5.68 2.53
Orf262 hypothetical protein 5.69 1.97
Atbg56910 putative protein 2.22 1.94
Atbg05060 putative protein 4.42 1.82
At1903420 unknown protein 4,62 2,25
At1912400 hypothetical protein 3.45 2.51
At2932160 hypothetical protein 5.72 3.57
At3930720 unknown protein 3.86 3.42
At1923960 unknown protein 8.08 4.46
At1976960 unknown protein 5.08 4.90
At39g47250 putative protein 6.25 5.56
At5g24660 putative protein 4.00 4.00
At3922240 unknown protein 2.64 2.00
At4920480 hypothetical protein 2.60 2.70
Genes reprimidos
Grupo I: Componentes de sefalizacion
Proteosoma dependiente de ubiquitina
Atbg24240 ubiquitin family protein -4.94 -1.88
Grupo lI: Factores de transcripciéon
Atdg34410 putative protgln ethyle_ne-responswe 293 558
element binding protein homolog
Grupo lll: Respuesta a estrés
At3g26460 Major Latex protein 1 -2.14 -2.22
At1902300 cathepsin B-like cysteine protease -1.42 -2.67
Atdg15440 hydrqperomde lyase (HPOL) like 166 3.64
protein
Grupo V: Respuesta hormonal
Jasmonatos
At2939330 putative myrosinase-binding protein -1.55 -2.95
At1954040 Jasmonate inducible protein -4.96 -6.15
Grupo VI: Otros
Ruta de las pentosas fosfato
At1909420 putative glucose-6-phosphate 288 288
dehydrogenase
Ciclo TCA
At1g60810 ATP citrate lyase -1.78 -2.19

La tabla continua en la pagina siguiente
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Gen Descripcion Fold change
fad5 fad3/fad7 /fad8
Otros
At2g30140 putative glucosyltransferase -1.9 -1.9
At538020 SAMT-Ii!(e protein S-adenosyl-L- 254 298
methionine
Proteinas de funcién desconocida
At2915560 unknown protein -5.50 -4.27
At29g40960 unknown protein -2.37 -2.14
At2935820 unknown protein -2.45 -3.17
Atbg15360 putative protein -4.36 -2.69
At19g50290 hypothetical protein -3.57 -3.37
At4g19430 Expressed protein -4.27 -2.14

Tabla 4.7. Tabla de genes comunes entre el mutante fad5 y el triple mutante fad3/fad7/fad8 de
Arabidopsis thaliana obtenidos a partir del analisis comparativo de los estudios transcriptémicos

de los mismos.

4.5.4. Validacion de los resultados de los analisis transcriptomicos de los

mutantes fad5 y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana

La validacion de los datos obtenidos en el analisis transcriptomico de los
mutantes fadb y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana se realizé mediante la técnica
de PCR semicuantitativa. Para ello, se analizaron los niveles de mRNA de ocho
genes seleccionados tanto en la cepa silvestre como en las cepas mutantes. Los
genes seleccionados fueron Af3g716450, proteina de la familia jabalina-lectina;
At49g02540, proteina que contiene un domino DC1, similar a la proteina hipotética
F8K4.22 de A.thaliana; At1g66100, tionina; At4g719500, proteina de defensa;
At1927540, proteina de la familia F-box; At5g66400, RAB18; At1909420, glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa; At1954040, proteina inducible por jasmonato, genes que se
inducen o reprimen de forma significativa en ambos mutantes.

Como se muestra en la figura 4.41, el analisis por PCR semicuantitativa mostré
un patron de expresion similar al obtenido en los analisis transcriptomicos,

corroborando asi la validez de los datos obtenidos.
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Figura 4.41. Analisis de expresion de algunos genes identificados en el analisis
transcriptémico de los mutantes fad5 y fad3/fad7/fad8 mediante PCR semicuantitativa.
At3g16450, proteina de la familia jabalina-lectina; At4902540, proteina que contiene un
domino DC1, similar a la proteina hipotética F8K4.22 de A.thaliana; At1g66100, tionina;
At49g19500, proteina de defensa; At1g27540, proteina de la familia F-box; At5g66400,
RAB18; At1g09420, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; At1954040, proteina inducible por

Jjasmonato.
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5. DISCUSION

5.1. IDENTIFICACION DE UN NUEVO GEN GmFAD7 DE SOJA

Los lipidos de las membranas cloroplasticas de todas las células vegetales

contienen cantidades elevadas de acidos grasos trienoicos, tipicamente 18:3%%'215

y
16:3 271913 Asi, estos 4cidos grasos representan aproximadamente el 70 % de los
acidos grasos tilacoidales y mas del 90 % de los acidos grasos esterificados a
MGDG, el lipido cloroplastico mas abundante. Los acidos grasos trienoicos se
sintetizan a partir de los acidos grasos diendicos gracias a la actividad de las w3
desaturasas en dos compartimentos celulares diferentes, el cloroplasto y el reticulo
endoplasmatico. Los genes que codifican las w3 desaturasas de acidos grasos se
han aislado y caracterizado en numerosas especies vegetales. En general, se han
identificado tres genes independientes que codifican w3 desaturasas de acidos
grasos; un gen que codifica la w3 desaturasa FAD3 (Yadav y col., 1993; Hamada y
col., 1994; Kodama y col., 1997), enzima especifica del reticulo endoplasmatico y dos
genes que codifican la w3 desaturasa FAD7 (Yadav y col., 1993; Hamada y col.,
1996; Berberich y col., 1998; Torres-Franklin y col., 2009) y la w3 desaturasa
inducible por frio, FAD8 (McConn y col., 1994; Berberich y col., 1998; Torres-Franklin
y col., 2009), que son especificas del cloroplasto. Adicionalmente, en soja, se han
identificado tres isoformas diferentes de la proteina GmFAD3, denominadas
GmFAD3A, GmFAD3B y GmFAD3C, que contribuyen a los niveles de acido linolénico
en soja (Bilyeu y col.,, 2003). Sin embargo, hasta la fecha, no se ha descrito la
existencia de distintas isoformas de las desaturasas cloroplasticas en general y, mas
concretamente, de las w3 desaturasas cloroplasticas FAD7 y FADS.

Datos preliminares obtenidos del analisis in silico con la base de datos DFCI
apuntaban que la w3 desaturasa cloroplastica FAD7 podria estar codificada por mas
de un gen en plantas de soja. Por ello, un objetivo fundamental de esta tesis doctoral

fue la caracterizacion del numero de genes GmFAD7Y. Varias evidencias
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experimentales apuntan que en soja, desde el punto de vista genético, existen dos
genes que codifican w3 desaturasas cloroplasticas de tipo FAD7. En concreto,
mediante técnicas de RACE y RT-PCR se identificaron, en diferentes cultivares de
plantas de soja, dos secuencias que codificaban proteinas homoélogas a la GmFAD7
de soja descrita previamente por Yadav y col. (1993). Estas dos secuencias se
denominaron GmFAD7-1, por su elevado grado de homologia a la GmFAD7
anteriormente anotada, y GmFAD7-2. El alineamiento de las secuencias deducidas
experimentalmente con la secuencia de aminoacidos de las w3 desaturasas
cloroplasticas FAD7 y FAD8 de otras especies vegetales y el subsiguiente analisis
filogenético corroboraron que ambas secuencias codificaban w3 desaturasas
cloroplasticas del tipo FAD7. La caracterizacibn gendémica de las secuencias
GmFAD7 deducidas junto con el andlisis in silico en la base de datos del genoma de
soja nos permitié confirmar que las secuencias GmFAD7-1 y GmFAD7-2 estan
localizadas en dos cromosomas diferentes, 18 y 7 respectivamente, indicando que no
representan alelos diferentes de un mismo gen sino dos genes paralogos GmFAD?.
Debido a que la soja es una especie vegetal tetraploide, la presencia de dos genes
independientes que codifican w3 desaturasas de tipo FAD7 puede deberse a la
existencia de un evento de duplicacion del genoma que hubiera tenido lugar durante
la evolucion. De hecho, existen diferentes evidencias experimentales que apuntan
que el genoma de soja ha sufrido dos eventos de duplicacion, que ocurrieron hace 13
y 59 millones de afios, dando lugar a un genoma donde aproximadamente el 75 % de
los genes presentan multiples copias (Shoemaker y col., 1996; Schmutz y col., 2010).
Posteriormente, se produjo diversificacion y pérdida de genes asi como numerosas
reorganizaciones de los cromosomas. Esta cuestién ha sido analizada en detalle para
genes que codifican proteinas implicadas en el metabolismo lipidico. Asi, se ha
descrito que actividades implicadas en el metabolismo de lipidos codificadas por un
unico gen en Arabidopsis thaliana estan codificadas por familias multigénicas en soja,

incluyendo las enzimas cetoacil-ACP sintasa (12 copias en soja), malonil-CoA:ACP
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maloniltransferasa (2 copias), enoil-ACP reductasa (5 copias), acil-ACP tioesterasa
FatB (6 copias) y acetil-CoA carboxilasa cloroplastica (3 copias). Ademas, acil-CoA
sintetasas de cadena larga, aciltransferasas del reticulo endoplasmatico, glicerol-
fosfato aciltransferasas mitocondriales y lipooxigenasas estan codificadas en soja por
grandes familias multigénicas, que contienen 24, 21, 20 y 52 miembros,
respectivamente (Schmutz y col., 2010). La naturaleza multigénica de éstas y otras
actividades implicadas en el metabolismo lipidico sugiere la existencia de
mecanismos de control transcripcional mas complejos en soja que en Arabidopsis

(Schmutz y col., 2010).

5.1.1. Anadlisis funcional de los genes GmFAD7-1y GmFAD7-2

5.1.1.1. Andlisis espacio-temporal de la expresién de los genes GmFAD7-1y

GmFAD7-2

El analisis de expresion génica de los genes GmFAD7-1 y GmFAD7-2 en
plantas de soja ha revelado que ambos genes se expresan en todos los tejidos de
planta analizados (raices, tallos, hojas, flores y semillas en desarrollo). Asi, las hojas
presentan altos niveles de expresion de ambos genes GmFAD7 en comparacion con
el resto de los tejidos. Este dato es consistente con el hecho de que FAD7 es una w3
desaturasa cloroplastica y, por lo tanto, se supone que debe expresarse de forma
abundante en tejidos fotosintéticos como las hojas. Sin embargo, también se detecta
expresion de los genes GmFADY en raices, tejido vegetal no fotosintético. Hay que
mencionar que, en contraste con nuestros resultados, en otras especies vegetales
como Arabidopsis (Yadav y col., 1993; Nishiuchi y col., 1997), tabaco (Hamada y col.,
1996) o trigo (Horiguchi y col.,, 1998) se ha descrito que el mRNA FAD7 es
indetectable en este tejido vegetal.

Uno de los resultados mas relevantes que surge del analisis de expresion esta
relacionado con la observacién de que, en soja, a la temperatura 6ptima de
crecimiento, el gen GmFADS8 se expresa de forma constitutiva tanto en los tejidos
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vegetativos como en las semillas en desarrollo. Por lo tanto, en ausencia de datos
relativos al analisis de la abundancia y la actividad de la proteina GmFADS8 no puede
descartarse que esta enzima sea funcional a temperatura ambiente.

Finalmente, la comparacién de la expresion de ambos genes GmFAD7 con la
de los genes GmMFAD3A y GmFAD3B, que codifican w3 desaturasas reticulares,
muestra la existencia de algunas diferencias que parecen ser especificas de tejido.
Asi, en hojas maduras, mientras que ambos genes GmFAD7 se expresan a niveles
elevados, los RNA mensajeros GmFAD3A y GmFAD3B se detectan en pequefas
cantidades. Este dato parece sugerir la existencia de un mecanismo de regulacion,
especifico de hojas, capaz de controlar de forma coordinada la expresion de los
genes GmFAD7 y GmFADS3. Por ello, en este trabajo se ha abordado también el
estudio del efecto del desarrollo de las hojas sobre la actividad y la expresién de las
w3 desaturasas de acidos grasos. El conocimiento previo relativo al efecto del
desarrollo sobre las desaturasas de plantas es incompleto. En Arabidopsis thaliana
se ha descrito que los niveles de acido linolénico aumentan con la maduracion de la
hoja y este incremento se ha asociado con cambios en la expresion de los genes de
las w3 desaturasas (Horiguchi y col., 1996b). Nuestros resultados estan de acuerdo
con esta observacion en Arabidopsis thaliana, indicando que durante el desarrollo de
la planta tanto la demanda de acidos grasos poliinsaturados necesaria para la
formacion de membranas tilacoidales, como la demanda de acido jasmodnico,
hormona que interviene en rutas de sefializacion durante el desarrollo, estimulan la
produccion de 18:329121%

Los analisis de expresion génica de las desaturasas realizados mediante RT-

PCR, con el objetivo de analizar si el incremento significativo del acido 18:3%%'25

se
debia a cambios en los perfiles de expresion de las w3-desaturasas, mostraron que
mientras el MRNAs GmFAD3 disminuye drasticamente con la edad de maduracion de

las hojas hasta niveles muy bajos, los niveles de mMRNAs GmFAD7 aumentan de

forma progresiva. Cabe destacar que la expresion del resto de las desaturasas no
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parece estar sometida al mismo perfil de expresion que GmFAD3 y GmFAD?.
Ademas, durante el desarrollo de la hoja, el aumento de los niveles de mMRNAs FAD7
conlleva un aumento concomitante de los niveles de proteina GmFAD7 vy, por lo
tanto, de la cantidad del acido linolénico (18:3%%'2'%). En base a la informacion
obtenida puede decirse que, en determinados estadios del desarrollo de la hoja, las
plantas requieren una actividad diferencial de las w3 desaturasas GmFAD3 y
GmFAD?7, a la que responden aumentando o disminuyendo la expresién de los genes
correspondientes. Asi, el mecanismo de regulacion de las desaturasas GmFAD3 y
GmFAD?7 por el desarrollo de la hoja parece ser fundamentalmente transcripcional.
Sin embargo, en trigo, se ha descrito que los niveles de transcrito FAD7 permanecen
constantes independientemente del estado de maduracién de la hoja (Horiguchi y
col., 1996a; Horiguchi y col., 1996b). La existencia de una expresion diferencial de los
genes de las w3 desaturasas cloroplastica y reticular durante el desarrollo de la
planta sugiere la existencia de un intercambio de funcionalidad entre el reticulo
endoplasmatico y el cloroplasto para la produccion de acido linolénico. Asi, en las
etapas iniciales del desarrollo, donde el tejido fotosintético no se encuentra bien
diferenciado, seria el reticulo endoplasmatico a través de FAD3 el responsable de la
sintesis de acido 18:3*%'2"5. Por el contrario, una vez que las hojas se desarrollan,

los cloroplastos van tomando el control de la sintesis de acido 18:32%'21°

y, al mismo
tiempo, el reticulo endoplasmatico deja de ser importante.

Los genes que codifican las w3 desaturasas cloroplastica y reticular, FAD7 y
FAD3 respectivamente, son genes nucleares. El intercambio de funciéon entre el
reticulo endoplasmatico y el cloroplasto, constatable a nivel de expresion génica,
parece sugerir la existencia de una sefial retrégrada que, partiendo del cloroplasto
fuera capaz de activar la expresion del gen FAD7 y reprimir la expresion del gen
FAD3. En la literatura, se han descrito tres rutas independientes de sefalizacion

retrograda cloroplasto-nucleo: la ruta dependiente de la acumulacién de Mg-

protoporfirina IX, intermediario biosintético de la clorofila; las propias reacciones
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redox del cloroplasto y, por ultimo, la ruta generada por la inhibiciéon de la expresion
de genes cloroplasticos (Gray, 2003; Woodson y Chory, 2008). Diversos estudios han
puesto de manifiesto la participacion de este tipo de sefiales retrégradas en la
regulacién de proteinas cloroplasticas codificadas por genes nucleares como es el
caso de la LHCII, la subunidad pequena de la RuBisCo o la plastocianina (Susek y
col., 1993; Sullivan y Gray, 2002; McCormac y Terry, 2004). Sin embargo, a pesar de
los numerosos intentos desarrollados en esta tesis doctoral, hasta la fecha ha sido
imposible identificar cual o cuales pueden ser los componentes de esa ruta de

sefializacion retrograda.

5.1.1.2. Distribucion de las proteinas GmFAD?7 en los diferentes tejidos de soja

La ausencia de anticuerpos especificos contra las desaturasas de membrana
de plantas, de métodos de purificacion y de métodos de determinaciéon de su
actividad enzimatica in vitro ha dificultado enormemente la caracterizacion bioquimica
de estos enzimas. La disponibilidad de un anticuerpo especifico contra la w3
desaturasa GmFAD7 disefiado en nuestro grupo (Collados y col., 2006) nos ha
permitido estudiar la distribucion de las diferentes isoformas de la proteina GmFAD7
en los diferentes tejidos de plantas y correlacionar su acumulacién con la produccién
de acidos grasos trienoicos.

Los datos obtenidos en hojas, raices y semillas en desarrollo a nivel de proteina
sugieren la existencia de diferentes mecanismos post-traduccionales especificos de
tejidos que controlan la distribucién y conformacion de los diferentes miembros de la
familia de proteinas GmFAD7 de soja. Asi, en hojas de soja, donde se detecta un alto

contenido de &cido graso linolénico (18:3%9'2%)

y donde ambos genes GmFAD7 se
expresan de forma similar, el anticuerpo detecté dos bandas claramente
diferenciadas en el rango de pesos moleculares esperado. La presencia de estas dos

bandas parece estar asociada con la existencia de varios genes GmFAD7 ya que en

aquellas especies de plantas que sélo poseen un gen FAD7 en su genoma, el
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anticuerpo reconocidé una sola banda. Si la hipdtesis planteada fuera la correcta,
podria afirmarse que en hojas de soja, los RNA mensajeros GmFAD7-1y GmFAD7-2
se traducen eficientemente para dar lugar a las proteinas correspondientes. La
comparacion de la secuencia de ambas proteinas GmFAD7 indicé que no existen
diferencias significativas en sus ORF que puedan explicar la diferente movilidad de
las dos bandas detectadas. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, un
analisis detallado con el programa ChloroP predijo diferentes sitios de procesamiento
del péptido senal cloroplastico entre GmFAD7-1 y GmFAD7-2. El analisis de
espectrometria de masas de proteinas cloroplasticas sugiere que esta herramienta de
prediccion determina con bastante precision la longitud del péptido de transito y el
tamafo de las proteinas maduras de la envuelta cloroplastica (Ferro y col., 2003).
Una de las proteinas para la cual la prediccion del programa ChloroP fue correcta fue
la w6 desaturasa de acidos grasos FADG. Si la prediccion que el programa ChloroP
realiza para las dos proteinas GmFAD7 es cierta, tras el procesamiento proteolitico,
la proteina madura GmFAD7-2 deberia ser 15 aminoacidos mas larga que la proteina
GmFAD7-1. Esta diferencia de tamafio seria consistente con los tamarfios de las dos
bandas detectadas en western blot para las distintas isoformas de la proteina
GmFAD7. Ademas, esta asignacion es consistente con la induccién especifica de la
proteina GmFAD7-1 en respuesta a la herida. Las diferencias en la longitud del
péptido senal cloroplastico podrian sugerir la existencia de una distribucion diferencial
de ambas proteinas GmFAD7 en las diferentes membranas cloroplasticas. Esta
hipoétesis es atractiva ya que los resultados procedentes del analisis de los niveles de
proteina GmFAD7 en las distintas fracciones subcloroplasticas mostraban una
localizacién dual de la proteina GmFAD7Y en la envuelta cloroplastica y la membrana
tilacoidal. Sin embargo, en ausencia de datos procedentes del analisis mediante
electroforesis bidimensional y analisis de huella peptidica mediante MALDI-TOF, no
pueden descartarse otras hipétesis como, por ejemplo, la existencia de algun tipo de

modificacion post-traduccional que afecte de forma especifica a una o ambas
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isoformas de la proteina GmFAD7, que expliquen la aparicion de dos bandas bien
diferenciadas en hojas de soja tras el analisis por western blot.

Las raices y las semillas de soja se caracterizan por tener niveles mas bajos de
acidos grasos trienoicos que las hojas. Diversos estudios han demostrado que las
enzimas microsomales contribuyen principalmente a los niveles de acidos grasos
trienoicos en semillas y raices (Lemieux y col., 1990; Yadav y col., 1993). Este hecho
implica necesariamente que la actividad de FAD7 debe estar fuertemente regulada en
los tejidos no fotosintéticos. En semillas en desarrollo, los datos de proteina indican la
existencia de distintas conformaciones de la proteina GmFAD7. Aunque no se puede
descartar una interaccién de la proteina GmFAD7 con otra proteina de su mismo
peso molecular, la banda de 80 kDa podria ser compatible con un dimero GmFAD?.
A dia de hoy se desconoce si el dimero se origina por homodimerizacién de alguna
de las isoformas de la proteina GmFAD7 o si representa un forma heterodimérica de
ambos productos GmFAD7. Dado que en este tejido vegetal la actividad de FAD7 es
baja podria sugerirse que esta distribucién monémero(s)/dimero podria ser la base de
un mecanismo regulador que controlara la actividad de FAD7 en semillas de soja. Al
menos dos factores, la disponibilidad de hierro y el estado redox de los grupos tiol,
parecen alterar in vitro la distribucidon de las distintas conformaciones de la proteina
GmFAD7 en semillas de soja. La implicacion del hierro no es sorprendente ya que
este metal forma parte del centro activo del enzima (Somerville y col., 2000). Las
metaloproteinas necesitan su cofactor para un correcto plegamiento y funcionamiento
(Wilson y col., 2004). Los resultados obtenidos con agentes especificos de grupos tiol
sugieren que los grupos tiol de los residuos de cisteina de la proteina podrian estar
implicados en el control de la conformacién de la proteina GmFAD7 en semillas. La
ausencia de condiciones reductoras favorece el incremento de la fraccion
monomeérica de 42 kDa, lo que parece indicar que un puente disulfuro, probablemente
intramolecular, podria estar implicado en la formacion de esta conformacion

monomeérica. En este sentido, un analisis minucioso de la secuencia de proteina de
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las desaturasas de &cidos grasos mostré que dos residuos de cisteina (Cys'® y

') estan conservados en todas las w3 desaturasas cloroplasticas. Cys'’ esta

Cys
localizada en una de las cajas de histidina que son esenciales para la actividad de
desaturacion. En ausencia de datos estructurales para las desaturasas de
membrana, es tentador especular que ambos residuos de cisteina podrian estar
implicados en la formacion de un puente disulfuro que podria contribuir al
plegamiento correcto y/o a la estabilizacidn del sitio activo de la enzima (figura 5.1).
Las semillas se caracterizan por su bajo contenido en hierro en comparacion
con las hojas [aproximadamente dos veces menos en el caso de las hojas,
(Drakakaki y col., 2000; Sludge y col., 2008)] y por tener un ambiente interior
hipéxico. De acuerdo con nuestros datos, ambos parametros fisiolégicos podrian
favorecer la acumulacién del dimero GmFAD7 en semillas. Probablemente, este

hecho también podria explicar por qué la conformacién dimérica de la proteina

GmFAD?7 es especifica de semillas y no puede reproducirse en cloroplastos.
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Forma dimérica Forma monomérica

Figura 5.1. (A) Modelo topoldgico de las desaturasas asociadas a membrana. Las cajas de
histidina, representadas como recuedros de color rojo en la figura, actiuan como ligandos de
los atomos de hierro del sitio activo. Los asteriscos indican la posicién de las Cys”8 y Cysm
(B) Mecanismo hipotético de formacion de la posible forma dimérica de la proteina GmFAD?.
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Diferentes cuestiones podrian explicar el significado biolégico de la presencia
de la conformacién dimérica de la proteina GmFAD7 en semillas. Durante el
desarrollo de la semilla, se produce una alta tasa de biosintesis de lipidos de reserva,
principalmente TAG. Bajo estas condiciones, la actividad de la w3 desaturasa debe
estar estrictamente regulada. La fraccion dimérica de GmFAD7 especifica de semillas
podria servir como pool de reserva para iniciar la actividad de FAD7 bajo la
germinacion y la diferenciacion de los tejidos vegetales, cuando el tejido de las hojas

se esta formando y los lipidos de membrana son necesarios.

5.1.1.3. Regulacién de las w3 desaturasas bajo condiciones de estrés

Herida

A dia de hoy, se sabe que ciertos estreses tales como la herida o el ataque por
patdgenos producen una induccién especifica de la expresién del gen FAD7 en varias
especies de plantas y en diversos érganos vegetales (Hamada y col., 1996; Nishiuchi
y col., 1997). Con el objetivo de determinar papeles especificos de cada uno de los
genes GmFAD?Y, se estudié si alguna de las isoformas de la proteina GmFAD7 se
veia afectada de forma especifica por herida. Los resultados del analisis de la
expresion génica mostraron la existencia de una induccién especifica de ambos
genes GmFAD? vy, por lo tanto, confirmaron que la herida regula estos genes a nivel
transcripcional. Puesto que la induccién del gen GmFAD7-1 parece ser mas
significativa, los datos podrian sugerir que este gen podria tener un papel especifico
bajo estrés por herida. La aplicacién exdgena de metiljasmonato no produjo induccion
especifica de los genes GmFADY7, lo que sugiere que distintos mecanismos de
senalizacion independientes de acido jasmonico podrian estar implicados en la
induccién especifica del gen GmFADY en respuesta a la herida. Este hecho que se
ha descrito recientemente en Arabidopsis thaliana por Matsuda y col. (2009) estaria
de acuerdo con la idea de que la activaciéon de la mayoria de los procesos regulados

por acido jasmonico son el resultado de la interaccion coordinada de mecanismos de
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sefalizacion dependientes e independientes de acido jasmoénico (Lorenzo y Solano,

2005; Matsuda y col., 2009).

Temperatura

A pesar de la existencia de una serie de evidencias que sugieren que la
temperatura controla la expresiéon de los genes de las desaturasas, actualmente,
todavia existe un cierto desconocimiento de los mecanismos moleculares implicados
en la regulacién de estos genes por la temperatura. Un objetivo de esta Tesis
Doctoral ha sido estudiar el posible papel del frio como factor regulador de la
actividad de las w3 desaturasas de acidos grasos e intentar aportar nuevos datos que
permitan profundizar en el conocimiento general sobre la regulacion de las
desaturasas de plantas.

El contenido y la composicion de lipidos desempefian un papel crucial en la
adaptacion de las plantas a las bajas temperaturas (Sakamoto y Murata, 2002;
Falcone y col., 2004). Los analisis de la composicion de acidos grasos indican que los
niveles de acidos grasos poliinsaturados aumentan ligeramente en respuesta al frio
en hojas de soja. Ademas, el aumento de los acidos grasos poliinsaturados parece

producirse de forma secuencial, aumentando en primer lugar el porcentaje de 18:1%°,

25912y finalmente, el del 18:3 “*'>™, Los datos relativos al

a continuacién el de 18:
aumento del 18:3 en frio son consistentes con los ya descritos en hojas de soja (Li y
col., 2007). Por el contrario, en suspensiones celulares de soja, la exposicion a bajas

temperaturas produce un leve descenso del porcentaje de acido graso 18:349'21°

que
va acompafiado de un ligero incremento de &cido oleico, 18:1%°. Las diferencias
observadas en la composicion de acidos grasos de hojas maduras y de suspensiones
celulares de soja probablemente se deben a que éstas ultimas requieran tiempos
mas largos de exposicidén a bajas temperaturas para conseguir un aumento de los

niveles de acidos grasos trienoicos. Puesto que en hojas maduras el aumento de

estos acidos grasos se produce de forma secuencial, seria esperable que tras la
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ampliacién del tiempo de exposicion a bajas temperaturas en suspensiones celulares,
el incremento de acido oleico observado se transformara en un aumento de los
niveles de acidos grasos trienoicos.

En 1994, McConn y col. identificaron FAD8 como una w3 desaturasa
cloroplastica inducible por frio. Nuestros resultados indican que en soja no se
produce activacion transcripcional del gen GmFADS, lo que sugiere que el frio podria
regular este gen a nivel post-transcripcional, traduccional o post-traduccional. Estos
datos contradicen los descritos anteriormente en maiz, donde se observdé una
regulacion de FAD8 a nivel transcripcional (Gibson y col., 1994; Berberich y col.,
1998). Por el contrario, son consistentes con un estudio mas reciente realizado en
Arabidopsis thaliana donde se ha sugerido que la respuesta de la actividad
enzimatica FAD8 a los cambios de temperatura en un rango fisiolégico depende
principalmente de un mecanismo post-traduccional (Matsuda y col., 2005). En
general, estos datos indican que el nivel de expresién génica al que se ejerce la
regulacion del gen GmFADS8 va a depender probablemente de la especie vegetal
analizada.

El andlisis de expresion de los genes que codifican las distintas isoformas de la
proteina GmFAD3 mostré que ambos se comportan de forma distinta en respuesta a
las bajas temperaturas tanto en suspensiones de células fotosintéticas como en hojas
de soja. Asi, en suspensiones celulares de soja, mientras que la expresion del gen
GmFAD3A no parece modificarse en respuesta al frio, la expresion del gen
GmFAD3B parece reprimirse por las bajas temperaturas. En hojas de soja, el gen
GmFAD3B muestra un patrén de expresion idéntico al descrito anteriormente. Sin
embargo, el gen GmFAD3A también parece inducirse en respuesta al frio. Los
resultados confirman que los genes GmFAD3 son sensibles a las bajas temperaturas

en plantas de soja y que su regulacion se produce a nivel transcripcional.
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Ademas, el frio regula el gen GmFAD3A mediante un mecanismo de splicing
alternativo de tipo eliminacion de exon. Sorprendentemente, durante la exposicion a
bajas temperaturas, se produce induccion de un mRNA especifico de frio homdlogo
al gen GmFADS3A, que ha sido denominado GmFAD3A-1. El alineamiento de su
secuencia con la secuencia del gen GmFADS3A disponible en la base de datos del
genoma de soja nos ha permitido saber que este RNA mensajero carece del exén
siete y, por tanto, ha sido generado por fusién del exén seis con el exén ocho. Hasta
la fecha, desconocemos si el RNA mensajero GmFAD3A-1 se traduce para dar lugar
a una proteina distinta a la proteina GmFAD3A durante la exposicién a bajas
temperaturas. Sin embargo, un analisis detallado de la secuencia mostré que la
traduccion de este mRNA daria lugar a una proteina que careceria de uno de los
dominios de histidinas (figura 5.2), que se ha demostrado que son esenciales para la
actividad catalitica desaturasa ya que actuan como ligando del grupo dihierro del

centro activo del enzima.

5'UTR i
_| E1 |E2|EqE4| E5 |E6| ES8 |_3 Ll

I 1
ATG TGA

mRNA GmFAD3A-1

Traduccion

C Citosol

Lumen

Proteina GmFAD3A-1
Figura 5.2. Esquema hipotético de la traduccion del mRNA GmFAD3A-1 sintetizado

durante la exposicion a bajas temperaturas.
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Segun lo descrito en la bibliografia por Shanklin y col. (1994), la mutacién de
cada uno de los ocho residuos de histidina conservados resulta en una pérdida de la
actividad desaturasa. Por lo tanto, en principio, si el mMRNA GmFAD3A-1 se tradujera,
la proteina generada careceria de actividad desaturasa y no seria funcional. A pesar
de ello, su funcionalidad deberia ser comprobada mediante ensayos de
transformacion en plantas transgénicas o en levaduras. En ausencia de estos
resultados, puede especularse que este RNA mensajero GmFAD3A-1 podria
desempenfar algun tipo de funcion reguladora durante el tiempo de exposicién a bajas
temperaturas a dia de hoy desconocida.

Estudios recientes sugieren que, en plantas, el splicing alternativo es un
mecanismo de regulacion de tipo post-transcripcional muy importante en la
modulacion de la expresion de diversos genes (Reddy, 2007). Andlisis
computacionales en los genomas de Arabidopsis thaliana y arroz han demostrado
que, a diferencia de humanos, el “splicing” alternativo de tipo eliminacion de exén es
muy poco frecuente en plantas, representando un 8 % y un 13,8 % en las dos plantas
modelo estudiadas, respectivamente (Wang y Brendel, 2006; Ali y Reddy, 2008).
Multiples estudios indican que diversos estreses bidticos y abidticos influyen en el
patrén de splicing de distintos pre-mRNAs (lida y col., 2004; Ali y Reddy, 2008). En
abeto negro, el gen de la B-hidroxiacil-ACP deshidratasa, un enzima clave de la
biosintesis de acidos grasos, se regula por splicing alternativo bajo estrés por frio. En
condiciones normales, la mayoria de los transcritos retienen el intréon uno, lo que da
lugar a una proteina truncada y, probablemente, no funcional. Sin embargo, las bajas
temperaturas del invierno promueven la eliminacion del intron 1, generandose el
enzima funcional correspondiente (Tai y col., 2007; Ali y Reddy, 2008). Aunque
diversos estudios muestran que ciertos genes del metabolismo lipidico se regulan por
splicing alternativo (Podkowinski y col., 2003; Tai y col., 2007), a dia de hoy, no
existen evidencias de que los genes que codifican las desaturasas de acidos grasos

se regulen de esta forma. Por lo tanto, es importante destacar que ésta es la primera
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evidencia experimental que demuestra este tipo de regulacion post-transcripcional

para los genes de las desaturasas.

5.2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA PROTEINA GmFAD7

La ausencia de anticuerpos especificos contra las desaturasas de membrana
de plantas ha dificultado el desarrollo de métodos de inmunomarcaje que permitieran
caracterizar la distribucion, abundancia y localizacién subcelular de estas enzimas.
En lo que se refiere a su distribucion celular, los Unicos datos disponibles en la
literatura relativos a la localizacion de desaturasas integrales de membrana fueron
obtenidos mediante ensayos de inmunofluorescencia en células de tabaco
transformadas de forma transitoria con distintas fusiones entre un epitopo (mic- o
hematoglutinina-) y el extremo N-terminal de la desaturasa correspondiente, FAD2 o
FAD3 (Dyer y Mullen, 2001), consiguiendo asi demostrar la localizacion de ambas
enzimas en el reticulo endoplasmatico. En este trabajo, se proporciona la primera
evidencia experimental acerca de la localizacién subcelular de la w3-desaturasa
FAD7, que ha sido realizada mediante el analisis de inmunofluorescencia por
microscopia confocal. Los resultados asi obtenidos mostraron la localizacion del
antigeno GmFAD7 en los cloroplastos, lo que concuerda con la existencia de un
péptido sefial cloroplastico en la secuencia genémica de la proteina (Yadav y col.,
1993) y con la deteccion de actividad desaturasa responsable de la produccién de
acidos grasos poliinsaturados en preparaciones cloroplasticas de multiples tejidos de
diferentes especies vegetales (Ohlrogge y Browse, 1995). Cabe mencionar que,
cronolégicamente, estos resultados fueron los primeros obtenidos en esta Tesis
Doctoral y que, en el momento de obtenerlos, se desconocia la existencia de un
segundo gen GmFAD?7 en soja. Como se ha mencionado anteriormente (pagina 128,
seccion resultados), el anticuerpo anti-GmFAD7 probablemente reconozca ambas
proteinas, por lo que los datos de localizacion no nos permiten diferenciar entre

GmFAD7-1y GmFADT7-2.
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El cloroplasto es uno de los organulos mas complejos en términos de
ultraestructura y esta formado por tres compartimentos internos diferentes. En primer
lugar, las dos membranas de la envuelta del cloroplasto (envueltas interna y externa)
poseen una estructura continua que delimita completamente el cloroplasto. En el
interior del cloroplasto se encuentran otras estructuras de membrana, denominadas
tilacoides que se organizan en forma de apilamientos denominados grana. Las
membranas de los tilacoides contienen componentes celulares claves para el
funcionamiento del cloroplasto como clorofila, carotenoides, pigmentos fotosintéticos
y distintos lipidos y proteinas de la cadena del transporte electrénico fotosintético y
enzimas, como ciertas ATPasas. Por ultimo, el espacio libre en el interior del
cloroplasto se denomina estroma. Durante afios, se ha asumido que las desaturasas
cloroplasticas se encontraban localizadas exclusivamente en la envuelta del
cloroplasto. Asi, el aislamiento de envueltas cloroplasticas con actividad desaturasa y
la localizacién en la envuelta de algunas de las enzimas que participan en la
biosintesis de galactolipidos, respaldaban esta idea (Schmidt y Heinz, 1990;
Dérmann y Benning, 2002). Ademas, estudios recientes de protedmica han detectado
las desaturasas FAD6 y FAD7 entre las proteinas de la envuelta interna del
cloroplasto (Ferro y col., 2003; Froehlich y col., 2003). Para determinar con exactitud
la localizacion de la proteina GmFAD7 en los diferentes subcompartimentos
cloroplasticos, se realizd6 un analisis de las distintas fracciones cloroplasticas
(envuelta, estroma y tilacoide) obtenidas tras el fraccionamiento del cloroplasto
mediante western-blot utilizando el anticuerpo GmFAD7 junto con marcadores
especificos de cada una de las fracciones subcloroplasticas. Los datos revelaron que
aunque una pequefia cantidad de proteina se detecta en la envuelta del cloroplasto,
la localizacion de la proteina GmFAD7 es preferentemente tilacoidal. Estos resultados
sugieren una localizacion dual de la proteina GmFAD7 en el cloroplasto y
proporcionan la primera evidencia experimental de su presencia en las membranas

tilacoidales. Estos datos son consistentes con los obtenidos tras la localizacion
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ultraestructural de la proteina GmFAD7 por inmunomarcado con particulas de oro

[Figura 5.3; (Collados, 2006; Andreu y col., 2007)].

Figura 5.3. Inmunolocalizacion de la proteina GmFAD7 mediante inmunomarcado con
particulas de oro en las suspensiones celulares de soja. (A) Vision general de una célula de
soja. (B) Visién general de un cloroplasto. (C) y (D) corresponden a secciones que muestran
la distribucion del marcaje de inmuno-oro. (E) Ampliacién de una zona de la imagen (C) que
muestra la localizacion tilacoidal de las particulas de oro. Particulas de oro localizadas en la
envuelta (C) y en las membranas tilacoidales. V, vacuola; N, ntcleo;, R, estroma; T,
membranas tilacoidales; S, granulos de almidén. Las barras representanen Ay B 0,5 um y en
C, Dy E 200 nm. Adaptada de Collados, 2006.
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Varias evidencias experimentales apoyarian nuestros resultados. Asi, algunos
enzimas implicados en la sintesis de &cidos grasos también se encuentran
localizados en la membrana tilacoidal. Este es el caso de la proteina transportadora
de grupos acilo (ACP), que actua como cofactor de la ACP: glicerol-3-fosfato acil-
transferasa (Slabas y Smith, 1988). Sin embargo, el apoyo mas fuerte a nuestros
resultados son los estudios de inmuno-oro realizados en cianobacterias que revelaron
que las A%, A% A" y w3-desaturasas se localizan tanto en la membrana
citoplasmatica como en la membrana tilacoidal (Mustardy y col., 1996). Los
resultados indicarian que la localizacion tilacoidal de la proteina FAD7 se habria
conservado durante la evolucion.

La presencia de la proteina GmFAD7 en el tilacoide sugiere que las
membranas tilacoidales podrian ser lugar de desaturacién de lipidos en plantas. El
mayor reservorio de acidos grasos poliinsaturados en los cloroplastos son los
galactolipidos presentes en las membranas tilacoidales que, en general, representan
entre 70-80 % de los lipidos cloroplasticos totales. Los resultados muestran que la w3
desaturasa responsable de la produccion de acidos grasos trienoicos en el
cloroplasto se localizaria de forma preferencial en la misma membrana en la que su
producto, el acido a-linolénico, se acumula esterificado a galactolipidos. En este
sentido, las desaturasas de acidos grasos necesitan un donador de electrones para
realizar su funcién. En los cloroplastos, la molécula encargada de proporcionar dichos
electrones a las desaturasas plastidiales FAD6 y FAD7, es la ferredoxina en estado
reducido. Segun la idea aceptada hasta este momento, era necesario asumir que la
ferredoxina migraba desde el tilacoide a determinadas regiones de la envuelta del
cloroplasto para donar sus electrones a las desaturasas o que, alternativamente,
existia una cadena de transporte electrénico en la envuelta que facilitara los
electrones a las desaturasas cloroplasticas. En este sentido, se han detectado
multiples sefales EPR correspondientes a clusters Fe-S, semiquinonas o flavinas que

han sido propuestas como posibles componentes de esta cadena de transporte
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electrénico especifica (Jager-Vottero y col., 1997). Sin embargo, ninguno de estos
componentes ha sido aislado o caracterizado de forma precisa. Los resultados
obtenidos en este trabajo, que indican que la desaturasa GmFAD7 se encuentra
localizada en la membrana tilacoidal, resolverian este problema por cuanto la
desaturasa estaria localizada en vecindad con su principal donador de electrones.
Otra situacion en la que la localizacion tilacoidal de la proteina GmFAD7 podria
ser relevante esta relacionada con la implicacion de esta enzima en la ruta de sintesis
de jasmonatos. La sintesis de acido jasmoénico (JA) comienza con la oxigenacién del
acido linolénico por una lipoxigenasa (LOX) dando lugar a la formacion del
correspondiente hidroperoxido (13(S)-hidroxiperoxido de acido linolénico; ver figura
1.10 de la introducciéon). En esta ruta metabdlica, el hidroperoxido sintetizado es
convertido, por la accion consecutiva de dos enzimas denominadas 6xido de aleno
sintasa (AOS) y oxido de aleno ciclasa (AOC), en un precursor ciclico que tras una
reduccion y tres ciclos de B-oxidacion da origen al acido jasmonico (Vick y
Zimmermann, 1979; Schaller y col., 2005). Existen evidencias de que tanto los acidos
grasos libres como los acidos grasos esterificados a lipidos de membrana neutros,
como los galactolipidos, pueden ser sustratos de la lipoxigenasa (Fuller y col., 2001;
Feussner y Wasternack, 2002). Ademas, estudios proteomicos del tilacoide en
Arabidopsis thaliana han permitido detectar la presencia de la enzima AOS
(At59g42650.1) y de dos isoformas de la enzima AOC (At3g25760.1 y At39g25770.1)
como proteinas periféricas tilacoidales (Peltier y col., 2004). De esta forma, la
localizacion de la proteina GmFAD7 en el tilacoide coincidiria con la localizacion de
algunas de las enzimas que intervienen en las primeras etapas de la sintesis de
jasmonatos, situando el enzima a cargo de la sintesis del precursor de estos
compuestos (18:3*%'2"%) en la misma membrana en la que comienza el proceso.
Todos estos resultados sugieren que las membranas tilacoidales podrian

desempefar un papel importante en la sintesis de jasmonatos y, por lo tanto,
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intervenir en la respuesta defensiva de las plantas frente al ataque por patdgenos,

donde las oxilipinas tales como el acido jasmonico estan implicadas.

5.3. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE LOS MUTANTES fad5 y fad7/fad8/fad3 DE

ARABIDOPSIS THALIANA

En este trabajo, se ha llevado a cabo el andlisis transcriptomico de dos
mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes en la desaturacién de acidos grasos, el
mutante fad5 y el triple mutante fad3/fad7/fad8, lo que ha permitido identificar 154 y
159 genes cuya expresiéon se modifica diferencialmente en comparacion con el
genotipo silvestre respectivamente. El analisis comparativo de los estudios
transcriptomicos de los mutantes fad5 y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana ha
revelado que la modificacion de la ruta de sintesis de lipidos a distintos niveles de
desaturacion provoca una serie de respuestas comunes en ambos mutantes. Asi, se
han identificado 81 genes comunes que modifican diferencialmente su expresion de
manera estadisticamente significativa en los dos mutantes de Arabidopsis thaliana,
de los cuales 64 se activan y 17 se reprimen respecto al genotipo silvestre.

Uno de los resultados mas relevantes del analisis global de expresion génica
mostré que un 23 % de los genes inducidos en ambos mutantes codifican proteinas
de respuesta a estrés, incluyendo proteinas relacionadas con la patogénesis, con el
estrés oxidativo, con la pérdida de agua y con la modificaciéon de la pared celular. En
el caso del triple mutante fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana, este resultado no es
sorprendente ya que, como se menciono anteriormente, debido a una mutacion en
tres genes estructurales que codifican w3 desaturasas de acidos grasos, es incapaz
de sintetizar acidos grasos trienoicos. Debido a que estos acidos grasos actuan como
precursores de la familia de las oxilipinas, este mutante no acumula estas hormonas
(tabla 5.1), que son componentes de sefializacion esenciales que regulan la
respuesta de plantas a numerosas situaciones de estrés. Sin embargo, este resultado

es inesperado en el mutante fad5 ya que como consecuencia de una Unica mutacién
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nuclear en el locus fad5 tiene cantidades reducidas de acidos grasos insaturados de
dieciséis atomos de carbono y, por lo tanto, posee niveles de JA muy similares a los
de la cepa silvestre (Kunst y col., 1988). Bioquimicamente, la caracteristica comun a
ambos mutantes es que no acumulan el acido hexadecatriendico, 16:3*'%" vy por
ello, son incapaces de sintetizar uno de los miembros de la familia de los jasmonatos,

denominado dn-OPDA (tabla 5.1).

Compuesto Cepa silvestre Mutante fad5
No dafiado Danado No dafiado Danado
dnOPDA 18.81 £ 8.50 86.96 + 17.37 0 0
9S,13S-OPDA 343.41 £ 65.98 820.84 + 203.95 23.12£6.04 836.3 +213.5
3R,7S y 3R, 7R JA 36.65+5.72 1426 + 228.1 25.52 £ 1.94 1022 + 72.76

Tabla 5.1. Niveles de los miembros de la familia de los jasmonatos en hojas no dafiadas y
dafiadas de la cepa silvestre y del mutante fad5 de Arabidopsis thaliana. Adaptada de Weber y

col. (1997).

Teniendo en cuenta esta informacién, podria decirse que los cambios
transcriptdmicos comunes observados podrian estar relacionados con las rutas de
sefalizaciéon controladas por dn-OPDA vy, por tanto, la comparaciéon de ambos analisis
transcriptdmicos nos habria permitido identificar un grupo especifico de genes (81),

que podrian representar genes regulados por dn-OPDA (dn-ORGs; figura 5.4).

fad5 ﬁ fad3/fad7 /fad8

Genes
regulados por
dn-OPDA

Figura 5.4. Esquema representativo de la caracteristica bioquimica comun en los mutantes

fad5 y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana.
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Estos resultados indicarian que el dn-OPDA tiene funciones diferentes al JA y
OPDA respecto a la regulacion de genes, sugiriendo que este compuesto podria
actuar por si mismo como una molécula de seializacién hormonal. Aunque los genes
que responden a JA, MeJA y OPDA han sido identificados mediante analisis global
de expresion génica por micromatrices de DNA (Taki y col., 2005); hasta la fecha, los
genes regulados por dn-OPDA son desconocidos.

De acuerdo con esta hipétesis, los genes reprimidos en ambos mutantes
representarian genes inducidos por dn-OPDA. Dentro de este grupo de genes, se
han identificado componentes de rutas de sefializacion tales como el gen At5924240,
que codifica una proteina de la familia de ubiquitina y el gen At5g41700, que codifica
una enzima conjugadora de ubiquitina E2. Asimismo, también se han identificado
genes que codifican proteinas relacionadas con estrés, como la MLP1, o genes
implicados en respuestas hormonales, como los gen At1g54040 y At2g39330 que
codifican una proteina inducible por jasmonato y una proteina de unién a mirosinasa,
respectivamente. Ambos genes han sido descritos como inducibles por JA (Capella y
col., 2001; Devoto y col., 2005). El gen At4g15440, que codifica una hidroxi-peréxido
liasa (HPL), también se ha identificado entre los genes inducidos por dn-OPDA. Las
HPLs son enzimas clave en el metabolismo de oxilipinas en plantas, catalizando la
degradacion de los hidroxiperoxidos de acidos grasos poliinsaturados producidos por
la accién de las lipooxigenasas para generar aldehidos volatiles y oxo-acidos grasos.
Estos aldehidos volatiles parecen tener un papel directo en la respuesta a la herida y
en la defensa frente al ataque por patdégenos (Matsui, 2006). La presencia de este
gen entre los genes inducidos por dn-OPDA podria sugerir que esta hormona
participaria en la induccién de respuestas complementarias al JA y que ademas,
como el sustrato de las HPLs es comun a la ruta de sintesis de JA, de alguna manera

proporcionaria un mecanismo de control de la propia respuesta de JA.
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Es importante mencionar que de los 17 genes comunes reprimidos
seleccionados en este estudio como dn-ORGs, 6 genes fueron identificados como
JRGs por Taki y col. (2005). Estos genes presentan perfiles diferentes de respuesta a
JA y dn-OPDA. Asi, los genes At2g40960, At4g39330, At4g15440, At3926460 y
At5g38020 se activan por JAs y por dn-OPDA, indicando que ambas hormonas
actuan de forma sinérgica. Sin embargo, el gen At4g34410 se reprime por JA y se
activa por dn-OPDA, sugiriendo que en este caso ambos hormonas actuan de forma
antagonica. En conjunto, estos resultados sugieren que JAs y dn-OPDA podrian
actuar conjuntamente, tanto de forma sinérgica como antagénica, para regular la
expresion de genes diana.

El gen At4934410 codifica un factor de transcripcion de tipo AP2/ERF, que esta
implicado en la respuesta a etileno. El JA y el ET cooperan o antagonizan en la
regulacion de diferentes respuestas a estrés, incluyendo la defensa frente a
patdgenos y a la herida mecanica o bidtica (Turner y col., 2002). La seleccion de la
respuesta mas adecuada a cada uno de estos estimulos estad determinada en parte
por la interaccion, positiva o negativa, que se establece entre estas dos rutas de
sefalizacién. La presencia del gen At4g34410 entre los genes inducidos por dn-
OPDA podria sugerir la participacion de este factor de transcripcion en la integracién
de las sefiales hormonales de JA, ET y dn-OPDA.

Los genes inducidos en ambos mutantes representarian genes reprimidos por
dn-OPDA. Un analisis detallado de los genes incluidos en la tabla 4.7, permitié
identificar genes pertenecientes a una cascada de sefializacién hormonal. Asi, entre
los genes inducidos en ambos mutantes (reprimidos por dn-OPDA), encontramos
proteina quinasa (At3g44610) o S-locus Ser/Thr quinasa (At7g711280). Dentro de la
categoria de los genes que intervienen en rutas de sefalizacion, identificamos una
fosfolipasa C especifica de fosfoinositidos que podria participar en la respuesta de
defensa (Chapman, 1998; Tasma y col., 2008). Finalmente, encontramos también un

numero importante de genes que codifican proteinas de respuesta a patégenos y
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defensa como las proteinas de la familia TIR-NBS-LRR o las proteinas RPP. Sin
embargo, en la lista de posibles genes reprimidos por dn-OPDA no identificamos
ningun factor de transcripcién. Esto sugeriria que el control negativo ejercido por dn-
OPDA no se basaria en el control directo de factores de transcripcién sino en el
control de la expresién de genes que codifican diferentes proteinas capaces de
inducir modificaciones especificas y desencadenar asi la respuesta homonal.

Como ya se ha citado anteriormente, de manera general, los procesos de
regulacién de la estabilidad de proteinas por ubiquitacién constituyen un mecanismo
central de control de la sefalizacion dependiente de JA en plantas (Devoto y col.,
2002; Xu y col., 2002; Feng y col., 2003). El analisis detallado de los genes inducidos
en ambos mutantes mostro la presencia de tres genes que estan implicados en la
degradacién de proteinas a través de rutas dependientes de ubiquitina. Asi, el gen
Atb5g41700 codifica un enzima conjugante de ubiquina E2 (UBC8) que forma parte del
propio complejo responsable de la degradacion de proteinas en el proteosoma vy los
genes At1g27540 y At4g0254, codifican proteinas implicadas en el reconocimiento de
proteinas diana que van a conjugarse a ubiquitina. La presencia de estos 3 genes en
la lista de genes comunes a ambos mutantes sugiere que dn-OPDA, al igual que JA,
actua a través del control de las rutas de sefializacion dependientes de ubiquitina.
Sorprendentemente, estos genes se encontraron en la lista de genes comunes
inducidos en ambos mutantes, lo que sugiere que son regulados negativamente por
dn-OPDA. Esta observacion de que dn-OPDA podria regular negativamente algunos
de los componentes de la ruta de degradacioén por el proteosoma sugiere que dn-
OPDA actuaria de manera antagénica con JA en un intento de mantener la respuesta
de esta hormona.

Por ultimo, 3 de los genes inducidos en ambos mutantes fueron identificados
por Taki y cols. (2005) como genes inducidos por JA u OPDA. Asi, los genes
At1g66100, At5g43580, At3g09270 se activan por JAs y se reprimen por dn-OPDA. El

gen At19g66100 codifica una proteina tionina. Las tioninas pertenecen a un grupo bien
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caracterizado de proteinas de defensa, que son activadas por JA o herida (Bohimann
et al, 1998; Taki et al, 2005). Por lo tanto, JA y dn-OPDA actuarian de forma
antagonica para regular el gen At1g66100. De hecho, la tionina fue uno de los genes
mas inducidos en el mutante fad5 probablemente debido a que, en ausencia de dn-

OPDA, la respuesta de JA esta descontrolada.

5.3.1. Participacion de COI1 en la ruta de senalizacién de dn-OPDA

La expresiéon de los JRGs se regula a través de una ruta de sefalizacion
dependiente de COI1 (Feys y col., 1994). COI1 es una proteina F-Box que participa
en la degradacién de las proteinas JAZ por el proteosoma como un mecanismo de
regulacién de la sefalizacién de JA (Xie y col., 1998; Chini y col., 2007). Por el
contrario, OPDA modula un grupo especifico de genes via una ruta de sefalizacién
independiente de COI1. Con el objetivo de conocer si el dn-OPDA regula la expresion
de genes a través de rutas dependientes o independientes de COI1 comparamos
nuestros resultados con los obtenidos a partir del analisis transcriptomico de un
mutante coi7-16 (Devoto y col., 2005). Asi, unicamente 7 de los 81 genes comunes
fueron identificados como genes dependientes de COI1 por Devoto y col. (2005).
Sorprendentemente, ninguno de los 9 genes comunes identificados como genes
JRGs por Taki y col. (2005) fueron seleccionados como genes dependientes de
COI1. Sin embargo, este hecho podria ser una consecuencia de que el analisis
transcriptdmico del mutante coi1-16 se realiz6 con un Affymetrix Gene Chip que
representaba Unicamente 8200 genes. Esta cifra supone aproximadamente un tercio
de los genes analizados en esta tesis doctoral y, por tanto, multiples genes objeto de
estudio probablemente no estan representados. Todo ello impide llegar a una
conclusion final adecuada sobre la participacién de COI1 como componente celular

de las rutas de sefializacion desencadenadas por dn-OPDA.
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5.3.2. Un numero reducido de genes comunes estan relacionados con el

metabolismo lipidico

El objetivo inicial del estudio transcriptomico de los mutantes fad5 y
fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana era identificar componentes que participaran
en los mecanismos compensatorios de transferencia lipidica entre el reticulo
endoplasmatico y el cloroplasto, que se producen como consecuencia de la mutacion
especifica de los genes que codifican desaturasas de acidos grasos.
Sorprendentemente, solo se inducen dos genes directamente relacionados con el
metabolismo de lipidos. Uno de ellos, el gen At19g28670, codifica una proteina lipasa,
cuya funcién probablemente sea el aumento de la disponibilidad de acidos grasos
poliinsaturados a base de liberar los que se encuentren asociados a lipidos no neo-
sintetizados. El segundo gen identificado, At2g715050, codifica una proteina
relacionada con el transporte de lipidos (LTPs). Estas proteinas de pequefio tamafio
son muy abundantes en plantas y, en Arabidopsis, estan codificadas por mas de 15
genes que se expresan diferencialmente durante el desarrollo, en los diferentes
tejidos vegetales y en distintas situaciones fisiolégicas (Vignols y col., 1997; Arondel y
col., 2000). Aunque las funciones bioldgicas reales de estas proteinas todavia no se
han determinado, existen multiples evidencias que relacionan las proteinas de
transporte de lipidos con funciones antipatogénicas y antimicrobianas (Molina y col.,
1993; Molina y Garcia-Olmedo, 1997; Kristensen y col., 2000; Velazhahan y col.,
2001). También se ha documentado la induccién de los genes que codifican LTPs en
respuesta a estrés hidrico, frio, estrés salino y a la infeccién por patégenos, a través
de las rutas de sefializacion en las que participan ABA, SA, ET y JA (Garcia-Garrido y
col., 1998; Jung y col., 2003; Jung y col., 2006).

Finalmente, el analisis de los genes comunes en ambos mutantes revela la
presencia de tres genes que codifican proteinas implicadas en el metabolismo
energético. Asi, los genes At1g60810 y At1g09420, que codifican las enzimas ATP-
citrato liasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa respectivamente, se reprimen en
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ambos mutantes, y el gen At7g59900, que codifica una subunidad de la piruvato
deshidrogenasa mitocondrial, se induce. La represion o induccion de los genes
citados podria provocar un aumento de la disponibilidad de acetil-CoA destinado al

cloroplasto para la sintesis de acidos grasos de 16 y 18 atomos de carbono.
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6. CONCLUSIONES

1. Los analisis de inmunofluorescencia por microscopia confocal y western blot
indican que la w3 desaturasa de acidos grasos GmFAD7 esta localizada
preferentemente en las membranas tilacoidales de los cloroplastos de soja.
Este dato sugiere que las membranas tilacoidales podrian ser sitios de

desaturacion de acidos grasos en plantas.

2. En este trabajo, se ha identificado un nuevo gen GmFAD7, denominado
GmFAD7-2, diferente al descrito anteriormente. Ademas, un andlisis
detallado de la proteina deducida revel6 que la proteina GmFAD7-2 posee
las caracteristicas tipicas de las desaturasas de acidos grasos asociadas a

membrana.

3. El andlisis in silico en la base de datos del genoma de soja junto con la
caracterizacibn genomica de los genes GmFAD7 realizada de forma
experimental nos ha permitido confirmar que los genes GmFAD7-1 y
GmFAD7-2 estan localizados en dos loci diferentes en los cromosomas 18 y
7, respectivamente, lo que sugiere que la w3 desaturasa cloroplastica FAD7

esta codificada por una familia multigénica en plantas de soja.

4. El analisis de los niveles de proteina GmFAD7 en los distintos tejidos de la
planta sugiere la existencia de diferentes mecanismos de regulacién post-
traduccionales especificos de tejido que controlan la conformacion y
distribucién de los enzimas correspondientes y que, podrian estar implicados

en la regulacion de su actividad.

5. El desarrollo de la hoja parece modular principalmente la expresion de los

genes que codifican las w3 desaturasas de acidos grasos FAD3 y FAD7.
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Este mecanismo de regulacién por el desarrollo de la hoja parece ser

fundamentalmente transcripcional.

En soja, a la temperatura 6ptima de crecimiento, el gen GmFADS8 se expresa
de forma constitutiva tanto en tejidos vegetativos como en semillas en
desarrollo. En ausencia de datos de proteina GmFAD8, no puede
descartarse que dicha proteina sea activa a temperatura ambiente. Ademas,
durante el periodo de exposicion a bajas temperaturas no se produce

activacion transcripcional del gen GmFADS.

El frio ejerce, a nivel transcripcional, un papel regulador en la expresion de
los genes que codifican las w3 desaturasas GmFAD3A y GmFAD3B. Durante
el periodo de exposicién a bajas temperaturas, el gen GmFAD3A se regula
por splicig alternativo de tipo eliminacion de exdn. Asi, se han detectado dos
mensajeros diferentes, GmFAD3A y GmFAD3A-1, que unicamente difieren
entre si en que el MRNA GmFADS3A posee una deleccién de 138 nucledtidos

que implica la eliminacion completa del exdn siete.

El analisis comparativo de los analisis transcriptémicos de los mutantes fad5
y fad3/fad7/fad8 de Arabidopsis thaliana nos ha permitido identificar un grupo
especificos de genes, que podrian representar genes regulados por dn-
OPDA (dn-ORGs). Los datos han puesto de manifiesto que los cambios
transcriptomicos comunes observados podrian estar relacionados con las
rutas de senalizacion controladas por dn-OPDA vy, por tanto, indicarian que el
dn-OPDA tiene funciones diferentes al JA y OPDA respecto a la regulacion
de genes, sugiriendo que este compuesto podria actuar por si mismo como
una molécula de sefalizacion hormonal. Los datos indican que dn-OPDA
podria establecer interacciones, sinérgicas o antagoénicas, con el resto de los

miembros de la familia de los jasmonatos.
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