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Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

(Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
Dimetilsulfoxido

Ditiotreitol

Estadio De la Semilla

Acido etilendiaminotetraacético

Acido 5-fluoroorético (5-Fluoroorotic acid)
Tampoén Glicerol-Tris-EDTA



IPTG

LB
L-a-GPC
Liso-PAF

MOPS
MS
PEG
SC

SC-his

SC-ura
SC-ura-his
SDS

SOB

TAE

TE

Tampon plate
Tris o Tris base

Tris-Acetato

Isopropil-B-D-1-tiogalactopiran6sido

Medio de Luria Bertani

L-a-glicerilfosforilcolina (L-a-glycerylphosphorylcholine)
1-O-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina (lyso-platelet-
activating factor)

Acido 3-morfolino-4-il-propano-1-sulfonico

Medio Murashige-Skoog

Polietilenglicol

Medio minimo o Medio sintético completo (Synthetic Complete
Medium)

Medio SC sin histidina

Medio SC sin uracilo

Medio SC sin uracilo ni histidina

Dodecilsulfato sodico (Sodium Dodecyl Sulfate)

Medio Super Optimal Broth

Tampon Tris-Acetato-EDTA

Tampoén Tris-HCI-EDTA

Tampon acetato de litio para transformacién de levaduras
Tris(hidroximetil)aminometano o0  2-Amino-2-hidroximetil-
propano-1,3-diol

Tris base con pH ajustado con acetato

Tris-HCI Tris base con pH ajustado con HCI

X-Gal 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido
YPD Medio rico (Yeast Peptone Dextrose)

YNB Medio Yeast Nitrogen Base

OTRAS ABREVIATURAS

Abreviatura o acrénimo

A

AE

ADN

ADNCc

ADNg

ANOVA

AmpR

AOCS Lipid Library

ARALIP

ARN
ARNmM
ATP
BLAST

C

CAS
CaMV35S
CBS
CDD

CDP

Nombre completo

Adenina

Actividad Especifica

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

ADN genémico

Anadlisis de la varianza (Analysis of variance)

Gen de resistencia a la ampicilina

Revista de la Sociedad Americana de Quimicos del Aceite
(Journal of the American Oil Chemists' Society)

Pagina web sobre el metabolismo de lipidos en Arabidopsis
(The Arabidopsis Acyl-Lipid Metabolism Website)

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Adenosin-5'-trifosfato (Adenosine-5'-triphosphate)

Programa informatico de alineamiento de secuencias (Basic
Local Alignment Search Tools)

Citosina

Coleccion Andaluza de Semillas

Promotor constitutivo del virus del mosaico de la coliflor
Centro para el analisis de secuencias bioldgicas (Center for
Biological Sequence Analysis)

Base de datos de dominios conservados (Conserved Domain
Database)

Citidina difosfato



CDP-Colina
CDP-DAG

CDP-etanolamina

CL
Col-0
CsIC
Ct
C-terminal
CoA
CYC1
DAG
dATP
dCTP
DGDG

dGTP
DHAP
dNTP
dTTP
EC

EE. UU.
ELSD

EST

et al.
EUROSTAT
ExXPASy

F
FAME
FAO

FID
5-FU

G

GAL1
GenBank
GPD
G3P
HFA
HPLC

IES
ILCNC
IUPAC

KD
LIPID MAPS

LPA

Citidina difosfato colina o citidinadifosfocolina

Citidina difosfato diacilglicerol

Citidina difosfato etanolamina o citidinadifosfoetanolamina
Cardiolipina

Ecotipo Columbia 0

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

Ciclo umbral

Carboxilo terminal

Coenzima A

Terminador transcripcional del gen CYC1

Diacilglicerol

Desoxiadenosina trifosfato

Desoxicitidina trifosfato

Digalactosildiacilglicerol o 1,2-diacil-3-O-(a-D-galactosil1-6)-
a-D-galactosil-sn-glicerol

Desoxiguanosina trifosfato

Dihidroxiacetona fosfato

Desoxinucledtidos trifosfato

Desoxitimidina trifosfato

Clasificacion numérica de las enzimas (Enzyme Commission
Number)

Estados Unidos

Detector de luz difusa (Evaporative Light Scattering
Detector)

Marcador de secuencia expresada (Expressed Sequence Tag)

Y colaboradores (Et alii)

Oficina Europea de Estadistica (European Statistical Office)
Portal de recursos bioinformaticos (Expert Protein
Analysis System)

Oligonucledtido en sentido directo (Forward)

Ester metilico de acido graso (Fatty Acid Methyl Ester)
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (Food and Agriculture Organization)

Detector de ionizacion de llama (Flame lonization Detector)
5-Fluorouracilo

Guanina

Promotor de expresion inducible por galactosa de levaduras
Base de datos de secuencias genéticas del NCBI

Promotor de expresion constitutivo de levaduras
sn-Glicerol-3-fosfato

Acido graso hidroxilado (Hydroxylated Fatty Acid)
Cromatografia liquida de alta resolucion (High Performance
Liquid Chromatography)

Instituto de Ensefianza Secundaria

Comité Internacional de Clasificacion y Nomenclatura de
Lipidos (International Lipids Classification and Nomenclature
Committee)

Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International
Union of Pure and Applied Chemistry)

Escala de hidrofobicidad de Kyte y Doolittle

Base de datos de estructuras y nomenclatura de lipidos (LIPID
Metabolites And Pathways Strategy)

Acido lisofosfatidico o 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato o 2-acil-sn-
glicerol-3-fosfato
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LPC
LPE
LPG
LPI

LPS

MAG
MCS
MEGAG6

MGDG
MMLV

NADH
NADPH
NCBI

nd
MUFA
ORF
PA

PC
PCR

PE

Pl
PS
PUFA

RACE

RE
SFA
SIB

sn-
SQDG

TAG
TEA
THF
TLC
Tm
Rf

UE
USDA

UTR

Lisofosfatidilcolina o 1-acil-sn-glicerol-3-fosforilcolina o 2-
acil-sn-glicerol-3-fosforilcolina

Lisofosfatidiletanolamina 0 1-acil-sn-glicerol-3-
fosforiletanolamina o 2-acil-sn-glicerol-3-fosforiletanolamina
Lisofosfatidilglicerol o 1-acil-sn-glicerol-3-fosforilglicerol o
2-acil-sn-glicerol-3-fosforilglicerol

Lisofosfatidilinositol o 1-acil-sn-glicerol-3-fosforilinositol o
2-acil-sn-glicerol-3-fosforilinositol

Lisofosfatidilserina o 1-acil-sn-glicerol-3-fosfo-L-serina 0
2-acil-sn-glicerol-3-fosfo-L-serina

Monoacilglicerol

Sitio de clonacion maltiple (Multiple Cloning Site)

Programa para el andlisis evolutivo (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis)
Monogalactosildiacilglicerol o 1,2-diacil-3-O-B-D-galactosil-
sn-glicerol

Virus de la leucemia murina de moloney (Moloney Murine
Leukemia Virus)

Nicotinamida adenina dinucle6tido reducida

Nicotinamida adenina dinuclettido fosfato reducida

National Center for Biotechnology Information (National
Center for Biotechnology Information)

No Detectado

Acido graso monoinsaturado (MonoUnsaturated Fatty Acid)
Marco abierto de lectura (Open Reading Frame)

Acido fosfatidico o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosfato
Fosfatidilcolina o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosforilcolina
Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain
Reaction)

Fosfatidiletanolamina 0 1,2-diacil-sn-glicerol-3-
fosforiletanolamina

Fosfatidilinositol o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosforilinositol
Fosfatidilserina o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosfo-L-serina

Acido graso poliinsaturado (Polyunsaturated Fatty Acid)
Oligonucledtido en sentido inverso (Reverse)

Amplificacion rdpida de los extremos del ADNc (Rapid
Amplification of cDNA Ends)

Reticulo Endoplasmico

Acido graso saturado (Saturated Fatty Acid)

Instituto Suizo de Bioinformatica (Swiss Institute of
Bioinformatics)

Posicidn estereoespecifica de acilos
Sulfoquinovosildiacilglicerol

Timina

Triacilglicerol

Trietilamina o N,N-dietiletanoamina

Tetrahidrofurano

Cromatografia en capa fina

Temperatura de hibridacion

Valor del avance del compuesto dividido por el avance del
disolvente (Rate Factor)

Unién Europea

Departamento de Agricultura de EE. UU. (United States
Department of Agriculture)

Region no traducida (Untranslated region)
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VLCFA

AMINOACIDOS

Nombre comun

Acido Aspartico
Acido glutamico
Alanina
Arginina
Asparagina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Prolina

Serina

Tirosina
Treonina
Triptéfano
Valina

ORGANISMOS

Nombre cientifico

Agrobacterium tumefaciens
Amborella trichopoda
Arabidopsis lyrata
Arabidopsis thaliana
Brachypodium distachyon
Brassica napus

Camelina sativa

Capsella rubella
Carthamus tinctorius
Chlorella variabilis

Cicer arietinum
Coccomyxa subellipsoidea
Cocos nucifera
Coriandrum sativum
Crepis alpina

Crepis palaestina
Cucumis sativus

Elaeis guinensis
Escherichia coli

Eutrema salsugineum
Fragaria vesca

Glycine max

Acido graso de cadena muy larga (Very Long Chain Fatty

Acid)

Abreviatura

Asp
Glu
Ala
Arg
Asn
Cys
Phe
Gly
GIn
His
lle
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Try
Thr
Trp
Val

Abreviatura

A. tumefaciens
A. trichopoda
A. lyrata

A. thaliana (At)
B. distachyon
B. napus (Bn)
C. sativa (Cs)
C. rubella

C. tinctorius
C. variabilis
C. arietinum
C. subellipsoidea
C. nucifera

C. sativum

C. alpina

C. palaestina
C. sativus

E. guinensis
E. coli (Ec)

E. Salsugineu
F. vesca

G. max

Simbolo

KsSsA<KVWITZIRCOTITOOGTMOZ2OP»MO

Nombre comun

Colza

Cartamo

Garbanzo
Coco
Cilantro

Pepino
Palma

Fresa salvaje
Soja
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Helianthus annuus
Hiptage benghalensis
Hordeum vulgare
Lesquerella fendleri
Linum usitatissimum
Medicago truncatula
Momordica charantia
Nicotiana benthamiana
Oryza sativa

Perilla frutescens
Physaria fendleri
Physcomitrella patens
Picea sitchensis
Populus trichocarpa
Prunus persica
Ricinus communis
Saccharomyces cerevisiae
Setaria italica
Solanum lycopersicum
Solanum tuberosum
Sorghum bicolor
Theobroma cacao
Vernicia fordii

Vitis vinifera

Zea mays

ACIDOS GRASOS

Nombre comun

Céprico
Laurico
Miristico
Palmitico
Palmitoleico
Palmitolinoleico
Estearico
Oleico
Elaidico
cis-Vaccénico
Ricinoleico
Linoleico

a-linolénico

y-linolénico
Araquidico
Araquidonico
Eicosapentaenoico

Behénico
Erdcico

H. annuus (Ha) Girasol
H. benghalensis --

H. vulgare Cebada
L. fendleri --

L. usitatissimum (Lu)  Lino

M. truncatula Carreton

M. charantia Meldn amargo
N. benthamiana (Nb) -

O. sativa (Os) Arroz

P. frutescens

P. fendleri --

P. patens (Pp) --

P. sitchensis Picea de Sitka
P. trichocarpa

P. persica Melocotonero

R. communis (Rc) Ricino
S. cerevisiae (Sc) --

S. italica

S. lycopersicum (SI)
S. tuberosum

Tomate
Patata

S. bicolor Sorgo o Zahina
T. cacao Cacao

V. fordii Arbol de tung
V. vinifera Vid

Z. mays Maiz

Nombre sistematico

Decanoico

Dodecanoico

Tetradecanoico

Hexadecanoico
cis-9-Hexadecenoico
cis,cis-9,12-Hexadecadienoico
Octadecanoico
cis-9-Octadecenoico
trans-9-Octadecenoico

cis-11- Octadecenoico
12-hidroxi-9-cis-octadecenoico
cis,cis-9,12-Octadecadienoico
cis,cis-11,14-Octadecadienoico
cis,cis,cis-9,12,15-Octadecatrienoico

cis,cis,cis-6,9,12-Octadecatrienoico
Eicosanoico

cis-11-Eicosenoico
cis,cis-11,14-Eicosadienoico
cis,cis,cis-11,14,17-Eicosatrienoico
todo cis-5,8,11,14-Eicosatetraenoico
todo cis-5,8,11,14,17-
Eicosapentaenoico

Docosanoico

cis-13-Docosenoico

Albahaca japonesa o coleo silvestre

Alamo negro o Alamo balsamero

Mijo, Moha o Panizo

Abreviatura*

10:0
12:0

14:0

16:0

16:1%, 16:1
16:2A9c,12c

18:0

18:1%, 18:1
18:1%"

18: 1A11c

12-OH 18:1%%
18:24%¢1%¢ 18:2
18:2A1 1c,14c
18:3A9c,12c,15c, 18:3

18:3A6c,90,12c

20:0
20:141°

20:2Allc,l4c

20 : 3AI 1c,14c,17¢c
20:4A50,8c,1lc,14c
20:5A50,80,11c,14c,170

22:0
22:1413%¢

XV



Docosahexaenoico todo cis-4,7,10,13,16,19- 22: A4 1e10e.13¢,16c, 19
Docosahexaenoico

Lignocérico Tetracosanoico 24:0

Nervonico cis-15-Tetracosenoico 24:141%°

*Si no se indican las posiciones de las insaturaciones, 18:1, 18:2 y 18:3 hacen referencia a 18:1%%

(oleico), 18:22%1% (linoleico) y 18:32%12%1%¢ (¢-linolénico), respectivamente.

ACIL-CoAs

Nombre Abreviatura*
Palmitil-CoA 16:0-CoA
Heptadecanoil-CoA 17:0-CoA
Palmitoleil-CoA 16:1%%-CoA
Estearil-CoA 18:0-CoA
Oleil-CoA 18:1%*-CoA
cis-Vaccenil-CoA 18:1*°_CoA
Ricinoleil-CoA 12-OH 18:1*° -CoA
Linoleil-CoA 18:24%12°CoA
Avraquidonil-CoA 20:4%0811e14e _cop
a-linolenil-CoA 1834912615 cop

* Si no se indican las posiciones de las insaturaciones en 18:1, 18:2 y 18:3 hacen referencia a 18:1%%

(oleico), 18:2291%° (linoleico) y 18:32912%1% (¢-linolénico), respectivamente.

FOSFATIDILCOLINAS / LISOFOSFATIDILCOLINAS

Nombre Abreviatura*
sn-1-oleil-sn-2-oleil-fosfatidilcolina sn-1-18:12% -sn-2-18:14% -PC
(PC18:1/18:1)
sn-1-oleil-sn-2-linoleil-fosfatidilcolina sn-1-18:12% -sn-2-18:24%1% _pC
(PC18:1/18:2)
sn-1-oleil-sn-2-linolenil-fosfatidilcolina sn-1-18:1%% -sn-2-18:3°%12¢1%¢ _pC

(PC18:1/18:3)
sn-1-palmitil-sn-2-ricinoleil-fosfatidilcolina ~ sn-1-16:0"% -sn-2-12-OH 18:1%* -PC
(PC16:0/12-OH 18:1%%)
sn-1-palmitil-sn-2-oleil- fosfatidilcolina sn-1-16:0"% -sn-2-18:1% -pPC
(PC16:0/18:1"%)
sn-1-ricinoleil-sn-2-ricinoleil- fosfatidilcolina ~ sn-1-12-OH 18:1%% -sn-2-12-OH 18:1*% -PC
(PC16:0/12-OH 18:1%%)
sn-1-oleil-lisofosfatidilcolina sn-1-18:1%% -LPC

*Si no se indican las posiciones de las insaturaciones en 18:1, 18:2 y 18:3 hacen referencia a 18:1°*

(oleico), 18:2°%% (linoleico) y 18:3"91%** (¢-linolénico), respectivamente.
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TRIACILGLICEROLES / DIACILGLICEROLES

Nombre Abreviatura*

sn-1-oleil-sn-2-oleil- sn-3-oleil-glicerol sn-1-18:1"%-sn-2-18:1"%-sn-3-18:1°*-TAG

(trioleina) sn-1,2,3-18:1°* -TAG 0 000

sn-1-linoleil-sn-2- oleil- sn-3- linoleil- sn-1-18:2491%.gn-2-18:14%-sn-3-18:24%12¢.

glicerol TAG 0 sn-1,3-18:2°%%%°. gn-2-18:1** -TAG 0
LOL

sn-1-linoleil-sn-2- linoleil- sn-3- oleil- sn-1-18:2491%.gn-2-18:24%1%°_gn-3-18:14%-

glicerol TAG o0 sn-1,2-18:22%1%¢_ 5n-3-18:1°* -TAG 0
LLO

sn-1-linoleil-sn-2- linoleil- sn-3- linoleil- sn-1-18:2491%.gn-2-18:24%¢1%¢_gn-3-18:2491%

glicerol (trilinoleina) -TAG 0sn-1,2,3-18:2%*.TAG o0 LLL

sn-1-oleil-sn-2-oleil-glicerol sn-1-18:12% -sn-2-18:1* _DAG,

(sn-1,2-dioleina) sn-1,2-18:1% -DAG o DO

sn-1-linoleil-sn-2-linoleil-glicerol sn-1-18:249°1% _gn-2-18:2491%¢ .DAG

(sn-1,2-dilinoleina) sn-1,2-18:2%'* .DAG o DL

*Si no se indican las posiciones de las insaturaciones en 18:1, 18:2 y 18:3 hacen referencia a 18:1*%

(oleico), 18:22%1% (linoleico).

GENES, ENZIMAS Y FAMILIAS PROTEICAS

Abreviatura Nombre completo

ACBP Proteina de union a acil-CoA

ACCasa Acetil-CoA carboxilasa

ACT Gen actina

AGPAT 1-acilglicerol-3-fosfato-O-aciltransferasa (familia)

BC Biotina carboxilasa

BCCP Proteina transportadora de biotina y carboxilo

BE-PSS (Base-Exchange-type PS Synthase)

CD-PSS (CDP-diacylglycerol-dependent PS Synthase)

CT Carboxiltransferasa

DAG-CPT CDP-colina:diacilglicerol colinafosfotransferasa

DAG-EPT CDP-etanolamina:diacilglicerol etanolaminafosfotransferasa

DGAT Acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa

DGK Diacilglicerol quinasa

ENR Enoil-ACP reductasa

FADs (Fatty Acid Desaturases)

FAD2 Oleato desaturasa

FAD3 Linoleato desaturasa

FAH12 Oleil hidroxilasa

FAS Sintasa de acidos grasos Fatty Acid Synthase

FAT-A Acil-ACP tioesterasas plastidiales de &cidos grasos insaturados

FAT-B Acil-ACP tioesterasas plastidiales de acidos grasos saturados

GPAT Glicerol-3-fosfato aciltransferasa

GPCAT Glicerofosfocolina aciltransferasa
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HAAD
KAR
KAS
LACS
LPAAT
LPCAT
LPCT
LPEAT
LPGAT
LPLATS
LPT

MBOAT
MCAT
NADH

PAP
PDAT
PDCT
PLAZ2
PLC
PLD
ROD1

SAD
SLC1
SMS
TSAP
URA3

YOR175c, LCAL,
SCL4, LPT10ALEl
HIS3

B-Hidroxiacil-ACP deshidratasa

B-Cetoacil-ACP reductasa

B-Cetoacil-ACP sintasa

Acil-CoA sintetasa de &cidos grasos de cadena larga
Lisofosfatidato aciltransferasa

Lisofosfatidilcolina aciltransferasa

Lisofosfatidilcolina transacilasa

Lisofosfatidiletanolamina aciltransferasa
Lisofosfatidilglicerol aciltransferasa

Lisofosfolipido aciltransferasas

Fosfatasa/fosfotransferasa de lipidos (lipid
phosphatase/phosphotransferase) (familia )
O-Aciltransferasas de unién a membrana (familia)
Malonil-CoA:ACP transacilasa

Desaturasas de &cidos grasos dependientes de nicotinamida
adenina dinucledtido reducida

Fosfatidato fosfatasa

Fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa
Fosfatidilcolina:diacilglicerol colinafosfotransferasa
Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C

Fosfolipasa D

Gen que codifica para PDCT en Arabidopsis thaliana (Reduced
Oleate Desaturation 1)

Estearil-ACP desaturasa

Gen que codifica para LPAAT en Saccharomyces cerevisiae
Fosfatidil:ceramida colinafosfotransferasa

Fosfatasa alcalina termosensible

Gen de sintesis de uracilo que codifica la orotidina-5'-
fosfato descarboxilasa

Gen que codifica para LPCAT en Saccharomyces cerevisiae

Gen de sintesis de histidina

XV
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I. Introduccion

1.1. EL GIRASOL (Helianthus annuus L..)

1.1.1. ASPECTOS GENERALES DE LA PLANTA DE GIRASOL

El girasol (Helianthus annuus L.) es una planta anual dicotiledénea perteneciente a la familia
Asteraceae (compuestas). Su inflorescencia, denominada capitulo, esta formada por dos tipos de
flores, las liguladas, que se encuentran en el perimetro del capitulo dispuestas radialmente en una
0 dos filas, y las tubulosas, que se encuentran en el centro del capitulo distribuidas en espiral
(Figura 1). Las flores liguladas son estériles y las flores tubulosas son hermafroditas y al
fecundarse dan lugar a los frutos.

Figura 1. Parte aérea de la planta de girasol (izquierda) y secciones de la inflorescencia
(derecha). A) Seccidn longitudinal del capitulo de girasol; B) Flores liguladas () y tubulosas
en diferentes estadios de desarrollo: antes de abrirse (a); abriéndose (emergencia de estambres)
(b); abierta (c) y después de fecundadas (d) (Alba y Llanos, 1990).

El fruto del girasol, denominado aquenio, esta formado por un embrion (semilla) cubierto por
un tegumento seminal y por una envuelta exterior dura y fibrosa (pericarpio). En el embrion se
encuentran dos cotiledones, que constituyen la reserva energética de la semilla (Figura 2). La
semilla de girasol representa aproximadtamente el 80% del total del fruto y es rica en aceite, con
un contenido de alrededor del 50% (p/p) (Autino et al., 1993; Bockisch, 1998).

Figura 2. Seccion longitudinal de un aquenio de girasol: 1. Pericarpio; 2. Gémula; 3.
Cotileddn; 4. Membrana seminal (\Vranceanu, 1997).



1. Introduccion

1.1.2. PRODUCCION Y DISTRIBUCION DEL CULTIVO

El girasol supone el tercer cultivo oleaginoso mas importante a nivel mundial tras la soja y la
colza, con una produccion media en los Ultimos 5 afios de 40.6 millones de toneladas
(Departamento de Agricultura de EE. UU., USDA, 2017). En la Unién Europea (UE) el girasol es
el segundo cultivo oleaginoso mas producido tras la colza, con una produccion media en los
Gltimos 5 afios de 8.6 millones de toneladas (Oficina Europea de Estadistica, EUROSTAT, 2017).

La produccidn de este cultivo ha ido creciendo durante los Gltimos afios, tanto a nivel mundial
como en la UE (Figura 3, EUROSTAT, 2017; USDA, 2017). Debido en parte al aumento del
consumo general y de la demanda por parte de paises emergentes, se prevé que este crecimiento
continCe, estimandose una produccion de hasta 60 millones de toneladas para el 2050
(Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, FAO, 2017).
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Figura 3. Evolucién de la produccién de semillas de girasol a nivel mundial (A; USDA,
2017) y en la UE (B; EUROSTAT, 2017) en los ultimos afios.

En el periodo 2016-2017 los principales productores mundiales de girasol fueron Ucrania y
Rusia, que en conjunto proporcionaron mas del 50% de la produccién mundial. El tercer
productor fue la UE que, con una producciéon proxima a 8.6 millones de toneladas, tuvo una
contribucion a la misma de algo més del 18% (Figura 4, USDA, 2017). En Espafia se produjeron
en este periodo cerca de 0.8 millones de toneladas de semilla de girasol (EUROSTAT, 2017).
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Figura 4. Contribucion de los principales productores de semilla de girasol a la produccion
mundial en el periodo 2016-2017 (USDA, 2017).

Aunque la produccion ha ido en aumento, desde el 2013 el area utilizada para el cultivo de
girasol ha disminuido tanto en la UE como en Espafia (EUROSTAT, 2017), lo que implic6 un
aumento en el rendimiento. La media de superficie cultivada para la produccién de semillas de
girasol en los Gltimos 5 afios en la UE ha sido de 4.3 millones de hectéareas, siendo asi el segundo
cultivo en extension tras la colza (EUROSTAT, 2017).

Con respecto a su aceite, el de girasol es el cuarto aceite vegetal mas producido a nivel
mundial tan s6lo superado por el aceite de palma, soja y colza (USDA, 2017) y en la UE este
aceite es el segundo mas producido tras el de colza (Comision Europea, 2017). Actualmente, los
mayores productores de aceite de girasol son Ucrania, Rusia, la UE, Argentina y Turquia (USDA,
2017), con contribuciones a la produccion mundial parecidas a la que tienen en produccién de
semilla (Figura 4).

El éxito que ha tenido este cultivo y su extension a nivel mundial se deben a las numerosas
ventajas que presenta. Entre ellas, el alto porcentaje en aceite de su semilla, de alrededor del 50%
(p/p) (Autino et al., 1993; Bockisch, 1998), y su rapido crecimiento, caracteristicas que en
conjunto permiten la obtencidn de grandes cantidades de aceite por unidad de superficie y de
tiempo. Ademas, se trata de una planta de facil cultivo y con buena adaptacion a una gran
variedad de suelos. También hay que destacar que su aceite, de alta calidad desde el punto de vista
nutritivo, presenta buena estabilidad de almacenaje (Vranceanu, 1977) y bajos costes de
extraccion en comparacion con los de otros aceites.

1.1.3. PRODUCTOS DERIVADOS DEL GIRASOL

La torta de girasol, obtenida como subproducto de la extraccion del aceite, se emplea en la
produccion de harina, que se caracteriza por un alto contenido en proteinas (20-60%) y se usa
principalmente para alimentacion animal (Pedroche, 2015). Ademas, las semillas de girasol
tostadas y saladas son un alimento popular en algunos paises y también sirven como alimentacién
para roedores y aves.

El producto mas importante derivado del girasol es sin duda su aceite, usado sobre todo para
alimentacion tanto a escala doméstica o de hosteleria como a escala industrial. Se emplea
principalmente como aceite de fritura pero también son notables sus aplicaciones como
componente en la elaboracién de salsas, emulsiones y margarinas, asi como ingrediente comun en
ensaladas y recetas de cocina.
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El aceite de girasol comun es rico en écido linoleico (18:22%'%), el cual supone del 48 al 74%
del total de los é&cidos grasos, sequido del &cido oleico (18:1°%). Este aceite presenta un bajo
contenido en &cidos grasos saturados, principalmente palmitico (16:0) y estearico (18:0). También
hay que destacar la presencia en pequefias cantidades, de algunos acidos grasos saturados de
cadena muy larga, como el acido araquidico (20:0) y acido behénico (22:0) (Tabla 1; Salas et al.,
2015). El 4cido a-linolénico (18:3"9°1%°1>) se encuentra en cantidades muy bajas.

Al igual que ocurre con otros cultivos de semillas oleaginosas, la temperatura a la que crece el
cultivo afecta a la composicién de &cidos grasos, principalmente a la proporcion de acido oleico y
linoleico. Este efecto se ha observado no solo en las lineas estandares de girasol sino también en
algunas lineas mutantes, como el girasol alto oleico (Fernandez-Moya et al., 2002; Garcés et al.,
1989; Martinez-Force et al., 1998; Harris et al., 1978).

En los aceites vegetales, como el de girasol, los acidos grasos se encuentran mayoritariamente
formando parte de triacilgliceroles (TAG). Estos dan cuenta de alrededor del 95% del aceite,
mientras que los &cidos grasos libres tan sélo suponen un 0.5% del mismo (Campbell, 1983). Los
TAG mas abundantes de este aceite son la trilinoleina (LLL) y las oleil-dilinoleinas (sn-1,2-
dilinoleil-sn-3-oleil-glicerol, LLO y sn-1,3-dilinoleil-sn-2-oleil-glicerol, LOL), mientras que la
trioleina (OOO) se encuentra en una proporcion menor (Salas et al., 2015).

Tabla 1. Composicién tipica de acidos grasos de diferentes aceites comerciales de girasol.

Mol (%)

16:0 16:1%%°  18:0 18:1%%  18:24%1%  20:0 22:0

Girasol comin 6.3 0.1 4.6 26.7 61.1 0.3 0.9
Alto oleico 3.8 - 41 82.1 8.7 0.4 0.9
Medio oleico 49 - 3.8 57.9 32.3 0.3 0.8

Adaptado de Salas et al., 2015. 16:0, acido palmitico; 16:1%, 4cido palmitoleico; 18:0, &cido
esteérico; 18:1°%, 4cido oleico; 18:2°%'% 4cido linoleico; 20:0, 4cido araquidico; 22:0, 4cido behénico.

En cuanto a su composicion, el aceite de girasol tiene una serie de caracteristicas positivas
entre las que podemos destacar una composicién saludable de &cidos grasos (Katan et al., 1995;
Mensink et al., 2003), un alto contenido en tocoferoles (Ayerdi Gotor y Rhazi, 2016; Velasco y
Ruiz-Méndez, 2015) y la presencia otros componentes minoritarios beneficiosos para la salud
como fitoesteroles, escualeno, carotenoides, acidos fendlicos y coenzimas Q9 y Q10, si bien, al
igual que ocurre con los tocoferoles, durante el proceso de refinacion el aceite de girasol pierde
cantidades considerables de estos componentes (Ayerdi Gotor y Rhazi, 2016; Velasco y Ruiz-
Méndez, 2015).

El aceite de girasol presenta ademas una buena estabilidad frente a la oxidacién porque a
diferencia de aceites obtenidos de otros cultivos oleaginosos como la soja o la colza, este contiene
muy bajas cantidades del acido graso poliinsaturado linolénico. A esta estabilidad contribuyen
también los ya mencionados tocoferoles que actian como antioxidantes naturales. Por todo ello,
el aceite de girasol es un aceite comestible excelente, considerado de mejor calidad que otros
aceites de origen vegetal (Salas et al., 2015).

A pesar de las buenas caracteristicas que posee el aceite de girasol, este cultivo, al igual que ha
ocurrido con otros cultivos oleaginosos, ha sido objeto de numerosos estudios con el fin de buscar
nuevas lineas cuyas caracteristicas estén adaptadas a aplicaciones especificas. En las ultimas
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décadas se han producido muchas lineas de girasol con composiciones de &cidos grasos
modificadas como son los ya comerciales girasoles alto oleico y medio oleico (Tabla 1; Garcés et
al., 2011; Kleingartner, 2002).También se han conseguido algunos mutantes de girasol con altos
contenido de acidos grasos saturados, palmitico o estearico, que podrian ser una buena alternativa
a las grasas tropicales (Garcés et al., 2009), ademas de aceites con composiciones de tocoferoles
modificadas (Velasco et al., 2004; Garcia-Moreno et al., 2006). A diferencia de otros cultivos
oleaginosos como la soja o la canola, que han sido modificados mediante ingenieria genética, la
mayoria de las mejoras y modificaciones del girasol se han realizado mediante técnicas
tradicionales de mejora vegetal, como cruzamientos selectivos, mutagénesis y seleccion (Salas et
al., 2015). La existencia de variedades silvestres posibilita ademas la transferencia de caracteres
hacia la variedad doméstica para la mejora del cultivo (Lexer et al., 2003).

1.2. LIPIDOS

1.2.1. DEFINICION, CLASIFICACION Y FUNCIONES DE LOS LIPIDOS

Tradicionalmente los lipidos se han definido como un grupo de compuestos de origen natural,
gue se caracterizan por ser insolubles en agua y solubles en disolventes organicos, tales como
hidrocarburos, cloroformo, benceno, éteres y alcoholes (AOCS Lipid Library). Aunque esta
definicion basada unicamente en la solubilidad sigue apareciendo en algunos textos generales de
bioguimica, se trata de una definicion muy imprecisa. Asi, existen muchos otros compuestos,
como vitaminas y carotenoides, que entrarian dentro de la misma (Badui Dergal, 2006), y por otra
parte, muchas de las sustancias que son ampliamente consideradas como los lipidos no obedecen
esta simple regla (Brown y Murphy, 2009). Con el objetivo de dar solucion a la ambigliedad de
esta definicion, en el 2005, el Comité Internacional de Clasificacion y Nomenclatura de Lipidos
(ILCNC, International Lipids Classification and Nomenclature Committee) bajo el respaldo del
consorcio LIPID MAPS (The Lipid Metabolites and Pathways Strategy) propuso una nueva
definicion mucho méas exhaustiva, basada en el origen biosintético de los lipidos, y establecié un
sistema de clasificacion compatible con las bases de datos y necesidades informaticas actuales.
Asi, los lipidos quedaron definidos como pequefias moléculas hidr6fobas o anfipaticas que
pueden originarse, en su totalidad o en parte, mediante condensaciones de tioésteres de cetoacilo
basadas en carbaniones (acidos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, esfingolipidos,
sacarolipidos y policétidos) y/o por condensaciones de unidades de isopreno basadas en
carbocationes (prenoles y esteroles) (Fahy et al., 2005, 2009 y 2011). En base a esta definicion los
lipidos se clasificaron en ocho categorias diferentes: &cidos grasos, glicerolipidos,
glicerofosfolipidos, esfingolipidos, esteroles, prenoles, sacarolipidos y policétidos.

Gracias a la enorme diversidad de sus estructuras los lipidos desempefian numerosas e
importantes funciones, siendo constituyentes esenciales de toda célula vegetal. Sirven de reserva
energética y de carbono, y por ello, en especies vegetales oleaginosas estos se acumulan en la
semilla o el fruto durante la maduracion, generalmente en forma de TAG, y son degradados
posteriormente para sustentar el crecimiento de la plantula durante las primeras etapas de la
germinacion. Los acidos grasos resultantes de esta degradacion se emplean para la produccion de
poder reductor y acetil-CoA o para la sintesis de nuevos lipidos (Harwood, 1979).

Los lipidos son ademas componentes estructurales de las membranas celulares actuando como
barreras para separar las células y para delimitar los compartimentos celulares (Brown y Murphy,
2009). Las membranas celulares tienen composiciones lipidicas distintas y especificas que
contribuyen a su identidad. Asi, por ejemplo, en las membranas del reticulo endoplasmico (RE)
los principales lipidos son la fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE), mientras que en
los plastidios abundan glicerolipidos sin fosfato tales como los galactolipidos,
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) y digalactosildiacilglicerol (DGDG), y el sulfolipido
sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG) (Moreau et al., 1998). En general, los fosfolipidos se
consideran los glicerolipidos mas ubicuos en las membranas de las células vegetales (Moreau et



1. Introduccion

al., 1998). Hay que tener en cuenta que la composicién de acidos grasos de los lipidos de la
membrana afecta a su fluidez, que es una propiedad fundamental para las plantas a la hora de
adaptarse a cambios ambientales como las heladas (Cook, 1996; Nishida y Murata, 1996).

Otros lipidos estan implicados en procesos biolégicos fundamentales, como la transduccion de
sefiales, actuando como precursores en la sintesis de hormonas como el &cido jasmonico y de
segundos mensajeros como el inositol fosfato. Ademas, son biomoléculas claves en la
fotoproteccion, la modificacién post-traduccional de proteinas, el reconocimiento celular y la
adaptacion al frio y otros factores medioambientales (Harwood, 1996, 2007).

A continuacion, se describiran con mas detalle los &cidos grasos, los glicerolipidos y los
glicerofosfolipidos.

1.2.2. ACIDOS GRASOS

1.2.2.1. Definicion, clasificacion y funciones

Segun su definicibn més estricta, el término acido graso se restringe a cualquier acido
monocarboxilico alifatico derivado o contenido en forma esterificada en una grasa, aceite o cera
animal o vegetal (IUPAC-1UB, 1995). Sin embargo, algunos quimicos y bioquimicos se refieren a
todos los acidos carboxilicos no ramificados como acidos grasos, independientemente de su
origen.

Los acidos grasos se pueden clasificar en base al niamero de dobles enlaces, diferenciandose
acidos grasos saturados (sin dobles enlaces, SFA, Saturated Fatty Acid), monoinsaturados (con un
solo doble enlace, MUFA, MonoUnsaturated Fatty Acid) o poliinsaturados (con dos 0 méas dobles
enlaces, PUFA, Polyunsaturated Fatty Acid). Para describir la geometria del doble enlace se suele
usar la nomenclatura cis/trans. Dos ligandos unidos cada uno a un atomo diferente del doble
enlace tienen una posicion relativa entre si tipo cis si se encuentran en el mismo lado del plano de
referencia y trans si se encuentran en lados opuestos, siendo el plano de referencia el
perpendicular al de los enlaces ¢ y que pasa a través del doble enlace (IUPAC-IUB, 1996).
Aunque los términos cis y trans no dan lugar a ambigtiedad cuando se tienen s6lo dos tipos de
sustituyentes en el doble enlace, se ha propuesto que en las bases de datos lipidémicas y
bioinformaticas estos sean substituidos por los términos Z y E, que se asignan siguiendo reglas de
prioridad para los sustituyentes (Scrimgeour y Harwood, 2007; Fahy et al., 2005).

Los &cidos grasos también se pueden agrupar en base a la longitud de sus cadenas carbonadas.
Aungue no se ha llegado a un consenso internacional para definir los subtipos de acidos grasos en
funcidn de las longitudes de las cadenas, expertos de la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2012) recomiendan las siguientes definiciones:

Para los acidos grasos saturados:

» Cadena corta: de 3 a 7 atomos de carbono.

» Cadena media: de 8 a 13 4tomos de carbono.

» Cadena larga: de 14 a 20 4tomos de carbono.

» Cadena muy larga: con 21 o mas atomos de carbono.

Para los acidos grasos insaturados:
> Cadena corta: con 19 o menos atomos de carbono.

» Cadena larga: de 20 a 24 4tomos de carbono.
» Cadena muy larga: con 25 o mas atomos de carbono.
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En las plantas, los &cidos grasos modulan una variedad de respuestas a estrés bidtico o
abidtico, jugando un papel importante en la defensa de patdgenos (Rustan y Drevon, 2005;
Kachroo y Kachroo, 2009). Ademés, como ya se ha mencionado con anterioridad, se emplean
como reserva energética y son componentes esenciales de los lipidos de membrana (Cook, 1996;
Nishida y Murata, 1996).

1.2.2.2. Propiedades fisico-quimicas

La coexistencia de un grupo carboxilo hidrofilico y una cadena hidrocarbonada hidrofébica
convierte a los &cidos grasos en moléculas débilmente anfipaticas, gracias a lo cual pueden
organizarse en la interfase lipido-agua y pueden formar micelas en solucion acuosa. Cuanto mas
corta sea la cadena hidrocarbonada y mayor el grado de insaturacion de los acidos grasos, mayor
serd la polaridad de los mismos. Los &cidos grasos pierden su condicién anfipatica cuando
establecen enlaces tipo éster con otras moléculas a través de su grupo carboxilo, confiriendo al
lipido resultante un marcado caracter hidrofébico (Rustan y Drevon, 2005).

El punto de fusion de un lipido estd determinado por la facilidad con que sus residuos acilo
forman estructuras organizadas. Los acidos grasos saturados se organizan en estructuras paralelas
de forma que las pequefias distancias entre las cadenas hidrocarbonadas permiten unas buenas
interacciones de Van der Waals entre los grupos metilenos, lo que explica sus elevados puntos de
fusion. A mayor nimero de 4&tomos de carbono de la cadena, mayor sera la temperatura de fusion
del &cido graso. En cuanto a los acidos grasos insaturados, ciclicos o ramificados, al no poder
disponerse en paralelo, tienen menos posibilidad de interaccionar entre si para formar estructuras
estables y presentan por tanto un punto de fusion menor.

Ademas, el punto de fusién puede variar en funcién del tipo de isomeria que presentan los
dobles enlaces. Los enlaces cis forman codos en las cadenas de los acidos grasos (Figura 5),
aumentando el espacio entre ellas, disminuyendo la capacidad de asociacion y, en consecuencia,
disminuyendo el punto de fusién (Rustan y Drevon, 2005). Por su parte, los enlaces trans no
introducen mas que un pequefio angulo en la cadena (Figura 5), de forma que el punto de fusién
del &cido graso con este enlace no variara mucho con respecto al punto de fusion del acido graso
saturado homologo (Cook, 1996). Por todo esto, los lipidos ricos en acidos grasos saturados de
cadena larga seran sélidos a temperatura ambiente (grasas), mientras que los lipidos ricos en
acidos grasos de cadena corta o insaturados, seran liquidos a temperatura ambiente (aceites).
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Figura 5. Estructuras de distintos tipos de acidos grasos.
A) Acido graso saturado (estearico, 18:0). B) Acido graso
insaturado cis (oleico, 18:1%). C) Acido graso insaturado
trans (elaidico, 18:1*%).

1.2.2.3. Nomenclatura

Existen tres maneras de denominar a los &cidos grasos. La nomenclatura sistematica, el
nombre comdn y la nomenclatura abreviada o numérica.

Nomenclatura sistematica: Esta homenclatura sigue las reglas de la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (International Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) (IUPAC-
IUB, 1978). El nombre sistematico de un &cido graso deriva del nombre de su cadena
hidrocarbonada reemplazando la —o final del correspondiente alcano por —oico y precediéndolo
por la palabra &cido. Si hubiera insaturaciones o sustituyentes, la localizacién de los mismos se
identificaria por un nimero, empezando la numeracién de la cadena por el carbono del grupo
carboxilo. Convencionalmente, se identifica un enlace especifico por el nimero mas bajo de los
dos carbonos que enlaza. Los dobles enlaces se sefialan con la terminacién —enoico. La
estereoquimica del doble enlace se especifica usando los términos cis y trans, que pueden
sustituirse por Z y E respectivamente.

Nombre comin: La mayoria de los principales acidos grasos poseen un nombre comdn
impuesto histéricamente que no proporciona ninguna informacion sobre la estructura quimica de
los mismos y que, en muchos casos, esta relacionado con la fuente de donde fueron aislados por
primera vez. Debido a la comodidad que supone el uso de estos nombres, podemos encontrarlos
frecuentemente en articulos cientificos y también seran usados en el presente texto.

Nomenclatura abreviada o numérica: Es la forma mas utilizada de nombrar a los éacidos
grasos. Esta nomenclatura incluye dos nimeros separados por dos puntos. El primer nimero
indica la longitud de la cadena de atomos de carbono y el segundo indica el nimero de dobles
enlaces que contiene la molécula. La posicion de los dobles enlaces puede especificarse mediante
tres sistemas diferentes (Rustan y Drevon, 2005):

» Sistema delta (4): En este sistema se especifica la posicion de todos los dobles
enlaces tomando como referencia el grupo carboxilo terminal, al que se le asigna
el nimero 1. Ademas, también se especifica la conformacion cis/trans de los
mismos. Hay que tener en cuenta que esta nomenclatura no se puede aplicar a
acidos grasos con cadenas ramificadas, con heteroatomos o con triples enlaces, ni
a otros &cidos grasos con rasgos estructurales poco comunes. La posicion y
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conformacion de los dobles enlaces se especifican en un superindice en la parte
superior derecha cuando sea necesario (por ejemplo, 18:1*% 0 18:1%). Cuando se
trabaja con los acidos grasos naturales mas comunes (oleico, linoleico, linolénico,
etc.) estos superindices se suelen obviar y se identifica al 4cido graso sélo con los
dos nimeros principales (18:1, 18:2, 18:3, etc.).

» Sistema omega (w): En este sistema se especifica la posicion del primer doble
enlace tomando en este caso como referencia el grupo metilo terminal. Este
sistema se puede aplicar s6lo a &cidos grasos insaturados cis y a acidos grasos
poliinsaturados cis cuyos dobles enlaces estén separados por un metileno. Este
sistema define con facilidad las diferentes familias o series de acidos grasos, tales
coOmo ®-3, ®-6 y ®-9.

» Sistema n: Consiste en sustituir o-x del sistema o por n-x. ES una recomendacion
de la IUPAC.

En la Tabla 2 se indican los nombres de los &cidos grasos mas comunes en plantas segln
diferentes nomenclaturas.

Tabla 2. Nombres de los acidos grasos mas comunes en los lipidos de plantas.

Nombre comun Nombre sistematico Nombre abreviado

Laurico Dodecanoico 12:0
Miristico Tetradecanoico 14:0
Palmitico Hexadecanoico 16:0
Palmitoleico cis-9-Hexadecanoico 16:14%
Estearico Octadecanoico 18:0

Oleico cis-9-Octadecanico 18:14%
Linoleico cis,cis-9,12-Octadecenoico 18:249¢12
a-linolénico cis,cis,cis-9,12,15-Octadecatrienoico. 18;3A9 12015
y-linolénico cis,cis,cis-6,9,12-Octadecatrienoico 18;346¢.9c2e
Araquidico Eicosanoico 20:0
Gondoico cis-11-Eicosenoico 20:14M¢
Behénico Docosanoico 22:0
Erdcico cis-13-Docosenoico 22:141%¢
Lignocérico Tetracosanoico 24:0

1.2.2.4. Acidos grasos en la naturaleza

Los acidos grasos naturales suelen tener una cadena de 4 a 28 carbonos, normalmente no son
ramificados y tienen un namero par de atomos de carbono (IUPAC-IUB, 1995).

Los acidos grasos saturados mas abundantes en la naturaleza son los de cadena lineal de 14,
16 y 18 atomos de carbono, aunque se han encontrado &cidos grasos saturados en forma
esterificada con longitudes desde 2 a 36 atomos de carbono. El &cido graso saturado mas
abundante en animales, plantas y microorganismos es el acido palmitico (16:0). El &cido estearico
(18:0) es importante en animales y en algunos hongos, siendo un componente minoritario en la
mayoria de las plantas. El &cido miristico (14:0) tiene una presencia mas generalizada apareciendo
en distintos aceites vegetales como el de coco o el de palma y en la grasa de algunos animales.
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Acidos grasos saturados de cadena corta con 8 a 10 atomos de carbono se encuentran en los
lipidos de la leche (Rustan y Drevon, 2005).

Los &cidos grasos monoinsaturados mas abundantes son los lineales de 16 y 18 atomos de
carbono, aunque se han encontrado acidos grasos monoinsaturados con longitudes de cadena
desde 10 a 36 atomos de carbono en forma esterificada (Christie, 2019). Los dobles enlaces
normalmente presentan la conformacion cis aunque, de manera menos frecuente, también se
encuentran en la naturaleza &cidos grasos con enlaces trans, como los encontrados en grasas
derivadas de rumiantes. Hay que destacar que las grasas alimentarias que han sido hidrogenadas
industrialmente si presentan acidos grasos con dobles enlaces en conformacion trans (Scrimgeour
y Harwood, 2007; Christie, 2019). El 4cido graso monoinsaturado mas abundante en vegetales y
animales es con diferencia el acido oleico (18:1°%), 4cido graso que también esta presente en
microorganismos. El 4cido palmitoleico (16:1°%) también es importante en animales, plantas y
microorganismos, siendo componente principal de algunos aceites de semillas (Rustan y Drevon,
2005).

Los acidos grasos poliinsaturados cuyos enlaces dobles, normalmente en conformacion cis,
estan separados por grupos metilenos se encuentran bastante extendidos en animales y plantas.
Los acidos grasos diinsaturados con dobles enlaces conjugados se encuentran en tejidos de
animales rumiantes y en los productos lacteos, pero son poco frecuentes en fuentes vegetales. En
plantas superiores, rara vez se encuentran acidos grasos con mas de tres dobles enlaces, pero en
algas y animales se encuentran &cidos grasos con hasta seis insaturaciones. Los &cidos grasos
poliinsaturados de 18 carbonos linoleico (18:2°%'*) y q-linolénico (18:3%°'*™*%) son los
componentes principales de la mayoria de los lipidos de plantas, encontrandose en muchos de los
aceites vegetales de importancia comercial. El 4cido linoleico es el componente mayoritario de
muchos aceites de semillas como el de girasol, maiz y cacahuete, mientras que el &cido a-
linolénico se encuentra en proporciones importantes en aceites como el de soja, linaza y germen
de trigo. Ambos acidos grasos son esenciales ya que no podemos sintetizarlos y debemos
obtenerlos de la dieta (Burdge y Calder, 2005; Graham et al., 2007). Entre los PUFA con mas de
tres dobles enlaces destacan el A&cido eicosapentaenoico (20:5%°¢8tel4eliey vy o] Acido
docosahexaenoico (22:6°4¢7¢1013616019) “qe se encuentran en altos porcentajes en algas y
pescados (Rodriguez-Barrén, 2008), y el acido araquidénico (20:4*°°%1¢1%) que en animales es
un componente principal de los fosfolipidos y que también se encuentra en algas y pescado
(Rustan y Drevon, 2005).

En resumen, los &cidos grasos mas abundantes en las plantas superiores son el palmitico,
estedrico, oleico, linoleico y a-linolénico (Harwood, 1979; Ohlrogge y Browse, 1995; Thelen y
Ohlrogge, 2002). Sin embargo, se han encontrado en el reino vegetal hasta 300 especies diferentes
de los mismos con una gran variedad en cuanto a longitud, nimero y tipo de insaturaciones y
grupos funcionales. Asi, se han identificado acidos grasos con dobles enlaces en posiciones poco
comunes, triples enlaces, ramificaciones y sustituyentes como grupos hidroxi, epoxi, anillos de
ciclopropeno, etc., que confieren a los lipidos caracteristicas de gran valor para la industria
(Napier, 2007; Bates, 2016; Bates y Browse, 2012; Baud y Lepiniec, 2010; Dyer et al., 2008).
Estos acidos grasos con estructuras poco frecuentes son caracteristicos de determinados grupos o
especies vegetales.

1.2.3. GLICEROLIPIDOS

Los glicerolipidos son lipidos cuya estructura basica comin es la molécula de glicerol
(propanotriol). El glicerol puede estar mono-, di- o triesterificado con uno o varios &cidos grasos
(acilgliceroles; Figura 6), puede contener carbohidratos en posicién sn-3 unidos por enlace O-
glicosidico (glicosilgliceroles) o bien contener grupos alquilos (alquilgliceroles) o 1Z-alquenilos
(1z-alquenilgliceroles) (Fahy et al., 2005, 2009; AOCS Lipid Library). El consorcio LIPID
MAPS tomo la decision arbitraria de no incluir los glicerofosfolipidos dentro de esta categoria, a
pesar de que estos lipidos también contienen el grupo glicerol como estructura basica.
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Con el fin de designar la estereoquimica de los glicerolipidos, los 4&tomos de carbono del
glicerol se enumeran estereoespecificamente mediante el sistema de numeracion sn-. En este
sistema, los carbonos se numeran como 1, 2 y 3 desde arriba hacia abajo cuando la molécula de
glicerol se dibuja en una proyeccidn de Fischer con el grupo hidroxilo secundario a la izquierda
del &omo de carbono proquiral central. Las moléculas que estdn numeradas
estereoespecificamente de esta manera se nombran con el prefijo "sn" precediendo al término
"glicerol”. Cuando los sustituyentes en posiciones sn-1 y sn-3 son diferentes, el glicerolipido
puede presentar un carbono asimétrico que dota a la molécula de quiralidad (Scrimgeour y
Harwood, 2007; Eichmann y Lass, 2015).

Entre los distintos glicerolipidos, se describiran con méas detalle los diacilgliceroles y los
triacilgliceroles por su importancia en la presente tesis.

Diacilgliceroles (DAG)

Los DAG estan formados por una molécula de glicerol esterificada con &cidos grasos en dos
de sus grupos hidroxilos. Debido a la presencia de un grupo hidroxilo libre los DAG tienen
caracter anfipatico. Aunque los DAG rara vez estan presentes en altas concentraciones en tejidos
de animales y plantas, estos cumplen importantes funciones. Estan implicados en multiples
procesos metabolicos, como la sintesis de glicerolipidos o glicerofosfolipidos, juegan un papel
importante en procesos de sefializacion y ademéas forman parte de las membranas celulares
(Eichmann y Lass, 2015; Miége y Maréchal, 1999; AOCS Lipid Library).

La biosintesis de DAG puede llevarse a cabo mediante diferentes reacciones enzimaticas. Asi,
pueden generarse por hidrolisis de TAG o fosfolipidos por accién de lipasas o fosfolipasas, por
desfosforilacion del acido fosfatidico (PA) por accién de fosfatasas, por acilacion del
monoacilglicerol (MAG) catalizada por aciltransferasas o durante la sintesis de esfingomielina a
través de ciertas transferasas (Eichmann y Lass, 2015).

Los DAG pueden presentarse como tres isomeros diferentes, sn-1,2-DAG, sn-2,3-DAG
(ambos denominados a,p-DAG) y sn-1,3-DAG (denominado o,a -DAG). Los isémeros sn-1,2- y
sn-2,3-DAG son enantibmeros y poseen un centro quiral en posiciéon sn-2. El isémero sn-1,3-
DAG puede o no presentar un centro quiral en funcion de los acidos grasos esterificados. Asi, si
los dos &cidos grasos son iguales la molécula serd aquiral y si son distintos sera quiral (Figura 6).
Los distintos isomeros de DAG pueden presentar diferentes funciones y destinos celulares ya que
las enzimas implicadas en el metabolismo de lipidos discriminan entre ellos (Eichmann y Lass,
2015).

Los DAG son importantes en la industria de los aceites de semillas ya que pueden ejercer una
gran influencia en las propiedades fisicas de los mismos incluso cuando estan presentes en
pequefias cantidades (AOCS Lipid Library).

Triacilgliceroles (TAG)

Los TAG son triésteres derivados del glicerol y de tres moléculas de &cidos grasos (Figura 6).
Se denominan simples u homogéneos cuando contienen el mismo acido graso esterificado en las
tres posiciones de la molécula de glicerol y compuestos 0 mixtos cuando al menos uno de los
acidos grasos es diferente. Los TAG mixtos presentan quiralidad cuando el carbono en posicion
sn-2 es un carbono asimétrico y esto ocurre cuando las posiciones sn-1y sn-3 estan esterificadas
con acidos grasos diferentes.
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2-monoacilglicerol

1-monoacilglicerol

triacilglicerol

Figura 6. Ejemplos de distintos glicerolipidos.

Los TAG son moléculas neutras compactas en un estado quimico reducido que sirven de
almacenamiento de energia y carbono en los organismos y son el componente principal de los
aceites (Li-Beisson et al., 2013; Venegas-Calerén et al., 2015). Presentan un poder calorifico tras
oxidacion completa de 9 Kcal/g frente a los aproximadamente 4 Kcal/g de los carbohidratos y
proteinas (Berg et al., 2002).

En las plantas los TAG se acumulan en oleosomas, organulos intracelulares comprendidos por
una matriz de TAG rodeada de una monocapa de fosfolipidos y proteinas especializadas
(Parthibane et al., 2012). La cantidad de aceite almacenado en las diferentes especies de plantas es
muy variable, oscilando entre el 1 y el 60% del peso seco de la semilla (Ohlrogge y Browse,
1995; Venegas-Calerdn et al., 2015). En concreto, las semillas de girasol se caracterizan por tener
un alto contenido en aceite que supone alrededor del 50% (p/p) (Autino et al., 1993; Bockisch,
1998). Aunque los TAG se acumulan principalmente en las semillas y frutos, también se
encuentran en otras partes de las plantas como en el polen o en tejidos vegetativos (VVenegas-
Calerdn et al., 2015; Murphy et al., 2001; Li-Beisson et al., 2013; AOCS Lipid Library).
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Las propiedades caracteristicas de los aceites vegetales de cada planta vienen determinadas en
gran medida por la composicion de acidos grasos de sus TAG y por la disposicion o conformacion
estereoespecifica que ocupan éstos en la molécula de glicerol (Rodriguez-Barrdn, 2008, Bates y
Browse, 2012). En los TAG los &cidos grasos no estan esterificados al azar, aunque su
distribucién tampoco es absolutamente especifica (Baud y Lepiniec, 2010; McGarry, 2004). La
composicion de acidos grasos en las distintas posiciones vendra determinada principalmente por
la selectividad de la aciltransferasa implicada y la disponibilidad relativa de los diferentes acidos
grasos en el reservorio de acil-CoAs (McGarry, 2004; Ichihara, 1991). En los aceites de semillas,
los &cidos grasos saturados suelen ocupar las posiciones sn-1 y sn-3, los monoinsaturados suelen
distribuirse de forma relativamente uniforme y los poliinsaturados suelen ocupar las posiciones
sn-2 (Baud y Lepiniec, 2010; McGarry, 2004). Hay que destacar, que la composicion de la
posicion sn-2 tanto de los TAG como de los glicerofosfolipidos es de gran importancia, ya que
esta posicion facilita la absorcion de estos &cidos grasos como 2-monoacil-sn-gliceroles que se
utilizan en la resintesis de los TAG y de los glicerofosfolipidos, que se lleva a cabo después de la
absorcion de las grasas (FAO, 2012; Lehner y Kuksis, 1996).

Gracias a la biotecnologia, hoy en dia es posible modificar el perfil de &cidos grasos de los
aceites vegetales enriqueciéndolos con acidos grasos con efectos beneficiosos para la salud o bien
con acidos grasos que posean propiedades quimicas Utiles para la industria (Napier y Graham,
2010; Damude y Kinney, 2008). Con este fin, en los ltimos afios se han realizado considerables
esfuerzos por comprender las rutas metabdlicas implicadas en la biosintesis de lipidos,
identificando y caracterizando funcionalmente las enzimas implicadas en dichas rutas y
determinando las contribuciones relativas de las mismas (Napier et al., 2014; Napier y Graham,
2010; Clemente y Cahoon, 2009; Cahoon et al., 2007).

1.2.4. GLICEROFOSFOLIPIDOS

Los glicerofosfolipidos son lipidos cuya estructura basica consiste en una molécula de glicerol
esterificada normalmente con acidos grasos en posiciones sn-1, sn-2 0 ambas y con un grupo
fosfato o fosfonato en sn-3 (Fahy et al., 2011). Aunque normalmente los grupos hidroxilos de las
posiciones sn-1 y sn-2 estan acilados con &cidos grasos, también hay glicerofosfolipidos
enlazados con alquilos o 1Z-alquenilos. De igual forma, aungue el grupo fosfato o fosfonato se
suele encontrar en posicion sn-3, existen algunos glicerofosfolipidos con este grupo en posicion
sn-1 (Fahy et al., 2009). Cuando una de las posiciones, sn-1 0 snh-2, se encuentra ocupada por un
grupo hidroxilo, el compuesto derivado se denomina liso-compuesto; por ejemplo,
lisofosfatidilcolina (LPC).

Estas moléculas tienen caracter anfipatico debido a que las cadenas de acidos grasos
constituyen colas hidrofébicas mientras que el &cido fosforico esterificado constituye una cabeza
polar (Schmid et al., 1997). La esterificacion del acido fosférico en la posicion sn-3 confiere
asimetria a la molécula (Figura 7), de forma que el segundo carbono de los glicerofosfolipidos es
un centro quiral.

Los glicerofosfolipidos son elementos estructurales indispensables de las membranas celulares,

estan implicados en la sintesis de diversas moléculas, entre ellas los TAG, y actian ademas como
sefiales moleculares regulando algunos eventos metabolicos.
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Figura 7. Ejemplo de un glicerofosfolipido. Los sustituyentes mas comunes en la
posicién x son la N,N,N-trimetiletanolamina o colina, la etanolamina, el glicerol, el
aminodcido serina o el polialcohol inositol. El acido fosfatidico o fosfatidato, donde
no existe sustituyente en la posicion x, también es un componente comun de esta
familia de compuestos.

Los distintos tipos de fosfolipidos se clasifican segun la naturaleza de sus grupos de cabeza
polar. Los glicerofosfolipidos mas relevantes en plantas son:

Acido fosfatidico o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosfato (PA)

El 4cido fosfatidico es un DAG con un grupo fosfato esterificado en posicion sn-3, que le
confiere carga negativa (lipido aniénico). A pesar de no ser un fosfolipido muy abundante en
plantas es extremadamente importante como intermediario en la biosintesis de TAG y fosfolipidos
asi como segundo mensajero, modulando el crecimiento y el desarrollo de la raiz y los tubos
polinicos y regulando la respuesta a humerosos estreses bidticos y abidticos (Dormann, 2005;
Ohlrogge y Browse, 1995; Testerink y Munnik, 2005 y 2011). En las plantas, el PA se sintetiza
principalmente tras la accién catalitica de la enzima fosfolipasa D (PLD) sobre los fosfolipidos de
membrana pero también puede producirse mediante la accidén secuencial de la fosfolipasa C
(PLC) y la diacilglicerol quinasa (DGK) (Arisz et al., 2009; Munnik y Testerink, 2009). Ademas,
puede ser sintetizado a partir de &cido lisofosfatidico (LPA) tanto en el reticulo endoplasmico
(Kim et al., 2005) como en el cloroplasto (Kim y Huang, 2004; Yu et al., 2004).

Fosfatidilcolina o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosforilcolina (PC)

La fosfatidilcolina es un molécula con geometria molecular casi cilindrica, que deriva de PA
con una molécula de colina esterificada al grupo fosfato. Se trata de un fosfolipido con carga total
cero o0 zwitteridnico en un amplio rango de pH (AOCS Lipid Library). Es el principal fosfolipido
de la mayoria de las membranas eucariotas. Tiene la capacidad de formar espontaneamente
bicapas en las que las colas lipidicas estan enfrentadas entre si y los grupos de cabeza polar se
encuentran dirigidos hacia la fase acuosa (van Meer et al., 2008). Este fosfolipido es el sustrato
sobre el que se producen maltiples modificaciones sobre los acidos grasos como desaturaciones,
hidroxilaciones, y epoxidaciones, y estd implicado en el suministro de estos &cidos grasos
modificados para la sintesis de TAG (Wickramarathna et al., 2015; Bates, 2016). La principal ruta
de sintesis de novo de PC en animales y plantas implica la accién de la enzima CDP-
colina:diacilglicerol colinafosfotransferasa (DAG-CPT) que cataliza la transferencia del grupo
fosfocolina desde la citidinadifosfocolina (CDP-colina) a DAG (Vogel y Browse, 1996; AOCS
Lipid Library).

Fosfatidiletanolamina o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosforiletanolamina (PE)

Tras PC, es el segundo fosfolipido mas abundante en animales y plantas, donde forma parte de
las membranas, principalmente de la cara citosolica de la membrana plasmatica. Se trata también
de un fosfolipido zwitteriénico en un amplio rango de pH (AOCS Lipid Library). Su estructura es
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similar a la de PC pero con una pequefia molécula de etanolamina sustituyendo la colina, lo cual
hace que este fosfolipido adquiera una geometria molecular cdnica. Debido a esta geometria, la
inclusion de este fosfolipido en las bicapas de PC ejerce una presion lateral que proporciona a la
membrana cierta curvatura (van Meer et al., 2008). A través de su grupo amino ionizable puede
establecer puentes de hidrogeno con una amplia variedad de residuos aminoacidicos de las
proteinas de membrana, estabilizando la conformacion Optima de estas y preservando sus
funcionalidades (Gibellini y Smith, 2010). La principal ruta de sintesis de novo de PE en animales
y plantas se basa en la accién catalitica de la enzima CDP-etanolamina:diacilglicerol
etanolaminafosfotransferasa (DAG-EPT) que cataliza la transferencia del grupo fosfoetanolamina
desde la citidinadifosfoetanolamina (CDP-etanolamina) a DAG.

Fosfatidilserina o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosfo-L-serina (PS)

Este fosfolipido contiene el aminoacido serina esterificado al grupo fosfato. Se trata de un
fosfolipido acidico (lipido aniénico) con tres grupos ionizables: el grupo amino con carga positiva
y los grupos carboxilo y fosfato con carga negativa. Se localiza en la cara interna de las
membranas celulares, especialmente en las que constituyen el reticulo endoplasmico y el aparato
de Golgi, estando totalmente ausente en los cloroplastos (Vance y Steenbergen, 2005). Aunque
suele encontrarse en pequefias cantidades, juega un papel muy importante en las membranas ya
que, debido a su caracter anionico, puede interaccionar con las proteinas cargadas positivamente,
facilitando el contacto entre estas y sus receptores ligados a la membrana (AOCS Lipid Library).
Ademas, es precursor de otros fosfolipidos y esta implicado en el proceso de muerte celular
programada (apoptosis) (Cowan, 2006). EI mecanismo de biosintesis de PS varia entre las
distintas especies de plantas. Asi, en algunas plantas se ha descrito la sintesis de PS mediante la
accion catalitica de la enzima BE-PSS (Base-Exchange-type PS Synthase) que cataliza la reaccién
de intercambio de base en la que el grupo cabeza de un fosfolipido se intercambia por L-serina
pero también se han encontrado plantas que sintetizan PS mediante la actividad CD-PSS (CDP-
diacylglycerol-dependent PS Synthase) que utiliza citidina difosfato diacilglicerol (CDP-DAG) y
L-serina como substratos (Yamaoka et al., 2011).

Fosfatidilinositol o 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosforilinositol (PI)

Se trata de un fosfolipido acidico (lipido anidnico) cuya estructura deriva de PA con un grupo
inositol (un polialcohol ciclico) unido al grupo fosfato. Es un fosfolipido esencial en las células
eucaridticas (Antonsson, 1997; Nikawa y Yamashita, 1997; Jackson et al., 2000; Heilmann,
2016), pues ademas de formar parte de las membranas, el Pl y sus metabolitos regulan un
conjunto diverso de procesos celulares como el anclaje de proteinas, la transduccion de sefiales, la
exportacion de ARN mensajero (ARNmM) desde el ndcleo, el trafico de vesiculas y también sirven
como reservorios de segundos mensajeros (Gardocki et al., 2005). Por lo tanto, incluso una
modesta regulacion de la sintesis de Pl podria tener un profundo impacto biol6gico y, de hecho,
en diferentes estudios en plantas se han observado importantes cambios fenotipicos cuando se
perturba el metabolismo de Pl (Gardocki et al., 2005; Heilmann, 2016; Gerth et al., 2017). En
plantas se sintetiza partir de PA mediante una secuencia de reacciones enzimaticas dependientes
de CDP-DAG.

1.3. BIOSINTESIS DE LIPIDOS EN PLANTAS

1.3.1. BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS

La sintesis de novo de acidos grasos en plantas tiene lugar en el cloroplasto de los tejidos
verdes y en los plastidios de semillas y tejidos no verdes con la participacion de dos sistemas
multienzimaticos: la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa; Konishi et al., 1996) y la sintasa de acidos
grasos (FAS, Fatty Acid Synthase; Brown et al., 2006; Harwood, 2005).
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La ruta comienza con la generacion de malonil-CoA a partir de acetil-CoA vy bicarbonato por
medio de una reaccion dependiente de ATP (adenosin-5'-trifosfato) que cataliza la ACCasa
(Sasaki y Nagano, 2004). En la naturaleza se han encontrado dos tipos de ACCasa, la tipo | u
homomeérica y la tipo Il o heteromérica. La mayoria de las plantas contienen la ACCasa tipo | en
el citosol y la tipo 11 en los plastidios, si bien algunas plantas como las pertenecientes a la familia
de las gramineas (Poaceae) contienen la tipo | tanto en los plastidios como en el citosol (Sasaki y
Nagano, 2004). EI complejo multienziméatico ACCasa estd compuesto por una biotina carboxilasa
(BC), una proteina transportadora de biotina y carboxilo (BCCP), y una carboxiltransferasa (CT).
La primera reaccion de este complejo estd catalizada por el dominio BC y consiste en la
transferencia de una molécula de didxido de carbono desde el bicarbonato al grupo prostético de
la BCCP, utilizando para ello ATP. La segunda reaccion, catalizada por el dominio CT, consiste
en la transferencia del grupo carboxilo desde BCCP a acetil-CoA produciendo una molécula de
malonil-CoA (Harwood, 1996). A continuacion, el grupo malonil del malonil-CoA es transferido
al grupo tiol de la ACP (Acyl Carrier Protein, proteina portadora de acilos) mediante la accion de
la malonil-CoA:ACP transacilasa (MCAT; EC 2.3.1.39) formandose malonil-ACP (Ohlrogge y
Browse, 1995). A partir de este punto, la cadena de acilos en crecimiento queda unida a ACP
mediante enlace tioéster con el grupo tiol que se encuentra en el grupo prostético (4’-
fosfopanteteina) de la ACP.

Los siguientes pasos de esta ruta estan catalizados por el complejo multienziméatico FAS que
realiza la elongacidn de las cadenas de &cidos grasos hasta 16 o 18 carbonos a través de la adicion
de dos unidades de carbono que son donados por el malonil-ACP (Slabas et al., 2001). Existen
dos tipos de complejos FAS, la tipo | y la tipo Il. La FAS tipo I, encontrada en levaduras,
animales y en algunas bacterias, consiste en un polipéptido multifuncional que contiene todos los
centros de reaccion necesarios para la sintesis de &cidos grasos (Wakil et al., 1983; Smith et al.,
2003). La FAS tipo Il, encontrada en procariotas y plantas, consiste en polipéptidos individuales y
monofuncionales que catalizan cada uno un paso individual de la ruta (Figura 8; White et al.,
2005; Brown et al., 2006).

La elongacion de las cadenas de acilo implica ciclos repetitivos de condensacion, reduccion,
deshidratacion y reduccién en los que intervienen las siguientes enzimas (Ohlrogge y Browse,
1995):

»  p-cetoacil-ACP sintasa (KAS, EC 2.3.1.41).

»  p-cetoacil-ACP reductasa (KAR, EC 1.1.1.100).

»  p-hidroxiacil-ACP deshidratasa (HAAD, EC 4.2.1.54-61).
»  Enoil-ACP reductasa (ENR, EC 1.3.1.9).

La condensacion inicial entre malonil-ACP y acetil-CoA da lugar a 3-cetobutiril-ACP y una
molécula de dioxido de carbono mediante una reaccion catalizada por la enzima KAS Il
(Jaworski et al., 1989). Posteriormente, el grupo ceto del 3-cetobutiril-ACP es reducido a 3-
hidroxibutiril-ACP, en una reaccion dependiente de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reducido (NADPH) catalizada por la enzima KAR. A continuacion, actua la enzima HAAD que
cataliza la deshidratacion del producto hidroxilado generando crotonil-ACP (enoil-ACP).
Finalmente, el crotonil-ACP es reducido a butiril-ACP en una reaccion catalizada por la enzima
ENR, obteniéndose asi en este primer ciclo un acil-ACP saturado de 4 carbonos (Figura 8).
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Figura 8. Reacciones implicadas en la sintesis de acidos grasos. En el proceso existen tres
puntos clave. La primera reaccién de condensacion llevada a cabo por la KAS 11l donde el
malonil-ACP y el acetil-CoA se condesan. La segunda reaccion llevada a cabo por la KAS | en
la que tras varias reducciones y una deshidratacion se forma palmitil-ACP. La tercera reaccion,
en la que se forma estearil-ACP a partir de palmitil-ACP, es llevada a cabo por la enzima KAS
Il (Harwood, 2005).

El butiril-ACP vuelve entrar en el ciclo previamente descrito comenzando con una
condensacion con malonil-ACP y este ciclo se repite 6 veces mas obteniéndose un producto de 16
carbonos (16:0-ACP). En estos ciclos la isoforma de la enzima que cataliza la condensacion
inicial es KAS |, que reemplaza a KAS Ill en el complejo enziméatico tras la primera
condensacion. Parte del 16:0-ACP va a sufrir un ciclo adicional dando lugar a 18:0-ACP,
interviniendo en este caso la isoenzima KAS II. Ademas de KAS I, Il y 11l en algunas plantas se
han descrito isoenzimas adicionales de KAS, como la isoenzima KAS IV encontrada en ciertas
especies de Cuphea que participa en la condensacion de acidos grasos de cadena media de 8 al2
carbonos (Dehesh et al., 1998).

En general, una vez que la cadena de acil-ACP llega a 16 o 18 4&tomos de carbono es sustrato
para distintas reacciones en el plastidio. Gracias a la accion catalitica de la enzima soluble
estearil-ACP desaturasa (SAD), localizada en el estroma del plastidio, la mayor parte del 18:0-
ACP sintetizado es eficientemente desaturado en posicion A9 dando lugar a oleil-ACP (18:1°%-
ACP) (Ohlrogge y Browse, 1995; Li-Beisson et al., 2013). Normalmente esta desaturasa tiene
mayor actividad relativa que KAS 11, lo que explica la menor acumulacion de 18:0 que de 16:0 en
plantas (Harwood, 1996).
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En plantas, las cadenas de acilo recién sintetizadas pueden incorporarse a glicerolipidos y
glicerofosfolipidos mediante dos rutas diferentes, la procaridtica y la eucaridtica.

La ruta procaridtica tiene lugar en los plastidios. En ella la sintesis de glicerolipidos ocurre
mediante aciltransferasas plastidiales que utilizan los acil-ACPs sintetizados en el estroma del
plastidio (Ohlrogge y Browse, 1995; Dérmann, 2005).

La ruta eucariotica se ubica en el RE, mitocondria y aparato de Golgi. En esta ruta intervienen
aciltransferasas extraplastidiales que utilizan acil-CoAs exportados desde el plastidio (Harwood,
1996). La transferencia de los grupos acilos de nueva sintesis desde el plastidio al RE ocurre a
través del reservorio de acil-CoAs en el citosol. Para ello, en un primer paso, las acil-ACP
tioesterasas plastidiales (FAT-A para el oleato y FAT-B para los &cidos grasos saturados de
acuerdo a Jones et al., 1995), hidrolizan los acil-ACPs dando lugar a acidos grasos libres.
Posteriormente, estos acidos grasos se exportan al citoplasma, se esterifican para formar acil-
CoAs mediante la accion catalitica de la acil-CoA sintetasa de acidos grasos de cadena larga
(LACS) para que puedan emplearse en reacciones biosintéticas o degradativas en distintas
localizaciones de la célula (Ohlrogge y Browse, 1995; Li-Beisson et al., 2013).

Otra ruta recientemente propuesta para la transferencia de los grupos acilos al RE, implicaria
que los grupos acilos recién sintetizados entren a formar parte de PC mediante la acilaciéon de
LPC en la membrana del plastidio. Con esta nueva propuesta serian estas moléculas de PC, en
lugar de los acil-CoAs, las que se usarian para transferir los grupos acilos del plastidio al RE
(Tjellstrom et al., 2012). Las propiedades de especificidad de las aciltransferasas de las dos rutas
difieren entre si, generando una distribucién de sus acidos grasos especifica en cada caso. Hay que
considerar que ambas rutas estan intimamente relacionadas, por cuanto el cloroplasto puede
utilizar PC, LPC, DAG y PA derivados de la ruta eucaridtica (Block et al., 2013).

1.3.2. BIOSINTESIS DE TRIACILGLICEROLES (TAG)
1.3.2.1. Ruta de Kennedy

La biosintesis de TAG se realiza en el RE y ocurre a través de varias rutas interconectadas.
Entre ellas destaca la ruta clasica de sintesis de TAG, dependiente de acil-CoA, pero también
estdn implicadas otras reacciones catalizadas por enzimas independientes de acil-CoA y
reacciones de edicion de acilos. La ruta clasica de sintesis de TAG, o ruta de Kennedy, fue
dilucidada por primera vez en 1961 en animales (Kennedy, 1961) e identificada posteriormente en
plantas (Barron y Stumpf, 1962). Esta ruta consiste en la acilacion secuencial del sn-glicerol-3-
fosfato (G3P) usando para ello grupos acilos procedentes de un reservorio de acil-CoAs. Este
reservorio se alimenta tanto de la sintesis de novo de &cidos grasos como de los grupos acilos
liberados tras el reciclaje de fosfolipidos (Figura 9).

En la primera reaccion de esta ruta, una glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT, EC 2.3.1.15)
cataliza la acilacién en la posicion sn-1 de una molécula de G3P con un grupo acilo del reservorio
de acil-CoAs dando lugar a LPA. En el paso siguiente, una lisofosfatidato aciltransferasa
(LPAAT; EC 2.3.1.51) cataliza la transferencia de un segundo grupo acilo a la posicién sn-2 de
LPA para formar PA. La especificidad de sustrato de esta enzima varia en funcion de la especie.
Por ejemplo, las enzimas LPAATS de colza (Brassica napus), girasol (Helianthus annuus) y lino
(Linum usitatissimum) favorecen a oleil-, linoleil- y a-linolenil-CoA respectivamente, mientras
que en otros cultivos oleaginosos, como el coco (Cocos nucifera) y la palma (Elaeis guinensis),
esta actividad favorece la incorporacion de acidos grasos de cadena media como el &cido
decanoico (10:0) o miristico (14:0). El glicerofosfolipido PA es un precursor para la sintesis de
otros glicerofosfolipidos, de forma que la especificidad de esta enzima también queda reflejada en
la composicion de estos lipidos. La tercera etapa la lleva a cabo una fosfatidato fosfatasa (PAP,
EC 3.1.3.4) que hidroliza el fosfato de la posicion sn-3 de PA dando lugar a la formacion de

18



I. Introduccion

DAG. Por altimo, un tercer acil-CoA es transferido a la posicion sn-3 del DAG mediante la accion
catalitica de la acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa (DGAT; EC 2.3.1.20) dando lugar a TAG.
Esta enzima se clond por primera vez en raton (Cases et al., 1998) y posteriormente en plantas
(Hobbs et al., 1999; Zou et al., 1999; Bouvier-Nave et al., 2000). Se han identificado dos
subfamilias de DGATSs de membrana alejadas evolutivamente, DGAT1 y DGAT?2 (Lardizabal et
al., 2001; Shockey et al., 2006; Kroon et al., 2006; Zhang et al., 2009; Liu et al., 2012). La
selectividad de sustrato de las DGATSs depende de diferentes factores, como la composicion de
acilos del reservorio de DAG, la concentracién de acil-CoAs y la temperatura (Lung y Weselake,
2006). En plantas DGAT1 parece ser la principal enzima en la acumulacion de aceite de semilla,
mientras que DGAT?2 parece tener un papel importante en la incorporacion de &cidos grasos
inusuales en TAG (Burgal et al., 2008; Shockey et al., 2006; Zhou et al., 2008; Li et al., 2010).
Aunque DGAT1 y DGAT?2 son las principales subfamilias, se han identificado en plantas otras
proteinas con actividad DGAT con secuencias completamente diferentes en las que no aparece
ninguno de los residuos conservados de DAGAT1 o DAGAT2 (Saha et al., 2006; Hernandez et
al., 2012; Durrett et al., 2010; Rani et al., 2010; Cao, 2011).

CoASH 1

GPAT ' \Q CoASH

LPAAT

PAP

DGAT I

CoASH

Figura 9. Esquema general de la ruta de Kennedy. GPAT: glicerol-3-fosfato:acil-CoA
aciltransferasa; LPAAT: lisofosfatidato:acil-CoA aciltransferasa; PAP: fosfatidato fosfatasa;
DGAT: diacilglicerol:acil-CoA aciltransferasa.

1.3.2.2. Biosintesis de triacilgliceroles (TAG) independiente de acil-CoA

Ademas de la ruta de Kennedy se han identificado rutas alternativas que dan lugar a la sintesis
de TAG en las que no estan implicadas moléculas de acil-CoA y en las que las moléculas de PC y
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DAG juegan un papel central (Beaudoin y Napier, 2004; Chapman y Ohlrogge, 2012; Li-Beisson
etal., 2013).

Uno de los mecanismos independientes de acil-CoA para la obtencién de TAG se basa en la
transacilacion de grupos acilos desde la posicion sn-2, o en menor medida desde sn-1, de un
fosfolipido como PC o PE a la posicion sn-3 de DAG, dando lugar a TAG vy al lisofosfolipido
correspondiente (Banas et al., 2000, 2013; Dahlqvist et al., 2000; Stahl et al., 2004). Esta reaccion
la cataliza la enzima fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa (Figura 10; PDAT, EC 2.3.1.158),
que se caracterizd por primera vez en levaduras y en preparaciones microsomales de semillas de
ricino (Ricinus communis), Crepis palaestina y girasol (Helianthus annuus) (Dahlqvist et al.,
2000). Los estudios de Dahlqvist et al. (2000) sugirieron que la PDAT podria desempefiar un
papel importante en la canalizacién de los &cidos ricinoleico y vernolico de PC a TAG en ricino 'y
Crepis palaestina, respectivamente. Posteriormente esta actividad se caracteriz6 en Arabidopsis,
encontrandose que ademas de utilizar diferentes fosfolipidos como donadores de acilos, AtPDAT
podia aceptar grupos acilos de 10 a 22 4tomos de carbono (Stahl et al., 2004). AtPDAT present6 la
maxima actividad con grupos acilos que contenian varios enlaces dobles, grupos epoxi o hidroxi
indicando que la especificidad de PDAT por acidos grasos inusuales no se limita exclusivamente
a las plantas que los producen (Stahl et al., 2004; Li et al., 2010). Estos resultados concuerdan con
la hipdtesis de que esta enzima juega un papel importante en la incorporacion de &cidos grasos
inusuales de fosfolipidos de membrana en TAG. Estudios posteriores, demostraron que PDAT y
DGAT son las dos enzimas principales que contribuyen a la sintesis de TAG de semilla en
Arabidopsis (Zhang et al., 2009) y Saccharomyces cerevisiae (Ghosal et al.,, 2007). La
contribucion relativa de estas dos enzimas a la composicion final de TAG puede variar no sélo
entre distintas especies de la misma familia, sino también en los diferentes estadios del desarrollo
de la semilla o en las distintas fases del crecimiento celular en levadura (Bana$ et al., 2013;
Ghosal et al., 2007; Sandager et al., 2002; Oelkers et al., 2002; Li et al., 2010). Se ha demostrado
que, al menos en Camelina sativa, PDAT no solo esta implicada en la sintesis de TAG sino
también en la respuesta a diferentes situaciones de estrés (Yuan et al., 2017).

En trabajos anteriores al descubrimiento de la actividad PDAT, realizados con mucosa
intestinal de ratas (Lehner y Kuksis, 1993), con ricino (Ricinus communis) (Mancha y Stymne,
1997) y con cartamo (Carthamus tinctorius) (Stobart et al., 1997), se sugirid la existencia de otra
reaccion de transacilacion que daba lugar a TAG. En dicha reaccion, se transferian grupos acilos
entre dos moléculas de DAG para generar TAG y MAG mediante una enzima que denominaron
diacilglicerol:diacilglicerol transacilasa (DAGTA). Ahora, esta actividad podria ser explicada, al
menos parcialmente, por la actividad enzimatica PDAT (Banas et al., 2013; Ghosal et al., 2007;
Stahl et al., 2004).
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PDAT

Figura 10. Reaccion de acilacion de diacilgliceroles por accion de la enzima
fosfolipido:diacilglicerol aciltransferasa (PDAT).

Para tener una vision global de la sintesis de TAG en plantas hay que considerar que las
moléculas inmediatamente precursoras de TAG son DAG y que estas constituyen un punto de
bifurcacion de rutas. Ademas de estar implicadas en la sintesis de TAG mediante la ruta de
Kennedy explicada en el apartado anterior o0 mediante la accion catalitica de PDAT explicada en
este apartado, estas moléculas estan implicadas en la sintesis de PC, que también es una molécula
clave en la sintesis de TAG. En las reacciones de sintesis de PC a través de DAG, intervienen la
diacilglicerol colina fosfotransferasa (DAG-CPT EC 2.7.8.2) (Slack et al., 1983; Kinney y Moore,
1987; Stobart y Stymne, 1985; Vogel y Browse, 1996) que cataliza la condensacion de CDP-
colina y DAG vy la fosfatidilcolina:diacilglicerol colinafosfotransferasa (PDCT) que cataliza la
reaccion de interconversion entre PC y DAG por transferencia del grupo fosfocolina (Lu et al.,
2009). Si bien, durante esta Gltima reaccion no se da una sintesis neta de PC, si se produce una
molécula de PC con una composicion de acilo diferente a la original.

La PC es una molécula clave en la sintesis de TAG porque los &cidos grasos esterificados en
su posicién sn-2 son susceptibles de experimentar distintas modificaciones, como desaturaciones,
hidroxilaciones, epoxidaciones y otras reacciones que dan lugar a acidos grasos inusuales (Hills y
Roscoe, 2006; Bates y Browse, 2011, 2012). Por ejemplo, en el RE de plantas superiores existen
desaturasas de 4acidos grasos dependientes de nicotinamida adenina dinucleétido reducida
(NADH), FADs (Fatty Acid Desaturases), que acttan sobre los acidos grasos esterificados en PC
dando lugar a PUFA (Sperling et al., 1993; Stymne y Appelqvist, 1978; Shamsi et al., 2012; Bates
y Browse, 2012). Asi, el oleico esterificado en posicion sn-2 de PC puede ser desaturado a &cido
linoleico (18:2%%'*) 'y posteriormente a a-linolénico (18:3"9°'%**°), mediante reacciones
catalizadas por la oleato desaturasa (FAD2) (Okuley et al., 1994) y la linoleato desaturasa (FAD3)
(Arondel et al., 1992), respectivamente. Otras desaturasas, como la A6 desaturasa de las
boraginaceas y de otras familias de plantas, introducen dobles enlaces en posiciones inusuales y
generan y-linolénico (18:3"°°%'%%) (Sayanova, 1997; Eckert et al., 2006). Otras modificaciones de
acidos grasos que se producen en PC son catalizadas por enzimas relacionadas evolutivamente
con las desaturasas, como la oleil hidroxilasa de Ricinus communis (RcFAH12), que introduce un
grupo hidroxi en la posicion A12 del 4cido oleico dando lugar a ricinoleico (12-OH 18:1°%)
(Moreau y Stumpf, 1981; Bafor et al., 1991; Van de Loo et al., 1995), la epoxigenasa de Crepis
palaestina, que introduce un grupo epoxi o la acetilenasa de Crepis alpina, que introduce un tripe
enlace (Lee, 1998; Napier, 2007).
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Una vez se han modificado los &cidos grasos esterificados a PC estos pueden volver al
reservorio de DAG mediante la accion catalitica de la DAG-CPT (Slack et al., 1983) o de la
PDCT (Lu et al., 2009). Las plantas pueden usar para la sintesis de TAG tanto estos DAG
enriquecidos con acidos grasos modificados como DAG de nueva sintesis (Bates y Browse, 2011
y 2012; Bates et al., 2009 y 2012). El reservorio principal de DAG usado para la sintesis de TAG
varia en funcién de la planta. Asi, mientras que en soja (Glycine max), cartamo (Carthamus
tinctorius) y Arabidopsis thaliana, la mayoria de los TAG formados se sintetizan a partir de DAG
derivado de PC, en otras especies como el cacao (Theobroma cacao) y cilantro (Coriandrum
sativum), parecen formarse mayoritariamente a partir de DAG sintetizado de novo (Bates et al.,
2009; Bates y Browse, 2012).

1.3.3. MECANISMOS DE EDICION DE ACILOS

Las aciltransferasas dependientes de acil-CoA usan para la biosintesis de glicerofosfolipidos y
TAG un reservorio de acil-CoAs que se nutre de dos flujos diferentes de acidos grasos:

> En una primera ruta, explicada en el apartado 3.1 de la introduccion, los acil-CoAs se
forman mediante la accion catalitica de la LACS, gracias a la cual los acidos grasos recién
sintetizados en el cloroplasto son esterificados con CoA y exportados fuera del plastidio
(Ohlrogge y Browse, 1995). Mediante esta ruta, el reservorio de acil-CoAs se enriquece
con &cidos grasos saturados y monoinsaturados.

» En una segunda ruta, se intercambian grupos acilos entre el reservorio de acil-CoAs y los
fosfolipidos a través de un mecanismo de edicion de acilos conocido como ciclo de Lands
(Lands, 1965), que proporciona al reservorio de acil-CoAs una variedad de acidos grasos
modificados a través de reacciones sobre PC. Los &cidos grasos modificados que se
generen dependeran de la especie vegetal.

El ciclo de Lands, tal y como se describi6 inicialmente, implica la hidrolisis del &cido graso en
posicién sn-2 o sn-1 de PC para formar LPC mediante la actividad fosfolipasa A2 (Figura 11,
PLA2, EC 3.1.1.4) y la posterior reacilacion de LPC usando acil-CoA como donador de acilo,
mediante la reaccion directa de la lisofosfatidilcolina aciltransferasa (LPCAT, EC 2.3.1.23). Para
que los &cidos grasos libres que se forman tras la accién catalitica de PLA2 se activen a acil-CoA,
se requiere la accion de la LACS (Figura 11; Das et al., 2001). Un mecanismo mas eficiente para
la transferencia directa de &cidos grasos desde PC al reservorio de acil-CoAs consiste en la
reaccion inversa de la LPCAT, aunque esta reaccion es termodindmicamente bastante menos
favorable que la reaccion directa (Stymne y Stobart, 1984; Bates et al., 2007, 2012; Lager et al.,
2013; Jasieniecka-Gazarkiewicz et al., 2016). Asi, con este ciclo se da una rapida desacilacion y
reacilacion de PC sin sintesis o degradacion neta, permitiendo un intercambio permanente de
grupos acilos entre PC y acil-CoAs (Li-Beisson et al., 2013; Bates et al., 2007, 2009; Bafor et al.,
1991; Bana$ et al., 1992). Debido a estos intercambios y a las modificaciones que sufren los
acidos grasos en PC, principal fosfolipido de las membranas vegetales, con este ciclo se
determinan también ciertas propiedades de las membranas celulares (Furukawa-Stoffer et al.,
2003).

Ademas de las actividades implicadas en el ciclo de Lands, recientemente, se ha descubierto en
levaduras (Stalgerg et al., 2008) y en plantas (Lager et al., 2015; Gigb et al., 2016) una actividad
que podria contribuir también a la edicion de acilos, la glicerofosfocolina aciltransferasa
(GPCAT, EC 2.3.1.B36). Esta actividad cataliza la sintesis de LPC mediante la acilacién de L-o-
glicerilfosforilcolina (L-a-GPC) usando como donadores de acilo tanto acil-CoA como LPC o
lisofosfatidiletanolamina (LPE).
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Figura 11. Esquema del intercambio de acilos a través del ciclo de Lands. PLA2: fosfolipasa
A2; LPCAT: lisofosfatidilcolina aciltransferasa; LACS: acil-CoA sintetasa de acidos grasos de
cadena larga.

Gracias a esta actividad, diferentes grupos acilos pueden insertarse en la posicién sn-1 de LPC
y posteriormente pasar a formar parte de la posicién sn-1 de PC mediante la reaccion catalizada
por la LPCAT (Lager et al., 2015; Gtab et al., 2016). Otra ruta que podria seguir la molécula de
LPC asi sintetizada seria la transacilacion con otra molécula de LPC creando PC y L-a-GPC,
reaccion catalizada por la lisofosfatidilcolina transacilasa (LPCT) (Lager et al., 2015). Asi, la
accion combinada de estas dos nuevas actividades, GPCAT y LPCT, proporciona una nueva ruta
de resintesis de PC tras de su desacilacion (Lager et al., 2015).

1.4. LISOFOSFATIDILCOLINA ACILTRANSFERASA (LPCAT)

Como vya se indicé en el apartado anterior, la enzima lisofosfatidilcolina aciltransferasa
(LPCAT, EC 2.3.1.23) cataliza la acilacién de LPC usando acil-CoA como donador de acilo y
esta implicada, junto con PLA2 (EC 3.1.1.4), en el mecanismo de edicién de acilos conocido
como ciclo de Lands (Lands, 1965). Mediante este mecanismo se intercambian los grupos acilos
que se encuentran en posicion sn-2, y en menor medida en sn-1, de PC con los grupos acilos del
reservorio de acil-CoAs. Gracias a este ciclo entran a formar parte del reservorio de acil-CoAs
acidos grasos modificados, ya que la molécula de PC es sustrato de enzimas que los modifican,
como epoxidasas, hidroxilasas, desaturasas, etc.

Yaen 1981, Stymne y Glad trabajando con preparaciones microsomales de soja (Glycine max)
demostraron que existia un intercambio de acilo entre PC y el reservorio de acil-CoAs (Stymne y
Glad, 1981). Tres afios mas tarde, se publicd un trabajo con preparaciones microsomales de
semilla cartamo (Carthamus tinctorius) que sugeria que este intercambio estaria catalizado por las
reacciones directa e inversa de una LPCAT, sin el concurso de ninguna PLAZ2 ni de ninguna
LACS (Figura 12; Stymne y Stobart, 1984). Posteriormente, esta actividad fue detectada en
extractos mitocondriales de patata (Solanum tuberosum) (Testet et al., 1996) y en el RE (Larsson
et al., 2007) y membranas externas de cloroplastos de Arabidopsis (Tjellstrom et al., 2012).
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Figura 12. Esquema del intercambio de acilos a través de la accién de la enzima
lisofosfatidilcolina aciltransferasa (LPCAT) en sus reacciones directa e inversa.

A pesar de la importancia de esta actividad, no ha sido hasta hace poco que las enzimas
correspondientes han sido clonadas y caracterizadas. Al igual que ocurre con otras lisofosfolipido
aciltransferasas (LPLATS), se han identificado enzimas LPCATS tanto de la familia 1-acilglicerol-
3-fosfato-O-aciltransferasa (AGPAT) como de la familia O-aciltransferasas de unién a membrana
(MBOAT) (Shindou et al., 2009). Miembros de la familia AGPAT catalizan la incorporacion de
un grupo acilo proveniente de un acil-CoA o acil-ACP en aceptores tales como G3P,
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) o distintos lisofosfolipidos (Shindou et al., 2009; Arroyo-Caro
etal., 2013).

Pertenecientes a esta familia se encontraron dos LPCATs de mamifero, LPCAT1 (Nakanishi et
al., 2006; Chen et al., 2006) y LPCAT2 (Shindou et al., 2007). LPCAT1 es una enzima de
expresion constitutiva, con funcion en la fisiologia respiratoria y LPCAT2 es una enzima
inducible por infeccion bacteriana, de importancia critica en la homeostasis de las células
inflamatorias. Ambas presentan motivos conservados descritos para las enzimas LPLATS, varios
dominios putativos de transmembrana y en los extremos C-terminales la secuencia KKXX de
localizacion en el RE (Nakanishi et al., 2006; Chen et al., 2006; Shindou et al., 2007). Estudios
con LPCAT1 de ratdon mostraron que ademas de poseer actividad LPCAT esta enzima presentaba
también actividad lisofosfatidilglicerol aciltransferasa (LPGAT, EC 2.3.1.22) (Nakanishi et al.,
2006) y actividad acetiltransferasa (Harayama et al., 2008). La actividad acetiltransferasa fue
mayor con lisofosfolipidos (aceptores de acetilo) cuya posicion sn-1 estaba ocupada por acidos
grasos de 16 carbonos que con los homdlogos de 18 carbonos (Harayama et al., 2008). En
estudios con LPCAT1 de rata en los que se ensay6 la actividad aciltransferasa con distintos
lisofosfolipidos, esta enzima mostré ademas de actividad LPCAT, cierta actividad LPGAT y
LPAAT y no mostré actividad significativa ni con LPE, ni con lisofosfatidilinositol (LPI), ni con
lisofosfatidilserina (LPS) (Chen et al., 2006).

Al igual que LPCAT1, la enzima LPCAT2 de ratdn también presentd, ademas de actividad
LPCAT, una significativa actividad acetiltransferasa que era mayor con lisofosfolipidos cuya
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posicién sn-1 estaba ocupada por &cidos grasos de 16 carbonos que con los homologos de 18
carbonos (Shindou et al., 2007). En cuanto a su actividad LPCAT, esta enzima presentd mayor
actividad con araquidonil-CoA (20:4%°%%¢!4_CoA) que con acil-CoAs de cadena media usando
liso-PAF (1-O-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina, lyso-platelet-activating factor) como aceptor
(Shindou et al., 2007).

En 2008 se identificé en humanos otra enzima perteneciente a la familia AGPAT, LPEAT2,
qgue presentd actividad aciltransferasa frente a LPC; si bien, su actividad LPCAT era
relativamente débil en comparacion con la actividad encontrada con otros lisofosfolipidos (Cao et
al., 2008). En base a la similitud de secuencia con LPCAT1 de mamifero se identificaron dos
proteinas homologas en Arabidopsis, AtLPEAT1 (At1g80950) y AtLPEAT2 (At2g45670). Ambas
mostraron una amplia especificidad de aceptor de acilo, entre ellos LPC, pero con preferencia por
LPE y en concreto por 18:1-LPE en comparacion con 16:0-LPE. En cuanto al donador de acilos
ambas mostraron preferencia por 16:0-CoA en ensayos con 18:1-LPE como aceptor (Stalberg et
al., 2009).

En el 2007 cinco laboratorios independientes identificaron en Saccharomyces cerevisiae la
primera LPCAT perteneciente a la familia MBOAT, que estaba codificada por el gen YOR175c
(también denominado LCA1, SCL4, LPT1 o ALE1) (Benghezal et al., 2007; Chen et al., 2007,
Jain et al., 2007; Riekhof et al., 2007; Tamaki et al., 2007). Esta enzima presentaba una amplia
especificidad de aceptor de acilo, entre los que se incluian LPA, LPC, LPE, LPI, LPS vy
lisofosfatidilglicerol (LPG), mostrando también actividad con lisofosfolipidos que no se encuentra
de forma natural como el liso-PAF. En cuanto a la especificidad de acil-CoA, esta enzima fue
capaz de aceptar dadores de acilo que contenian desde 2 a 20 4tomos de carbono, mostrando
preferencia por acil-CoA insaturados de 16 a 20 carbonos (Benghezal et al., 2007; Chen et al.,
2007, Jain et al., 2007; Riekhof et al., 2007; Tamaki et al., 2007). Este descubrimiento facilito el
camino para la identificacion de dos enzimas homdlogas en mamiferos pertenecientes a la familia
MBOAT, LPCAT3 y LPCAT4 (Hishikawa et al., 2008; Kazachkov et al., 2008; Zhao et al., 2008;
Jain et al., 2009; Matsuda et al., 2008; Gijon et al., 2008). Ambas pueden catalizar la acilacion de
diferentes lisofosfolipidos. LPCAT3, tanto de raton como de humano, es capaz de catalizar la
acilacion de LPC, LPS y LPE, mostrando una clara preferencia por LPC. Si bien en un estudio
realizado por Zhao et al. (2008) no se detect6 actividad LPEAT, son numerosos los estudios que
si la detectaron (Hishikawa et al., 2008; Kazachkov et al., 2008; Jain et al., 2009; Matsuda et al.,
2008; Gijon et al., 2008). Mientras que LPCAT3 muestra mayor actividad con acil-CoAs de
4cidos grasos poliinsaturados, 20:4%°¢8¢1el4e_CoA y 18:24%12.CoA (Zhao et al., 2008; Gijon et
al., 2008; Hishikawa et al., 2008; Kazachkov et al., 2008), LPCAT4 que s6lo posee actividad
LPCAT y LPEAT, muestra una clara preferencia por 18:1°%-CoA (Hishikawa et al., 2008).

También se han clonado e identificado homdlogos en plantas pertenecientes a la familia
MBOAT. Las primeras LPCAT clonadas en plantas pertenecientes a esta familia fueron las de
Arabidopsis, AtLPCAT1 (Atlg12640) y AtLPCAT2 (Atg63050) (Stahl et al., 2008). Al igual que
ocurre con otras enzimas LPCATSs, ademas de catalizar la reaccion usando LPC como aceptor de
acilo presentan afinidad, aunque menor, por otros aceptores como LPS, LPE y LPG (Stahl et al.,
2008). Estudios con dobles mutantes de estos genes en Arabidopsis, mostraron un impacto
moderado en la composicién de TAG de semilla en comparacion con las plantas silvestres,
detectandose una disminucién de PUFA y un aumento de 20:1*'. Esto podria explicarse por una
disminucién del flujo de 18:1 hacia PC para su desaturacion y una mayor disponibilidad del
mismo para su elongacion (Wang et al., 2012; Bates et al., 2012). La mutacion de estos genes
mostrd un claro impacto sobre el perfil de acil-CoA, confirmando la hipotesis ya propuesta por
Stymne sobre la relacion entre el reciclaje de PC y el reservorio de acil-CoAs (Stymne et al.,
1983; Wang et al., 2012). El andlisis del perfil de acil-CoA reveld alteraciones metabdlicas
complicadas; con un incremento de 18:1°*° y 20:1**'° y una disminucion de 16:0. Ademas, un
estudio en semillas de Arabidopsis con un triple mutante rodl/Ipcatl/Ipcat2 sugirié que en
conjunto, la edicion de acilos y la interconversion de PC y DAG mediada por PDCT,
proporcionan cerca de dos tercios del flujo de PUFA desde PC a TAG en esta planta (Bates et al.,
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2012). La aplicacion de la actividad LPCAT en la biosintesis de TAG quedo confirmada mediante
estudios in vitro e in vivo en un mutante dgatl de Arabidopsis. En estos estudios observaron que
la actividad LPCAT se veia aumentada en el mutante dgatl en comparacion con las plantas
silvestres y que este aumento de actividad era el principal responsable de la sintesis de TAG
mediada por PDAT (Xu et al., 2012). Mientras que las plantas dgatl mostraron una disminucion
moderada en el contenido de TAG, en el doble knockout con LPCAT2 se observd una fuerte
reduccidn, hecho que podia explicarse mediante una deficiencia para reacilar LPC y la reduccion
asociada del suministro de PC para la reaccién de sintesis de TAG catalizada por PDAT (Xu et
al., 2012).

En base a las secuencias aminoacidicas de Arabidopsis se identificaron en Brassica napus tres
LPCATs homologas pertenecientes a la familia MBOAT, BnLPCAT1-1, BnLPCAT1-2 y
BnLPCATZ2; siendo las dos primeras ort6logas de AtLPCATL1y la dltima de AtLPCAT2 (Zheng et
al., 2012). BnLPCAT1-1 y BnLPCAT2 se expresaban de forma constitutiva y ubicua en los
distintos 6rganos de la planta, presentaban una alta especificidad por acil-CoAs insaturados y
mostraban preferencia por LPC, aunque también eran capaces de usar liso-PAF como aceptor de
acilo (Zheng et al., 2012). Zheng et al. (2012), en base a estudios anteriores realizados por Chen et
al. (2007), describieron ademés una técnica muy UGtil que permite la identificacion de genes
LPCAT. Esta técnica estd basada en la complementacion de la actividad aciltransferasa por
expresion heteréloga de los genes putativos en un mutante de levadura, denominado Y02431,
alel, IcalA o slc4, que es hipersensible al liso-PAF.

En 2013 se caracterizé en Ricinus communis una LPCAT que mostré una clara preferencia por
18:1-CoA en comparacion con el acido graso inusual 18:1-OH-CoA (ricinoleil-CoA) (Arroyo-
Caro et al., 2013). Este resultado estaba en concordancia con el hecho de que este Gltimo acido
graso se encuentra principalmente en TAG de semilla, donde supone hasta un 90% del total de
acidos grasos (Moreau y Stumpf, 1981; McKeon et al., 1999: Bafor et al., 1991; Van De Loo et
al., 1995), quedando excluido de los fosfolipidos de membrana (Stahl et al., 1995). Es decir, la
poca presencia de este &cido graso en los fosfolipidos de membrana se puede explicar en parte
mediante la reaccion LPCAT, ya que esta enzima no toma este acido graso del reservorio de acil-
CoAs para su reincorporacién en PC. Estos resultados coinciden ademas con estudios previos
realizados con acidos grasos (Lin et al., 2002) o acil-CoAs (Bafor et al., 1991) marcados en
microsomas de semillas, donde la monitorizacion de la formacion de PC indicd una pobre
incorporacién de 18:1-OH en PC en relacion con otros acidos grasos, en particular con 18:1.
Analisis de especificidad de sustrato aceptor de acilo indicaron que esta enzima ademas de acilar
LPC también era capaz de acilar liso-PAF, mostrando incluso mayor actividad frente este
compuesto, cuyo grupo acilo estda unido por un enlace éter, que la mostrada con otros
lisofosfolipidos con el grupo acilo unido por enlace éster, como LPE o LPA (Arroyo-Caro et al.,
2013).

Una vez identificados los genes LPCATS de distintas plantas, la capacidad de esta enzima para
catalizar su reaccion inversa, que ya habia sido demostrada mediante ensayos in vitro en
microsomas aislados de tejidos vegetales y animales (Stymne y Stobart, 1984), fue confirmada
con microsomas de levadura que los sobreexpresaban (Lager et al., 2013; Pan et al., 2015;
Jasieniecka-Gazarkiewicz et al., 2016). Lager et al., usando preparaciones microsomales,
confirmaron mediante ensayos in vitro que LPCATs de distintas plantas podian catalizar un
intercambio de acilo mediante su reaccion directa e inversa y ademas observaron que la
selectividad de acilo en ambas direcciones podria ser diferente (Lager et al., 2013). LPCATSs de 5
plantas de diferentes especies incorporaban grupos acilos en la posicion sn-1y sn-2 de LPC con
preferencia por &cidos grasos insaturados de 18 carbonos que por ricinoleico mientras que en la
reaccion inversa estas enzimas prefirieron sn-1-palmitil-sn-2-ricinoleil-PC que sn-1-palmitil-sn-2-
oleil-PC (Lager et al., 2013). Esto puede explicarse porque en la reaccion directa los grupos acilos
se encuentran formando parte de una molécula soluble mientras que en la reaccién inversa estos
se encuentran en un lipido de membrana, haciendo que la presentacion del grupo acilo sea muy
diferente para cada caso (Lager et al., 2013; Jasieniecka-Gazarkiewicz et al., 2016).
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Hay que destacar que la alta especificidad con &cidos grasos hidroxilados en la reaccion
inversa de la LPCAT puede evitar efectos adversos sobre las membranas de estas plantas al
eliminar los acidos grasos oxidados de los lipidos de la membrana (Bates, 2016; Lager et al.,
2013). Ademés de poseer especificidades de acilo diferente estas enzimas también pueden
presentar una especificidad de lipido diferente en ambas direcciones.

Otra de las investigaciones que evidenciaron la capacidad de esta enzima para operar de forma
reversible fueron las realizadas por Pan et al. (2015) con un mutante de levadura sin capacidad de
sintesis de TAG y con una actividad LPCAT extremadamente baja. En sus estudios in vivo
demostraron que la coexpresion de FAD2, FAD3, DGAT1-1 y LPCATL1 de lino (Linum
usitatissimum) en este mutante de levadura hacia aumentar significativamente el nivel de PUFA
en TAG a la vez que disminuia en los fosfolipidos, en comparacion con los niveles obtenidos al
expresar Unicamente las desaturasas y DGAT1-1. Una explicacién razonable para este resultado
era que los grupos acilos poliinsaturados formados en PC estuvieran pasando al reservorio de acil-
CoAs mediante la reaccion inversa de la LPCAT, haciendo que éstos estuvieran disponibles para
la sintesis de TAG mediada por DGAT.

En 2015 se identificaron dos genes en Nicotiana benthamiana con actividad LPCAT,
NbLPCAT1 y NbLPCAT2 (Zhang et al., 2015). Mientras NbLPCAT1 presento preferencia por
LPC frente a otros lisofosfolipidos, NboLPCAT2 mostré ser una LPAAT con cierta actividad
LPCAT. A diferencia de otras LPCATSs de plantas estudiadas previamente, como la de Ricinus
communis cuyo maximo nivel de expresion se encontré en semillas en desarrollo (Arroyo-Caro et
al., 2013) o la LPCAT1-1 de Brassica napus cuyo nivel de expresién mas alto se encontré en
plantulas de una semana (Zheng et al., 2012), el maximo nivel de expresion de los genes LPCATs
de Nicotiana benthamiana se encontré en flores (Zhang et al., 2015). Estas diferencias en los
niveles de expresion en distintos tejidos de los genes LPCATSs sugiere que estos podrian tener
distintas funciones en el desarrollo de plantas y en el metabolismo de lipidos (Zhang et al., 2015).

En conjunto todos los estudios coinciden en que la actividad LPCAT es necesaria para la
acilacion de LPC en el ciclo de edicion de acilos y en que estd implicada ademas en la
desacilacién de PC, desempefiando un importante papel en la determinacion de la composicion de
acidos grasos de lipidos de membrana y de TAG. Como los estudios en Arabidopsis mostraron
gue PDCT y LPCAT son las principales enzimas que controlan el flujo de acidos grasos a través
de PC (Bates et al.,, 2012) y es en esta molécula donde los acidos grasos experimentan
modificaciones, es de esperar, que el conocimiento de ambas enzimas pueda ser de gran utilidad a
la hora de disefiar un aceite vegetal con un perfil lipidico adaptado a distintas aplicaciones.

1.5. FOSFATIDILCOLINA:DIACILGLICEROL
COLINAFOSFOTRANSFERASA (PDCT)

La enzima fosfatidilcolina:diacilglicerol colinafosfotransferasa (PDCT) cataliza la
interconversion entre DAG y PC mediante el intercambio del grupo fosfocolina, generando
nuevas moléculas de PC y de DAG (Figura 13).
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PDCT

Figura 13. Reaccion de intercambio de grupos fosfocolinas por accion de la enzima
fosfatidilcolina:diacilglicerol colinafosfotransferasa (PDCT).

La primera PDCT descrita fue la de Arabidopsis thaliana, que es codificada por el gen ROD1
(Reduced Oleate Desaturation 1) (Lu et al., 2009). Esta proteina fue identificada analizando una
serie de mutantes de Arabidopsis entre los que destacd uno, que denominaron rodl, que
presentaba una disminucion del 40% en el nivel de PUFA en TAG y un aumento de estos &cidos
grasos en PC, en comparacion con los niveles encontrados en las plantas silvestres. Como ya era
conocido que los acidos grasos insaturados se sintetizaban en PC mediante reacciones catalizadas
por las enzimas desaturasas de acidos grasos FAD2 y FAD3 (Wallis y Browse, 2002), estos
resultados sugerian que la mutacién rodl podria estar produciendo una disminuciéon de la
transferencia de 18:1 a la molécula de PC para su desaturacion. Tras obtener la secuencia
aminoacidica de esta nueva proteina, se observé que presentaba cierta homologia con la proteina
fosfatidil:ceramida colinafosfotransferasa (SMS, EC 2.7.8.27) de mamiferos, que cataliza la
transferencia del grupo fosfocolina desde PC a ceramida. Las plantas no contienen ceramida, pero
la estructura de esta molécula es similar a la del DAG, lo cual constituia una prueba que indicaba
gue ROD1 podria catalizar la transferencia del grupo fosfocolina de PC al DAG. Esta hip6tesis
termind por confirmarse mediante diferentes ensayos de actividad, que indicaron que sélo el
grupo fosfocolina en PC era accesible para esta nueva enzima. Esta proteina se clasificé dentro de
la familia fosfatasa/fosfotransferasa de lipidos (LPT, lipid phosphatase/phosphotransferase) al
encontrarse en su secuencia los dominios C2 (SGH) y C3 (SRXXXXXHXXXD) caracteristicos
de esta familia (Sigal et al., 2005). Ademas, mediante programas de prediccién topoldgica se
identificé como una proteina integral de membrana.

De los estudios anteriores se deducia que PDCT podia tener un papel importante canalizando
hacia TAG los &cidos grasos hidroxilados (HFA, Hydroxylated Fatty Acids) generados en PC, a
traveés de la sintesis de la molécula precursora DAG. Para probar esta hipotesis se expreso en el
mutante rodl de Arabidopsis y en plantas silvestres la hidroxilasa de ricino (RCFAH12), que
cataliza la introduccion de un grupo hidroxi en el acido oleico esterificado en PC. Los resultados
de este estudio mostraron que el mutante rodl expresando RcFAH12 presentaba una fuerte
disminucién de HFA en TAG en comparacion con la planta silvestre expresando RcFAH12.
Ademas, se puso de manifiesto que la actividad PDCT era necesaria para conseguir un
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metabolismo eficiente de estos &cidos grasos en las semillas transgénicas de Arabidopsis (Hu et
al., 2012).

Posteriormente, en base a la secuencia ya conocida de AtROD1, se identificO una enzima
homologa en ricino (Ricinus communis), que al expresarse en el mutante de Arabidopsis rodl era
capaz de recuperar la composicion de acidos grasos en semilla de la planta silvestre (Hu et al.,
2012). Mediante ensayos de actividad se observo que tanto RcROD1 como AtRODL1 presentaban
mayor actividad PDCT con PC de soja (Glycine max), que posee un alto contenido en 18:2, que
sn-1-ricinoleil-sn-2-ricinoleil-PC y que, en ambos casos, RcROD1 presentaba mayor actividad
gue AtROD1 (Hu et al., 2012). Con el fin de demostrar que RcRODL era capaz de incrementar la
acumulacién de HFA, este gen se coexpresd con RcFAH12, tanto en el mutante rod1l como en la
planta silvestre. En este estudio se encontrd que el mutante rod1 expresando RcROD1y RcFAH12
tenia unos niveles de HFA parecidos a los de la planta silvestre expresando s6lo RcFAH12,
mientras que en la planta silvestre expresando ambas enzimas los niveles de HFA encontrados
fueron aproximadamente el doble que los encontrados en la planta silvestre expresando sélo
RcFAH12. Analizando las distintas especies moleculares de TAG y las composiciones de &cidos
grasos de TAG y de PC durante el desarrollo de las semillas de Arabidopsis, llegaron a la
conclusion de que la actividad PDCT canalizaba los HFA de PC a DAG, incrementando asi el
contenido de estos &cidos grasos en TAG. Otra caracteristica clave observada para esta enzima fue
que conseguia recuperar parcialmente el bajo contenido en aceite de las semillas que expresaban
RcFAH12 (Hu et al., 2012).

Una investigacion reciente en Arabidopsis mostré que la accion combinada de PDCT y
LPCATSs es responsable de la canalizacion hacia TAG de cerca de dos tercios de PUFA en esta
especie. En este estudio se observd que en el triple mutante rodl/Ipcatl/Ipcat2 se obtenia una
pronunciada disminucion de PUFA en TAG de semilla en comparacion con las plantas silvestres
y que esta disminucion era mucho mayor que la que se obtenia en el doble mutante Ipcatl/Ipcat2
0 en el mutante rodl; sugiriéndose que la edicién de acilos y la accién catalitica de PDCT
constituyen las vias principales de suministro de acidos grasos modificados en PC para la sintesis
de TAG (Wickramarathna et al., 2015; Bates et al., 2012; Lager et al., 2013).

Poco después, se aislaron y caracterizaron dos genes PDCT de lino (Linum usitatissimum),
LUPDCT1 y LuPDCT2, que mostraron una alta expresion en embriones en desarrollo
(Wickramarathna et al., 2015). En estudios de complementacién con el mutante de Arabidopsis
rodl estas enzimas fueron capaces de restaurar los niveles de PUFA en la planta. Ademas, cuando
se coexpresaron en Saccharomyces cerevisiae junto con las desaturasas de acidos grasos, FAD2 y
FAD3, se observo un aumento del nivel de PUFA (Wickramarathna et al., 2015).

En conjunto, todos estos resultados evidencian que PDCT desempefia un papel crucial en la
determinacion del perfil de acidos grasos en los lipidos de semilla, ya que su accién catalitica
permite que los grupos acilos esterificados en DAG de nueva sintesis pasen a formar parte de PC,
donde estos pueden sufrir posteriores modificaciones (hidroxilaciones, desaturaciones,
epoxidaciones, etc.). Ademas, parece ser que la mayoria de los acidos grasos modificados en PC
vuelven a DAG gracias también a la actividad PDCT (Lu et al., 2009; Hu et al., 2012; Bates y
Browse, 2012). Asi, gracias a la accion catalitica de PDCT se genera un reservorio de DAG
derivado de PC que puede ser usado para la sintesis de TAG y que tiene una composicion de acilo
diferente a la del reservorio de DAG de novo (Bates, 2016).

Es importante tener en cuenta que los TAG ricos en &cidos grasos modificados pueden
producirse no s6lo mediante la sintesis de DAG derivado de PC si no también mediante la sintesis
de DAG de novo combinada con la edicion de acilos. En la actualidad solo se tiene informacion
sobre la contribucion relativa de cada una de estas vias a la sintesis de TAG para algunas plantas
(Bates, 2016; Bates y Browse, 2012). Por ejemplo, en soja se llevaron a cabo estudios en
embriones en desarrollo que mostraron que el reservorio de DAG de novo tenia una composicion
de acilo diferente y era cinéticamente distinto del reservorio de DAG utilizado para la sintesis de
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TAG y que la composicién de acilo de los TAG era mas parecida a la composicién de acilo de PC
que a la composicion de los DAG de novo. Ademas de esto, observaron que al afiadir [*C]-
glicerol, el flujo principal de esta molécula no fue hacia la sintesis de TAG mediante la ruta de
Kennedy sino hacia PC. Juntos, estos resultados sugirieron que al menos en soja, la sintesis de
TAG ocurre principalmente mediante el uso de DAG derivado de PC (Bates, 2016; Bates y
Browse, 2012; Bates et al., 2009).

Tras casi una década de estudio sobre esta enzima queda claro que se trata de una proteina
clave en la ruta de sintesis de TAG en plantas y todo apunta a que puede ser Util en el campo de la
bioingenieria de cultivos de especies oleaginosas, pudiendo usarse para aumentar los niveles de
PUFA, lo cual tendria numerosas aplicaciones en la alimentacion humana y de animales, en la
produccién de suplementos nutricionales y en la produccién de bioproductos industriales
(Wickramarathna et al., 2015). Por ello y por el nimero limitado de trabajos publicados sobre esta
enzima, se decidi6 incluir su estudio en esta tesis doctoral.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es caracterizar los mecanismos de intercambio de acilos
en la fraccion de fosfolipidos en semillas de girasol en desarrollo y estudiar su implicacion en la
sintesis del aceite. Para ello se abordaron los siguientes objetivos especificos:

10.

11.

12.

Clonar y caracterizar las secuencias de los genes codificantes de las enzimas LPCAT de
girasol (Helianthus annuus).

Estudiar los perfiles de expresion espacio-temporal de las distintas isoformas de LPCAT
de girasol.

Expresar heter6logamente los distintos genes HaLPCAT en levadura (Saccharomyces
cerevisiae).

Realizar estudios de complementacion en levaduras para confirmar la funcionalidad de
los mencionados genes.

Estudiar el impacto de la expresion de los genes HaLPCAT en la composicion de los
lipidos y conjunto de acil-CoA de levadura.

Estudiar el impacto de las enzimas LPCAT de girasol en la incorporacion de &cidos
grasos poliinsaturados a los lipidos de levadura.

Caracterizar in vitro las actividades de las enzimas HaLPCAT, estudiando la
especificidad de sustrato.

Complementar el doble mutante de Arabidopsis Ipcatl/Ipcat2 con las enzimas LPCAT
de girasol.

Clonar y caracterizar la secuencia de un gen codificante de la enzima PDCT de girasol.
Estudiar el perfil de expresién espacio-temporal de la isoforma clonada de HaPDCT.
Expresar heterélogamente el gen HaPDCT en levadura.

Caracterizar in vitro la actividad de la enzima PDCT de girasol, estudiando su
especificidad de sustrato.



Ill. Materiales y Métodos

I11. MATERIALES Y METODOS



Ill. Materiales y Métodos



Ill. Materiales y Métodos

3.1. MATERIALES

3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE CULTIVO
3.1.1.1. Escherichia coli

3.1.1.1.1. Estirpe de Escherichia coli

Para las clonaciones génicas se ha empleado la estirpe XL1-Blue MRF’ (Stratagene, EE. UU.),
cuyo genotipo es: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac [F" proAB lacl?Z4M15 Tn10 (Tet")]. El significado de las abreviaturas de los genotipos
se encuentra detallado en el Anexo 2.

3.1.1.1.2. Condiciones de cultivo

Los cultivos de E. coli, tanto en medio liquido como en medio s6lido, se incubaron a 37 °C en
un incubador orbital ecotron (Infors HT, Suiza) entre 12 y 16 h.

En medio liquido, las bacterias se cultivaron en tubos estériles con agitacion continua a 200
rpm. Las bacterias sin transformar se hicieron crecer en medio SOB (Super Optimal Broth)
suplementado con MgSQ, y/o tetraciclina (3.2.1.9.1.) y las bacterias transformadas en medio LB
(Luria-Bertani), suplementado con el antibidtico de seleccién adecuado en funcion del plasmido
usado en la transformacion.

Los cultivos en medio s6lido se realizaron en placas de Petri, con medios suplementados con
bacto™ agar (BD, EE. UU.) al 2% (p/v). Las bacterias sin transformar se hicieron crecer en medio
LB con tetraciclina y las bacterias transformadas en medio LB con ampicilina. En el caso de
emplear la seleccion de colonias recombinantes con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
galactopiranosido (X-Gal), el medio se suplement6 con este compuesto y con isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG).

La composicion de los medios y la seleccion de colonias recombinantes estan especificadas en
el apartado 3.1.4.1.1.

3.1.1.1.3. Conservacion del material bioldgico

Las cepas bacterianas se conservaron en placas de Petri a 4 °C durante un maximo de un mes.

Para la conservacion a largo plazo, se hizo crecer, durante toda la noche, una colonia aislada
en 2 ml de medio LB con ampicilina (3.1.4.1.1.) a 37 °C con agitacion continua a 200 rpm. Al dia
siguiente, 500 pl del cultivo se mezclaron con glicerol estéril a una concentracion final del 15%
(v/v) en un vial estéril con tampon de rosca, la mezcla se congelé con nitrégeno liquido y se
almaceno a -80 °C.

Cuando fue necesaria la siembra en nuevas placas, esta se realizo preferentemente a partir del
cultivo congelado, raspando algunas células de la superficie y evitando descongelar todo el
volumen contenido en el vial.

3.1.1.2. Saccharomyces cerevisiae

3.1.1.2.1. Estirpes de Saccharomyces cerevisiae

Para los ensayos de complementacion, las caracterizaciones funcionales de enzimas y los
andlisis lipidicos, se han empleado las estirpes de levaduras detalladas en la Tabla 3.
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Tabla 3. Estirpes de Saccharomyces cerevisiae empleadas en el presente trabajo.

Estirpe Sin6nimo Genotipo Fenotipo Referencia
Y02431 alel, BY4741 MATa his3A1 Actividad LPCAT reducida  European
lcalA, leu2A0 met15A0 ura3A0 Saccharomyces
yorl75¢c, o yorl75c::KanMX4 Cerevisiae archive
slc4 for functional
analysis
(EUROSCARF)
FBY4137 2A.SLCla  his3AI leu2A0 ura3A0 Doble mutante slcl/slc4d. No Benghezal et al.,
slcIA::kanMX4 viable sin un vector que 2007
yorl75c::LEU2 provea expresion de slc
pGREG546Gal::slcl
HJ901 ura3-52 his3-1 leu2-3, 112 No posee actividad Hjelmstad et al.,

trp1-289 cptl::LEU2 eptl-1 colinafosfotransferasa ni 1994
MATa SUC2 gal2 mal2 mel  etanolaminafosfotransferasa

S288C flol flo8-1 hap1l ho biol Mortimer y
bio6 Johnston, 1986

El significado de las abreviaturas de los genotipos se encuentra detallado en el Anexo 2.

3.1.1.2.2. Condiciones de cultivo

Las distintas estirpes de S. cerevisiae se cultivaron en un incubador orbital ecotron (Infors HT,
Suiza) a 30 °C. Para obtener cultivos en placas de Petri, los medios se suplementaron con bacto™
agar (BD, EE. UU.) al 2% (p/v) y las levaduras se incubaron de 24 a 72 h. En medio liquido, las
levaduras se cultivaron en matraces Erlenmeyer estériles y, para una aireacion y crecimiento
optimos, el medio constituyé no mas del 20% del volumen total del matraz. Los cultivos se
incubaron con agitacion continua a 200 rpm y durante el tiempo necesario para obtener la
densidad Optica deseada en cada caso.

Las levaduras sin transformar se hicieron crecer en medio rico YPD (Yeast Peptone Dextrose)
suplementado con una fuente de carbono adecuada, generalmente glucosa (3.1.4.1.2.). Las
levaduras recombinantes se hicieron crecer en medio minimo SC (Synthetic Complete) cuya
composicién en aminoacidos y bases nitrogenadas vario en funcion de la seleccion auxotréfica y
suplementado con una fuente de carbono adecuada (3.1.4.1.2.).

3.1.1.2.3. Conservacion del material biol6gico

Para su uso en fresco, las células de levadura se mantuvieron a 4 °C en placas de Petri durante
un maximo de tres meses.

Para su conservacion a largo plazo, primero se incubaron las levaduras a 30 °C con agitacion
continua a 200 rpm hasta obtener un cultivo en fase estacionaria. Posteriormente, en un vial esteéril
con tampon de rosca, se mezclaron 500 pl del cultivo con 500 pl de glicerol estéril al 30% (v/v) y
la mezcla se almacen6 a -80 °C.

Cuando fue necesaria una nueva siembra de levaduras, esta se realizé preferentemente a partir
del cultivo congelado, raspando algunas células de la superficie y evitando descongelar todo el
volumen contenido en el vial.
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3.1.1.3. Agrobacterium tumefaciens

3.1.1.3.1. Estirpe de Agrobacterium tumefaciens

La estirpe de A. tumefaciens que se emple6 para la transformacion de Arabidopsis thaliana fue
la GV3101/pMP90 (Invitrogen, EE. UU.; Koncz y Schell, 1986), cuyo genotipo es rpoH+ hrcA+
(Anexo 2). Esta cepa se emplea frecuentemente con vectores binarios para la transformacion de
dicha planta. Presenta resistencia a rifampicina y gentamicina por lo que suele emplearse con
vectores binarios que confieren resistencia a kanamicina, como es el caso del vector pBIN19::35S
(Sayanova et al., 1997).

3.1.1.3.2. Condiciones de cultivo

Los cultivos de A. tumefaciens, tanto en medio liquido como en medio sélido, se incubaron a
28 °C en un incubador orbital ecotron (Infors HT, Suiza) entre 12 y 16 h. En medio liquido, las
bacterias se cultivaron en tubos estériles con agitacién continua a 200 rpm y en medio s6lido se
cultivaron en placas de Petri, con medios suplementados con bacto™ agar (BD, EE. UU.) al 2%

(p/v) .

Las bacterias sin transformar se hicieron crecer en medio LB suplementado con rifampicina y
gentamicina y las bacterias transformadas en medio LB suplementado con rifampicina,
gentamicina y kanamicina (3.1.4.1.2.).

3.1.1.3.3. Conservacion del material biol6gico

Las cepas bacterianas se conservaron en placas de Petri a 4 °C durante un maximo de un mes.

Para la conservacion a largo plazo, se hizo crecer, durante toda la noche, una colonia aislada
en 2 ml de medio LB con rifampicina y gentamicina (3.1.4.1.2.) a 28 °C con agitacion continua a
200 rpm. Al dia siguiente, 500 pl del cultivo se mezclaron con glicerol estéril a una concentracion
final del 15% (v/v) en un vial estéril con tamp6n de rosca, la mezcla se congelé con nitrégeno
liquido y se almacen¢ a -80 °C.

Cuando fue necesaria la siembra en nuevas placas, esta se realizo preferentemente a partir del
cultivo congelado, raspando algunas células de la superficie y evitando descongelar todo el
volumen contenido en el vial.

3.1.1.4. Girasol (Helianthus annuus L.)

3.1.1.4.1. Variedad de girasol

Como material de trabajo se ha empleado la linea CAS-6 de girasol, perteneciente a la
Coleccion Andaluza de Semillas (CAS). Esta linea presenta una composicion estandar de acidos
grasos en su aceite (Fernandez-Moya et al., 2002) (Tabla 1).

3.1.1.4.2. Condiciones de crecimiento

Tras ser sometidas, durante 5 min con agitacion, a un tratamiento de esterilizacion con una
solucion de lejia al 50% (v/v) conteniendo unas gotas de triton X-100 (Sigma-Aldrich, EE. UU.),
las semillas fueron lavadas con abundante agua y germinadas en placas de Petri con perlita
expandida himeda y unas gotas de oxicloruro de cobre al 50% (p/v). Las semillas se incubaron a
25 °C en oscuridad durante dos o tres dias. Posteriormente, las plantulas se colocaron en el centro
de discos de turba prensada, Jiffy-7 41 x 42 mm (Bulagro, Bulgaria), que habian sido previamente
hidratados durante 20 min y tras una o dos semanas se trasplantaron a macetas con dos litros de
turba himeda. El crecimiento de las plantas tuvo lugar en cdmaras de cultivo, bajo condiciones de
temperatura, humedad y fotoperiodo controladas. La temperatura de crecimiento fue 25 °C de dia
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y 15 °C de noche, la humedad relativa oscild entre el 40 y el 50% y la intensidad de luz de 200 pE-
m?2.s con fotoperiodo de 16 h. El riego se realizd de forma automatica dos veces al dia y el
abonado dos veces por semana. EIl abonado se detuvo una semana antes de la recoleccion de las
semillas.

3.1.1.4.3. Recogida de material biol6gico

Se recogieron muestras a partir de dos tipos de tejidos:

- Semillas en distintos estadios del desarrollo. Se tomaron muestras de 12, 14, 18, 20, 25y 28
dias después de floracion (DDF), tomando como primer dia de la floracion aquel en el las flores
de los tres circulos exteriores del capitulo estaban totalmente abiertas.

- Tejidos vegetativos en los estadios iniciales del crecimiento. Se tomaron muestras de raices,
tallos, hojas y cotiledones tras 15 dias después de la siembra (DDS).

Las muestras se recogieron al inicio de la fase luminica del fotoperiodo, se congelaron
directamente en nitrdgeno liquido para preservar al maximo la integridad del material vegetal y se
conservaron a -80 °C. A partir de estas muestras se extrajo el ARN total (3.2.1.1.2.) para
experimentos posteriores.

3.1.1.5. Arabidopsis thaliana L.

Las plantas de Arabidopsis empleadas en este trabajo fueron del ecotipo Columbia 0 (Col-0).
El doble mutante Ipcatl/Ipcat2 fue aislado y seleccionado a partir de la poblacion de mutantes
insercionales SALK-123480 y Sail_357_HO01, siendo descrito previamente por Bates et al. (2012).
El doble mutante fue confirmado mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, Polymerase Chain Reaction) empleando los oligonucle6tidos listados en el Anexo 1.

3.1.1.5.1. Condiciones de cultivo

Las semillas, previa germinacién, se sometieron a un tratamiento de esterilizacion,
introduciéndolas en tubos de microcentrifuga estériles y sometiéndolas a un primer lavado en
etanol al 70% (v/v) durante un minuto. Trascurrido este tiempo, se agitaron a maxima velocidad
en un vortex (IKA®, Alemania) durante unos segundos, se retird la solucién de etanol y se
sometieron a un segundo lavado en lejia al 40% (v/v) durante 10 min. Se volvieron a agitar a
maxima velocidad, se retir6 la solucién de lejia y, por ultimo, se realizaron siete lavados
consecutivos con agua destilada estéril.

Tras la esterilizacion, se llevo a cabo la estratificacion de las semillas, para sincronizar la
germinacion. Para ello, se incubaron las semillas en 1 ml de agua a 4 °C en oscuridad durante 3
dias.

Los pasos seguidos tras la estratificacion variaron en funcion del uso para el que fuesen
destinadas las semillas:

1.- Semillas destinadas a completar su ciclo biolégico (condiciones normales)

Las semillas destinadas a completar su ciclo biolégico y producir nuevas semillas fueron
sembradas directamente en semilleros con tierra himeda, dispuestos en bandejas. El crecimiento
se realiz6 con fotoperiodo de ciclo largo de 16h/8h (luz/oscuridad), a 24-20°C (luz/oscuridad),
con intensidad de luz de 250 pmol-m™-s™ y humedad del 40-50%.

2.- Semillas crecidas para formar plantas que seran transformadas con Agrobacterium
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Estas semillas fueron sembradas en macetas con tierra himeda, dispuestas en bandejas. Se
sembraron un total de 15 semillas por construccion en grupos de 5 semillas por maceta. El
crecimiento se realiz6 a igual temperatura, humedad e intensidad de luz que en el caso anterior
pero se sometieron primero a fotoperiodo de ciclo corto de 9h/15h (luz/oscuridad) usando
abundante fertilizante, para potenciar el crecimiento vegetativo. Ademas, cuando aparecieron los
primeros brotes de inflorescencia, estos se cortaron para estimular el crecimiento de las
inflorescencias secundarias y asi aumentar el blanco de la transformacion. Una vez cortados los
primeros brotes de inflorescencias, las plantas se pasaron a cultivar con fotoperiodo de ciclo largo
de 16h/8h (luz/oscuridad), para inducir la fase reproductiva. Transcurrida aproximadamente una
semana, cuando los brotes de inflorescencias secundarias tenian aproximadamente 8 cm de altura,
las plantas estaban listas para la transformacion. Dos dias antes de la transformaciéon de las
plantas, estas se dejaron de regar para evitar la caida del suelo durante la inmersién realizada en la
transformacion.

En todos los casos, la germinacion de las semillas y el crecimiento de las plantas tuvieron
lugar en camaras de cultivo (Aralab, Portugal), bajo condiciones de temperatura y fotoperiodo
controladas. La tierra fue desinfectada, antes de la siembra de las semillas, con fungicida
sistémico Previcur® N (Bayer, Alemania) para evitar plagas y fue tratada con fertilizante una vez
por semana. El riego se realiz6 de forma manual dos veces por semana mediante inundacion de la
bandeja, suplementado con solucién nutritiva (3.1.4.1.4.); éste se detuvo una semana antes de la
recoleccion de semillas para potenciar su desecacion. El ciclo biolégico de la planta es de 2 a 3
meses.

3.1.2. OLIGONUCLEOTIDOS

Todos los oligonucledtidos empleados durante el desarrollo de esta tesis doctoral fueron
sintetizados por la empresa Eurofins Genomics (Alemania). Tras disolver los oligonucleétidos
liofilizados en agua destilada esterilizada, se prepararon alicuotas de los mismos a una
concentracion de 10 uM y se conservaron a -20 °C.

El disefio de los oligonucleétidos se realizd tal y como se explica en el apartado 3.2.1.3.
haciendo uso de la herramienta  NetPrimer  (Premier Biosoft, EE. UU,;
http://www.premierbiosoft.com) para el analisis de los mismos.

Los oligonucledtidos empleados para este trabajo se muestran en el Anexo 1.

3.1.3. PLASMIDOS Y VECTORES DE EXPRESION

pMBL-T (Dominion, EE. UU.)

El kit pMBL-T (Dominion, EE. UU.; Figura 14) proporciona el vector digerido con la enzima
de restriccion ECORV y con una timina afiadida a cada extremo 3'. Esto aumenta la eficiencia de
las ligaciones (3.2.1.6.3.) pues previene la religacion del vector, pero obliga a usar como insertos
productos de PCR que hayan sido amplificados con polimerasas al adicionar estas una adenina a
los extremos 3’ de los fragmentos (3.2.1.4.1.).

Este vector de clonacion posee el gen de resistencia a ampicilina (Amp~) y permite emplear la
seleccion de colonias recombinantes con X-Gal.
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f1(-) ori
a-péptido
Amp® Sitio de clonacion
multiple (MCS)
me‘

pUC ori

Figura 14. Mapa del pldsmido de clonacion pMBL-T (Dominion, EE. UU.).

pSpark® |l (Canvax Biotech, Espafia)

Este vector (Figura 15) ha sido preparado por digestion con la enzima EcoRV y por un
tratamiento posterior de los extremos para evitar su religacion. Este tratamiento permite la
clonacion de productos de PCR con extremos romos. Al igual que el vector pMBL-T, posee el
gen Amp® y permite emplear la seleccion de colonias recombinantes con X-Gal.

f1(-) ori

a-péptido
R .
Amp pSpark® 11 Sitio de clonacion
3001 pb _~miltiple (MCS)
A
\
v P

pUC on

Figura 15. Mapa del plasmido de clonacion pSpark® Il (Canvax Biotech, Espafia).

pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.)

Este vector de clonacién (Figura 16) se comercializa linealizado con extremos romos
permitiendo la clonacion de productos de ADN con estos extremos. Ademas, el kit proporciona
los reactivos necesarios para la clonacion de productos de PCR que hayan sido amplificados
mediante PCR estandar y no tengan, por tanto, extremos romos (3.2.1.4.1.). Posee el gen Amp® y
presenta la peculiaridad de que al religarse sin inserto, expresa una enzima de restriccion letal que
impide el crecimiento. Como resultado, s6lo los clones recombinantes que contienen el inserto
aparecen en placas de cultivo.
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Sitio de clonacion
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Figura 16. Mapa del plasmido de clonacion pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.).

pYES2 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.)

Vector de expresion de proteinas recombinantes en S. cerevisiae. Contiene el promotor
inducible de levadura GAL1, que permite un alto nivel de expresion de proteinas por galactosa y
la represion de la expresion por glucosa (Giniger et al., 1985; West et al., 1984), y el terminador
de la transcripcion CYC1. Ademads, contiene el gen URA3 que permite la seleccion de
transformantes en levadura y un gen marcador de resistencia a ampicilina para la seleccion en E.
coli (Figura 17).

Sitio de clonacion

| 7 multiple (MCS) |
-
’~ = v, 7?\

& %"
< 2
DYES2
5.9 kb 35

g

Figura 17. Mapa del plaésmido de expresion pYES2 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.).

p416GPD y p423GPD (Mumberg et al., 1995)

Vectores de expresion de proteinas recombinantes en S. cerevisiae. Contienen el promotor
constitutivo GPD y el terminador de la transcripcion CYC1. Para la seleccion de los
transformantes en E. coli estos plasmidos contienen el gen marcador de resistencia a ampicilina,
AmpR, y para la seleccion en levadura, el plasmido p416GPD contiene el gen URA3 y el plasmido
p423GPD contiene el gen HIS3 (Figura 18). Ambos plasmidos fueron cedidos por la Dra. Ana
Rincon del Departamento de Genética de la Universidad de Sevilla.
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HIS3 p4X3GPD

Kpnl

Terminador
CYCI

URA3 p4X6GPD
Sitito de clonacion
multiple (MCS)

CEN6/ARSH4 Promotor

p41XGPD GPD
2-micron \
p42XGPD Sk

Figura 18. Mapa de los plasmidos de expresion p423GPD y p416GPD (Mumberg et al., 1995).

pBIN19::35S (Sayanova et al., 1997)

Para la transformacion de Arabidopsis se empled una version modificada del vector pBIN19
(Bevan, 1984), uno de los vectores binarios mas ampliamente utilizado para transformacion de
plantas. Este plasmido combina el sitio de clonacion pUC19 (Yanisch-Perron et al., 1985) con el
sistema de seleccion de colonias recombinantes por células azules y blancas basado en X-Gal
(3.1.4.1.1.). El vector original fue modificado mediante la insercion del promotor constitutivo del
virus del mosaico de la coliflor, CaMV35S, para que dicho promotor fuerte regule los genes que
se pretenden expresar (Sayanova et al., 1997). Este vector fue cedido por la investigadora Olga
Sayanova de Rothamsted Research (Reino Unido).

trat onV

onT

RB ADN.T -4 KanR

pBIN19
11777 pb

Promotor
NOS

MCS

Termmador
NOsS

Promotor lac

LB ADN-T

Figura 19. Mapa del plasmido de expresion pBIN19 (Sayanova et al., 1997).

3.1.4. MEDIOS DE CULTIVO, AGENTES DE SELECCION, TAMPONES Y
SOLUCIONES

Los medios de cultivo y soluciones se esterilizaron en autoclave durante 20 min, a 120 °Cy 1
atm de presién y el material de vidrio se esterilizé a 200 °C durante 1 h.

Las soluciones que no podian resistir esas condiciones fueron esterilizadas por filtracion
mediante un filtro de jeringa Minisart® 16534-K (Sigma-Aldrich, EE. UU.) provisto de una
membrana de acetato de celulosa de 0.2 um de poro y 25 mm de diametro.
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3.1.4.1. Medios de cultivo y agentes de seleccion

Todos los medios de cultivo se prepararon con agua de alta calidad Milli-Q® (Millipore,
Reino Unido) y se esterilizaron en autoclave. Para preparar los medios solidos, antes de
esterilizar, se afladio agar. Para los medios para bacterias y levaduras se usd bacto™ agar (BD,
EE. UU.) a una concentracion de 2% (p/v) y para los medios para A. thaliana se usé agar noble
(BD, EE. UU.) al 0.6 % (p/v).

Para evitar efectos indeseados por causa de una temperatura elevada, como pérdida de
efectividad, degradacion o caramelizacion, los agentes de seleccion y los azlcares se afiadieron al
medio de cultivo ya estéril y tibio (a unos 50 °C aproximadamente) y la esterilizacion de los
mismos se llevd a cabo por filtracion.

Los medios solidos en placas de Petri se conservaron a 4 °C y los medios liquidos a
temperatura ambiente.

3.1.4.1.1. Medios de cultivo y agentes de seleccién para Escherichia coli

Medios de cultivo

» Medio LB (Luria-Bertani): bactotriptona al 1% (p/v), extracto de levadura al 0.5% (p/v) y
NaCl al 1% (p/v).

Segun las necesidades de cada caso, para la seleccion de las células transformadas,
este medio se suplementd con uno o varios de los siguientes compuestos: IPTG a 100
ug/ml, X-Gal (Promega, EE. UU.) a 80 ug/ml, ampicilina a 100 pg/ml o tetraciclina a 10
ug/ml. El IPTG y la ampicilina se prepararon en agua, el IPTG a una concentracion de
200 mg/ml y la ampicilina a 100 mg/ml, y ambos se esterilizaron por filtracién. La
tetraciclina se prepard a una concentracion de 10 mg/ml en etanol. Estos compuestos se
conservaron a -20 °C.

» Medio SOB (Super Optimal Broth): bactotriptona al 2% (p/v), extracto de levadura al
0.5% (p/v) y NaCl al 0.05% (p/v). pH 7.5.

Este medio se suplement6 segln la necesidad con MgSO,4 a 20 mM vy/o tetraciclina a
10 pg/ml.

Seleccion de colonias recombinantes mediante X-Gal

El X-Gal es un compuesto usado en la seleccion de transformantes. Es sustrato de la B-
galactosidasa, que lo hidroliza dando lugar a galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, el cual al
oxidarse genera 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo, un compuesto azul. De esta forma, gracias a su
color azul, se pueden diferenciar las células que hayan incorporado un vector que posea la
secuencia del a-péptido de la B-galactosidasa, religado y sin inserto, como es el caso del pMBL-T.
Las células que hayan incorporado el mismo vector pero con un inserto que interrumpa la
secuencia del a-péptido, seran de color blanco al no poder expresar la B-galactosidasa. Para llevar
a cabo esta seleccion de colonias recombinantes, ademas de X-Gal, se afiadi6 al medio IPTG,
pues es un fuerte inductor del operén lac que permite la transcripcion del gen que codifica la -
galactosidasa.
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3.1.4.1.2. Medios de cultivo y agentes de seleccidn para Agrobacterium tumefaciens

» Medio LB (Luria-Bertani): Bactotriptona al 1% (p/v), extracto de levadura al 0.5% (p/v)
y NaCl al 1% (p/v).

Segun las necesidades de cada caso, este medio se suplementd con uno o varios de los
siguientes compuestos: rifampicina a 50 pg/ml, gentamicina a 50 pg/ml o kanamicina a
50 pg/ml. La rifampicina se prepar6 en etanol a una concentracion de 100 mg/ml y la
gentamicina y la kanamicina se prepararon en agua a una concentracion de 50 mg/ml y se
esterilizaron por filtracion. Estos compuestos se conservaron a -20 °C.

3.1.4.1.3. Medios de cultivo y agentes de seleccion para Saccharomyces cerevisiae

Medios de cultivo

» Medio rico YPD (Yeast Peptone Dextrose): extracto de levadura al 1% (p/v), peptona
bacterioldgica al 2% (p/v) y fuente de carbono.

Las levaduras sin transformar crecieron en medio rico YPD suplementado con glucosa
al 2% (p/v) como fuente de carbono. Como excepcién, la levadura FBY4137 sin
transformar se hizo crecer el medio YPD suplementado con galactosa al 2% (p/v) para
inducir la expresion del gen SLC1, necesaria para la viabilidad de la levadura.

» Medio minimo SC (Synthetic Complete): (NH,),SO, al 0.5% (p/v), YNB (Yeast Nitrogen
Base) al 0.5% (p/v), mezcla de aminodacidos y bases nitrogenadas al 0.13% (p/v) (Tabla 4)
y adicion de una fuente de carbono. pH 5.6.

El medio minimo SC usado para el crecimiento de las levaduras transformadas se
suplementé con una fuente de carbono y una mezcla de mezcla de aminoacidos y bases
nitrogenadas que variaron en funcién de la cepa de levadura empleada y de las
construcciones incorporadas en las células transformadas.

Fuentes de carbono:

- Células transformadas con el plasmido pYES2: El crecimiento, previo a la induccion,
se llevo a cabo con medio suplementado con un 2% (p/v) de rafinosa por ser un azucar no
represor del promotor GALL. Para la induccidn de la expresion, estas células se hicieron
crecer con medio suplementado con rafinosa al 1% (p/v) y con galactosa al 2% (p/v), por
ser este Ultimo azlcar un inductor del promotor, permitiendo la expresion de las proteinas
recombinantes (Giniger et al., 1985; West et al., 1984).

- Células transformadas con plasmidos p423GPD o p416GPD: Las células se hicieron
crecer en medio suplementado con un 2% (p/v) de glucosa, ya que estos plasmidos
contienen un promotor constitutivo.

- Células de la levadura FBY4137 transformada: Independientemente del plasmido
usado en la transformacion, el medio usado para crecer estas células se suplementd con
un 2% (p/v) de galactosa para permitir la expresion del gen SLC1 y evitar asi la doble
mutacion letal de esta estirpe de levadura.

La glucosa, la rafinosa y la galactosa se prepararon en soluciones al 20% (p/v) en
agua, se esterilizaron por filtracion y se conservaron a temperatura ambiente.
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Mezcla de amino&cidos y bases nitrogenadas:

La mezcla de aminodcidos y precursores de nucle6sidos varié en funcion de la
seleccion auxotrofica a llevar a cabo, de forma que se omitieron de la mezcla aquellos
compuestos cuyos genes de sintesis se encontraban en el plasmido a seleccionar. Asi, para
la seleccion de los plasmidos pYES2, p416GPD o pGREG546 se omitié de la mezcla el
uracilo y para la seleccion del plasmido p423GPD se usé un medio deficiente en
histidina.

La concentracién final de cada aminoacido o base nitrogenada en el medio se muestra
en la Tabla 4. La mezcla se prepar6 moliendo las cantidades necesarias de cada
componente y se almaceno a temperatura ambiente.

Tabla 4. Mezclas de amino&cidos y bases nitrogenadas.

Aminoécidos % (p/v) Bases Nitrogenadas % (p/v)
L-Arginina 0.002 Adenina sulfato 0.004
L-Aspartico 0.010 Uracilo 0.002
L-Glutamico 0.010

L-Histidina 0.002

L-Leucina 0.006

L-Lisina 0.003

L-Metionina 0.002

L-fenilalanina 0.005

L-Serina 0.039

L-Treonina 0.021

L-Triptéfano 0.004

L-Tirosina 0.003

L-Valina 0.016

Aqgentes de seleccion

» Acido 5-fluoroorético (5-FOA)

El 5-FOA es un compuesto utilizado para seleccionar negativamente las células que contienen
el gen funcional URA3 que codifica para la enzima orotidina-5’-fosfato descarboxilasa, que
transforma el compuesto 5-FOA, no toxico, en 5-fluorouracilo (5-FU), compuesto téxico que
provoca la muerte celular (Figura 20). Esta reaccion permitio seleccionar las células que hubieran
perdido el plasmido con el marcador de seleccion URA3 (3.2.1.12.).
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Figura 20. Conversion del acido 5-fluoroorético (5-FOA) en 5-fluorouracilo (5-FU) por accién
de URA3.
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El 5-FOA se prepar6 a una concentracion de 100 mg/ml en dimetilsulfoxido (DMSO), se
esterilizé por filtracion y se almaceno a -20 °C hasta su posterior uso.

> 1-O-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina (liso-PAF, lyso-platelet-activating factor)

El liso-PAF es un compuesto derivado de la fosfocolina con un alquilo en posicién sn-1 unido
mediante enlace éter (Figura 21).

H.C—O0——R

HO—CH o
HaC o—:U—o— CHACHaN(CHa)g

:

Figura 21. Molécula de 1-O-alquil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina (liso-PAF).

Un nivel alto de liso-PAF es toxico para las levaduras, pero esta toxicidad puede reducirse
mediante la actividad LPCAT, gracias a la cual, se lleva a cabo la acilacion de este compuesto.
Por ello, el mutante de levadura Y02431 (Tabla 3), que tiene mutado el gen SLC4 con actividad
LPCAT, es hipersensible a este compuesto.

El liso-PAF usado, 1-O-palmitil-2-liso-sn-glicero-3-fosfocolina (Sigma-Aldrich, EE. UU.), se
prepar6 al 0.2% (p/v) en agua y se esterilizd por filtracion. Esta disolucion se prepar6 el mismo
dia de uso.

3.1.4.1.4. Medios de cultivo para Arabidopsis thaliana

» Solucién nutritiva: KNO; a 50 mM, KH,PO, a 2.5 mM, MgSO, x 7TH,0 a 4 mM y
Ca(NO3), x 4H,0 a 2 mM.

» Medio % Murashige-Skoog (MS): medio comercial MS (Duchefa Biochemie, Paises
Bajos) a 4.4 g/l y kanamicina a 50 pg/ml. pH 5.7.

3.1.4.2. Tampones y soluciones para biologia molecular

Aislamiento de acidos nucleicos

» TAE: tris(hidroximetil)aminometano-acetato (Tris-Acetato) a 40 mM vy 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) a 1 mM, pH 8.0.

» TE: tri(hidroximetil)aminometano-HCI (Tris-HCI) a 10 mM y EDTA a 1 Mm, pH 8.0.

» Solucién para geles de agarosa: agarosa al 0.8-2% (p/v) en tamp6n TAE.

» Solucién de extraccion CTAB 2X: Tris-HCI a 0.1 M (pH 8.0), bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) al 2% (p/v), NaCl a 1.4 My EDTA a 20 mM (pH 8.0).
Afadir ARNasa (Bioline, Reino Unido) a 50 pug/ml, justo antes de usar.
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Preparacion de células competentes de Escherichia coli

» TJBI: RbCl a 100 mM, MnCl,-4H,0 a 50 mM, acetato potasico a 30 mM, CaCl,-2H,0 a
10 mM y glicerol al 15% (v/v), pH 5,8. Esterilizado por filtracion.

» TIBII: &cido 3-morfolino-4-il-propano-1-sulfénico (MOPS) a 10 mM, RbCl a 10 mM,
CaCl,-2H,0 a 75 mM y glicerol al 15% (v/v), pH 7.0. Esterilizado por filtracion.
Transformacion de Saccharomyces cerevisiae

» Tampon plate: acetato de litio a 0.1 M, polietilenglicol (PEG) 4000 al 40% (p/v), EDTA a
1 mMy Tris-HCIl a 10 mM (pH 7.5). Esterilizado por filtracién.

Transformacion de Arabidopsis thaliana y seleccién de transformantes

» Disolucidn de infiltracién: sacarosa al 5% y Silwet L-77 al 0.05%.

3.1.4.3. Tampones y soluciones bioquimicas

Obtencidn de la fraccion microsomal de levadura

» Tampon de lisis: Tris(hidroximetil)aminometano (Tris base) a 20 mM, MgCl,-6H,0 a 10
mM, EDTA a 1mM, (NH,),SO, a 0.3 M, glicerol al 5% (v/v) y ditiotreitol (DTT) a 2 mM
(afadido justo antes de usar), pH 7.5.

» Tampo6n de mantenimiento para ensayo HaLPCAT en su reaccion directa (tampén fosfato
de potasio con glicerol): K,HPO, a 71.7 mM, KH,PO,4 a 28.3 mM y glicerol al 20% (v/v),
pH 7.2.

> Tampoén de mantenimiento para ensayo HaLPCAT en su reaccién inversa (tampén
fosfato de potasio): K;HPO, a 71.7 mM, KH,PO,4 a 28.3 mM, pH 7.2.

> Tampo6n de mantenimiento para ensayo HaPDCT (Tampén GTE): Tris base a 50 mM,
EDTA a 1 mM, glicerol al 20% (v/v), pH 7.4.

Ensayo de actividad LPCAT in vitro

» Tampobn fosfato de potasio: K,HPO, a 71.7 mM y KH,PO,4 a 28.3 mM, pH 7.2.

Ensayo de actividad PDCT in vitro

» Tampon de reaccion 4X: MOPS a 200 mM, MgCl,-6H,0 a 80 mM Yy triton X-100 al
1.8% (v/v), pH 7.5.

Sintesis de DAG

» Tampon Tris-HCI: Tris base a 1 M, pH 8.0.

» Disolucidn de sales biliares: colato de sodio al 0.1% (p/v).
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Obtencidn de ésteres metilicos de &cidos grasos (FAMES)

» Mezcla de metilar para material biolégico: metanol/tolueno/dimetoxipropano/acido
sulfarico (39:20:5:2, VIVIVIV).

» Mezcla de metilar: metanol/tolueno/ &cido sulfarico (88:10:2, v/viv)

Preparacion de acil-CoAs

» Tampdn acetato de sodio: acido acético a 100 mM, acetato de sodio a 100 mM, pH 5.0.

Anélisis del conjunto de acil-CoAs

» Tampon de extraccién: 2-propanol al 50% (v/v), KH,PO, a 25 mM, &cido acético glacial
al 1.25% (v/v) y albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin, BSA) al 0.1% (p/v),
pH 7.2.

» Reactivo cloroacetaldehido 2X: cloroacetaldehido a 1 M, dodecilsulfato sédico (SDS) al
1% (p/v) y tampén citrato 0.3 M, pH 4.0.

» Tampon citrato: acido citrico a 187 mM vy citrato de sodio dihidratado a 113 mM, pH 4.0.

3.2. METODOS

3.2.1. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
3.2.1.1. Extraccion de acidos nucleicos

3.2.1.1.1. Protocolos de bacterias

Extraccion de ADN plasmidico

Las extracciones de ADN plasmidico se realizaron a partir de cultivos de E. coli que habian
sido incubados a 37 °C entre 12 y 16 h con agitacion continua a 200 rpm en 3 ml de medio LB
con ampicilina (3.1.4.1.1.). Estos cultivos se prepararon a partir de una colonia de E. coli
transformada en la cual se habia confirmado la presencia del plasmido de interés (3.2.1.9.1.).

Para realizar el aislamiento del ADN plasmidico de estos cultivos se usé el kit comercial
Isolate 1l Plasmid Mini Kit (Bioline, Reino Unido), basado en el método de extraccion por lisis
alcalina (Sambrook et al., 1989), y se siguieron las instrucciones del fabricante.

3.2.1.1.2. Protocolos de plantas

Aislamiento de ARN total

Para aislar el ARN total se macharon con mortero y maza estériles, aproximadamente 100 mg
de los tejidos previamente congelados a -80 °C, hasta que se obtuvo un polvo fino. Para ello se
colocé el mortero en hielo y se afiadio de forma constante nitrégeno liquido. Para triturar semillas
de girasol, estas fueron desprovistas previamente del pericarpio. A partir de estos 100 mg de
tejido triturado se extrajo el ARN total siguiendo las instrucciones del kit comercial Spectrum
Plant Total ARN kit (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Para evitar la contaminacion con ADNg, las
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muestras de ARN se trataron con ADNasa, usando el kit comercial DNA-free™ DNA Removal Kit
(Thermo Fisher, EE. UU.). Se confirmé que el ARN total obtenido era de alta calidad, midiendo
su absorbancia a 230, 260 y 280 nm (3.2.1.2.) y realizando una electroforesis en gel de agarosa al
1% (p/v) (3.2.1.5.1.) en la que se deben de observar las bandas discretas correspondientes a los
ARN ribosémicos 25S y 18S en un relacion aproximada de 2:1.

Sintesis de la primera cadena de ADN complementario (ADNc)

A partir de entre 0.1 y 5 ug de ARN total se sintetizd6 ADNCc siguiendo las instrucciones del kit
Ready-To-Go™ T-Primed First-Strand Kit (GE Healthcare, Reino Unido).

Haciendo uso de la retrotranscriptasa del virus de la leucemia murina de moloney (Moloney
Murine Leukemia Virus, MMLV) y del cebador Not I-d(T)i;s que hibrida en el extremo 3' del
ARNm (ambos proporcionados por el kit), se gener6 una primera cadena de ADN
complementaria al molde de ARN con una secuencia extra conocida en el extremo 3'. Gracias a
esta secuencia extra afiadida, el ADNc pudo usarse para amplificar el extremo 3’ de los genes en
reacciones RACE 3' (Rapid Amplification of cDNA Ends, Amplificacion rapida de los extremos del
ADNC), haciendo uso del oligonucledtido FA2Z (Anexo 1) que hibridaba en dicha secuencia.
Ademas, el ADNc sintetizado también se us6 como molde en clonaciones génicas mediante
reacciones de PCR estandar o de alta fidelidad y en el anélisis de expresion génica mediante PCR
cuantitativa.

Sintesis de ADN complementario (ADNc) para reacciones RACE 5’

La sintesis de ADNc con el extremo 5 modificado, necesario para las reacciones de PCR
RACE 5, se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del kit SMARTer™ RACE c¢DNA
Amplification Kit (Clontech, EE. UU.) usando como molde ARN total. Para ello, se preparé una
mezcla que contenia el tampon First-Strand suministrado con el kit, 2 mM de DTT, 1 mM de una
mezcla equimolar de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 100 U de inhibidor de ARNasas,
entre 10 ngy 1 pug de ARN total, 1 ul de 5'-CDS Primer-A, 1 ul de SMARTer Il A oligoy 10 U de
la retrotranscriptasa SMARTScribe (una variante de la retrotranscriptasa del virus MMLV) en un
volumen final de 10 pl.

Extraccion de ADN gendmico (ADNQ)

El aislamiento de ADNg se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Murray y Thompson
(1980). Para ello, se tomaron 2.5 g de hojas frescas de la planta a estudiar, se congelaron
rapidamente con nitrégeno liquido y se trituraron con mortero y maza estériles hasta la obtencion
de un polvo fino. La muestra se pasé a un tubo de plastico estéril y se afiadieron, mezclando por
inversion, 5 ml de soluciéon CTAB 2X con ARNasa (3.1.5.2.). La mezcla se incub6 a 65 °C
durante 20 min y, posteriormente, se afiadieron 5 ml de cloroformo mezclando por inversion. Tras
2 min de centrifugacién a 15.000 x g, se traspaso la fase acuosa a un nuevo tubo, se afiadieron 5
ml de isopropanol, mezclando inmediatamente por inversion, y la muestra se incub6 durante 1 o 2
min a temperatura ambiente. Tras una nueva centrifugacion de 5 min a 3000 x g, aparecio un
precipitado amarillento de ADNg. Este precipitado se lav6 con etanol al 70% (v/v), se centrifugd
5 min a 3000 x g, se deseché el sobrenadante y se dejé secar en la campana. Una vez seco, el
ADNg se resuspendi6 en 875 ul de agua, se cuantifico (3.2.1.2.) y se visualiz6 en gel de agarosa
al 0.8% (p/v), usando entre 1 y 5 pl. E1 ADNg se almacen6 a -20 °C.

3.2.1.2. Cuantificacion de acidos nucleicos

Las concentraciones y purezas de las preparaciones de &cidos nucleicos se determinaron
mediante el uso de un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) que mide
absorbancias a 260 nmy 280 nm.
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La absorbancia medida a 260 nm permite estimar la concentracion de los acidos nucleicos.
Para una preparacion de ADN puro de doble cadena, una unidad de absorbancia a 260 nm
corresponde a una concentracion de 50 pg/ml mientras que para una preparacion de ARN puro
una unidad de absorbancia a esta longitud de onda corresponde a una concentracion de 40 pg/ml.

Por otro lado, las relaciones de las absorbancias medidas a 230, 260 y 280 nm indican la
pureza de una preparacion. Una preparacion de ADN tiene una pureza Optima si presenta una
relacion 260/280 entre 1.8 y 2.0 y una relacion 260/230 entre 2.0 y 2.2 y una preparacion de ARN
con una pureza oOptima presenta relaciones 260/280 y 260/230 entre 1.8 y 2.2. Relaciones
apreciablemente diferentes a estas podrian indicar la presencia de contaminantes como proteinas o
fenoles que absorben cerca de estas longitudes de onda.

Para cuantificar se usaron 2 pl de muestra y como blanco se us6 la solucién en la que se
encontraban disueltos los &cidos nucleicos purificados.

3.2.1.3. Disefio de oligonucleotidos

Disefio y caracteristicas generales de los oligonucleétidos

Todos los oligonucledtidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por la empresa
Eurofins Genomics (Alemania) y se muestran en el Anexo 1. El disefio de estos, se realizé de
forma que cumpliesen, en la medida de lo posible, los siguientes requisitos:

> Longitud de entre 18 y 25 pb. Esta longitud es lo suficientemente larga para obtener una
especificidad adecuada y lo suficientemente corta como para que los oligonucledtidos se
unan facilmente al molde a la temperatura de la etapa de alineamiento de secuencias
durante la PCR.

» Temperatura de hibridacion (Tm) igual o menor a 72 °C. La Tm de cada oligonucledtido
viene especificada por la empresa que los sintetiza pero puede calcularse de forma
aproximada mediante la ecuacion:

Tm=4xG+C)+2x(A+T)
Siendo:
G = Guanina.
C = Citosina.
A = Adenina.
T = Timina.
» Contenido de G+C de aproximadamente 50%.

» No han de contener nucleétidos consecutivos iguales o motivos repetidos, ya que estos
pueden hibridarse inapropiadamente.

» Extremo 3' con un par de G y/o C. Esto ayuda a promover la union especifica en el
extremo 3’ debido a la unién mas fuerte que se da entre las bases G y C en comparacion
con Ay T. Se deben evitar mas de 3 G o C en las Gltimas 5 bases en el extremo 3'.

» No han de formar estructuras secundarias, ya que esto reduce en gran medida la
disponibilidad de oligonucleétido para la reaccion. Las estructuras secundarias pudieron
evitarse gracias a la herramienta NetPrimer (Premier Biosoft, EE. UU.) que mostraba las
distintas estructuras secundarias que se generaban en los distintos primers disefiados.
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» Aquellos oligonucle6tidos que se vayan a usar en una misma PCR no deben hibridar entre
ellos y sus temperaturas de hibridacion deben de ser lo méas parecidas posible para
maximizar el rendimiento en la formacién del producto de PCR. Diferencias de 5 °C o
mas podrian dar lugar a que no se produzca la amplificacién. La herramienta NetPrimer
(Premier Biosoft, EE. UU.) permitio visualizar las estructuras formadas entre los distintos
oligonucledtidos, de forma que se pudieron elegir aquellas parejas cuyos oligonucle6tidos
gue no hibridasen entre si.

Disefio de oligonucle6tidos con dianas de restriccion

Para realizar clonaciones en los sitios de clonacion multiple (Multiple Cloning Site, MCS) de
los plasmidos de expresion es necesario que el gen a clonar haya sido amplificado con
oligonucledtidos que posean dianas de restriccion adecuadas en sus extremos. Para el disefio de
dichos oligonucledétidos, lo primero que se realiz6 fue la eleccion de las dianas de restriccion. Para
ello, haciendo uso del programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003), se obtuvo una lista de
enzimas cuyas dianas de restriccion no se encontraban dentro de la secuencia del gen de interés. A
continuacion, se anotaron solo aquellas que poseian dianas en el MCS del plasmido en el que se
gueria clonar. De aquellas enzimas que cumplian estos dos requisitos, se seleccionaron para cada
caso sb6lo dos enzimas que generasen extremos cohesivos diferentes y que permitieran la
orientacion correcta del fragmento de ADN insertado, manteniendo asi el sentido correcto de
lectura.

Una vez elegidas estas dianas de restriccion, se disefid una pareja de oligonucle6tidos
especificos del fragmento a ligar, siguiendo las recomendaciones del apartado anterior y
afiadiéndoles en los extremos 5’ las dianas de restriccion elegidas, precedidas de nucledtidos
adicionales para mejorar la eficiencia de corte de las endonucleasas. En la pagina web
https://www.neb.com se dispone de una tabla que resume el nimero Optimo de nucleétidos
adicionales a afiadir segun la enzima usada.

3.2.1.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador MJ Mini™ Personal (Bio-
Rad, EE. UU.). Dependiendo de la finalidad y el molde a amplificar, se llevaron a cabo distintos
tipos de PCR.

3.2.1.4.1. PCR estandar

Para la PCR estandar se utilizé la enzima i-Taq™ DNA Polymerase (Intron Biotechnology,
Corea) que posee una fidelidad relativamente baja por carecer de actividad 3'- 5’ exonucleasa
(actividad correctora de errores). Esta enzima permite la adicion de una adenina extra a los
extremos 3’ de los fragmentos de ADN amplificados, facilitando la clonacion de éstos en el vector
PMBL-T (3.1.4.).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 a 50 pl conteniendo el tampon
comercial de la enzima, 2 mM de MgCl,, 1 mM de una mezcla equimolar de dNTPs (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 0.5 uM de cada oligonucledtido, de 1 nga 1 ug de ADNc, de 1 a2.5 U de
enzima y agua destilada esterilizada.

La mezcla se someti6 a una activacion de la enzima y primera desnaturalizacion del ADN a 94
°C durante 2 min. Posteriormente, se realizaron de 30 a 40 ciclos en los que la mezcla se sometio
primero a una etapa de desnaturalizacion a 94 °C durante 20 s, después, a una etapa de
alineamiento de secuencias de 20 s a una temperatura entre 50 y 65 °C, preferentemente 2 °C por
debajo de la Tm maés baja de los dos oligonucledtidos y por ultimo, a una etapa de extension a 72
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°C. La duracién de esta ultima etapa varié en funcién de la longitud del fragmento a amplificar,
siendo de 30 s para fragmentos menores a 500 pb, de 40 s para fragmentos de entre 500 pb y 1 kb
y de 1 min/kb para fragmentos mayores a 1 kb. Finalizados estos ciclos, la mezcla se sometié a 72
°C durante 5 min para la extension final de las cadenas.

3.2.1.4.2. Reaccidén de PCR de alta especificidad y fidelidad

En determinados casos, para aumentar la fidelidad de copia, se utiliz6 la enzima Velocity™
DNA Polymerase (Bioline, Reino Unido). Esta enzima ademas de la actividad 5'-3' ADN
polimerasa posee actividad 3'-5' exonucleasa (actividad correctora), aumentando 50 veces la
fidelidad en la sintesis de ADN en comparacion con la i-Tag polimerasa (Mo et al., 1991; Fujii et
al., 1999). Al no poseer actividad transferasa terminal, los fragmentos sintetizados con esta
enzima poseen extremos romos, facilitando la clonacién de estos en los vectores pSpark o
pJET1.2.

Las reacciones de PCR de alta especificidad y fidelidad se llevaron a cabo en un volumen final
de 50 ul en el tampon especifico comercial de la enzima conteniendo 1 mM de una mezcla
equimolar de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 0.4 uM de cada oligonucleotido, de 50 pg a
10 ng de ADNc, 1 U de enzima y agua destilada esterilizada.

Inicialmente, la mezcla se someti6 a una activacion de la enzima y primera desnaturalizacién a
98 °C durante 2 min. Posteriormente, se realizaron de 25 a 35 ciclos en los que la mezcla se
sometid primero a una etapa de desnaturalizacion a 98 °C durante 30 s, una etapa de alineamiento
de secuencias durante 30 s a una temperatura entre 50 y 68 °C, preferentemente de 2 a 5 °C por
debajo de la Tm mas baja de los dos oligonucleétidos, y una etapa de extension a 72 °C con una
duracion que vari6 en funcion de la longitud del fragmento a amplificar, siendo la relacion de 15 a
30 s/kb. Finalmente, la mezcla se sometid a 72 °C durante 10 min para la extension final de las
cadenas.

3.2.1.4.3. Adenilacidn de los productos de PCR

En los casos en los que se quiso introducir un fragmento de ADN con extremos romos
amplificado con la polimerasa de alta especificidad y fidelidad en el vector de clonacién pMBL-
T, se llevd a cabo previamente la adicion de desoxiadenosina a los extremos 3' de los fragmentos
romos utilizando la enzima i-Taq™ DNA Polymerase (Intron Biotechnology, Corea). Para ello, se
afiadieron al producto de la PCR de alta especificidad y fidelidad previamente purificado todos los
componentes necesarios para realizar una PCR estandar exceptuando los oligonucleétidos, y la
mezcla se incub6 a 72 °C durante 15 min.

3.2.1.4.4. PCR de colonias

En la PCR de colonias se lleva a cabo la amplificacion directa de secuencias nucleotidicas a
partir de las colonias de bacterias o levaduras sin necesidad del aislamiento previo del ADN. Esta
PCR permiti6 identificar de entre las colonias crecidas en una placa de transformacion, aquellas
que son portadoras de las secuencias de interés, al hacer uso de una pareja de oligonucleétidos
especificos del vector, disefiados a partir de las regiones que flanquean el MCS. Las secuencias de
los oligonucle6tidos usados se detallan en el Anexo 1.

La mezcla de reaccion y las condiciones de amplificacion fueron las mismas que las de una
PCR estandar con algunas salvedades. Para favorecer la rotura de la pared celular, la
desnaturalizacion inicial a 94 °C se realiz6 durante 10 min. E1 ADN molde se sustituy6 por 10 pl
de una suspensién de la colonia a analizar en agua destilada estéril o bien por la colonia de interés
tomada con una punta de pipeta o palillo estéril y resuspendida en la mezcla de reaccién. El
volumen final de reaccion fue de 25 pl.
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En otras ocasiones, para la realizacion de esta PCR se uso la solucién DreamTaq Green DNA
Polymerase PCR Master Mix 2 X (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), que es una mezcla de
reaccién comercial que contiene la enzima DreamTag ADN polimerasa, MgCl,, dNTPs y el
tampon DreamTaq verde 10 X con dos colorantes que permiten la carga directa del producto de
PCR en un gel de agarosa. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 pl,
conteniendo la mezcla de reaccion de PCR, 0.4 uM de cada oligonucleétido y la colonia de
interés. En este caso, la mezcla de reaccion se sometié a una activacion de la enzima y primera
desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 3 min. Posteriormente, se realizaron de 25 a 40 ciclos
en los que la mezcla se someti6 primero a una etapa de desnhaturalizacién a 95 °C durante 30 s,
una etapa de alineamiento de secuencias a una temperatura 5 °C inferior a la Tm mas baja de los
dos oligonucle6tidos durante 30 s y una etapa de extension a 72 °C con una duracion de 1 min por
kb del fragmento a amplificar. Finalmente la mezcla se sometié a 72 °C durante 10 min para la
extension final de las cadenas.

3.2.1.4.5. Amplificacion rapida de los extremos del ADNc (RACE)
RACE 3’

Para amplificar el extremo 3’ del ADNCc se realiz6 una primera PCR de alta especificidad y
fidelidad usando como molde ADNCc de girasol de la linea CAS-6 preparado para tal propésito
(3.2.1.1.2.). Como cebador para el sentido directo se usé un oligonucleétido especifico del gen a
clonar, disefiado a partir de un fragmento interno del mismo y como cebador para el sentido
inverso se uso el oligonucledtido (FA2Z) disefiado para que hibride en la secuencia extra afiadida
al extremo 3’ del ADNc durante su sintesis.

Esta PCR se realizd tal y como se indica en el apartado 3.2.1.4.2. con la salvedad de que en
este caso, debido a la inespecificidad del cebador FA2Z, este se afiadi6 al doble de concentracion.

Como el nivel de amplificacion no especifica en esta reaccion era demasiado alta, se procedid
a realizar una PCR anidada (Nested PCR) con una parte alicuota del producto de la primera
reaccion (1 pl del producto diluido 1/50). En esta segunda PCR, también de alta especificidad y
fidelidad, se us6 como cebador para el sentido directo un oligonucle6tido especifico del gen de
interés disefiado a partir de un fragmento interno del mismo, pero mas cercano al extremo 3’ que
el cebador usado en la primera PCR y como cebador para el sentido inverso, el oligonucleétido
FA2Z. Al igual que en la primera reaccion, el cebador FA2Z se afiadi6 al doble de concentracion.
Para obtener la secuencia del extremo 3’ del gen el producto de la segunda PCR se cloné y se
secuencio.

Se pudo confirmar que el producto amplificado pertenecia al gen de interés por el
solapamiento de su secuencia con la del fragmento interno previamente secuenciado. Ademas,
tras el ensamblaje in silico de la secuencia del extremo 3' y de la secuencia del fragmento interno,
se comprob6 que la secuencia clonada era correcta realizando en la base de datos del NCBI una
busqueda de proteinas homélogas con el algoritmo blastp.

Los oligonucleétidos usados se detallan el Anexo 1.
RACE 5’

Para amplificar el extremo 5’ de los distintos ADNc se realizd una primera PCR de alta
especificidad y fidelidad usando como molde ADNc de girasol de la linea CAS-6 preparado para
tal propdsito (3.2.1.1.2.). Esta PCR se realizé con 5 ul de la mezcla comercial Universal Primer
Mix (UPM), suministrada por el kit Smart™RACE cDNA amplification kit (Clontech, Japén), que
contiene dos oligonucledtidos, UPM1 y UPM2, que hibridan en la secuencia que se afiadi6 al
ADNC durante su sintesis, y con un oligonucle6tido especifico del gen a clonar, disefiado a partir
de un fragmento interno del mismo.
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Al igual que ocurre con las reacciones RACE 3’', la amplificacidon de esta reaccidén es muy
inespecifica por lo que se procedié a realizar una segunda PCR con 5 pl del producto de la
primera PCR diluido 1/50. En esta segunda PCR se usaron como cebadores el oligonucle6tido
comercial Nested Universal Primer (NUP) suministrado por el kit Smart™RACE cDNA
amplification kit (Clontech, Japon), que al igual que el UPM hibrida en la secuencia afiadida al
extremo 5 del ADNc durante su sintesis, y un oligonucle6tido especifico del gen de interés.
Ambos oligonucle6tidos hibridan en una zona més interna que los usados en la primera PCR. Para
obtener la secuencia del extremo 5’ del gen el producto de la segunda PCR se clond y se
secuencio.

La confirmacién de que el producto amplificado pertenecia al gen a clonar, se llevo a cabo de
igual forma que con la secuencia del extremo 3' (apartado anterior).

Los oligonucleétidos usados se detallan en el Anexo 1.

3.2.1.4.6. Anélisis de expresion génica mediante PCR cuantitativa

El andlisis de expresion génica se llevé a cabo por triplicado, usando, para cada tejido, ADNc
(3.2.1.1.2.) obtenido a partir de tres muestras bioldgicas independientes. Ademas, para cada
replicado bioldgico se llevaron a cabo dos replicados técnicos.

Los oligonucle6tidos usados se disefiaron de forma que fuesen especificos para cada isoforma,
dando lugar a un Unico producto de PCR, y que amplificasen una region de entre 100 y 300 pb,
con el fin de obtener una mayor eficiencia en la amplificacion. Siempre que fuese posible, estos
oligonucledtidos se disefiaron en la region 3 -UTR.

Como reactivo para la emisién de fluorescencia se emple6 SYBR® Green (Qiagen, Alemania).
Las reacciones de amplificacion a tiempo real se realizaron en un volumen final de 12 pl de
mezcla de reaccion QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Alemania), que
proporciona una concentracion final de MgCl, de 2.5 mM, 0.4 uM de cada oligonucleotido, 2 pL
de ADNc usando la dilucién adecuada en funcién de los resultados obtenidos en la recta de
calibrado explicada en este apartado y agua libre de ARNasas. Ademas de estas reacciones, se
llevaron a cabo reacciones de control negativo sin ADNc, usando en su lugar agua 0 ARN total.

Las reacciones se llevaron a cabo en placas de polipropileno de 48 pocillos (Stratagene®,
Alemania) cubiertas con tapas adhesivas Optical cap (Stratagene®, Alemania) y el analisis se
Ilevé a cabo en un sistema MiniOpticon™ System acoplado a una base MJ Mini™ Gradient
Thermal Cycler (Bio-Rad, EE. UU.). El uso del programa CFX Maestro™ Software (Bio-Rad,
EE. UU.) permitié monitorizar las reacciones a tiempo real.

Las mezclas de reaccion se sometieron a una incubacion inicial a 50 °C durante 2 min, seguida
de una etapa de activacién de la polimerasa y primera desnaturalizacién del ADN a 95 °C durante
15 min. Posteriormente, se realizaron 40 ciclos que consistian en una primera etapa de
desnaturalizacion a 94 °C durante 15 s, una fase de alineamiento de oligonucle6tidos de 30 s a 62
°C y una etapa de extension a 72 °C de 15 s. Finalmente, se realiz6 la curva de desnaturalizacion
comenzando a 70 °C y terminando a 90 °C, con un incremento de 0.2 °C/s, produciéndose una
extension final de los fragmentos obtenidos.

La presencia de un Unico pico aislado en las curvas de desnaturalizacién, en las que se
representa la fluorescencia como una funcion de la temperatura (Ririe et al., 1997), permitio
confirmar la ausencia de dimeros de oligonucle6tidos y la especificidad de productos de PCR.
Ademas, la especificidad de productos de PCR se corroboré mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% (p/v).
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Para analizar los resultados de expresion génica se uso el pardmetro Ct (ciclo umbral) que
coincide con el ndmero de ciclo en el cual la sefial de fluorescencia supera la linea base. Este
parametro se determina en la fase exponencial de la curva de amplificacion, en la cual existe una
relacion lineal entre el logaritmo de cambio de fluorescencia y el nimero de ciclos, y por tanto, se
puede utilizar para calcular de forma fiable y precisa la cantidad inicial de molde presente en la
reaccion. Los resultados de expresion génica se cuantificaron de forma relativa, es decir, los
valores de Ct de los genes a estudiar se relativizaron a los Ct de un gen calibrador (housekeeping
gene), cuyos niveles de expresién son constantes en los distintos tejidos de estudio (Sanchez-
Garcia et al., 2010). El gen calibrador usado en este trabajo fue el gen de la actina de girasol
(HaACT1; numero de acceso de GenBank: FJ487620).

El primer paso para determinar la eficiencia de amplificacion de cada pareja de
oligonucleétidos fue preparar diluciones seriadas del ADNc de un tejido en concreto, en este caso
de semilla en desarrollo de 14 DDF, y realizar una recta de calibrado con triplicados de cada
dilucidn, representando los valores de Ct frente al logaritmo de las diferentes diluciones de
ADNCc. Esta recta de calibrado se realiz6 tanto para los genes de estudio como para el gen
calibrador actina. Ademas de determinar la eficiencia de amplificacién, mediante la ecuacion que
se muestra a continuacion, estas rectas indicaban si las condiciones de ensayo eran aceptables.

-1 .
Eficiencia de amplificacion = (10( /Pendle"fe) - 1) x 100

Posteriormente, se realizaron las reacciones de PCR a tiempo real de los genes de estudio y del
gen calibrador usando ADNCc de los distintos tejidos a analizar. Tras ajustar los valores de los Ct
obtenidos a sus rectas de calibrado, los valores del gen calibrador fueron tomados como cero y los
datos de Ct de los genes de estudio fueron relativizados al gen calibrador siguiendo el método del
doble incremento de Ct de Livak (Livak y Schmittgen, 2001).

3.2.1.5. Separacion y purificacion de &cidos nucleicos

3.2.1.5.1. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

La separacién de fragmentos de ADN o ARN ya sea Unicamente para su deteccidn y/o
posterior purificacion, se llevd a cabo mediante electroforesis en gel de agarosa (Sambrook et al.,
1989).

Los geles de agarosa se prepararon en tampén TAE con una concentracion de agarosa variable
(3.1.4.2.). Para confirmar la calidad del ARN total obtenido (3.2.1.1.2.) la electroforesis se realiz6
con una concentracién de agarosa del 1% (p/v), para separar bandas de ADN mayores a 1 Kb la
concentracién de agarosa fue del 0.8% (p/v) y para separar bandas de ADN de menor tamafio la
concentracién fue del 2% (p/v). La mezcla se calentd para disolver la agarosa, se dejé enfriar
durante 2 0o 3 min y, a continuacion, por cada 100 ml de gel se anadieron 5 pl de RedSafe™
Nucleic Acid Staining Solution (20000 X) (Intron Biotechnology, Inc., Corea), un agente
intercalante fluorescente que permite la visualizacion de los acidos nucleicos. Por Gltimo, se
vertid la solucion sobre un molde y se dejo6 enfriar hasta producir un gel rigido.

Antes de ser sometidas a electroforesis, se afiadié a las muestras una cantidad adecuada de
tampon de carga (DNA loading Dye; Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). Para determinar el
tamafio de los fragmentos de ADN se emplearon los marcadores de peso molecular GeneRuler™
1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) o MassRuler ™ DNA Ladder Mix (Thermo
Fisher Scientific, EE. UU.).

Las electroforesis se llevaron a cabo en una cubeta horizontal alimentada por una fuente
PowerPac (Bio-Rad, EE. UU.), aplicando diferencias de potencial entre 80 y 120 V. La
visualizacion de los geles y el almacenamiento de las imagenes se llevaron a cabo con un
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transiluminador de luz ultravioleta Chemi Genius2 Bio-Imaging System (Syngene, India), usando
el programa GeneSnap (Syngene, India).

3.2.1.5.2. Purificacion de fragmentos ADN separados mediante electroforesis

Las bandas de ADN a purificar se cortaron del gel de agarosa con una cuchilla estéril, usando
luz ultravioleta de baja intensidad para visualizarlas. Para evitar dafios en el ADN la banda expuso
el menor tiempo posible a la luz ultravioleta. El aislamiento de los fragmentos de ADN se llevo a
cabo siguiendo las instrucciones del kit ATP™ Gel/PCR Extraction kit (ATP Biotech Inc.,
Taiwan).

3.2.1.6. Tratamientos enzimaticos del ADN

3.2.1.6.1. Digestion del ADN con endonucleasas de restriccion

Todas las endonucleasas y tampones usados para llevar a cabo las digestiones, fueron
suministrados por New England Biolabs (Reino Unido). Para realizar la ligacion de un fragmento
de ADN en un vector de expresion fue necesario llevar a cabo previamente las digestiones del
vector de expresion y de la construccion de dicho fragmento en el vector de clonacién. Ambas
reacciones de digestion fueron realizadas haciendo uso de las mismas endonucleasas y se llevaron
a cabo a 37 °C durante el tiempo necesario segln las instrucciones del fabricante, que varié entre
15 min y 1 h. Las mezclas de reaccion se realizaron en el tamp6n suministrado con la enzima
conteniendo 1 pg del ADN plasmidico, 10 U de la enzima de restriccion y agua destilada
esterilizada hasta un volumen final de 50 pl. Las digestiones con dos enzimas de restriccion se
realizaron en un tampdn compatible para ambas enzimas. Cuando fue requerido, las enzimas se
inactivaron siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Los productos de las reacciones de
digestién fueron purificados antes de realizar las ligaciones.

También se llevaron a cabo reacciones de digestion con la finalidad de comprobar la presencia
de un inserto en un plasmido recombinante antes de que este fuera mandado a secuenciar. En
estos casos las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 15 pl.

3.2.1.6.2. Desfosforilacion de los extremos del ADN

Para realizar las ligaciones de fragmentos de ADN fue necesaria la desfosforilacion previa de
los extremos del plasmido sobre el que se iba a realizar la ligacion, para evitar su religacion y
aumentar asi la eficiencia de la misma. La desfosforilacion del vector se realiz6 durante la
digestion del mismo, con el fin de tenerlo linealizado y desfosforilado en un Unico paso. Para ello,
durante la digestién se afiadié 1 U de la enzima fosfatasa alcalina termosensible, TSAP (Promega,
EE. UU.). Terminada la digestion, la mezcla de reaccion se incubé durante 15 min a 74 °C para la
inactivacion de la enzima y finalmente se carg6 en un gel de agarosa para su purificacion.

3.2.1.6.3. Ligacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN obtenidos por PCR fueron introducidos en distintos plasmidos
(3.1.4.) para su secuenciacion o expresion. Para calcular la cantidad necesaria de inserto (producto
de PCR) a afiadir en la reaccion de ligacion se hizo uso de la siguiente ecuacion:

ng de vector x Kb del inserto
Kb del vector

x (proporcién inserto: vector) = ng de inserto

Los vectores de clonacion pSpark® II, pMBL-T y pJET1.2 se adquirieron en kits donde se
incluian sus propios reactivos y ligasas. En estos casos las ligaciones se realizaron bajo las
condiciones indicadas por cada fabricante.
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> Para realizar ligaciones con el vector pSpark® I (Canvax Biotech, Espafia) la mezclas de
reaccion contenian 20 ng de vector en el tampdn suministrado por el kit de la ADN ligasa
T4, 5 U de la enzima ADN ligasa T4, 5% (v/v) de PEG 6000, la cantidad necesaria de
inserto purificado para tener una proporcién 5:1 (inserto:vector) y agua destilada
esterilizada hasta tener un volumen final de 10 pl. Las ligaciones se llevaron a cabo a 22
°C durante 1 h.

Este vector permite las clonaciones de productos de PCR con extremos romos.

> Las ligaciones en el vector pMBL-T (Dominion, EE. UU.) se realizaron con 50 ng de
vector en el tampon de reaccion suministrado para la ADN ligasa T4, 5 U de la enzima
ADN ligasa T4, la cantidad necesaria de inserto purificado para tener una proporcion 5:1
(inserto:vector) y agua destilada esterilizada hasta tener un volumen final de 10 pl. Las
ligaciones se llevaron a cabo a 22 °C durante 1 h.

Como se explicd en el apartado 3.2.1.4.3., los insertos usados para ligar en este vector,
tienen que ser productos de PCR que hayan sido amplificados con polimerasas, como la i-
Tag™ DNA Polymerase (Intron Biotechnology, Corea), que afiadan adenina a los
extremos 3’ de los fragmentos. En caso contrario, antes de realizar la ligacion hubo que
adenilar el inserto.

» Las ligaciones de productos de PCR con extremos romos en el vector de clonacion
pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) se realizaron en un volumen final de 20 pl,
conteniendo 50 ng de vector en el tampdn de reaccién, 5 U de la enzima ADN ligasa T4,
la cantidad necesaria de inserto purificado para tener una proporcion 3:1 (inserto:vector) y
agua destilada esterilizada. Las ligaciones se llevaron a cabo a 22 °C durante 5 min.

Para llevar a cabo ligaciones de productos de PCR amplificados con la enzima i-Taq™
DNA Polymerase (Intron Biotechnology, Corea) en este vector fue necesario realizar
previamente una reaccion para conseguir extremos romos (blunting reaction). Esta
reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 18 ul de tampon de reaccion conteniendo
1 pl de la enzima DNA blunting, 1 ul de producto de PCR no purificado o 0.15 pmol de
producto de PCR purificado y agua destilada esterilizada. Esta mezcla se incubé a 70 °C
durante 5 min y, a continuacion, se enfrié en hielo. Terminada esta reaccién se llevo a
cabo la ligacion a 22 °C, durante 5 min y afiadiendo 50 ng de vector y 5 U de la enzima
ADN ligasa T4.

A diferencia de los vectores de clonacidn, los vectores de expresion, pYES2, p416GPD,
p423GPD y pBIN19::35S se encuentran circularizados. Por ello, en estos casos, antes de realizar
las ligaciones, se tuvieron que generar extremos cohesivos compatibles mediante restricciones de
los insertos y de los plasmidos. Las ligaciones se realizaron a 22 °C durante 2 h, en una mezcla de
reaccion que contenia el tampon de la ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), 50 ng del
producto purificado de la digestion del plasmido, 1 U de ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific, EE.
UU.), la cantidad apropiada del producto purificado de la digestion del inserto para tener una
proporcion 5:1 (inserto:vector) y agua destilada esterilizada hasta tener un volumen final de 10 pl.

3.2.1.7. Secuenciacién del ADN

La secuenciacion de los genes o fragmentos clonados se llevo a cabo en los laboratorios
Secugen, S.A. (Espafia), empleando oligonucleétidos disefiados a partir de las regiones
flanqueantes al MCS del vector. Las secuencias de estos oligonucleotidos vienen detalladas en el
Anexo 1.Gracias a la secuenciacion, se comprobd no so6lo la presencia de los insertos, sino
también la correcta orientacién de éstos en el vector.
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3.2.1.8. Transformacion génica

3.2.1.8.1. Transformacion génica en Escherichia coli

A. Preparacién de células competentes

El protocolo seguido para la preparacion de células competentes de E. coli se basa en el
descrito por Sambrook et al. (1989) con algunas modificaciones. Las células de E. coli se
cultivaron en medio SOB sdlido suplementado con tetraciclina, a 37 °C durante toda la noche. Al
dia siguiente, se tomaron entre 10 y 20 colonias para inocular 20 ml de medio SOB con
tetraciclina y se incub6 a 37 °C con agitacién continua a 200 rpm durante la noche. Al dia
siguiente, se tomaron 4 ml de este preindculo para inocular 200 ml de medio SOB con MgSO, y
tetraciclina, precalentado a 37 °C en un matraz de 1 | estéril. El indculo se incub6 a 37 °C con
agitacion a 200 rpm hasta que la DOgy fue de 0.48. Alcanzada esta DOgq, €l crecimiento del
cultivo se detuvo enfridndolo en agua-hielo durante 10 min, con breve agitacion inicial. Pasados
los 10 min, las células se recogieron por centrifugacion a 1500 x g durante 10 min a 4 °C, se
descartd el sobrenadante, las células se resuspendieron en 120 ml de disolucion TJBI fria
(3.1.5.2.) y se incubaron en agua-hielo durante 15 min. Posteriormente, se recogieron las células
por centrifugacion a 1500 x g durante 10 min a 4 °C, se descartd el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 16 ml de solucién TJBII fria (3.15.2.), dejandolas en agua-hielo durante 15
min. Por ultimo, se prepararon alicuotas de 100 pl que se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y se conservaron a -80 °C.

B. Transformacién mediante choque térmico

El protocolo que seguido para la transformacion de células competentes de E. coli es una
modificacion del descrito por Sambrook et al. (1989). Se descongelaron en hielo 100 ul de células
competentes de E. coli y se afadieron 5 ul de la mezcla de ligacion, o 10 pl si la ligacion se
realizd en el vector pJET1.2. La mezcla se incub6 durante 30 min en hielo, para permitir que los
plasmidos adhirieran a las paredes celulares bacterianas, tras lo cual, se sometié a un choque
térmico a 42 °C durante 90 s y posteriormente se mantuvo durante 3 min en hielo, con el fin de
introducir el ADN en las células durante la desestabilizacion inducida a las membranas. A
continuacion, se afiadieron 800 pl de medio LB (3.1.4.1.1.) y se incubo durante 1 h a 37 °C con
agitacion a 200 rpm, para permitir la recuperacion celular. Transcurrido este tiempo, se centrifugo
a 11000 x g, se elimin6 la mayor parte del sobrenadante y con el restante, aproximadamente 100
ul, se resuspendio el pellet y se sembro en placas de Petri con medio selectivo adecuado segtn el
vector usado en la transformacion:

» Las células transformadas con pMBL-T o pSpark® Il (3.1.4.) se sembraron en placas de
Petri con medio LB sdélido suplementado con ampicilina, IPTG y X-Gal (3.1.4.1.1.).

» Las células transformadas con pYES2, p416GPD, p423GPD o pJET1.2 (3.1.4) se
sembraron en placas de Petri con medio LB sélido suplementado con ampicilina
(3.1.4.1.1.).

En todos los casos, las placas se incubaron de 12 a 16 h a 37 °C.

C. Comprobacion de transformantes

La presencia y orientacion del inserto en el vector tras el proceso de transformacion se
comprobd mediante varios procesos secuenciales:

» Cribado azul/blanco mediante X-Gal: En aquellos casos en los que la transformacion se
realiz6 con construcciones basadas en el vector pMBL-T o pSpark® I, los transformantes
positivos, que incluian el inserto, se pudieron identificar por el color blanco de sus
colonias (3.1.4.1.1.).
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> PCR de colonias: En el caso de tener colonias suficientes, se analizaron un total de 10 a
30 colonias por transformacion mediante PCR de colonias (3.2.1.4.4.). Tras el analisis de
los resultados mediante electroforesis del producto de PCR en gel de agarosa, cada
colonia positiva se uso para inocular 3 ml de medio LB liquido con ampicilina y se crecid
entre 12 y 16 h a 37 °C con agitacion continua a 200 rpm para la posterior obtencién del
ADN plasmidico.

» Digestion del plasmido clonado: Tras la obtencion del ADN plasmidico se llevo a cabo la
digestion del mismo (3.2.1.6.1.) para complementar, junto con la PCR de colonias, la
seleccién de los transformantes positivos y la orientacidn del inserto. Las endonucleasas
de restriccion se eligieron teniendo en cuenta el vector y el inserto. El resultado de la
digestion fue visualizado en un gel de agarosa y una vez confirmada la presencia y
orientacion del inserto en el plasmido, este se mando a secuenciar.

3.2.1.8.2. Transformacion génica en Saccharomyces cerevisiae
A. Transformacion mediante acetato de litio-PEG

Para la transformacién de levaduras nos basamos en el método descrito por Elble (1992). Este
método permite una eficiente transformacion de las levaduras independientemente de la fase de
crecimiento del cultivo y sin necesidad de preparar previamente células competentes.

En primer lugar, se inocularon 10 ml de medio YPD conteniendo un 2% (p/v) de glucosa con
una colonia aislada de la estirpe de S. cerevisiae a transformar y se incubd, durante toda la noche,
a 30 °C con agitacion continua a 200 rpm. En el caso concreto de la levadura FBY4137, en lugar
de glucosa, el medio YPD se suplementd con un 2% (p/v) de galactosa para inducir la expresion
del gen SLCL1, controlada por el promotor GAL1, inducible por galactosa, y evitar asi la letalidad
de la levadura. Al dia siguiente, se centrifug6 una alicuota de 800 ul de cultivo durante 1 min a
16000 x g, descartandose el sobrenadante. El precipitado celular se mezclé con 20 pug de ADN de
esperma de salmén (ADN portador) previamente desnhaturalizado, por incubacion a 100 °C
durante 15 min, y de 0.1 a 1 pg del ADN plasmidico. La mezcla se agitd brevemente en un vortex
(IKA®, Alemania), se afiadieron 500 ul de tampén plate, se volvié a agitar y se incub6 a
temperatura ambiente entre 20 y 48 h. Al dia siguiente, se centrifugd durante 1 min a 16000 x g,
se eliminé el sobrenadante y se lavd con 500 pl de agua destilada estéril, resuspendiendo con
ayuda de una pipeta, centrifugando nuevamente durante 1 min y eliminando el sobrenadante. Con
la ayuda de una pipeta, se resuspendieron las células con 100 ul de agua destilada estéril y se
sembraron en una placa de Petri con el medio minimo selectivo adecuado en funcién del vector y
de la estirpe de levadura usada. Las placas se incubaron a 30 °C entre 48 y 72 h boca abajo. Una
vez crecidas, se tomaron entre 3y 8 colonias aisladas, se sembraron en una nueva placa de Petri
con el mismo medio y se incubaron a 30 °C durante el tiempo necesario, de 24 a 72 h, para
producir una cantidad suficiente de biomasa con la que inocular cultivos posteriores.

B. Comprobacién de transformantes

Para comprobar la presencia del vector y el inserto en las células transformadas se realizé una
PCR de colonias (3.2.1.4.4.).

3.2.1.8.3. Transformacion génica de Agrobacterium tumefaciens

A. Produccion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens

El método seguido para la preparacion de células competentes de A. tumefaciens fue el
descrito por An et al. (1988). Se incubaron células de A. tumefaciens en medio LB sélido con
gentamicina y rifampicina (3.1.4.1.2), a 28 °C durante una noche. Al dia siguiente, se tomo
biomasa de una colonia aislada para inocular 5 ml del mismo medio pero liquido y se incubé6 a 28
°C con agitacion a 200 rpm. Transcurridas aproximadamente 16 h, se afiadieron 2 ml del
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preindculo a 50 ml del mismo y se incubo, a 28 °C con agitacion a 200 rpm, hasta que el cultivo
adquiriese una ODgy de 0.5 a 1.0. A continuacion, se incub6 en hielo durante 10 min y se
centrifugd a 3000 x g durante 5 min a 4 °C. Se descarté el sobrenadante y las células se
resuspendieron en 1 ml de una solucién de CaCl, 20 mM previamente enfriada. Se prepararon
alicuotas de 100 pl que se congelaron en nitrégeno liquido y se conservaron a -80 °C.

B. Transformacién de células competentes de Agrobacterium tumefaciens por chogue térmico

La transformacién de A. tumefaciens se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito por An et
al. (1988). Para ello, se tomé una alicuota de células competentes a las que se afiadié 1 ug de
ADN del pldsmido apropiado. Tras descongelarse completamente la alicuota en hielo, se incubd a
37 °C durante 5 min. Una vez aplicado el choque térmico se afiadié 1 ml de medio LB liquido sin
antibidticos para incubarse durante 3 h a 28 °C en agitacion de 200 rpm. Transcurrido ese tiempo,
se centrifugo la muestra, se resuspendieron las células en 100 pl de medio LB y se sembraron en
una placa con medio LB sdlido suplementado con rifampicina, gentamicina y kanamicina
(3.1.4.1.2.). La placa se incub6 a 28 °C el tiempo necesario para obtener colonias aisladas.

C. Comprobacion de transformantes

Para comprobar la presencia del vector y el inserto en las células transformadas se realiz6 una
PCR de colonias (3.2.1.4.4.).

3.2.1.8.4. Transformacion de Arabidopsis thaliana

A. Transformacion de Arabidopsis thaliana por inmersion floral

Las plantas de Arabidopsis se transformaron siguiendo el método de inmersién floral descrito
por (Clough y Bent, 1998; Zhang et al., 2006).

Antes de la transformacion, se inocularon 5 ml de medio LB con gentamicina, rifampicina y
kanamicina (3.1.4.1.2.) con biomasa de A. tumefaciens portando el vector pBIN19::35S con los
correspondientes genes codificantes de HaLPCAT y se incub6 a 28 °C con agitacion continua a
200 rpm. Tras 48 h, se inocularon 200 ml de medio fresco con 1 ml del cultivo estacionario y se
crecio durante 24 h adicionales. Las células fueron entonces recolectadas por centrifugacion a
5500 x g durante 10 min y resuspendidas en 400 ml de solucion de infiltraciéon (3.1.4.2.). La
solucidn fue transferida a un vaso de precipitado y las flores se sumergieron en ella invirtiendo las
macetas y aplicando agitacién durante 3-5 s.

Posteriormente, las plantas se retiraron y se depositaron en una bandeja cubierta con un film de
plastico transparente para mantener la humedad. Las plantas se mantuvieron 24 h en las
condiciones de crecimiento normales (3.1.1.5.1.) pero en oscuridad. A continuacion, se
transfirieron a una cdmara de cultivo, donde se crecieron durante 3-5 semanas mas, hasta que las
silicuas se secaron. Se recolectaron las semillas y se seleccionaron los transformantes positivos.

B. Seleccién de lineas transgénicas

Para la identificacion y seleccion de las lineas transgénicas se llevd a cabo un método basado
en cambios en el fotoperiodo y en el uso de antibiotico de seleccion (Harrison et al., 2006). Tras
la esterilizacion (3.1.1.5.1.), las semillas transgénicas fueron resuspendidas en una solucion,
previamente calentada, de agar noble al 0.8% (p/v) y sembradas en placas de Petri con medio %
MS con kanamicina (3.1.4.1.4.). Tras un periodo estratificacion de 2 dias a 4 °C en oscuridad, las
semillas se incubaron durante 6 h con luz a 22 °C, seguido de una incubaciéon a 22 °C en
oscuridad durante 2 dias y una Gltima incubacién con luz durante 24 h. Tras este proceso de
seleccion, las plantulas transformadas, con cotiledones verdes y expandidos, se distinguian
facilmente de las que no lo habian sido, que poseian cotiledones amarillentos y sin expandir.
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Después de 8-10 dias, las plantulas transgénicas se trasplantaron a macetas y se cultivaron las
condiciones normales de crecimiento (3.1.1.5.1.), hasta obtener la siguiente generacion de
semillas.

C. Comprobacion de la presencia y expresion de genes en las lineas transgénicas

Una vez seleccionadas las plantas transgénicas se confirmod la presencia del transgen y la
expresion del mismo mediante PCR, en primer lugar a partir de ADNg extraido de hojas de
acuerdo al método descrito en 3.2.1.1.2. y posteriormente a partir de ADNc preparado a partir del
mismo tejido empleando el método descrito en el mismo apartado. Como control se usaron los
oligonucledtidos especificos de la actina de A. thaliana. Los oligonucle6tidos empleados en estas
reacciones constan en el Anexo 1.

3.2.1.9. Expresion heterdloga de proteinas recombinantes en Saccharomyces
cerevisiae

Se prepararon cultivos celulares a partir de biomasa procedente de una Unica colonia de
levadura transformada con los genes de interés en un pldsmido de expresion del tipo pYES2,
p423GPD o p416GPD. El tipo de medio selectivo SC, el volumen de medio y el tiempo de
incubacion variaron en funcion del plasmido usado en la transformacion de la levadura y de la
finalidad del cultivo.

Las células transformadas con construcciones basadas en el plasmido pYES2, que contiene el
promotor GAL1 para controlar la expresion de la proteina recombinante, se hicieron crecer en
preindculos de medio selectivo SC suplementado con un 2% (p/v) de rafinosa como fuente de
carbono. El uso de rafinosa para crecer los cultivos hace més eficiente la posterior induccién, ya
que a diferencia de la glucosa, que reprime fuertemente la expresion de la proteina recombinante
controlada por dicho promotor, la rafinosa es un azucar no represor (Giniger et al., 1985; West et
al., 1984). A partir de estos preindculos se prepararon cultivos a la densidad optica (DOggo)
deseada en el medio de induccién, medio selectivo SC suplementado con un 2% (p/v) de
galactosa y un 1% (p/v) de rafinosa. La galactosa actia como inductor del promotor GAL1 que
permite la expresion de las proteinas recombinantes (Giniger et al., 1985).

Las células transformadas con construcciones basadas en los plasmidos p4AXXGPD (Mumberg
et al., 1995), que contienen el promotor constitutivo GPD, se hicieron crecer en preinéculos de
medio selectivo SC suplementado con un 2% (p/v) de glucosa. Como excepcion, el medio usado
para crecer las células transformadas en la levadura FBY4137 se suplementd con un 2% (p/v) de
galactosa para permitir la viabilidad de esta levadura al expresarse el gen SLC1. A partir de estos
preindculos se prepararon cultivos a la densidad éptica deseada en el mismo medio de cultivo.

Para calcular el volumen necesario de un preindculo para inocular el siguiente cultivo a una
densidad Optica dada, se hizo uso de la siguiente ecuacion:

—D06l°° del cultivo x Volumen de cultivo (ml)

Volumen de preinéculo (ml) = DO
600

del preinéculo crecido

A continuacion se detallan los medios de cultivo, los volimenes de medio y los tiempos de
incubacion en cada caso. Todos los cultivos fueron incubados a 30 °C con agitacién a 200 rpm y
todas las centrifugaciones se realizaron a 3000 x g, durante 5 min y a temperatura ambiente.

Ensayos de actividad HaLPCAT in vitro

Las levaduras transformadas para el ensayo de actividad HaLPCAT se incubaron durante 3
dias en preindculos de medio SC-ura suplementado con un 2% (p/v) de rafinosa. Se tomo el
volumen necesario de cada preindculo para empezar la induccion a una DOgy de 0.4. Estas
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alicuotas se centrifugaron y las células se resuspendieron en medio SC-ura suplementado con un
2% (p/v) de galactosa y un 1% (p/v) de rafinosa, para la induccion durante 24 h. Para ensayar la
reaccion directa la induccion se realizd en un volumen de 200 ml y para la ensayar la reaccién
inversa se realiz6 en 1 I. Transcurridas las 24 h de induccion, las células fueron recogidas para la
preparacion de microsomas (3.2.1.13.).

Ensayos de actividad HaPDCT in vitro

Los preindculos se incubaron durante 3 dias en medio SC-his suplementado con un 2% (p/v)
de glucosa. Se tomaron alicuotas de estos cultivos, se centrifugaron y los pellets obtenidos se
resuspendieron en 1 | del mismo medio. El volumen tomado de cada cultivo fue el necesario para
gue el in6culo quedase a una DOgyp = 0.4. Estos indculos se incubaron durante 20 h vy,
posteriormente, se recogieron las células para la preparacion de la fraccion microsomal de
levaduras (3.2.1.13.).

Analisis de la composicién de &cidos grasos in vivo

Los cultivos, en medio SC-ura-his suplementado con un 2% (p/v) de glucosa, se incubaron
durante 24 h y, al dia siguiente, se tomaron alicuotas de los mismos para preparar inéculos de
DOggo = 0.4. Para el analisis de la composicion total de acidos grasos los indculos se prepararon en
20 ml del mismo medio y para el analisis de la composicion de acidos grasos de distintas especies
de lipidos se prepararon en 200 ml. Para ello, las alicuotas se centrifugaron y los pellets se
resuspendieron en el volumen necesario de medio. Los cultivos se incubaron durante 48 h, para
obtener cultivos celulares en fase estacionaria y posteriormente las células se recogieron para su
analisis.

Analisis del conjunto de acil-CoAs

Se prepararon preindculos en medio SC-ura-his suplementado con un 2% (p/v) de glucosa y se
incubaron durante 24 h. Posteriormente, se tomé el volumen necesario de cada cultivo para
preparar indculos de DOgy = 0.1, centrifugando las alicuotas y resuspendiendo los pellets en 20
ml del mismo medio. Los in6culos se incubaron durante 3 dias y, coincidiendo con su fase
estacionaria, las células se recogieron para su analisis.

Ensayo de complementacion con liso-PAF

Para realizar este ensayo, se prepararon cultivos de levadura transformada en 10 ml de medio
SC-ura suplementado con 2% (p/v) glucosa y se incubaron durante toda la noche. Al dia
siguiente, para inducir la expresion, estos cultivos se diluyeron a una DOgy de 0.4 en 10 ml de
medio SC-ura con galactosa al 2% (p/v) y rafinosa al 1% (p/v), se incubaron durante 24 h y se
procedid a realizar el ensayo de complementacion.

Ensayo de complementacion con 5-FOA

5 ml de cultivos de levadura transformada en medio SC-ura-his suplementado con 2% (p/v) de
galactosa se hicieron crecer toda la noche. Al dia siguiente, los cultivos se diluyeron a una DOgg
de 0.4 en 20 ml del mismo medio y se incubaron otra noche mas.

3.2.1.10. Ensayo de complementacion con liso-PAF

El ensayo de complementacion de la actividad LPCAT se llevo a cabo en base al estudio
realizado por Chen et al. (2007) con algunas modificaciones en el protocolo. Este ensayo se
realizo6 con cultivos de la levadura YO02431 transformada con las construcciones
pYES2::HaLPCAT1, pYES2::HaLPCAT2 y pYES2::HaLPCAT3. Como control negativo se us6
la misma estirpe de levadura albergando el plasmido pYES2 vacio y como control positivo, la
levadura S288C. Tras 24 h de incubacion a 30 °C con agitacion a 200 rpm en el medio de
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induccidn, estos cultivos se diluyeron en serie 1:10 desde una DOgg = 2 hasta una DOggo = 2x10,
10 pl de cada una de estas diluciones se sembraron en tres placas de Petri con medio SC-ura con
galactosa al 2% (p/v) y rafinosa al 1% (p/v), una de las placas se suplementd con 10 pg/ml de
liso-PAF, otra con 5 pug/ml y otra no lo contenia. Las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h.

3.2.1.11. Ensayo de complementacion con 5-FOA

Los cultivos de la levadura FBY4137 que contiene la construccion pGREG546::ScSLC1
(marcador URAZ3) transformada con las construcciones de los genes HaLPCAT en el plasmido
p423GPD (marcador HIS3) fueron diluidos en serie 1:10 de DOgyo = 0.4 a DOggo = 0.4 x 10y 10
ul de cada dilucion se sembraron en una placa SC-his con glucosa al 2% (p/v) y 5-FOA al 1%
(p/v). La levadura albergando el vector vacio se usé como control negativo y la levadura
transformada con el gen HaLPAAT2 en p423GPD se usé como control positivo. Ademas, como
control, 10 ul de cada dilucion se sembraron en una placa SC-ura-his con galactosa al 2% (p/v).
Las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h.

3.2.1.12. Obtencion de la fraccion microsomal de levadura

Para la preparacion de la fraccion microsomal de levadura, se recogieron las células de los
cultivos inducidos, en alicuotas de 100 ml, mediante centrifugacion a 3000 x g durante 5 min a 4
°C. A continuacién, para eliminar los restos de medio de cultivo se lavaron primero con agua
destilada y después con tampon de lisis (3.1.4.3.). El precipitado celular lavado se resuspendio
enl ml del mismo tampon de lisis y con 10 ul de coctel inhibidor de proteasas de levaduras y
hongos (Sigma-Aldrich, EE. UU.). Se anadieron 500 pl de bolas de vidrio de 710 a 1180 pm
(Sigma- Aldrich, EE. UU.) y se procedi6 a romper mecanicamente las células, mediante seis
ciclos de rotura consistentes en 1 min y 30 s de lisis en un homogeneizador MiniBeadbeater-8
(BioSpec, EE. UU.) a maxima velocidad, colocandose posteriormente durante 1 min en hielo para
evitar sobrecalentamiento. A continuacion, las muestras se centrifugaron en una microcentrifuga
Spectrafuge 24D (Labnet, EE. UU.) a 10000 x g durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante se volvi6
a centrifugar a 100000 x g durante 1 h y 10 min a 4 °C en una ultracentrifuga Optima MAX
Ultracentrifuge (Beckman Coulter™, EE. UU.). La fraccion microsomal obtenida se resuspendié
en tampo6n de mantenimiento (3.1.4.3.) y, seguidamente, se mididé la concentracién proteica
mediante el método BCA (Smith et al., 1985). Finalmente, se prepararon alicuotas que se
congelaron con N, liquido y se conservaron a -80 °C para Su posterior uso en ensayos
enzimaticos.

3.2.1.13. Cuantificacion de proteinas microsomales

La concentracion de las proteinas microsomales se determind por triplicado mediante el
método descrito por Smith et al. (1985), usando el kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo-Fisher, EE. UU.) y BSA como estandar para obtener las curvas patron. Tras afiadir el
reactivo de proteinas del kit a la muestra o al estandar, se incubd durante 30 min a 37°C y, a
continuacion, se determind la absorbancia a 562 nm en un espectrofotémetro Multiskan Spectrum
(Thermo Fisher Scientific, EE. UU.).

3.2.1.14. Medidas de densidad oOptica de cultivos (DOg)

El crecimiento de cultivos bacterianos y de levaduras se determind midiendo la absorbancia a
600 nm en un espectrofotometro Ultrospec 3300 pro (Amersham-Biosciences, EE. UU.). Para
estandarizar las medidas se determiné previamente la absorbancia de los correspondientes
blancos.
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3.2.1.15. Andlisis informatico de secuencias de ADN y proteinas

El disefio de los oligonucledtidos y el analisis de los mismos se llevaron a cabo haciendo uso
de la herramienta NetPrimer (Premier Biosoft, EE. UU.; http://www.premierbiosoft.com).

Las secuencias obtenidas de los genes o fragmentos clonados tras la secuenciacion fueron
visualizadas mediante el programa Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999).

Las busquedas de secuencias, tanto aminoacidicas como nucleotidicas, homologas a una
secuencia dada se realizaron en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology Information, NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) haciendo uso del programa informéatico de alineamiento de
secuencias BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tools; Altschul et al., 1990). Los
algoritmos de busqueda variaron en funcion de si se buscaban secuencias nucleotidicas o
aminoacidicas y de si se partia de una secuencia nucleotidica 0 aminoacidica. Los algoritmos de
busqueda usados fueron: tblastn, que ofrece secuencias de nucle6tidos traducidos homoélogas a
una secuencia aminoacidica dada; blastp, que ofrece secuencias aminoacidicas homdélogas a una
secuencia aminoacidica dada; blastx, que ofrece secuencias proteicas homdlogas a una secuencia
de nuclettidos traducida y blastn que ofrece secuencias de nucledtidos homologas a una
secuencia nucleotidica dada. La busqueda de secuencias, también se llevé a cabo en la base de
datos del genoma del girasol (https://www.sunflowergenome.org).

La base de datos de dominios conservados (Conserved Domain Database, CDD; Marchler-
Bauer y Bryant, 2004; Marchler-Bauer et al., 2011, 2015 y 2017), que forma parte del sistema de
busqueda del programa BLAST 2.0 del servidor del NCBI, permitié identificar las distintas
proteinas como pertenecientes a una superfamilia conocida.

Los alineamientos de secuencias nucleotidicas o aminoacidicas se llevaron a cabo a utilizando
el programa informatico ClustalX v2.0.10 (Larkin et al., 2007) y para realizar posteriores
modificaciones sobre dichos alineamientos se us6 del programa Bioedit Sequence Alignment
Editor (Hall, 1999).

El programa NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) permitié realizar mapas de digestion, tanto
de los genes a clonar como de los vectores de expresion.

El portal de recursos bioinformaticos ExPASy (Expert Protein Analysis System,
http://www.expasy.org/tools/) desarrollado por el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB, Swiss
Institute of Bioinformatics) aportd6 numerosas herramientas como translate tool, que permitié
llevar a cabo la traducciéon de nucleodtidos a aminoacidos y la bldsqueda del marco abierto de
lectura (ORF, Open Reading Frame) de las diferentes secuencias clonadas; TopPred Il (von
Heijne, 1992; Claros y von Heijne, 1994) que, haciendo uso de la escala de hidrofobicidad KD
(Kyte y Doolittle, 1982), permitié predecir a-hélices y la topologia de las proteinas de membrana
y ProtParam tool (Gasteiger et al., 2005), gracias al cual se pudieron estimar distintos parametros
fisico-quimicos de las proteinas.

Para predecir las localizaciones subcelulares de las proteinas se uso el programa DeeplLoc
(Almagro-Armenteros et al., 2017) del Centro para el Andlisis de Secuencias Bioldgicas (CBS,
Center for Biological Sequence Analysis) de la Universidad Técnica de Dinamarca.

Los analisis filogenéticos se realizaron mediante una bdsqueda previa de secuencias de

proteinas homologas de otras especies de plantas depositadas en la base de datos del NCBI
usando el algoritmo de busqueda blastp, que ofrece secuencias aminoacidica homologas a una

65


http://www.premierbiosoft.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.expasy.org/tools/

Ill. Materiales y Métodos

secuencia aminoacidica dada. Con los resultados obtenidos se realizé un alineamiento con el
programa ClustalX v2.0.10 (Larkin et al., 2007) y, en base a este alineamiento, se gener6 un arbol
filogenético usando el programa MEGAG6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis; Tamura et
al., 2013) utilizando para ello el método Neighbor-Joining.

3.2.2. METODOS ANALITICOS Y BIOQUIMICOS
3.2.2.1. Analisis de la composicion de &cidos grasos de levadura

3.2.2.1.1. Preparacion de la muestra

Se tomaron alicuotas de cultivos celulares en fase estacionaria (3.2.1.10.) diluidas de manera
que todas poseyeran la misma densidad Optica que la del cultivo que menos habia crecido, DOgg
de 1.81 para las muestras procedentes de levaduras transformadas con HaPDCT y DOgq, de 4.00
para las muestras procedentes de levaduras transformadas con HaLPCAT. Estas alicuotas se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y, para eliminar los restos del
medio de cultivo, se lavaron dos veces con agua estéril, centrifugando para ello a 3000 rpm
durante 5 min.

Las muestras procedentes de levaduras transformadas con HaPDCT se dejaron secar en un
termoblogue a 40 °C bajo atmdsfera de nitrogeno durante 1 h'y, posteriormente, se obtuvieron los
ésteres metilicos de &cidos grasos (FAMEs, Fatty Acid Methyl Esters) (3.2.2.1.5.), que se
analizaron mediante cromatografia de gases (3.2.2.1.6.).

Con las muestras procedentes de levaduras transformadas con HaLPCAT, se procedié a la
extraccion de los lipidos totales de las levaduras (3.2.2.1.2.). A continuacion, se separaron las
distintas especies de lipidos (PC, PE y TAG) mediante cromatografia en capa fina (TLC)
(3.2.2.1.4)) y se obtuvieron los FAMEs de cada una de estas fracciones lipidicas (3.2.2.1.5.), que
se analizaron mediante cromatografia de gases (3.2.2.1.6.). Ademas, a partir de los lipidos totales
de estas muestras, se procedié a separar mediante extraccion en fase solida (3.2.2.1.3.) distintas
fracciones lipidicas (lipidos neutros y polares) para su cuantificacion por HPLC (3.2.2.4.).

3.2.2.1.2. Extraccion de lipidos totales de levadura

Se afadieron a las muestras (3.2.2.1.1.) 2 ml de CH3;OH y 1 ml de bolas de vidrio de 710 a
1180 pwm (Sigma- Aldrich, EE. UU.) y se agitd a maxima velocidad en un vortex (IKA®,
Alemania) durante 10 min. Transcurridos los 10 min de agitacion, se afiadieron a las muestras 4
ml de CHCI3 y 1 ml de NaCl 0.9% (p/v), se volvi6 a agitar la muestra vigorosamente durante 30 s
y se centrifugé a 2500 rpm durante 2 min. La fase inferior se traspasd a un tubo tarado. A
continuacion, se volvieron a afiadir a las muestras otros 2 ml de CHCls, se agit6é vigorosamente
durante 30 s y se centrifugé a 2500 rpm durante 2 min. La fase inferior se unificé con la fase
inferior de la primera extraccién. Se repitié la extraccion con otros 2ml de CHCI;. Finalmente, se
afiadio 1 ml CH3;OH y 500 ul de NaCl 0.9% (p/v) al tubo que contenia los 8 ml de CHCl3, se agito
vigorosamente durante 30 s, se centrifugd a 2500 rpm durante 2 min y se eliminé la fase superior
con una pipeta.

La fase lipidica se evaporé bajo atmdsfera de nitrdgeno, en un termobloque a 40 °C, se pesaron
los tubos y se disolvieron los lipidos en 1 ml de CHCIs. Las muestras se conservaron en un vial
cerrado con atmosfera de nitrégeno a -20 °C.

3.2.2.1.3. Separacion de lipidos neutros y polares mediante extraccion en fase sélida

La separacion de los lipidos neutros y polares se llevo a cabo mediante extraccion en fase
solida. Para ello, 250 pl de la muestra de lipidos totales (3.2.2.1.2.) se cargaron en un cartucho
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(0.5 g silica gel cartridge LiChrolut®; Merck, Alemania) equilibrado previamente con 2 ml de
cloroformo. Una vez cargada la muestra, se eluyeron los lipidos neutros con 10 ml cloroformo y,
a continuacion, los lipidos polares con 10 ml de metanol. Por altimo, se evapord el solvente de
cada muestra y los lipidos se resuspendieron en 1 ml de disolvente, hexano para los lipidos
neutros y hexano:2-propanol (3:2, v/v) para los lipidos polares. Para cuantificar las distintas clases
de lipidos, ambas muestras fueron analizadas posteriormente mediante HPLC (3.2.2.4.).

3.2.2.1.4. Separacion de distintas especies de lipidos de levadura mediante TLC

La separacion de las distintas especies de lipidos de levadura se llevo a cabo mediante TLC
siguiendo un desarrollo doble (3.2.2.3.). Para ello se cargaron 200 ul de la muestra de lipidos
totales (3.2.2.1.2.) y patrones de TAG, PC y PE. El primer desarrollo se llevd a cabo en
éter/hexano/éacido acético (60:40:1, v/iv/v) y se realizd hasta que el frente llegd a unos 2 cm del
limite superior de la placa. Al terminar el primer desarrollo se marcé con yodo la banda
correspondiente al patron de DAG y se llevd a cabo un segundo desarrollo en
cloroformo/metanol/acido acético/agua (85:15:10:2.5, v/viviv), hasta que el frente lleg6 justo por
debajo de la banda correspondiente a los DAG. Posteriormente, tras visualizar las bandas
correspondientes a los patrones, se rasparon, con ayuda de una espéatula, las bandas de interés,
introduciendo la silice en tubos de vidrio para su posterior metilacion.

3.2.2.1.5. Obtencidn de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES)

Para determinar la composicién en acidos grasos de las muestras mediante cromatografia de
gases fue necesario obtener previamente sus FAMEs, con la finalidad de conseguir compuestos de
mayor volatilidad.

Las muestras de partida fueron o distintas especies de lipidos de levadura separadas mediante
TLC (silice) o material bioldgico sin pretratamiento (3.2.2.1.1). En ambos casos, los FAMEs se
obtuvieron mediante una reaccién de transesterificacion con metanol en medio &cido,
afiadiéndoles a las muestras 3 ml de mezcla de metilar, si bien, para el material bioldgico sin
pretratamiento se usdé mezcla de metilar que contenia dimetoxipropano y para el resto de muestras
se usO mezcla de metilar sin dimetoxipropano (3.1.5.3.). Las mezclas se incubaron a 80 °C
durante 1 h. Posteriormente, se afiadieron 3 ml de hexano, se agit6 vigorosamente y se centrifugd
a 2500 rpm durante 5 min para separar las fases. La fase superior, que contenia los esteres
metilicos, se pasé a otro tubo, se evapord el hexano bajo corriente de nitrdgeno y la muestra se
disolvié en 100 pl heptano.

3.2.2.1.6. Separacion de esteres metilicos (FAMES) mediante cromatografia de gases

Una vez obtenidos los esteres metilicos, estos se separaron mediante cromatografia de gases en
un cromatografo Agilent 6890 Series Gas Chromatograph (Agilent Technologies, EE. UU.),
equipado con un detector de ionizacién de llama (FID, Flame lonization Detector) y con una
columna capilar de silice fundida SP™-2380 de 30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y
0.2 pm de espesor de fase.

Las condiciones del andlisis fueron: temperatura del inyector, 220 °C, temperatura del detector,
250 °C. Programacion del horno: temperatura de inicio 150 °C, manteniéndose 2 min y una rampa
de temperatura de 4 °C/min hasta 220 °C, manteniéndose 2.5 min. Como gas portador (carrier
gas) se empled hidroégeno con un flujo de 40 ml/min y el sistema de inyeccién en modo split, con
una razon de division de la muestra de 1:20. El tiempo de analisis para cada muestra fue de 22
min.

La identificacion de los picos cromatograficos correspondientes a los &cidos grasos se
determind por comparacion con patrones conocidos.
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3.2.2.2. Extraccion de acil-CoAs y formacion de acil-eteno-CoA fluorescentes

La extraccion y el analisis del conjunto de acil-CoAs de levaduras se llevaron a cabo segun el
protocolo descrito Larson y Graham (2001).

Para realizar el analisis, se tomaron distintas alicuotas de los cultivos (3.2.1.10.) y se diluyeron
convenientemente para alcanzar la misma DOggyo que la del cultivo que menos habia crecido, en
este caso, DOgo = 1.60. Las células se recogieron por centrifugacion a 3500 x g durante 5 min a
temperatura ambiente, se elimind el sobrenadante y se afiadié6 1 nmol de heptadecanoil-CoA
(17:0-CoA) (Avanti Polar Lipids, EE. UU.) como patr6n interno, 200 ul de tampén de extraccion
(3.1.5.3.) y 500 pl de bolas de vidrio de 710 a 1180 pum (Sigma- Aldrich, EE. UU.). La mezcla se
agité durante 2 min a maxima velocidad en un vértex (IKA®, Alemania). Para eliminar los
lipidos y pigmentos el extracto se lavo tres veces con 200 pl de una mezcla de hexano saturado
con 2-propanol/agua (1:1, v/v), separando las fases por centrifugacion durante 2 min a 100 x g y
descartando el sobrenadante. Tras el ultimo lavado, se afiadieron 5 pl de agua saturada en
(NH4):SO4 y 600 pl de metanol/cloroformo (2:1, v/v). La mezcla se agitd brevemente en un
vortex (IKA®, Alemania) y se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 20 min. A
continuacion, se centrifugd durante 2 min a 21000 x g. El sobrenadante acuoso se transfirié a un
tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y fue llevado a sequedad por centrifugacion a vacio a 40 °C en
un sistema SpeedVac, durante aproximadamente 3 h. Una vez seco, el residuo fue resuspendido en
150 pl de agua y 150 pl de reactivo cloroacetaldehido 2X (3.1.5.3) y finalmente, para la
formacion de los derivados fluorescentes de los acil-CoA, se llevd a cabo la reaccion de
derivatizacion a 85 °C durante 20 min. La reaccién se llevd a cabo en oscuridad puesto que el
reactivo es sensible a la luz. Los acil-eteno-CoA fluorescentes obtenidos se analizaron por HPLC
(3.2.24)

3.2.2.3. Cromatografia en capa fina (TLC)

Aproximadamente 1 h antes del desarrollo cromatogréfico, el eluyente se introdujo en la
cubeta cromatogréfica para conseguir el equilibrio entre las fases liquido y vapor (saturacion de la
atmosfera) y, como minimo 30 min antes, las placas (placas de vidrio de 20x20 cm y 0.25 mm de
grosor; Merck, Alemania) se activaron a 80 °C para eliminar la humedad.

Las mezclas a separar y los patrones, se disolvieron en un pequefio volumen de disolvente con
un punto de ebullicién bajo, para conseguir su evaporacion tras la aplicacién en la placa. Se
cargaron a 3 cm del extremo inferior de la placa, esta se introdujo en la cdmara cromatogréafica y
se dejo que el eluyente ascendiera por capilaridad.

En los desarrollos simples, se dejé ascender el eluyente hasta unos 2 cm del limite superior de
la placa. En los desarrollos dobles, tras el primer desarrollo, se dejo secar la placa al aire, se
sefiald la altura a la que quedaban los distintos lipidos y se realiz6 el segundo desarrollo. En este
segundo desarrollo, el eluyente se dejé ascender hasta la mitad de la placa, para no interferir con
los lipidos que en el primer desarrollo se habian desplazado con un mayor Rf (valor del
desplazamiento del compuesto dividido por el desplazamiento del disolvente).

Para visualizar las bandas lipidicas se us6 vapor de yodo, que tifie las muestras al unirse por
fuerzas de tipo Van der Waals a las cadenas carbonadas. Para ello, la placa se introdujo en una
camara de revelado que contenia yodo sélido en equilibrio con su vapor. Las bandas
correspondientes a cada especie lipidica se identificaron comparando su Rf con los de patrones
conocidos. En el caso de que se quisieran visualizar solo las bandas correspondientes a los
patrones, se usO una pipeta Pasteur con yodo sélido, tras la que se hizo pasar aire que se enfocd
Unicamente a la zona de la placa que se deseaba marcar. Tras revelarse las bandas, estas se
marcaron con lapiz y la placa se dej6 en una campana de extraccion a temperatura ambiente para
eliminar el yodo. Por Gltimo, las bandas de interés se rasparon con ayuda de una espatula y los
lipidos se eluyeron con el disolvente apropiado. En el caso concreto de los desarrollos
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cromatogréficos realizados en los ensayos de actividad con sustratos radiactivos, la silice raspada
se introdujo directamente en un tubo del contador de centelleo liquido para cuantificar su
radiactividad.

3.2.2.4. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Para realizar los analisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, high performance
liquid chromatography) se hizo uso de un equipo HPLC 2695 (Waters, EE. UU.) y los datos se
procesaron mediante el programa Empower suministrado por el fabricante del aparato.

La cuantificacion de los lipidos neutros (3.2.2.1.3. y 3.2.2.5.1.) se llevo a cabo con una
columna de fase directa Lichrosorb (4.6 x 250 mm, 5.0 um; Merck, Alemania) y empleandose un
detector de luz difusa (evaporative light scattering detector) ELSD 2420 (Waters, EE.UU). EI
sistema de andlisis implicé la elucidn con un gradiente binario. El solvente A consistié en hexano
al 0.1% de &cido acético. El solvente B en una mezcla hexano/2-propanol/acetato de etilo
80:20:20 (v/v/v) al 0.1% de 4cido acético. La columna se equilibré con una relacion de solventes
A/B 98:2 (v/v), y al realizar la inyeccion el contenido de B se incrementé hasta el 70% durante 15
min, para re-equilibrar posteriormente la misma a la composicion inicial durante 5 min. El flujo
de trabajo fue de 2 ml/min. El sistema se calibré inyectando cantidades conocidas de distintos
patrones adquiridos de Sigma-Aldrich (EE. UU.).

La cuantificacién de los lipidos polares (3.2.2.1.3.) se llevd a cabo en una columna
Lichrospher 100 Diol (254 x 4 mm, 5 um; Merck, Alemania) empleando el mismo detector
mencionado anteriormente. EI método seguido fue el descrito por Salas et al. (2006), en el cual se
aplica un gradiente binario, siendo la fase A: hexano/2-propanol/acido acético/trietilamina (TEA)
82:17:1:0.08 (v/viviv) y la B: 2-propanol/agua/acido acético/TEA 85:14:1:0.08 (v/viviv). La
columna se equilibr6 inicialmente con 90% de solvente A. Una vez se inyectd la muestra se aplicd
un gradiente hasta un 60% de A en 24 min y se mantuvo un minuto a esa proporcion de solventes.
A continuacién, la columna se reacondicion6 con un 90% de A durante 9 min. El flujo de solvente
fue de 1 ml/min y la temperatura de analisis 30°C.

Para analizar las muestras de acil-eteno-CoA fluorescentes (3.2.2.2.) se usé una columna
XBridge C18 (250 x 5 mm, 5um; Waters, EE. UU.) y un detector de fluorescencia Multi 1
(Fluorescence Detector 2475; Waters, EE. UU.) usando el sistema de gradiente cuaternario
publicado por Larson y Graham (2001).

El flujo de la fase mdvil en la columna fue de 0.75 ml/min y la temperatura de 40 °C. La
composicion de la fase movil fue: A, &cido acético al 1% (v/v); B, acetonitrilo al 90% (v/v) y
acido acético al 1% (v/v); C, TEA al 0.25% (v/v) y tetrahidrofurano (THF) al 0.1% (v/v); D,
acetonitrilo al 90% (v/v). El gradiente de elucion fue el siguiente: 0-7 min, (90% (v/v) Ay 10%
(v/v) B a 20% (v/v) Ay 80% (v/v) B); 7.0-7.1 min, (20% (v/v) Ay 80% (v/v) B a 20% (v/iv) Ay
80% (v/v) C); 7.1-9.0min, (20% (v/v) Ay 80% (v/v) C a 90% (v/v)C y 10% (v/v) D); 9-34 min,
(90% (v/v) Cy 10% (v/v) D a 25% (v/v) Cy 75% (v/v) D); 34-35 min, (25% (v/v) Cy 75% (v/v)
D a 100% (v/v) D); 35-39 min, (100% (v/v) D a 100% (v/v) D); 39-40 min, (100% (v/v) D a 90%
(viv) Ay 10% (v/v) B); 40-45 min, (90% (v/v) A y 10% (v/v) B). Los derivados fueron
detectados con una longitud de onda de excitacion de 230 nm y una de emision de 420 nm.

La cuantificacion se llevd a cabo en funcion del patron interno, 17:0-CoA (Avanti Polar
Lipids, EE. UU.).
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3.2.2.5. Sintesis de reactivos

3.2.2.5.1. Sintesis de sn-1,2-18:2-DAG (sn-1,2-dilinoleina)

La sintesis de sn-1,2-18:2-DAG se realizd6 mediante la hidrélisis de sn-1,2,3-18:2-TAG
(Sigma-Aldrich, EE. UU.) con lipasa pancreatica del mismo suministrador. Para ello se afiadieron
a un tubo 50 mg de TAG, 10 mg de lipasa y 1 ml de tampon Tris-HCI pH 8.0. La mezcla se agitd
enérgicamente y se calentd a 40 °C en un termobloque. A continuacion, se afiadieron 250 pl de
una disolucion de sales biliares (Sigma-Aldrich, EE. UU.; 3.1.5.3.) y 100 pl de una disolucion
acuosa de CacCl, al 22% (p/v) y se agit6 vigorosamente durante 2 min. Para parar la reaccién se
afiadieron 500 ul de HCI 35% (v/v)/H,O (1:1, v/v) y se agito la mezcla. Una vez parada la
reaccion se afiadieron 2 ml de éter etilico, se agitd suavemente para evitar que emulsione y se
centrifug6 a 90 rpm durante 1 min. La fase superior etérea, se paso a un nuevo tubo y se procedio
a la separacion de los DAG por TLC, usando como liquido de desarrollo la mezcla hexano/éter
etilico/acido acético (60:40:1, v/viv). Cuando el frente lleg6é a unos 2 cm del limite superior, se
saco la placa de la cubeta y se dejd secar al aire. Para localizar la banda de DAG de la muestra, se
visualizé con vapor de yodo la banda correspondiente al patron de DAG. La banda de DAG se
raspd con ayuda de una espatula y se eluy6 de la silice con éter etilico. Por ultimo la
concentracion de DAG obtenida se determind por HPLC (3.2.2.4.)

3.2.2.5.2. Preparacion de disoluciones de acil-CoAs

Para la caracterizacion enziméatica de LPCAT se usaron sales de amonio de acil-CoA
comerciales de Avanti Polar Lipids (EE. UU.). Para ello se prepararon disoluciones a una
concentraciéon aproximada de 1 nmol/pl en tampoén acetato de sodio a pH 5.0 (3.1.5.3.). La
concentracién exacta de cada uno de estas disoluciones se determiné espectrofotométricamente a
260 nm, aplicando la ley de Beer-Lambert y usando como coeficiente de extincion molar (g),
16400 M/cm.

3.2.2.5.3. Sintesis quimica de fosfolipidos radiactivos

Preparacion de la mezcla de los acidos grasos radiactivos y no radiactivos

Para llevar a cabo la sintesis de fosfolipidos radiactivos fue necesario preparar previamente
mezclas de acidos grasos radiactivos y no radiactivos para tener la radiactividad especifica
(uCi/umol) deseada en cada caso.

Asi, para la sintesis de sn-1-18:1-sn-2-[*C]-18:1-PC, sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:2-PC y sn-1-
18:1-sn-2-[**C]-18:3-PC, para realizar el ensayo de la actividad enzimatica HaLPCAT en su
reaccion inversa se prepararon 18:1, 18:2 y 18:3 a 2.5 uCi/umol. En el caso de la sintesis de las
mismas especies de PC para realizar el ensayo de actividad enzimatica de HaPDCT se prepararon
18:1, 18:2 y 18:3 a 11 uCi/umol. Para la sintesis de sn-1-[**C]-18:1-LPC se prepar6 18:1 a 1
uCi/pumol.

Para ello se diluy6 en cloroformo el acido graso no radiactivo a 10 mg/ml y una cantidad dada
de dicha disolucion se mezclé con el acido graso radiactivo comercial correspondiente (American
Radiolabeled Chemicals, EE. UU.) calculandose la proporcion de ambos en base a la
radiactividad especifica del reactivo comercial, que solia ser entre 50 y 55 pCi/umol.
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Sintesis de fosfatidilcolina (PC) radiactiva

Los distintos tipos de PC radiactiva se sintetizaron siguiendo un protocolo adaptado al descrito
por Kanda y Wells (1981). Para obtener un buen rendimiento fue necesario trabajar en
condiciones anhidras, por lo que se tuvo especial cuidado en realizar la reaccion bajo atmdésfera de
nitrégeno.

En un tubo de vidrio de 15 ml con tapon de rosca, conteniendo una barra magnética de
agitacion, se tomo el volumen necesario de la mezcla preparada previamente del &cido graso
radiactivo y el mismo acido graso no radiactivo y el solvente se evapord hasta sequedad bajo
corriente de N, a 50-80 °C. A continuacion, para eliminar las trazas de agua, se disolvié el residuo
en un volumen de 300 pl de benceno y éste se evapord hasta sequedad, realizandose la operacion
dos veces consecutivas. Inmediatamente después, se cerr6 el tubo y se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Una vez atemperado se afiadieron, bajo corriente de N, 180 pl de anhidrido
trifluoroacético (Sigma-Aldrich, EE. UU.), se cerré el tubo, se agitd durante 30 s en un vortex
(IKA®, Alemania) y se evapord el anhidrido trifluoroacético a temperatura ambiente bajo
corriente de N, durante 60 s.

En otro tubo se tom6 el volumen necesario de sn-1-18:1-LPC (Avanti Polar Lipids, EE. UU.)
disuelta en cloroformo/metanol (2:1, v/v) para tener una relacion molar 1:5 (acido graso: sn-1-
18:1-LPC) y se evapor6 el disolvente hasta sequedad a 50-80 °C bajo corriente de N, A
continuacion, se afiadieron 300 pl de benceno, se evaporaron hasta sequedad y se repitio el
proceso una vez mas. Por ultimo, se afiadieron, bajo corriente de N, 300 pl de acido
trifluoroacético (Sigma-Aldrich, EE. UU.) e inmediatamente después, se cerr6 el tubo y se dejé
enfriar a temperatura ambiente.

A continuacion, se agrego el aceptor de acilo disuelto en &cido trifluoroacético al anhidrido de
acido graso bajo corriente de N,. Se cerr6 el tubo y la mezcla se agité en un vortex (IKA®,
Alemania) durante 5 min a temperatura ambiente. Transcurridos los 5 min, se evaporé el
disolvente bajo nitrégeno y se afiadieron 3.75 ml de metanol/cloroformo (2:1, v/v), 0.9 ml de
acido acético 0.15 M, 1.25 ml de cloroformo y 1.25 ml de agua, mezclando con agitacion entre
adiciones. Se centrifug6 brevemente durante 2 min a 1000 rpm y la fase de cloroformo se llevo6 a
un nuevo tubo de metilar. Seguidamente, se afiadieron 2.5 ml de cloroformo a la fase superior, se
agitd y se volvid a centrifugar. La fase de cloroformo se combiné con la anterior y se evaporaron.
La muestra se disolvié en un volumen de 200 pl de cloroformo.

Finalmente, para purificar el producto de la reaccion, el extracto organico se cargd junto con
los patrones, sn-1-18:1-LPC (Avanti Polar Lipids, EE. UU.) y sn-1-18:1-sn-2-18:1-PC (Sigma-
Aldrich, EE. UU.), en dos placas de TLC previamente activadas. Se realiz6 un desarrollo
cromatogréafico con cloroformo/metanol/acido acético/agua (90:15:10:3, v/v/v/v) hasta unos 2 cm
por debajo del borde superior de la placa. Las bandas correspondientes con los patrones fueron
visualizadas en atmésfera de yodo y las zonas correspondientes a las bandas que contenian el
PC sintetizado se marcaron tomando como referencia la altura de los patrones.

Las bandas de PC se rociaron con agua, se rasparon con ayuda de una espatula y se
eluyeron juntas con metanol. Por ultimo, se determind la concentracion del producto sintetizado
midiendo la radiactividad con un contador de centelleo liquido.

Sintesis de lisofosfatidilcolina (LPC) radiactiva

La sintesis de sn-1-[**C]-18:1-LPC radiactiva se llevé a cabo siguiendo el mismo protocolo
que se usé para la sintesis de PC con la salvedad de usar L-a-GPC (Sigma-Aldrich, EE. UU.)
como donador de acilo en lugar de LPC.
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3.2.2.6. Cuantificacion de la radiactividad

Las medidas de radiactividad de los diferentes compuestos obtenidos durante el desarrollo de
este trabajo se realizaron usando un contador de centelleo liquido LS6500 (Beckman Coulter ™,
EE. UU.). Para ello se introdujo la muestra en un vial de centelleo de polietileno, se afiadieron 3
ml de liquido de centelleo Ecoscint™ H (National Diagnostics, EE. UU.), se agit6 vigorosamente
durante 1 min y se cuantificd la radiactividad durante 10 min. En los casos en los que la muestra
estuviera disuelta, antes de afiadir el liquido de centelleo, se evaporé el disolvente bajo atmdsfera
de nitrégeno.

3.2.2.7. Determinacién de actividades enziméaticas

3.2.2.7.1. Determinacidn de la actividad enzimatica HaLPCAT

Reaccidn directa

Las especificidades de las enzimas HaLPCAT se determinaron midiendo por triplicado la
incorporacién de diferentes sustratos acil-CoA (3.2.2.4.3.) en sn-1-18:1-LPC marcado
radiactivamente (3.2.2.4.4.) usando preparaciones de membrana de la levadura Y02431
transformada con las construcciones de los genes HaLPCAT en el vector pYES2 (3.2.1.10.). El
ensayo se realizd en base al protocolo descrito por Lager et al. (2013).

Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C, con agitacién a 100 rpm y en un volumen final de
50 ul en tampén fosfato de potasio (3.1.5.3.) conteniendo 10 nmol sn-1-[**C]-18:1-LPC (1
uCi/pumol), 5 nmol del acil-CoA correspondiente y 0.4 pg de proteina microsomal para
HaLPCAT1 y HaLPCAT2 o 20 pg de proteina microsomal para HaLPCAT3. Las reacciones
comenzaron con la adicion de las proteinas microsomales y se pararon afiadiendo 170 pl de acido
acético 0.15 M y 500 ul de cloroformo/metanol (1:1, v/v). El tiempo de reaccion fue de 4 min
para HaLPCAT1 y HaLPCAT2 y de 20 min para HaLPCAT3.

Terminada la reaccidn, las fases se separaron por centrifugacion a 6000 rpm durante 1 min. La
fase organica inferior se transfiri6 a un tubo de metilar, se sec6 bajo nitrogeno gas y se
resuspendio en 40 ul de cloroformo. El producto se aplico sobre placa de TLC que se desarrollo
en cloroformo/metanol/acido formico (75:25:10, v/v/v). Las bandas radiactivas correspondientes a
PC se visualizaron en un Typhoon 9410 (Amersham Biosciences, Reino Unido), se rasparon y se
analizaron en un contador de centelleo.

Ademas de estas reacciones, se llevaron a cabo reacciones a tiempo cero como control. Los
valores de actividad obtenidos con estos controles negativos se restaron de los valores de los
ensayos reales para calcular la actividad enzimatica en cada caso.

Reaccion inversa

Para medir la especificidad de acilo en la direccion inversa se realizé el ensayo con distintas
especies de PC (sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:1-PC, sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:2-PC y sn-1-18:1-sn-2-
[*“C]-18:3-PC) marcadas radiactivamente a 2.5 uCi/umol (3.2.2.4.4.). El ensayo se realizo en base
al protocolo descrito por Lager et al. (2013).

El ensayo se llevo a cabo por triplicado con preparaciones de membrana de la levadura
Y02431transformada con las construcciones de los genes HaLPCAT en pYES2 (3.2.1.10.).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 100 pl de tampdn fosfato de potasio
(3.1.5.3.) conteniendo 0.2 pmol de la sal de litio de CoA, 10 nmol 18:1-CoA, 1 mg BSA, 9 nmol
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del [*C]-PC correspondiente y 45 pg de proteina microsomal liofilizada, a una temperatura de 30
°C, durante 60 min y con agitacion a 100 rpm.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccidn, se afiadieron 3.75 ml metanol/cloroformo (2:1,
v/v), 0.8 ml de &cido acético 0.15 M, 100 pl de BSA (100 mg/ml en agua), 1.25 ml de cloroformo
y 0.9 ml de agua, agitandose la mezcla vigorosamente. Tras centrifugar a 2500 rpm durante 6 min,
la fase inferior organica se descartd. Se afiadieron 0.5 ml de KOH 4 M a la fase superior y se
calentd a 90 °C durante 15 min. Posteriormente, se afiadieron 0.5 ml de HCI 6 M, 3.75 ml
metanol/cloroformo (2:1, v/v), 3.75 ml de cloroformo y 1 ml agua. Tras otra centrifugacion en las
mismas condiciones, la fase organica se pas6 a un tubo nuevo y una alicuota de la misma fue
medida en un contador de centelleo liquido. También se llevaron a cabo reacciones a tiempo cero,
que se restaron de los valores de los ensayos reales para calcular la actividad enzimatica en cada
caso.

3.2.2.7.2. Determinacidn de la actividad enzimatica HaPDCT

El ensayo de actividad PDCT se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito por
Wickramarathna et al. (2015) con algunas modificaciones.

La actividad HaPDCT se ensayé por triplicado con preparaciones de microsomas de la
levadura HJ091 transformada con p423GPD::HaPDCT (3.2.1.10.) y se determin6 como la
cantidad de DAG radiactivo formado por unidad de tiempo y cantidad de proteina microsomal
ensayada. El ensayo se realizd con distintas especies de DAG, sn-1,2-dioleina (Sigma-Aldrich,
EE. UU.) y sn-1,2-dilinoleina (3.2.2.4.1.), y de PC, sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:1-PC y sn-1-18:1-sn-
2-[**C]-18:2-PC (3.2.2.4.4.). Ademas, se llevaron a cabo reacciones a tiempo cero como control.
Los valores de actividad obtenidos con estos controles negativos se restaron de los valores de los
ensayos reales para calcular la actividad enzimatica en cada caso.

Los sustratos de la reaccion, 100 nmoles de DAG no radiactivo y 12.5 nmoles de sn-1-18:1-sn-
2-[**C]-acil-PC (11 pCi/umol) se mezclaron e inmediatamente se secaron bajo nitrogeno. El
residuo seco se resuspendio en 50 pl de tampdn de reaccion 4X (3.1.5.3.) con sonicacion durante
20 min. Las reacciones, que se llevaron a cabo a 30 °C durante 1 h, comenzaron con la adicion de
90 pg de proteinas microsomales en 150 pl tampon GTE (3.1.5.3.) y se pararon con 3 ml de
cloroformo/etanol (2:1, v/iv) y 1.5 ml de KCI 0.9% (p/v). Una vez parada la reaccidn, la mezcla se
agité en un vortex (IKA®, Alemania) y las fases se separaron por centrifugacion a 1500 rpm
durante 2 min. La fase organica se llev6 a un nuevo tubo de metilar, se secé bajo nitrégeno gas y
se resuspendio en 160 pl de cloroformo.

A continuacidn, los lipidos se separaron mediante TLC aplicando un doble desarrollo. En las
placas se cargaron, junto con las muestras, los patrones de TAG, DAG y PC. El primer desarrollo
se realiz hasta que el frente llegd a unos 2 cm del limite superior de la placa, usando la mezcla
hexano/éter etilico (50:50, v/v) para separar los lipidos neutros. Terminado el primer desarrollo se
marcé con yodo la banda correspondiente al patron de DAG y se llevd a cabo un segundo
desarrollo para separar los lipidos polares. La mezcla usada en este caso fue
cloroformo/metanol/acido acético/agua (80:40:6:2, v/v/v/v). Este desarrollo se llevd a cabo hasta
que el frente llegd justo por debajo de la banda correspondiente a los DAG. Posteriormente, para
visualizar las bandas, se introdujo la placa unos minutos en una cubeta con atmdsfera de yodo.
Por ultimo, se rasparon las bandas correspondientes a las muestras y se introdujeron en viales de
centelleo para cuantificar la radiactividad de cada una de ellas.

3.2.2.7.3. Célculo de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica se expres6 como la cantidad de producto obtenido por cantidad de
enzima ensayada y por tiempo de ensayo, en pmol/ug/min o nmol/mg/min.

73



Ill. Materiales y Métodos

Para calcular los moles de producto obtenido tras la medida de radiactividad en el contador de
centelleo liquido se uso la siguiente formula:

dpm producto — dpm control

nmol producto = 22 % 10° x AE

Siendo:

dpm producto = Desintegraciones por minuto del producto.

dpm control = Desintegraciones por minuto del control de la reaccion a tiempo cero.
2.2x10° = Relacion entre dpm y nCi (1 nCi = 2,2x10° dpm).

AE = Actividad Especifica. Definida como cantidad de radiactividad por unidad de masa (o de
volumen) de un compuesto. En este caso, expresada como nCi/nmol.

3.2.2.7.4. Calculo de la concentracion de compuestos radiactivos

Para determinar la concentracién de los distintos compuestos radiactivos sintetizados fue
necesario cuantificar la radiactividad con un contador de centelleo liquido y aplicar la siguiente
férmula:

dpm
22X 10X AE XV

Molaridad =

Siendo:
dpm producto = Desintegraciones por minuto del producto.
2,2x10° = Relacién entre dpm y nCi (1 uCi = 2,2x10° dpm).

AE = Actividad Especifica. Definida como cantidad de radiactividad por unidad de masa (o de
volumen) de un compuesto. En este caso expresada como puCi / pmol.

V = Volumen usado para medir en el contador de centello liquido en pl.

3.2.2.8. Analisis de la composicion de acidos grasos de A. thaliana

Las semillas a analizar, en un nimero de 50 aproximadamente se colocaron en tubos de vidrio,
se pesaron y se afiadieron 60 pg de acido heptadecanoico (17:0) como patrén interno y 1 ml de
H,SO, 2.5% (v/v) en metanol. Se calentaron a 80 °C y trascurrida 1 h se enfriaron a temperatura
ambiente. A continuacion, se afiadieron 500 pl de hexano y 1.5 ml de NaCl 0.9% (p/v) y, tras
agitar vigorosamente, se centrifug6 a 2000 rpm durante 5 min. Se recogid la fase superior en un
vial, se llevd hasta sequedad bajo atmosfera de nitrogeno y se afiadieron 100 pl de hexano. Las
muestras se conservaron en el vial cerrado con atmoésfera de nitrégeno a -20 °C. Los esteres
metilicos obtenidos se analizaron mediante cromatografia de gases.
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IV. Resultados y Discusion

4.1. CLONACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE
ENZIMAS LISOFOSFATIDILCOLINA ACILTRANSFERASAS DE
GIRASOL

4.1.1. CLONACION DE LAS SECUENCIAS COMPLETAS DE LOS
GENES HalLPCAT EN VECTORES DE CLONACION

El primer paso para buscar genes putativos que codificasen una enzima LPCAT en
Helianthus annuus fue identificar secuencias proteicas homologas en Arabidopsis thaliana. En
la pagina web ARALIP (Beisson et al., 2013; The Arabidopsis Acyl-Lipid Metabolism Website:
http://aralip.plantbiology.msu.edu) se encontraron dos proteinas de Arabidopsis con actividad
LPCAT, AtLPCAT1 (numero de acceso de GenBank: NP_172724, codificada por At1g12640) y
AtLPCAT?2 (nimero de acceso de GenBank: NP_176493, codificada por At1g63050) (Theologis
et al., 2000). A partir de las secuencias proteicas de estas dos enzimas se buscaron secuencias
transcritas (EST, Expressed Sequence Tag, marcador de secuencia expresada) de Helianthus
annuus. Esta busqueda se realizé en la base de datos del NCBI usando el algoritmo tblastn.
Dado el alto grado de identidad entre ambas secuencias, los resultados obtenidos con una u otra
secuencia fueron los mismos. El alineamiento de estos EST, llevado a cabo con el programa
ClustalX v2.0.10 (Larkin et al., 2007), dio como resultado la identificacion de dos isoformas que
codificaban LPCAT de girasol, HaLPCAT1 y HaLPCAT2.

Mediante el uso del algoritmo blastx se agruparon, para cada isoforma, los distintos
conjuntos de secuencias homologas que codificaban la misma zona de la proteina. El
solapamiento existente entre algunos EST permitié realizar un ensamblaje in silico de la
secuencia nucleotidica completa de ambas isoformas.

Se confirm6 que se tenian las secuencias completas de las regiones codificantes
traduciéndolas a aminoacidos y comparandolas con secuencias conocidas de otras LPCAT de
plantas. Para ello, se realizd, a partir secuencias aminoacidicas de cada isoforma, una bisqueda
de secuencias proteicas homologas depositadas en la base de datos del NCBI usando el
algoritmo blastp.

A partir de las secuencias de HalLPCAT1 y HalLPCAT2 se buscaron secuencias de
Helianthus annuus depositadas en la base de datos del genoma de girasol
(https://www.sunflowergenome.org), obteniéndose la secuencia completa de la region
codificante de la tercera isoforma, HaLPCAT3.

Una vez identificadas las regiones codificantes de las tres isoformas, se disefiaron pares de
oligonucledtidos especificos para la amplificacion de cada una a partir de las secuencias de sus
extremos. A estos oligonucleédtidos se les afiadieron dianas de restriccion en sus extremos para
facilitar la posterior clonacion en el vector de expresion. Los oligonucleétidos disefiados, cuyas
secuencias se encuentran detalladas en el Anexo 1, fueron: BamHIHaLPCAT1F vy
XholHaLPCAT1R, BamHIHaLPCAT2F y XholHaLPCAT2R vy EcoRIHaLPCAT3F vy
XholHaLPCAT3R.

Haciendo uso de estos oligonucle6tidos se procedié a amplificar las regiones codificantes de
los genes mediante PCR de alta especificidad y fidelidad. Como molde de la reaccion se tomé
ADNc comprendido entre los 15 DDF y los 35 DDF porque es en este periodo cuando el
contenido en aceite de la semilla de girasol incrementa (Martinez-Force et al., 1998; Robertson
et al., 1978; Aznar-Moreno et al., 2013) y, por tanto, se espera que la ruta de sintesis de TAG
sea mas activa y que se expresen a altos niveles los genes implicados en ella. En concreto se usé
ADNC obtenido de semillas de girasol de la linea silvestre CAS-6 de 25 DDF.

Los productos amplificados mediante PCR fueron aislados y purificados mediante
electroforesis, observandose, en cada caso, una Unica banda del tamafio esperado. Los
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fragmentos de ADN observados fueron de 1389, 1380 y 1392 pb para HaLPCAT1, HaLPCAT2
y HaLPCATS, respectivamente. Los productos de PCR purificados de HaLPCAT1 y HaLPCAT2
se adenilaron y se ligaron en pMBL-T y el producto de PCR purificado de HaLPCATS3 se ligd
directamente en pJET1.2. Con los productos de estas ligaciones se transformé E. coli y
mediante PCR de colonias se comprobd que los transformantes poseian las construcciones de
interés. Los oligonucleétidos usados en la PCR de colonias fueron M13F y M13R para
HaLPCAT1y HaLPCAT2 y pJET1.2F y pJET1.2R para HaLPCAT3 (Anexo 1). A continuacion,
se extrajo el ADN plasmidico de aquellos transformantes que poseian las construcciones de
interés, es decir, pMBL-T::HaLPCAT1, pMBL-T::HaLPCAT2 y pJET1.2::HaLPCAT3. Por
altimo, se comprobd que las construcciones poseian el inserto mediante digestion con las
enzimas BamHI y Xhol para HaLPCAT1 y HaLPCAT2 y con las enzimas EcoRI y Xhol para
HaLPCAT3 y las que lo poseian se enviaron a secuenciar.

Se confirmaron las identidades de las secuencias clonadas por homologia con secuencias de
otras LPCAT de plantas depositadas en la base de datos del NCBI. Para ello, las secuencias
nucleotidicas obtenidas se tradujeron a aminoacidos y con cada una de las secuencias
aminoacidicas se realizd una busqueda de secuencias homologas con el algoritmo blastp. Las
secuencias, tanto nucleotidicas como aminoacidicas de HaLPCAT1, HaLPCAT2 y HaLPCAT3
fueron depositadas en la base de datos GenBank con los nimeros de acceso JN112899 y
AER57988 (HaLPCAT1), JN112900 y AER57989 (HaLPCAT?2) y KY235263 y AERQ87991
(HaLPCAT3), respectivamente y se muestran en el Anexo 3. Estos 3 genes correspondieron a
los Unicos genes LPCAT encontrados dentro del genoma del girasol segln la base de datos de
https://www.sunflowergenome.org, donde estan codificados como HanXRQChr13g0416721
(HaLPCAT1), HanXRQChr02g0048801 (HaLPCAT2) y HanXRQChr17g0533761
(HaLPCAT3) y que se encuentran presentes en los cromosomas 13, 2y 17.

Las estructuras de los genes LPCAT de girasol fueron similares a las presentadas por los
genes de Arabidopsis, con 8 exones separados por 7 intrones (Figura 22). En el caso de
Arabidopsis la similitud estructural de los genes LPCAT apunta a una duplicacion del gen
dentro de la especie/género, como ya se ha observado para otros genes de esta planta a pesar de
su reducido tamafio del genoma. Por otra parte, el girasol es una especie de origen hibrido
reconocido, cuyo genoma consiste en 17 pares de cromosomas, producto de hibridacion entre
dos especies ancestrales de 9+8 y posterior estabilizacion por diploidia. De esta forma, cabria
esperar la presencia de dos genes de cada una de las especies, lo cual implicaria la presencia de
cuatro genes, sin embargo, encontramos uno de caracteristicas genémicas muy similares a los de
Arabidopsis y otros dos con estructura diferente ya que presentaron intrones mucho mas largos.
Esto apuntaria a la pérdida de un gen durante el proceso de estabilizacion del hibrido y a la
variacion de los otros dos por degeneraciéon de intrones en una especie como el girasol que
presenta gran nimero de elementos transponibles.
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At1g12640- AtLPCAT1
- - - - - - -———
At1g63050~ AtLPCAT2

- —— - -—— - -—

HanXRQChr013g0416721 —~ AERS7988 HalPCAT1

HanXRQChr02g0048801 — AER57989 HalPCAT2

u -_— e —
HanXRQChr17g0533761 — ARQ87991 HalPCAT3

Figura 22. Esquema de las estructuras génicas de los genes codificantes de las enzimas LPCAT
de Arabidopsis thaliana (AtLPCAT1 y AtLPCAT2) y de girasol (HaLPCAT1, HaLPCAT2 y
HaLPCAT3).

4.1.2. CARACTERISTICAS DE LAS SECUENCIAS AMINOACIDICAS
DE LAS PROTEINAS HaLPCAT

Las tres isoformas HaLPCAT clonadas codifican aciltransferasas con una diferencia de
tamafio de tan s6lo 4 aminoacidos, siendo la de menor tamafio HaLPCAT2 con 459
aminoacidos, seguida de HaLPCAT1 con 462 aminoacidos y de HaLPCAT3 con 463
aminoacidos.

Los pesos moleculares y los puntos isoeléctricos estimados, asi como los porcentajes de
residuos aminoacidicos acidos y bésicos e hidrofébicos e hidrofilicos de las tres isoformas
fueron bastante similares (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas de las proteinas HaLPCAT.

HalLPCAT1 HaLPCAT?2 HaLPCAT3

Tamafio (aminoacidos) 462 459 463

Peso molecular (kDa) 51.88 51.56 52.37
Punto isoeléctrico 9.36 9.40 9.51
Residuos acidos (%) 5.80 5.70 5.60
Residuos basicos (%) 11.9 11.3 12.5
Residuos hidrofébicos (%) 48.9 49.0 47.3
Residuos hidrofilicos (%) 33.3 34.0 34.6

Al comparar entre si las secuencias aminoacidicas de HaLPCAT1, HaLPCAT2 vy
HaLPCATS3 se observo un elevado porcentaje de similitud en las secuencias. Las isoformas que
presentaron mayor identidad entre ellas fueron HaLPCAT1 y HalLPCAT2, con un 83%,
mientras que HaLPCAT1 y HaLPCAT2 mostraron un porcentaje de dicho parametro del 73%
respecto a HaLPCATS3.
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Tras realizar una basqueda con las secuencias de las tres proteinas en la base de datos de
dominios conservados (Conserved Domain Database, CDD; Marchler-Bauer y Bryant, 2004;
Marchler-Bauer et al., 2011, 2015 y 2017), el programa BLAST 2.0 del servidor del NCBI las
incluyo dentro de la familia de proteinas MBOAT.

Las secuencias aminoacidicas de varias LPCAT pertenecientes a esta familia se alinearon
con las formas de girasol (Figura 23) observandose un alto nivel de homologia entre todas las
formas, con pocos espacios en el alineamiento, a pesar de que se abarcdé un amplio rango
taxonodnico de especies (plantas dicotiledoneas, una monocotiledénea y una de musgo). Esto
indica que se se ha mantenido con un elevado grado de conservacion a lo largo del periodo que
abarca la evolucion de estas especies.

Este alineamiento de secuencias permitié localizar los dos residuos polares que estan
altamente conservados en las proteinas de la familia MBOAT; una histidina, probablemente
implicada en la catalisis, que se encuentra dentro de una larga regién de residuos hidr6fobos y
una asparagina, probablemente implicada en la unién al sustrato acil-CoA, que se localiza
dentro de una region hidrofilica (Hofmann, 2000; Chang et al., 2011; Arroyo-Caro et al., 2013).
Estos residuos cataliticos fueron la His**y la Asn®*® en las tres enzimas HaLPCAT (Figura 23).

Ademas, también se pudieron identificar los cuatro motivos (A-D) descritos para las enzimas
lisofosfolipido aciltransferasas (LPLAT) pertenecientes a la familia MBOAT; motivo A (WD),
motivo B (WHGXxxxXGYxxxF), motivo C (YxxxxF) y motivo D (YxxxYFxxH) (Shindou et al.,
2009). Las aciltransferasas de la familia MBOAT que acilan aminoacidos solo presentan el
motivo B, lo que parece indicar que son los motivos A, C y/o D de las enzimas LPLAT, los que
podrian estar implicados en la unién al sustrato lisofosfolipido (Shindou et al., 2009).

A excepcion de un cambio del &cido aspartico (D) del motivo A por una arginina (R) en la
secuencia de HaLPCAT3 (Arg®®*) o por una treonina (T) en la secuencia de PpLPCAT (Thr®*®),
los motivos (A-C) se conservan tal y como se describieron. Sin embargo, coincidiendo con lo
observado en las secuencias de otras proteinas LPCAT de plantas clonadas y caracterizadas
(Arroyo-Caro et al., 2013; Zheng et al., 2012; Zhang et al., 2015; Stahl et al., 2008), el motivo D
(YxxxYFxxH) no estuvo presente en dicha forma en todas las LPCAT examinadas. En base a
los alineamientos publicados por estos autores y a las secuencias aminoacidicas deducidas de las
tres isoformas clonadas en este trabajo, parece que en las proteinas LPCAT de plantas este
motivo se conserva como YXSVXxxXGT; excepto en la proteina AtLPCAT2 en cuya secuencia el
residuo tirosina () esta remplazado por una fenilalanina (F), el residuo Phe*®. La fenilalanina
tiene una estructura similar a la tirosina, presentando, al igual que esta, un anillo aromético, por
lo que se esperaria que ambos residuos tuvieran un comportamiento similar.

Las posiciones en las que se encuentran estos cuatro motivos en las secuencias de las tres
proteinas LPCAT de girasol son: 2PWD? 3 WHGXxxGYxxxF*®, “1yxxxxF*® 'y
28y SVXxxGT*®  en HaLPCAT1; 2PWD? SWHGXxxGYxxxF*®, “ByxxxxF*® 'y
PYXSVXxxGT*? en HaLPCAT2; y “*WR *WHGXxxGYxxxF*®, *1YxxxxF*® y
28y xSVxxxGT** en HaLPCATS3.

Ademas de estos residuos, Zhang et al., 2015 sefialan la existencia de otros dos residuos
conservados que podrian ser criticos para la actividad lisofosfolipido aciltransferasa, un residuo
serina (S) que ocupa la posicion 130 en las secuencias HaLPCAT y un residuo leucina (L) que
ocupa la posicion 325 en dichas secuencias.

Se han encontrado dos familias génicas distintas que codifican proteinas con actividad LPCAT,
AGPAT y MBOAT (Shindou et al., 2009). En las secuencias de las proteinas HaLPCAT no se
encontraron los dominios caracteristicos de la familia AGPAT, HX,D y EGT (Shindou et al.,
2009; Lewin et al., 1999; Coleman y Lee, 2004; Heath y Rock, 1998; Harayama et al., 2008;
Nakanishi et al., 2006; Chen et al., 2006; Shindou et al., 2007), a excepcion de HaLPCAT1 que
contiene el dominio HX,D. A pesar de esto, esta proteina no se clasificd en la familia AGPAT,
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ya que no contenia la secuencia EGT y ademas, como se indicd anteriormente, contiene los
cuatro dominios caracteristicos de la familia MBOAT.

HaLPCAT1 1 —-—--MDMESTAAAT{EWSVP\YLRINNNGI) T A TERS T GE FHINEFVISGGATGKHLMAAVTEVVIRSMI. S 67

HaLPCAT2 1 ---MEMESMASAT{EWSIVP ( 5 (| 67

HaLPCAT3 1 ---MKMEEMASMI[GWSIR P 67

SILPCAT 1 MELPEMESMATATI{GWSIVE M 69

AtLPCAT1 1 ———MDMSSMAGS I[EWSV. M 66

OsLPCAT 1 -MGLEMEGMAAAT{GWSIV P 5 (| 68

PpLPCAT 1 --MVTLEDVSSVL{ES]V S| ( 5 (| 67

HaLPCAT1 68 LVPMLVGMVS VIT

HaLPCAT2 68 FVPMLISMGS| VISHLSAMGYRIG 5 G 5 INSICATNMNIY 137
HaLPCAT3 68 LVLIVISMGS LITIRFLAMGYRT { (VIRJCAFNMN 137
SILPCAT 70 LVPMLLGMAS] IITPFIAFGYRI { (TISISATNMOB 139

AtLPCAT1 67

IVLAFGYRIG 5 G 5 INSICATNMNIY 137
LVPMTIGMAS IITFLGFAYRIG INSICSMNMNIE 136

OsLPCAT 69 VVPMAFGML LVTHLGAFGFRT IRICATNMSIY 138
PpLPCAT 68 IPPIAVGMGS AITHVVAFAFRRLT . (VIESA SMSMOW 137
HaLPCAT1 138 NIRLLKLISSL T EMMGHGIR Cle Y M WEGKEIWSKSEKG-S)ESIEFR 206
HaLPCAT2 138 NI T LK LSS L TEMVGp4GIRC{OG Sis| e zAVAEN T KN [. DWINE RKE INTKSEKG-T)#SPHFL. 206
HaLPCAT3 138 NI LFRI /| ( GTl3IEINE)AAENV KIBN T DWIKOCKETNTRSEKP-S|YHTG 206
SILPCAT 140 NINLLKLJSS T LEME Gh4GIR Cl@G Ss|F INSIIVAGH KINT DWINE RNE TIWK S SEKG—HIZSIAT.G 208
AtLPCAT1 137 NIRLIO LIEMEGMOIRCOG SI3iF e KIBNI . /INE GKETWDTTEKRKKIEIRYG 206
OsLPCAT 139 YIRILAKLIESIL TEMEGR4GIRC{OG Sis|FNC VAN KIDN . I Y INF RKE@TLIWAS ———-PT)SPH1.1. 204
PpLPCAT 138 NIRLKE LigS T VOMLGp4SIEN[® G Tls| LENeI2AVA 4N T RiDN T DWINE DKELINSRDSARPLIESIFYG 207
HaLPCAT1 207 ATIRAL LYIRViZH Y238 SKE'T Diy WKRLSYQ| 4 S B 276
HaLPCAT2 207 PTLRAIL LYIRS|ZS VIR SRE SENgT KRLTVQ 4 N 276
HaLPCAT3 207 PTVKAIL LYMWDIZRYIRRER T GDja IDRFSYQ 4 N 276
SILPCAT 209 ATLRSLL LYIRV)ZEYIRSRE'S DigL) FKRLSYQ § 278
AtLPCAT1 207 ATIRAIL LYIVIZO VI TRE TE) LRKESYQ 1 4 S N 276
OsLPCAT 205 PTLRAL LYSIROFIRSRE SENT] WHRLEYOMMSGE TENRUUSSEWURI T SJHA A TIIF 274
PpLPCAT 208 AALRALF MTIRLIZR T)® SMEDS|EE WHRLGYMMLSGF TR S SIRIS T SV A § 277
WD (motivo A)
HaLPCAT1 277 T---DSSPPKAR[IDHENSNYR T .G 1, TOSENIERNH NAAY DINAY P K@K K. 343
HaLPCAT2 277 : T---DSSPPKA TOSENIENNH VAR DIRNAYO K@K K P) 343
HaLPCAT3 277 T-—--NSVPIEAQ 343
SILPCAT 279 T---DSSPPKP N 345
AtLPCAT1 277 T---DDASPKP N 343
OsLPCAT 275 S—---DSSPPKA 341
PpLPCAT 278 347
*
WHG o Ys
HaLPCAT1 344 q S OOSVPPNLGLLKKLFMLVNFAYTVLVLS| 413
HaLPCAT2 344 : RYOOAVPP-—-TVKKFLMLMNFAYTLLVLN] 410
HaLPCAT3 344 SAVWHGLY)% : RYHOSVSGGKRMFKKMIMLSNEFAYTVIVLT 413
SILPCAT 346 SAVWHGLY)g OOAT--KGTLFEKILTLISFAYTLLILN| 413
AtLPCAT1 344 SAVWHGLY)g S OOATISPKMAMLRNIMVEFINFLYTVLVLN 413
OsLPCAT 342 : RYOOAVSN--PVFHAILVFVNFESYTLMVLN| 409
PpLPCAT 348 ! | ! KIYOSALPENAIWARRLGHLINGLEFGALVNN| 417

<F' (mot1 C) Yxxx FxxH (mot o
HaLPCAT1 414 M L HINT. T SMG| II|RVVLI 462
HaLPCAT2 411 IjejaM L HINT. A AMG| IIRVALI 459
HaLPCAT3 414 M LDISN T T AME ILEVVET 463
S1LPCAT 414 M L.HIZMNT. T S| VIIEIVLI 463
AtLPCAT1 414 M L HINT. T AMG| II|RVGLI 462
OsLPCAT 410 T[exoO E LASMO IVigIVV 459
PpLPCAT 418 T[AT.IIMS]Y HIMNT.QAMS VVIFVATIT 468

Figura 223. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas HaLPCAT con
proteinas homologas de varias especies de Viridiplantae. Las plantas a las que pertenecen las
secuencias y los nimeros de acceso de GenBank son: SILPCAT (Solanum lycopersicum,
XP_004244602), AtLPCAT1 (Arabidopsis thaliana, NP_172724), OsLPCAT (Oryza sativa,
XP_015626464) y PpLPCAT (Physcomitrella patens, XP_001780460). Los dos residuos
altamente conservados en las proteinas de la familia MBOAT estan sefialados con una estrella,
las secuencias de los cuatro motivos (A-D) descritos para las enzimas LPLAT pertenecientes a
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la familia MBOAT estdn detalladas en naranja y las sefiales de retencion al reticulo
endoplasmico (Sefial RE) se encuentran marcadas con un cuadrado. Con fondo negro aparecen
los aminodcidos que son idénticos en todas las secuencias.

En los extremos C-terminales de las secuencias de HaLPCAT1, HaLPCAT2 y HaLPCAT3
aparece un motivo de dilisina correspondiente con una sefial de retencién en el reticulo
endoplésmico (Figura 23). Si bien la posicion de las dos lisinas no coincide con la posicion que
tienen en el motivo clasico de retencion propio de esta localizacién, KKXX, definido para
plantas, mamiferos y levaduras por Benghezal et al. (2000), un estudio posterior indic6 que este
motivo posee una diversidad mucho mayor que la propuesta originalmente, pudiéndose
encontrar distintas combinaciones de dilisina (Gidda et al., 2009).

La presencia de este motivo de retencion al reticulo endopladsmico esta en concordancia con
los resultados que ofrece el programa de prediccién de localizacion subcelular Deeploc
(Almagro-Armenteros et al., 2017), que utiliza un algoritmo de redes neuronales y se basa en
secuencias de proteinas cuyas localizaciones han sido demostradas experimentalmente (Figura
24). Estas predicciones sugieren que las tres proteinas LPCAT ejercen su funcién en este
compartimento celular, aungue este resultado debe ser respaldado por estudios experimentales
de localizacion.
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Figura 24. Algoritmo de prediccion de la localizacion subcelular de las proteinas
HaLPCAT. Los valores numéricos indican la probabilidad de localizacion de las
proteinas en el medio extracelular, en la membrana celular, en el citoplasma o en
distintos organulos celulares. De los tres nimeros que aparecen en cada seccion el
primero pertenece a HaLPCAT1, el segundo a HalLPCAT2 y el tercero a
HaLPCAT3. En rojo se indica la localizacion subcelular mas probable. Los
resultados se obtuvieron con el programa DeepLoc (Almagro-Armenteros et al.,
2017). RE: reticulo endopladsmico, NLS: sefial de localizacion nuclear, PTS:
secuencia de sefial al peroxisoma.
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Como parte del andlisis de las secuencias aminoacidicas de estas enzimas, se realizaron
predicciones de dominios de transmembrana mediante el programa TopPred Il (von Heijne,
1992; Claros y von Heijne, 1994) usando la escala de hidrofobicidad KD (Kyte y Doolittle,
1982). De esta manera se pudo constatar la presencia de nueve dominios de transmembrana para
las tres proteinas HaLPCAT (Figuras 25 y 26).
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Figura 23. Perfil de hidrofobicidad de HaLPCAT1 (A), HaLPCAT2 (B) y HaLPCAT3
(C). Los perfiles se determinaron con el programa TopPred 1l (von Heijne, 1992; Claros
y von Heijne, 1994). Las regiones con valores superiores a 1 son dominios de
transmembrana "probables” y las regiones con valores superiores a 0.6 son dominios de
transmembrana "posibles"”. Las barras verticales sobre los perfiles indican las posiciones
de los dominios de transmembrana "probables”.
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HalPCAT1 1 MDMESTRAAIGVSVPVLRFLLCFIATIPTGFFHRFVPGGATGHHLYARVTGVVLSYLSFG)
HalPCAT2 1 MEMESMASEIGVSVPVLRELLCFVATIPVEFFHRLVPGGATARHLYAANTGALL SYISFG)
HalPCAT3 1 MKMEEMASMIGVIRPVFOFLLCFVATIPVSLFHAFVPGGPTAKHLYAATTGAGLSYLAFG

HalPEAT1 61 [FSSNLHFLVPMLVGYVSMVVYHERCGY ITFVLAFGY LIGCHVYYMSGD AWK EGEIDATGA)

HalPCAT2 61 [ESSHLHFFVPML ISYGSMVVARKWCGYISF LSANMGY LIGCHVYYM SGDAWK EGEIDATGS)
HalPCAT3 61 [LSSNLHFLVLIVISYGREMTLCRKRCGLITF FLAMGY LIACHVYYMSGDLWK EGEIDATGS

HalPCAT1 121 [LMVLTLEVISCA __]'r'NDGLLI{EEDLF{DSQ{{KNRLLI{LPS LIEYMGYCLCCASHFAGPVYE
HalPCATZ2 121 [LMVITLKVISCATNWNDGLLKEADLRESQKKNRILKLPSLIEYVGYCLCCGSHFAGPVYE
HalPCAT3 121 MMVITLEVISCAFNYNDGSLKERRLRDTQKKNRLFRLPSVIEYWAYCLCCGTHF AGPVYE

HalPCAT1 131 MEDYLDWTEGKGIWSKSEKGSPSPFRATIRALVOAGFCMGLY LYLVAHYPLSKF TDPVYE
HalPCATZ2 181 IKDYLDWTERKGIWTKSEKGTPSPHALPTLRATILOQAGFCMGLY LYL IPSYPLSRFSEPIYQ
HalPCAT3 181 MKDYLDWTQGKGIWTRSEKPSPSP IPTVKAILOAGLCMGYY LYLDHRYPLERIGDPVYK

HalPCAT1 241 EWGFWKRLSYQYMAGLTARWKYYF IWSISEAAT ITSGLGFSGWIDSSPPKARWDHAKNVD
HalPCATZ 241 EWGFVKRLTVQYMSGFTARWKYYF IWS ISEASI 115GFGFSGWTDSSP PKARWDRAKNVD

HalPCAT3 241 SWOFIDRFSYQYMCSFSARWKWYE IWSVSEASMILSGLGESGWTMSVP IEAQWR GAKNVD

LS|

HalPCAT1 381 ILGLEFARSAVEIPLVWNIQVSTWLRHYWVYDRLWPKGKKAGFFQL LATQT\ISA\H\JH
HalPCATZ2 381 VLGVEFAKSSVELPLVWNIQVSTWLRHYWVYDRLWQKGKKPGF FQL LATQWSA\.’NH
HalPCAT3 3801 ILGVEFAKSAVEIPLVWNIHVSTWLRHYWVYDRLWQKGKRPGFFQL LATQT\ISAVNH

HalPCAT1 361 [GYIIFFVOSALMIAGSRATYRWOQSVPPNLGLLKKLFMLVNEAYTVLVLSYSCVGEMVLS)
HalPCATZ2 361 [GYLIFFVQSALMIAGSRAIYRWOQAVPP---TVKKF LMLMNEAYT LLVLNYSCIGFMVLS)

HalPCAT3 361 [GYIIFFVQSALMISGSKAIYRWHQSYSGEKRMFKKMIMLSHEAYTVIVLIYSSVGFMVLS)

HalPCAT1 421 BTLTS SWYIGTIIPVWLILLG-MVIKTKPARSKARKEQ
HalPCATZ 418 BTLA&YGEWWGTII PVALILLG-NITKPKSARSKARKEQ
HalPCAT3 421 @TIT&YEEVFYIGTILP’U’U FGS IMLKS5K PHT SRARKVE

Figura 24. Dominios de transmembrana de las enzimas HaLPCAT. En las secuencias
aminoacidicas de las proteinas HaLPCAT se encuentran enmarcados en verde los 9 dominios de
transmembrana predichos con el programa TopPred Il (von Heijne, 1992; Claros y von Heijne,
1994) y marcados en rojo se muestran los dos aminoacidos altamente conservados en las proteinas
de la familia MBOAT.

Este modelo estructural con varios dominios de transmembrana es similar al encontrado en
otras proteinas LPCAT como la de Ricinus communis (Arroyo-Caro et al., 2013) o Nicotiana
benthamiana (Zhang et al., 2015) y es una propiedad caracteristica compartida por las proteinas
de la familia MBOAT (Chang et al., 2011; Hofmann, 2000).

El hecho de que los dominios de transmembrana se distribuyan a lo largo de toda la
extension de la cadena polipeptidica, sugiere que estas enzimas son proteinas integrales de
membrana y, de acuerdo con las predicciones de localizacion subcelular, se encontrarian en la
membrana del reticulo endoplasmico. Estos resultados, junto con los dominios identificados de
actividad aciltransferasa, estan en consonancia con la hipotesis de que las enzimas LPCAT
participan en la sintesis de lipidos de membrana en el reticulo endoplasmico.

4.1.3. MECANISMO ENZIMATICO PROPUESTO PARA LAS ENZIMAS
HaLPCAT

El mecanismo enziméatico de las proteinas aciltransferasas pertenecientes a la familia
MBOAT es desconocido debido a la falta de informacion sobre sus estructuras tridimensionales.

El modo de accién de las enzimas LPCAT podria ser similar al postulado para otras
aciltransferasas, de forma que un residuo histidina actuaria como base tomando un protén del
grupo hidroxilo de la posicion sn-2 del aceptor de acilo (LPC), aumentando asi la reactividad
del mismo y su nucleofilicidad sobre el tioéster del donador de acilos (acil-CoA), y un residuo
de 4cido aspértico podria encontrarse proximo a la histidina promoviendo con la misma un
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intercambio de protones que le permitiria actuar como un nucle6filo méas fuerte (Frentzen y
Wolter, 1998; Heath y Rock, 1998; Coleman y Lee, 2004) (Figura 27).
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Figura 25. Mecanismo de accién propuesto para las enzimas LPCAT. Modificado de
Frentzen y Wolter, 1998.

Si este fuera el modo de accidn, se podria pensar que la histidina que actuaria como base
seria la perteneciente al motivo B, que es un residuo altamente conservado en las proteinas de la
familia MBOAT y que se cree que esta implicado en la catélisis.

4.1.4. ANALISIS FILOGENETICO DE LAS PROTEINAS HaLPCAT

Se analizaron las relaciones evolutivas de las proteinas LPCAT generando un arbol
filogenético a partir de las secuencias aminoacidicas de las proteinas HaLPCAT y de las de
proteinas homologas de otras plantas, utilizando las algas verdes (Chlorophyta) como grupo
externo para enraizar el arbol.

Como muestra el arbol filogenético (Figura 28), las proteinas LPCAT se distribuyen
ampliamente en el reino vegetal, lo que es coherente con el hecho de que estas proteinas
desempefian un papel importante en el metabolismo de los fosfolipidos.

El &rbol filogenético reveld que todas las proteinas LPCAT de las plantas dicotiledoneas
analizadas, y entre ellas las proteinas HaLPCAT, forman un clado grande, lo que sugiere que en
esta clase de plantas estas proteinas tienen un origen filogenético comin. Ademas, la
distribucion de las especies fue consistente con los arboles convencionales de especies, donde
las especies de dicotiledoneas y monocotiledoneas se diferencian de Chlorophyta (algas verdes)
y Bryophyta (musgos).

A partir del arbol filogenético, se puede deducir que las proteinas HaLPCAT estan
estrechamente relacionadas con las isoformas del tomate (Solanum lycopersicum), que al igual
que el girasol pertenece a la subclase Asteridae. El porcentaje de identidad que presentan estas
proteinas es bastante elevado. Asi, HaLPCAT1 presenta porcentajes de identidad con las
isoformas del tomate del 74-81%, HaLPCAT2 del 73-80% y HaLPCAT3 del 65-68%. Por su
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parte las isoformas del girasol solo comparten un 34-38% de identidad con las proteinas
homologas de algas verdes que fueron usadas para enraizar el arbol.

Como puede observarse en el arbol filogenético, la existencia de mas de una isoforma
LPCAT en el mismo organismo no es exclusiva de Helianthus annuus. Asi, se identificaron dos
isoformas LPCAT en muchas de las especies de plantas estudiadas como Populus trichocarpa o
Glycine max y en todos los miembros analizados de la familia Brassicaceae, lo cual esta
reflejando probablemente duplicaciones génicas recientes. Sin embargo, en otras plantas cuyos
genomas estan completamente secuenciados, como la vid (vitis vinifera) o el arroz (Oryza
sativa), solo se identificé una isoforma. En el tomate (Solanum lycopersicum), al igual que en el
girasol, se han encontrado tres isoformas.

A pesar del largo periodo de tiempo transcurrido desde la divergencia de algas verdes y
plantas superiores, parece que las proteinas LPCAT han sido altamente conservadas a lo largo
de la evolucion y han sufrido poca diversificacion funcional, lo que apunta a un papel
importante dentro del metabolismo lipidico a la hora de conferir a las plantas capacidad de
adaptacion al medio.

4.1.5. ANALISIS DE EXPRESION DE LOS GENES HaLPCAT EN
SEMILLAS Y TEJIDOS VEGETATIVOS

Para determinar los patrones de expresion de los genes HaLPCAT clonados se realizé un
estudio mediante PCR cuantitativa con muestras de ADNc de raiz, tallo, hoja, cotiledon y
semillas de 12 a 28 DDF de la linea control de girasol CAS-6.

Los oligonucledtidos usados para realizar estas PCR se disefiaron de forma que amplificasen
una region de entre 100 y 300 pb con el fin de obtener una mayor eficiencia en la amplificacion.
Los pares de oligonucleétidos disefiados fueron gHaLPCAT1F/qHaLPCAT1R que amplificaba
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IV. Resultados y Discusion

Figura 28. Arbol filogenético de las proteinas HaLPCAT junto con proteinas homélogas de distintas especies vegetales. El &rbol se realiz6
con el programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013) aplicando el método Neighbor-Joining y utilizando las algas verdes (Chlorophyta) como

grupo externo para enraizar el arbol.
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un fragmento de 214 pb de HaLPCAT1, qHaLPCAT2F/qHaLPCAT2R que amplificaba 136
pb de HaLPCAT2, qHaLPCAT3F/gHaLPCAT3R que amplificaba 114 pb de HaLPCAT3 y el
par qHaACTF/gHaACTR que amplificaba 96 pb del gen actina de girasol (HaACT1, FJ487620),
que se usé como gen calibrador. Sus secuencias se detallan en el Anexo 1. Estos
oligonucleétidos se disefiaron de forma que fuesen especificos para cada isoforma. Este proceso
implicé la comprobacién de la especificidad de los mismos realizando a partir de ellos una
busqueda con el algoritmo blastn en la base de datos de EST de Helianthus annuus del NCBI.
Posteriormente, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v) de los productos
obtenidos tras realizar una PCR preliminar con ellos, lo que permitié confirmar las
especificidades de los mismos al observarse un Unico producto de la longitud esperada. Para
determinar la eficiencia de amplificacion de cada pareja de oligonucle6tidos se realizé una recta
de calibrado. En todos los casos, la eficiencia de amplificacion (obtenida mediante la ecuacion
mostrada en el apartado 3.2.1.4.6.) estaba comprendida entre un 90 y un 110% Yy el coeficiente
de regresion fue > 0.985, indicando que las condiciones de ensayo eran adecuadas en cuanto a
reproducibilidad y sensibilidad.
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Figura 26. Perfil de expresion de genes LPCAT de Helianthus annuus (A) y de Arabidopsis
thaliana (B) en tejidos vegetativos y en semillas en desarrollo. Los datos de expresion de
HalLPCAT1, HaLPCAT2 y HaLPCATS3 se obtuvieron mediante PCR cuantitativa, usando ADNc de
girasol de la linea silvestre CAS-6 y el gen de la actina de girasol (HaACT1, FJ487620) como gen
calibrador. Los datos representan los valores medios + desviacién estandar de tres muestras
bioldgicas independientes y dos replicados técnicos por cada replicado bioldgico. Los datos de
expresion de AtLPCAT1 (NP_172724, Atlg12640) y AtLPCAT2 (NP_176493, Atlg63050) se
obtuvieron de la base de datos de expresién génica en Arabidopsis thaliana de la Universidad de
Toronto (Schmid et al., 2005; http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). DDF: Dias Después de
Floracion; EDS Estadio De la Semilla: 3: embriones en fase globular; 4: embriones en fase de
temprano a fase tardia de corazon; 5: embriones en fase de corazén tardia a mediados de torpedo;
6: embriones de mediados a tarde fase de torpedo; 7: embriones de fase tardia de torpedo a
temprana de baston; 8: embriones en fase de baston a cotileddn; 9: embriones de fase de cotiledén a
semilla madura; 10: semilla madura.
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En las curvas de desnaturalizaciéon obtenidas tras realizar las PCR cuantitativas (datos nos
mostrados) se observo un unico pico aislado, que permitié confirmar la ausencia de dimeros de
oligonucleétidos y la especificidad de productos de PCR, ya que cada producto posee un pico de
desnaturalizacion caracteristico en funcion de su composicion nucleotidica.

En la Figura 29 se comparan los perfiles de expresion obtenidos para las tres isoformas
LPCAT de girasol con los perfiles de expresion de las dos isoformas LPCAT de Arabidopsis
thaliana, que estan publicados en la base de datos de expresion génica en Arabidopsis thaliana
de la Universidad de Toronto (Schmid et al., 2005; http://bar.utoronto.ca/efp/cqi-
bin/efpWeb.cgi). Como puede observarse en dicha figura, HaLPCAT1 y HaLPCAT2, al igual
que ocurre con AtLPCAT1 y AtLPCATZ2, se expresan en todos los tejidos ensayados, lo cual
indica que estas enzimas tienen un papel importante en el metabolismo general de lipidos,
participando tanto en la sintesis de los TAG de semillas como en la sintesis de lipidos de
membrana en tejidos vegetativos. La isoforma HaLPCAT1 presentd mayor expresién en raiz,
tallo, hojas y cotiledones en germinacion que en semillas en desarrollo, mientras que los niveles
de expresion mas altos de HaLPCAT2 se detectaron en semillas en desarrollo dentro del periodo
de acumulacion de TAG, que abarca desde los 18 a los 30 DDF (Aznar-Moreno et al., 2013).
Esto coincide con lo observado para los genes homélogos de otras plantas, como Nicotiana
benthamiana, Brassica napus y Ricinus communis, que también se expresan de forma ubicua en
la planta (Zhang et al., 2015; Zheng et al., 2012; Arroyo-Caro et al., 2013; Wang et al., 2012;
Schmid et al., 2005; http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). HaLPCAT3, sin embargo, se
expresé Unicamente en semillas y, ademas, sus niveles de expresion durante todo el periodo
analizado fueron menores que los de HaLPCAT1 y HaLPCAT2. Este resultado apunta a que las
semillas en desarrollo, 6rganos que soportan altas tasas de sintesis de lipidos, poseen una
dotacion maxima de las enzimas LPCAT para favorecer los flujos acilicos necesarios para la
acumulacién de TAG de reserva.

4.1.6. SUBCLONACION DE LAS SECUENCIAS COMPLETAS DE LOS
GENES HalLLPCAT EN VECTORES DE EXPRESION DE PROTEINAS

Las tres isoformas de LPCAT clonadas codifican para proteinas fuertemente unidas a
membrana, con una localizacion muy probable en el reticulo endoplasmico. La caracterizacion
funcional de estas enzimas requiere su expresion en sistemas que permitan una localizacion y
compartimentacion similar. Asi, se eligi6 como sistema de expresion al microorganismo
Saccharomyces cerevisiae, el cual se ha demostrado apropiado para caracterizar otras enzimas
implicadas en el metabolismo lipidico de plantas (Zheng et al., 2012; Rodriguez-Rodriguez et
al., 2016; Gonzalez-Mellado et al., 2019).

Para realizar los estudios de complementacion y caracterizacion enzimatica fue preciso
subclonar los genes HaLPCAT en vectores de expresién en levadura. Para ello se partié de las
construcciones realizadas previamente en los vectores de clonacion; cuyos insertos consistian en
las regiones codificantes completas de los distintos genes flanqueadas por las dianas de
restriccion que se determinaron en el disefio de los oligonucledtidos. Los insertos se extrajeron
de los vectores de clonacion mediante digestion con endonucleasas y se purificaron mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los insertos de las construcciones pMBL-T::HaLPCAT1 y
pPMBL-T::HaLPCAT2 se extrajeron con las enzimas BamHI y Xhol y el inserto de la
construccion pJET1.2::HaLPCATS3 se extrajo con las enzimas EcoRI y Xhol.

A continuacidn, estos insertos se ligaron en los vectores de expresion pYES2 y p423GPD,
previamente digeridos con las mismas enzimas y purificados mediante electroforesis en gel de
agarosa. Con las construcciones obtenidas se transformé E. coli y se comprobd que los
transformantes contenian en inserto mediante una PCR de colonias con los oligonucle6tidos
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GAL1F y CYCR (para pYES2) o con los oligonucleétidos GPDF y CYCR2 (para p423GPD).
Se aisl6 el ADN plasmidico de varios transformantes y los plasmidos que poseian el inserto se
enviaron a secuenciar, confirmandose las identidades de las secuencias clonadas por
comparacion con las secuencias obtenidas tras la clonacion en los vectores de clonacion.

4.1.7. ENSAYO DE COMPLEMENTACION CON LISO-PAF

Para confirmar que las enzimas codificadas por los genes putativos HalLPCAT eran
funcionales se llevé a cabo una prueba de sensibilidad frente al liso-PAF (Chen et al., 2007;
Zheng et al., 2012). Este ensayo consiste en la complementacion de la actividad aciltransferasa
por expresion heterologa de los genes putativos en levadura en presencia de liso-PAF en el
medio. La estirpe de levadura usada fue la Y02431 de Saccharomyces cerevisiae ya que, al
tener mutado el gen SLC4, es deficiente en la actividad LPCAT enddgena. La prueba de
sensibilidad se basa en la inhibicién del crecimiento de las levaduras que ejerce, a través de
fuertes efectos detergentes, el compuesto liso-PAF cuando no se encuentra acilado. Asi,
mientras la levadura silvestre tiene la capacidad de incorporar liso-PAF suplementado
exogenamente y reacilarlo dentro de las células (Richard y McMaster, 1998), el mutante
Y02431, al ser deficiente en la actividad LPCAT enddgena, sera hipersensible a este compuesto
(Chen et al., 2007; Zheng et al., 2012).

El ensayo se realizo tal y como se detalla en el apartado 3.2.1.10., transformando este
mutante de levadura con las tres construcciones pYES2::HaLPCAT vy con el vector vacio y
usando como control positivo la levadura S288C sin transformar. La levadura S288C puede
crecer en el medio SC-ura usado para este ensayo ya que carece de auxotrofias y es viable en
presencia de liso-PAF al poseer actividad LPCAT.

Como puede observarse en los resultados presentados en la Figura 30, tanto las células del
mutante de levadura Y02431 que expresaban los genes HaLPCAT, como las células de la
levadura S288C usadas como control positivo, crecieron bien en las placas que contenian liso-
PAF. Es decir, estas levaduras fueron capaces de acilar este compuesto, aliviando asi su
toxicidad. Si bien estas levaduras fueron viables en las dos placas que contenian liso-PAF, en la
placa con mayor concentracion (10 pg/ml), cuando se sembr6 con una densidad celular baja, el
crecimiento si se vio afectado.

Por el contrario, el control negativo, es decir, la levadura Y02431 transformada con vector
vacio, no fue viable en las placas que contenian liso-PAF, mostrando claramente el efecto tdxico
de este compuesto. En la placa control sin liso-PAF pudieron crecer bien todas las levaduras,
confirmando que las tres enzimas HaLPCAT eran funcionales y capaces de acilar el sustrato
exogeno, obteniéndose resultados similares a los previamente publicados con enzimas LPCAT
de Brassica napus (Zheng et al., 2012), Ricinus communis (Arroyo-Caro et al., 2013) o
Nicotiana benthamiana (Zhang et al., 2015) e incluso de la especie humana (Kazachkov et al.,
2008). Al confirmarse que los genes clonados poseian actividad LPCAT se procedi6 a realizar
un estudio de caracterizacion bioquimica de dichas enzimas.
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Figura 30. Ensayo de complementacion con liso-PAF. Placas sembradas con 10 ul de
diluciones seriadas 1:10 de distintos cultivos de levadura. La primera dilucién tiene DOgy =2y
la Gltima DOgy = 2x10™. Los cultivos corresponden a la levadura S288C sin transformar
(control positivo) o a la levadura Y02431 transformada con el plasmido pYES2 vacio (control
negativo) o con las construcciones pYES2::HaLPCAT1, pYES2::HaLPCAT2 o
pYES2::HaLPCATS3. Las placas contienen medio SC-ura con galactosa al 2% (p/v) y rafinosa al
1% (p/v), la segunda placa contiene ademés, 5 pg/ml de liso-PAF y la ultima 10 pg/ml de liso-
PAF. Las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h.

4.1.8. ENSAYO DE COMPLEMENTACION CON 5-FOA

Este experimento se realiz6 para comprobar si los genes HaLPCAT clonados eran capaces de
acilar LPA, es decir, presentaban también actividad LPAAT, la cual es también importante en el
metabolismo de glicerolipidos, formando parte de la ruta de Kennedy (Figura 9). Para ello se
realiz6 un ensayo de complementacion de dicha actividad en la estirpe de levadura FBY4137
(3.2.1.10.), que tiene suprimidos los dos genes que codifican para la actividad LPAAT en
levadura, SLC1 y SLC4 (Benghezal et al., 2007).

La supresion simultanea de estos genes es letal para la levadura, de forma que para generar el
doble mutante Benghezal et al. (2007) transformaron el mutante slc4A con la construccion
pPGREG546::ScSLC1 y posteriormente suprimieron el gen SLC1. El plasmido pGREG546
(Jansen et al., 2005) tiene como marcador el gen URA3. Gracias a esto se pudo realizar el
ensayo de complementacién con 5-FOA, ya que este compuesto, que no es toxico para las
levaduras, se convierte en un compuesto letal en aquellas que expresan el gen URA3. Para que la
levadura mutante transformada con la construccion pGREG546::ScSLC1 crezca en presencia de
5-FOA, esta tiene que perder dicha construccién (para evitar la expresiéon del gen URA3). La
levadura que pierda esta construccion solo serd viable si los genes HaLPCAT con los que se ha
transformado previamente poseen actividad LPAAT y son capaces, por tanto, de revertir la
letalidad de la doble mutacién que posee esta estirpe de levadura.

Tras realizar el ensayo como esta detallado en el apartado 3.2.1.10. se pudo observar que en
presencia de 5-FOA en el medio, las tres enzimas HaLPCAT fueron capaces de suprimir la
letalidad producida por la carencia de actividad LPAAT en la levadura (Figura 31). Asi, en
presencia de 5-FOA, la levadura transformada con la construccion p423GPD::HaLPAAT2
(control positivo) pudo crecer, mientras que la levadura transformada con el plasmido p423GPD
vacio (control negativo), al carecer de actividad LPAAT, no fue viable. En la placa control, que
contenia SC-ura-his con galactosa al 2% (p/v), pudieron crecer todas las levaduras (Figura 31).
En esta placa, las levaduras transformadas con el vector p423GPD vacio o con cualquiera de los
insertos pudieron crecer porque poseian la construccion pGREG546::ScSLC1. En esta
construccidn, la expresion de ScSLC1 estaba controlada por el promotor GAL1, inducible por
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galactosa y por tanto, la presencia de este sacarido en el medio permitié la expresion de este gen
que poseia actividad LPAAT. Con el resultado de esta placa se pudo confirmar ademas, la
presencia del vector pGREG546 (que posee el marcador URA3), puesto gue sin este vector las
levaduras no podrian haber crecido ya que en el medio no se afiadi6 uracilo. Esta placa también
permitié confirmar la presencia del plasmido p423GPD (que posee el marcador HIS3) puesto
gue el medio no contenia histidina.

Los resultados obtenidos con este ensayo de complementacién indican que las enzimas
HaLPCAT ademaés de actividad LPCAT poseen al menos cierta actividad LPAAT y que podrian
intervenir en la ruta de sintesis de novo de los glicerolipidos ademés de en la ruta de edicién de
acilos. Para confirmar estos resultados, en un futuro, podrian realizarse ensayos de actividad
LPAAT con preparaciones de membrana de levadura que expresen heterélogamente los genes
HaLPCAT. Que las enzimas LPCAT tengan afinidad por otros lisofosfolipidos ademés de por
PC, no es una propiedad exclusiva de las enzimas de girasol y se ha observado previamente en
otras enzimas LPCAT de plantas como Arabidopsis thaliana, Brassica napus, Ricinus
communis y Nicotiana benthamiana (Stahl et al., 2008; Zheng et al., 2012; Arroyo-Caro et al.,
2013; Zhang et al., 2015).

Control positivo
HalPCAT1

HaLPCAT2
HaLPCAT3

Control negativo

Sin 5-FOA Con 5-FOA

Figura 27. Ensayo de complementacion con 5-FOA. Placas sembradas con 10 ul de diluciones
seriadas 1:10 de distintos cultivos de levadura. La primera dilucién tiene DOgo = 0.4 y la Gltima
DO = 0.4x10™. Los cultivos corresponden a la levadura FBY4137 (que contiene la
construccién pGREG546::ScSLC1, marcador URA3) transformada con las construcciones de los
genes HaLPCAT en el plasmido p423GPD (marcador HIS3). La levadura albergando el vector
vacio se us6 como control negativo y la levadura transformada con el gen HaLPAAT2 en
p423GPD se usé como control positivo. La placa con 5-FOA contiene medio SC-his con
glucosa al 2% (p/v) y 5-FOA al 1% (p/v) y la placa control sin 5-FOA contiene medio SC-ura-
his con galactosa al 2% (p/v). Las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h.

4.1.9. EFECTO DE LA EXPRESION DE LOS GENES HalLPCAT SOBRE
LA COMPOSICION DE LIPIDOS EN LEVADURA

4.1.9.1. Efecto sobre la proporcion y el contenido de distintas especies de
glicerolipidos de levadura

Después de confirmar su funcionalidad, se realizaron una serie de estudios sobre el impacto
de la expresion de los genes HaLPCAT en los lipidos y en el conjunto de acil-CoA de levadura.
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Dentro de este estudio se introdujo ademéas un nuevo factor, que fue la expresion del gen que
codifica para una desaturasa de reticulo exdgena, en concreto, la desaturasa FAD2 de Camelina
sativa (CsFAD2; Rodriguez-Rodriguez et al., 2016), la cual, expresada en levadura es capaz de
producir 18:2 a partir de 18:1 enddgeno en una reaccion sobre la posicion sn-2 de PC. El estudio
de la distribucién del acido graso 18:2 entre las distintas especies lipidicas puede dar noticia del
papel de las enzimas LPCAT en la canalizacion de acidos grasos poliinsaturados en girasol. Asi,
en este apartado, se investigd la composicion de glicerolipidos de cultivos de levadura en fase
estacionaria expresando los genes HaLPCAT mediante HPLC. A continuacion, las especies
lipidicas méas importantes, PC, PE y TAG, fueron aisladas y su composicién de &cidos grasos
fue analizada mediante cromatografia de gases.

La linea de levadura empleada en estos estudios fue la Y02431 (alelA), la cual carece de
LPCAT enddgenas que pudieran interaccionar con las formas gque se pretenden estudiar. Asi, se
llevaron a cabo dos series de experimentos, en uno de ellos solo se expresaron los genes
HaLPCAT, mientras que en el segundo se coexpresd, con los mencionados genes, el gen
CsFAD2. Las lineas control se transformaron con los plasmidos p423GPD y p416GPD vacios.
El método empleado permitio la cuantificacion de las especies de lipidos neutros y polares
mayoritarios en levadura, TAG, CL, PE, PC, PS y PI. Los andlisis se llevaron a cabo con tres
replicados bioldgicos.

La cantidad total de lipidos polares no cambié de manera significativa en las lineas
investigadas, permaneciendo entre 23.3 y 39.0 pg/ml cultivo, mostrando a veces una
considerable variabilidad en sus valores (Tabla 6). Sin embargo, la proporcion relativa de los
diferentes lipidos polares permanecié mucho mas estable. En la primera serie de datos, donde no
se expresdé CsFAD2, se observaron solo cambios menores. Las Unicas diferencias recayeron en
los porcentajes de PC y Pl cuando se expres6 HaLPCAT2, implicando una subida del segundo a
expensas del primero y un aumento significativo de la proporcion de PE cuando se expresd
HaLPCATS3. En la segunda serie de muestras, con coexpresion de CsSFAD2, también se observd
un leve incremento, pero no significativo, de PE cuando se expres6 HaLPCAT3, de forma que
los Unicos cambios significativos observados fueron bajo la expresion de HaLPCAT2. Estos
cambios afectaron también a PC y PI, pero en este caso la variacion fue la contraria,
observandose un incremento de PC a costa de PI. Estos resultados indican que, aunque las
proteinas HaLPCAT, mostraron un alto grado de identidad, parecen actuar de manera diferente
cuando se expresan en levadura.

Los cambios en la proporcién de PC y Pl son dificiles de interpretar ya que la sintesis de
estos dos compuestos no esta directamente interconectada. Asi, el Pl se produce a partir de
CDP-DAG, cuyo precursor es el PA, mientras que el precursor directo de la PC son los DAG.
En cualquier caso, el incremento en el contenido de Pl podria ser una respuesta al estrés causado
por la expresion de la enzima, que podria alterar de algin modo las membranas de la levadura.
La implicacion de Pl y de su metabolismo en la respuesta al estrés en levaduras ha sido
previamente descrita en respuesta a altas concentraciones de etanol y el estrés osmotico (Chi et
al., 1999; Bonangelino et al., 2002). A este respecto, resulta interesante que en presencia de la
desaturasa CsFAD?2 el efecto observado sea el contrario, registrandose un incremento de la PC
en presencia de HaLPCAT2 a expensas de PIl. En este caso parece que el incremento en la
fluidez de las membranas causada por la presencia de 18:2 alterd la respuesta observada en el
segundo experimento.
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Tabla 6. Proporcion y contenido de especies de lipidos polares en la cepa de levadura Y02431 (alelA) que expresa los
genes HaLPCAT en presencia o ausencia de expresion de la enzima oleato desaturasa de Camelina sativa (CsSFAD2).

Contenido total %
(ug/ml cultivo) CL PE PC PS Pl
p423GPD
D416GPD 233 + 7.2 13 + 0.6 141 + 30 544 + 25 58 + 09 244 + 57
p423GPD::HaLPCAT1
D416GPD 331 + 45 20 4 472 150 + 1.9 537 + 21 61 + 18 232 + 34
p423GPD:HaLPCATZ 5, , | 54 10 + 02 115 + 14 471 + 1.7%* 79 + 26 325 + 10*
p416GPD
p423eg4aggg"DPCAT3 244 + 51 14 + 04 205 + 1.1* 529 + 13 43 + 04 209 + 21
p423GPD 203 + 85 1.0 + 04 150 + 41 484 + 57 51 + 1.2 305 + 93
p416GPD::CsFAD2
p423GPD::HaLPCAT1
B s 390 + 137 11 + 04 123 + 27 482 + 35 49 + 07 336 + 3.0
p423GPD::HaLPCAT2 . .
416GPD-CoFAD2 299 * 131 12 + 06 157 + 29 609 + 49* 51 + 06 171 =+ 2.9
p428GPD:HIaLPCATS o0 g ) 53 19 + 0.8 195 + 07 539 + 24 43 + 03 203 + 1.3

p416GPD::CsFAD2

Los genes HaLPCAT se expresaron en el plasmido p423GPD, mientras que CSFAD2 se expresd en el plasmido p416GPD. Las lineas
control contuvieron los pldsmidos vacios. Los datos son la media de cuatro determinaciones independientes + desviacion estandar.
Los asteriscos indican diferencias significativas con las células control de acuerdo a un ANOVA unidireccional con andlisis de
Tuckey post hoc con un nivel de significancia del 0.05%. CL.: cardiolipina; PE: fosfatidiletanolamina; PC: fosfatidilcolina; PS:
fosfatidilserina; PI: fosfatidilinositol.

Aunque los lipidos polares son esenciales para un correcto funcionamiento y desarrollo de
las levaduras no son los glicerolipidos mas abundantes en cultivos estacionarios. Asi, la
proporcion de TAG en estos cultivos fue de 2 a 3 veces mayor que la suma de los otros
glicerolipidos. Ademas, el impacto de la enzima HaLPCAT en la cantidad acumulada de TAG
en levadura puede dar noticia de su posible papel en la sintesis de TAG en girasol. El efecto de
la expresion de HaLPCAT en las cantidades de TAG acumuladas se muestra en la Figura 32,
donde se aprecia que afectaron de manera diferente a los niveles de estos lipidos.

Cuando el experimento se llevé a cabo sin la expresion de CsFAD2, se observd un
incremento significativo del contenido de TAG en los cultivos expresando HaLPCAT1 y
HaLPCATS3, que se aumentd desde los 60 a los 90 pug TAG/ml cultivo, un incremento del 50%
(Figura 32A). Este aumento significativo no se observé al expresar HaLPCAT2. Cuando la
desaturasa de Camelina fue expresada este efecto sobre el contenido de TAG no fue tan
evidente (Figura 32B), observandose un incremento del contenido de TAG causado por la
expresion de HaLPCAT1, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.
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Figura 28. Contenido de triacilgliceroles de cultivos de la levadura Y02431 (alelA)
expresando los genes HaLPCAT en ausencia (A) o presencia (B) de expresion de oleato
desaturasa de Camelina sativa (CsFAD2). Los datos son la media de cuatro determinaciones
independientes + desviacion estandar. Las letras indican agrupaciones estadisticas con un nivel
de significancia del 0.05%. En la figura B todas las muestras pertenecieron a la misma
agrupacion estadistica.

El incremento de TAG observado al expresar los genes HaLPCAT podria ser causado por un
mecanismo de la célula destinado a equilibrar la proporcion de PC con objeto de mantener la
homeostasis en las membranas. De forma que una manera de reducir el impacto de la actividad
de estas enzimas seria favorecer la produccién de TAG a partir de PC mediante la enzima
PDAT, o disminuyendo el tamafio del conjunto de acil-CoAs via acilacion de DAG a traveés de
la enzima DGAT. Cuando se coexpresd CsFAD2 con HaLPCAT quizas las levaduras registraron
un descenso en la capacidad biosintética por tener que mantener la expresion de dos plasmidos,
no siendo capaz de incrementar el contenido de TAG. Este efecto en el contenido de TAG no
habia sido descrito hasta el dia de hoy en levaduras expresando otras enzimas LPCAT.
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4.1.9.2 Efecto sobre la composicion de &cidos grasos de distintas especies de
glicerolipidos de levadura

La composicion de &cidos grasos de la fraccion de TAG y de los lipidos polares mas
directamente implicados en la reaccion de LPCAT (PE y PC) se investigo en los lipidos de
levadura expresando HaLPCAT y CsFAD2 en experimentos llevados a cabo de manera similar
al estudio anterior. Analizar estos cambios en la composicion acilica de la levadura podria dar
informacidn acerca de la contribucion de estas enzimas a los flujos de acilos entre las diferentes
especies de glicerolipidos. Los cambios inducidos por la expresion de HaLPCAT sobre la
composicién de acidos grasos de las mencionadas especies se muestran en la Tabla 7. Cuando la
desaturasa CsFAD2 no fue expresada solo estuvieron presentes los acidos grasos propios de los
lipidos de levadura, &cidos grasos saturados y monoinsaturados A’ o A™ (Stukey et al., 1989).
Los &cidos grasos que mostraron mayores variaciones fueron los acidos grasos o-7 16:1° y
18:1*'. Asi, HaLPCAT1 indujo incrementos significativos en 16:1*° en TAG y PC a expensas
de 16:0. Esta forma también increment6 el contenido de 18:1*° en PC. En el caso de HaLPCAT2
su efecto parece ser contrario al de HaLPCAT1, causando incrementos en la proporcién de 16:0
y disminucién de 16:1“° en PC y PE, no afectando a los TAG. Las 3 formas de LPCAT
indujeron descensos en 18:1°' en todas las especies de glicerolipidos estudiadas (Tabla 7). Los
acidos grasos o-7 en levadura se forman por acciéon de una enzima acil-CoA desaturasa que
actta sobre 16:0-CoA, lo que da lugar a 16:1*°-CoA, que a continuacion es elongado a 18:1'°-
CoA por accién del complejo &cido graso sintetasa. La explicacién para los cambios en la
distribucion de acidos grasos observada la podria dar el incremento del recambio o turnover de
16:1° entre los lipidos y el conjunto de acil-CoA, lo que disminuiria la disponibilidad de este
sustrato para las enzimas acido graso sintasas o para las elongasas. Por otro lado, la enzima
HaLPCAT1 increment6 la concentracion de 16:1° en PC 'y TAG y de 18:1*° en PC, apuntando
a una contribucion importante al intercambio de &cidos grasos monoinsaturados entre el
conjunto de acil-CoA y sobre la fraccion de fosfolipidos. Este efecto no se observé en las otras
dos formas que si contribuyeron por lo demés al descenso de 18:1* en todas las especies
lipidicas estudiadas.

La expresion de CsFAD?2 junto con los genes HaLPCAT permitié examinar el papel de estas
Gltimas enzimas en el metabolismo y distribucion de los acidos grasos poliinsaturados (Tabla 7).
Asi, a diferencia del oleato, el 4cido graso 18:2"%'? es sintetizado por desaturacion de su
precursor esterificado a PC a través de una desaturasa de membrana, por lo que para su
incorporacién a otras especies necesita mecanismos de edicion y transferencia de acilos. La
expresion de CsFAD2 incrementé la complejidad la composicion de acidos grasos de los lipidos
de levadura debido a que aparecieron varios acidos grasos poliinsaturados como consecuencia
de la actividad de esta enzima, siendo 18:2*°*? y 16:2°9'? y pequefias cantidades de 18:2****,
producido por elongacion de 16:2%'? (Tabla 7). En las levaduras control, los acidos grasos
poliinsaturados estuvieron presentes sobre todo en PC y en TAG, con muy poca incorporacion
en PE. El efecto de la expresién de CsFAD2 produjo por otra parte un considerable incremento
en la proporcion de &cidos grasos saturados en los fosfolipidos estudiados. En un trabajo previo,
también observaron un aumento de los &cidos grasos saturados al sobreexpresar esta misma
enzima en S. cerevisiae (Rodriguez-Rodriguez et al., 2016), siendo probablemente un
mecanismo de la levadura para compensar y equilibrar la fluidez de las membranas, que se ve
alterada por la presencia de los &cidos grasos poliinsaturados. La expresion de HaLPCAT1
indujo un considerable incremento de la incorporacion de 18:2°%'? y de poliinsaturados totales
tanto en TAG como en PC y PE. Este incremento tuvo lugar a costa de los demas &cidos grasos.
El efecto de HaLPCATL1 sobre los acidos grasos -7 también se observo en presencia de la
desaturasa. El efecto de las otras dos enzimas HaLPCAT fue menos claro y mas dificil de
interpretar. Ambas causaron incrementos en la incorporacion de 18:2%'? en PE, aunque el
impacto sobre la incorporacion de los acidos poliinsaturados en las otras especies de
glicerolipidos no fue claro.
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IV. Resultados y Discusion

Tabla 7. Composicion de acidos grasos de la fraccion de triacilgliceroles (TAG), fosfatidil etanolamina (PE) y fosfatidilcolina (PC) de la linea Y02431 expresando los
genes HaLPCAT en presencia (CsFAD2+) o ausencia (CsFAD2-) de expresion de la oleato desaturasa de Camelina sativa.

Composicion (%)

CsFAD2-
16:0 16:1%° 16:24%12 18:0 18:1%° 18:12! 18:22%12 18:201114
TAG Control 209 + 1.0 428 + 14 nd 92 + 04 191 + 15 80 = 13 nd nd
HaLPCAT1 17.1 + 3.4 520 + 5.3* nd 63 + 15 203 + 22 44 + 0.9*% nd nd
HaLPCAT2 231 + 7.4 411 + 47 nd 95 + 2.1 220 + 45 43 + 1.1* nd nd
HaLPCAT3 198 + 2.0 426 + 07 nd 109 + 0.8 220 + 21 46 + 1.0* nd nd
PE Control 455 + 0.4 184 + 4.8 nd 128 + 85 183 + 1.8 49 + 15 nd nd
HaLPCAT1 479 + 41 210 + 1.7 nd 133 + 47 152 + 29 27 + 0.3 nd nd
HaLPCAT2 619 + 1.3* 8.1 + 14* nd 135 + 2.0 144 + 20 23 + 1.1* nd nd
HaLPCAT3 426 + 3.9 176 + 4.4 nd 221 + 94 150 + 1.8 28 + 04* nd nd
PC Control 386 + 53 212 + 238 nd 133 + 20 197 + 35 72 + 23 nd nd
HaLPCAT1 249 + 1.4* 316 + 1.8* nd 113 + 1.4 276 + 14* 46 + 1.1* nd nd
HaLPCAT2 611 + 1.3* 8.1 + 14* nd 133 + 2.0 129 + 20 47 + 4.3 nd nd
HaLPCAT3 284 + 57 269 + 6.1 nd 159 + 3.7 242 + 38 47 + 1.2 nd nd
CsFAD2+
16:0 16:1%° 16:24%12 18:0 18:14° 18:141 18:24%12 18:201114 Total PUFA
TAG Control 208 *+ 3.8 375 + 45 55 + 14 92 + 15 115 + 1.8 32 + 1.0 116 = 24 06 + 03 178 + 238
HaLPCAT1 185 + 3.2 326 + 53 80 + 23 103 + 1.1 95 + 1.8 19 + 05* 182 + 38 10 + 04 272 + 4.4%
HaLPCAT2 227 + 3.7 350 + 7.2 46 + 20 121 + 3.8 110 + 238 31 + 08 109 + 11 05 + 02 161 + 23
HaLPCAT3 190 + 2.2 369 + 4.2 62 + 15 99 + 15 92 + 09 48 + 1.3 131 + 14 09 + 02 202 + 21
Control 763 + 4.2 55 + 2.3 00 + 00 145 + 27 33 + 03 00 = 0.0 04 + 01 00 + 00 04 =+ 01
PE HaLPCAT1 50.8 + 6.1* 165 + 24* 15 + 04* 143 + 2.2 64 + 24 05 = 07 100 + 11* 00 + 00 115 + 1.2*
HaLPCAT2 725 + 4.4 62 + 1.8 00 + 00 163 + 25 27 + 34 05 = 07 18 + 1.2 00 + 00 18 + 12
HaLPCAT3 531 + 4.0* 212 + 21* 04 + 0.1* 79 + 2.7* 117 + 3.6* 19 + 0.7* 38 + 06 00 *= 00 42 + 0.6*
Control 451 + 81 157 + 4.9 22 + 09 202 + 24 69 + 17 18 + 05 78 + 35 03 + 01 104 + 3.6
HaLPCAT1 338 + 3.8* 219 + 6.6 35 + 14 195 + 53 71 + 20 15 + 05 121 + 3.2 05 + 02 161 + 35
PC HaLPCAT2 516 + 4.9 87 + 4.0 08 + 0.2 284 + 25 57 + 28 13 + 0.6 33 + 02 02 + 00 42 + 03
HalLPCAT3 316 + 1.3* 254 + 15* 25 + 10 165 + 0.8 9.0 + 19 46 + 0.4* 100 + 06 05 + 01 130 + 1.2

Los datos son la media de cuatro determinaciones independientes mas menos desviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias significativas con las células control de acuerdo a un
ANOVA unidireccional con andlisis de Tuckey post hoc con un nivel de significancia del 0.05%. nd: no detectado.
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Estos resultados indican que las enzimas HaLPCAT pueden tener influencia en la proporcion
y composicién de &cidos grasos de los lipidos de levadura. Sin embargo, y a pesar de sus altos
grados de homologia, sus efectos parecen ser diferentes. La forma HaLPCATL1 fue la que indujo
un incremento mas claro de la canalizacién de acidos grasos poliinsaturados a los lipidos de
reserva, mientras que HaLPCAT2 y HaLPCAT3 no mostraron un efecto tan evidente. Estos
resultados, especialmente los concernientes a HaLPCAT1 confirman el papel de estas enzimas
dentro del proceso de sintesis y acumulacién de &cidos grasos poliinsaturados (Abbadi et al.,
2004).

4.1.10. ANALISIS DEL CONJUNTO DE ACIL-CoAs

La enzima LPCAT, involucrada en los procesos de edicion de acilo, tiene como sustratos
tanto a glicerolipidos, principalmente PC, como a acil-CoAs. Por ello, tras estudiar la influencia
de LPCAT en los glicerolipidos de levadura se procedi6 a estudiar su impacto en el conjunto de
acil-CoAs de estos microorganismos. Los acil-CoAs son metabolitos clave en la biosintesis de
glicerolipidos ya que actian como donantes de acilo en la sintesis de novo de TAG, en la
edicion de acilo de fosfolipidos y en las modificaciones de los restos acilo (Aznar-Moreno et al.,
2013; Bates et al., 2009; Bao et al., 1998). Por tanto, la composicién del conjunto de acil-CoAs
es altamente dindmica y representa un resultado neto tanto de la sintesis de novo como de los
procesos de edicion de acilo y de transferencia de los mismos (Bates et al., 2009; Yurchenko et
al., 2014).

De esta forma, LPCAT puede tener influencia en la composicion del conjunto de acil-CoAs
al catalizar la acilacién dependiente de acil-CoA en la posicion sn-2 de la molécula de LPC para
formar PC (Stymne y Stobart, 1984). Estos grupos acilos esterificados en PC pueden convertirse
en sustratos para la desaturacion u otras modificaciones de acidos grasos (Miquel y Browse,
1992; Broun et al., 1998) y, posteriormente, volver al reservorio de acil-CoA o bien canalizarse
hacia la sintesis de TAG mediante mecanismos independientes de acil-CoA (Stobart et al.,
1997; Banas et al., 2000; Dahlqvist et al., 2000; Yurchenko et al., 2014).

La eficiencia que tenga la enzima LPCAT para incorporar acil-CoAs en la molécula de PC
determinara la composicién de acidos grasos del conjunto de acil-CoAs y, en Gltima instancia,
podra afectar también a la composicion de los acidos grasos de TAG, ya que, como se ha
indicado anteriormente, la sintesis de TAG ocurre, en parte, a través de una serie de acilaciones
dependientes de acil-CoA (Snyder et al., 2009; Weselake et al., 2009). De hecho, un
intercambio de acilo deficiente entre PC y el conjunto de acil-CoAs en células de semillas en
desarrollo de cultivos oleaginosos se identificd como uno de los principales impedimentos para
la acumulacion de acidos grasos inusuales producidos por hidroxilasas, conjugasas, epoxidasas
0 desaturasas (Cahoon et al., 2007; Aznar-Moreno et al., 2013). Por lo tanto, analizar si el
conjunto de acil-CoAs se ve afectado tras la expresion de esta enzima podria proporcionar
informacién dtil sobre el papel que juega en el metabolismo de los acidos grasos presentes en
los TAG.

La planificacion de los experimentos fue analoga a la realizada en el apartado anterior,
empleandose la linea de levadura Y02431 (alelA) y los plasmidos p423GPD y p416GPD para
la expresion de HaLPCAT y CsFAD?2, respectivamente. Los controles se realizaron estudiando
lineas de levadura que portaban los plasmidos vacios. El anélisis se realizd con cuatro
replicados biologicos.

Cuando los genes HaLPCAT se expresaron en ausencia de la desaturasa, la composicion del
conjunto de acil-CoAs se vio alterada en cierta medida en comparacién con la de la cepa
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Tabla 8. Composicion del conjutno de acil-CoAs de la cepa mutante de levadura Y02431 que
expresa heter6logamente los genes HaLPCAT en presencia o ausencia de expresion del gen
oleato desaturasa de Camelina sativa (CsFAD2).

Composicién (% mol)

16:0-CoA 16:1-CoA  18:0-COA  18:1-CoA  18:2-CoA
p;jgépp% 36.1+5.2 231+27 174+08 23435 nd
) 423GP[§’:‘:‘L122X$1/ 29.6 + 6.4 288+28 169+16 248+58 nd
) 423GP[§’:‘:‘L122X$2/ 29.4+8.1 27.0£96 129+24* 307 +39* nd
) 423GP[§’:‘:‘ESSK% 30.610.3 21.9+72 152+48 323+95* nd
p416GPD:;)iZF3gE2D/ 41525 200+10 192+21 11.0+23 83219
p;jfépp%ﬁféff{ 40.2 £ 2.0 176+£37 221£39  63+16* 13.8+22*
p;jgépp%ﬁféfél 30.8+6.5 157+37 212£29  73%09* 16.0+6.4
p416GPD-:CsFAD2/ 31.9+10.9 178+35 159+66 139+53  20.6+ 4.2

p423GPD::LPCAT3

Como control se usé la levadura transformada con los plasmidos p423GPD y p416GPD vacios. Los datos
representan la media de cuatro determinaciones independientes mas menos desviacion estandar. Los
asteriscos indican diferencias significativas con las células control de acuerdo a un ANOVA
unidireccional con analisis de Tuckey post hoc con un nivel de significancia del 0.05%. nd: no detectado.

control. Asi, en presencia de HaLPCAT se observaron descensos en la proporcion de acil-CoAs
saturados (16:0 y 18:0) a expensas de los monoinsaturados (16:1 y 18:1). Estos cambios, sin
embargo, estuvieron sometidos a cierta variabilidad y no fueron siempre significativos. Asi, solo
la expresion de HaLPCAT2 y HaLPCAT3 indujo incrementos significativos de la proporcién de
18:1-CoA en esta serie de experimentos (Tabla 8).

La expresion heter6loga de CsFAD2 indujo importantes cambios en el conjunto de acil-
CoAs. Al igual que cuando se estudi6 la composicion los glicerolipidos, el efecto mas notable
fue la aparicion de 18:2-CoA, resultado de la reaccién de desaturacion de 18:1 que cataliza esta
enzima. Este acil-CoA no se detectd en la levadura que portaba los vectores vacios debido a que
esta carece de enzimas necesarias para introducir mas de un doble enlace en los acidos grasos
(Stukey et al., 1989). Es de resefiar que en este caso no se detectaron derivados poliinsaturados
diferentes al 18:2-CoA, lo cual podria deberse a que se encontraban en muy baja concentracion
en este conjunto de metabolitos o a que el método cromatografico no permitié diferenciarlos de
otros picos mayoritarios. Asi, la proporcién en la que aparecié este nuevo componente en las
células control, como consecuencia de la desaturacion del oleato enddgeno, fue del 8.3%,
induciendo un descenso del mencionado oleato y un leve incremento de los derivados saturados.

La coexpresion de los genes HaLPCAT produjo a su vez un claro enriquecimiento del
conjunto en 18:2-CoA, el cual fue significativo en el caso de HaLPCAT1 y HalLPCATS,
produciéndose al mismo tiempo una bajada de los derivados monoinsaturados 18:1-CoA 'y 16:1-
CoA. En el caso de HaLPCAT2 también se observd el mencionado efecto, aunque las
determinaciones estuvieron sujetas a una alta variabilidad, lo que hizo que las diferencias con el
control no fueran significativas. Sin embargo, cuando se compararon las proporciones de 18:1-
CoA vy 18:2-CoA en términos de grado de conversion aparente, si se observaron diferencias
significativas causadas por la expresion de las 3 formas LPCAT (Tabla 9).
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Este resultado demostrd, de nuevo, que las 3 formas clonadas de LPCAT de girasol son
enzimas funcionales en levadura, capaces de alterar su composicion y sus conjuntos de
metabolitos, resultado que estuvo acorde con los publicados por Wang et al. (2012), que
mostraron cambios en el conjunto de acil-CoAs de Arabidopsis causados por enzimas LPCAT.
Este resultado y los previamente descritos para los glicerolipidos indican que en presencia de
desaturasas de reticulo estas enzimas actdan incrementando el flujo de é&cidos grasos
poliinsaturados entre PC y los demaés lipidos y metabolitos, contribuyendo a un correcto flujo de
estos importantes componentes de las membranas y de los lipidos de reserva. Estos resultados
estan acordes con estudios previos que investigaban las limitaciones que se encuentran en
plantas transgénicas para incrementar la cantidad de &cidos grasos poliinsaturados, entre las
cuales es de gran importancia favorecer un correcto intercambio de los acilos desaturados desde
la PC, donde son producidos, a todas las demas especies de glicerolipidos de la planta (Abbadi
et al.,, 2004). Esta circulacion de PUFA es también importante desde el punto de vista
adaptativo, ya que la composicién de PUFA de las membranas juega un papel importante en la
adaptacion de las plantas a distintas condiciones medioambientales (O’Quin et al., 2010;
Menard et al., 2017), siendo esos mismos acidos grasos substratos primarios para la produccién
de gran variedad de metabolitos de regulacion a través de la cascada de reacciones de la
lipoxigenasa (Feussner y Wasternack, 2002).

Tabla 9. Porcentajes de conversion de 18:1-CoA a 18:2-CoA en la cepa mutante de
Saccharomyces cerevisiae Y02431 (alelA) que expresa heterélogamente los genes HaLPCAT
ylo CsFAD?2.

% Conversién aparente

Construccion 18:1-CoA/18:2-CoA

p416GPD::CsFAD2+ p423GPD 43.0%£7.0
p416GPD::CsFAD2 + p423GPD::LPCAT1 68.7 £ 5.0*
p416GPD::CsFAD2 + p423GPD::LPCAT2 68.7 + 10*
p416GPD::CsFAD2 + p423GPD::LPCAT3 59.7 £ 6.0*

Los genes HaLPCAT se expresaron en el plasmido p423GPD y el gen CSFAD?2 en el plasmido p416GPD.
18:1-CoA (oleil-CoA, 18:1°°-CoA); 18:2-CoA (linoleil-CoA, 18:2°“'*-CoA). Los datos representan la
media de cuatro réplicas bioldgicas independientes mas menos la desviacion estandar. Los asteriscos
indican diferencias significativas con las células control de acuerdo a un ANOVA unidireccional con
andlisis de Tuckey post hoc con un nivel de significancia del 0.05%.

4.1.11. CARACTERIZACION IN VITRO DE LAS ENZIMAS HaLPCAT

Los ensayos de complementacién y los estudios de composicion lipidica previos indicaron
claramente que las enzimas LPCAT de girasol eran activas cuando se expresaron en la linea
levadura Y02431 (alelA). Este sistema, al carecer de LPCAT enddgena, es muy apropiado para
realizar estudios in vitro de estas enzimas sin la posible distorsion de actividades enddgenas.
Teniendo en cuenta que en las secuencias de las tres isoformas clonadas se encontraron varios
dominios de transmembrana y que mostraron una muy posible localizacion en el reticulo
endoplasmico, se decidid llevar a cabo este estudio con las fracciones microsomales de
levaduras que expresaban heterdlogamente estas proteinas. Para estos experimentos se
emplearon fracciones microsomales ya que los intentos de solubilizacion y purificacion que se
llevaron a cabo produjeron una rapida pérdida de toda actividad. Esto probablemente se deba a
que al ser estas proteinas integrales de membrana, la solubilizacién de las mismas altera sus
estructuras y, por tanto, sus actividades. Las actividades de enzimas LPCAT de varias plantas,
como Nicotiana benthamiana, Brassica napus, Ricinus communis, Hiptage benghalensis,
Lesquerella fendleri, Carthamus tinctorius y Arabidopsis thaliana, habian sido estudiadas en las
mismas fracciones (Zhang et al., 2015; Zheng et al., 2012; Arroyo-Caro et al., 2013; Lager et
al., 2013).
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Para determinar las condiciones éptimas del ensayo de la reaccién directa (Figura 33), se
estudio la dependencia de la actividad con el tiempo de reaccién y con la cantidad cargada de
proteinas microsomales. Para ello se llevaron a cabo, por triplicado, reacciones con
preparaciones de membrana de la levadura transformada con la construccion
pYES2::HaLPCATL, pYES2::HaLPCAT3 o con el vector vacio como control, usando como
sustratos 18:1-CoA y sn-1-[1-**C]-18:1-LPC siguiendo el protocolo detallado en Materiales y
Métodos. Con la isoforma HaLPCAT2 no se llevaron a cabo estas reacciones de optimizacion,
pues se comportd de manera similar a HaLPCATL1 en replicados sencillos realizados en los
mismos intervalos, los cuales no se han incluido en esta memoria.

»
A 0.9 B
n
6000
=4 ™
& — :
b = L]
E £ 06-
= o
£ 4000 - £
= = ]
=< " PS;
= a
- ~ 0.3
= 2000 - o
= 3 .
= = "
]
0de ° ® ° 00pee [ @ o
T T T I | |
0 10 20 30 0.0 10 20 30

Tiempo (min) Proteina (pg)

Figura 29. Estudios de la influencia del tiempo de reaccion (A) y de la cantidad de proteina
(B) en la actividad HaLPCAT1 en la reaccion directa, ensayada en microsomas de levadura.
Actividad LPCAT expresada como la cantidad de PC formada menos la cantidad obtenida en
reacciones a tiempo cero, en nanomol por miligramo de proteina (A) o por minuto de reaccion
(B). Los datos representan el valor medio de tres ensayos independientes con sus respectivas
desviaciones estandar. pYES2::HaLPCAT1 (-m-), plasmido pYES2 (-e-).

Para determinar la cantidad Optima de proteina microsomal necesaria para el ensayo con
HaLPCAT1 se llevaron a cabo reacciones dentro de un intervalo de entre 0.2 y 3 pg de proteina
microsomal durante 4 min y para determinar el tiempo de reaccion éptimo se llevaron a cabo
reacciones con 1 ug de proteina microsomal durante tiempos de incubacién que variaron entre 2
y 30 min. Los resultados se muestran en la Figura 33. La actividad mostrada por esta enzima fue
mucho mas alta que la detectada para la levadura control, hallandose respuestas lineales en los
intervalos ensayados en ambos experimentos, por lo que en los experimentos de caracterizacion
subsiguientes se emplearon concentraciones de proteinas y tiempos entre los ensayados en esta
prueba preliminar.

Para determinar la cantidad 6ptima de proteina microsomal para el ensayo con HaLPCAT3

se llevaron a cabo reacciones con una cantidad de proteina microsomal comprendida entre 4 y
30 pg durante 30 min y para determinar el tiempo de reaccion Optimo se llevaron a cabo
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reacciones con 20 pg de proteina microsomal con un tiempo de incubacién que vario entre 15y
120 min. A la vez que se llevaron a cabo las reacciones para la determinacién de las condiciones
de ensayo Optimas para HaLPCATS3, se llevaron a cabo reacciones control en paralelo con el
plasmido pYES2 vacio (Figura 34).
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Figura 30. Estudios de la influencia del tiempo de reaccion (A) y de la cantidad de proteina
(B) en la actividad HaLPCAT3 en la reaccion directa, ensayada en microsomas de levadura.
Actividad LPCAT expresada como la cantidad de PC formada menos la cantidad obtenida en
reacciones a tiempo cero, en nanomol por miligramo de proteina (A) o por minuto de
reaccion (B). Los datos representan el valor medio de tres ensayos independientes con sus
respectivas desviaciones estandar. pYES2::HaLPCAT3 (-m-), plasmido pYES2 (-e-).

En este caso se observo que el nivel de actividad fue mucho mas bajo, siendo la respuesta
también diferente. Asi, la curva de tiempo mostré una réapida pérdida de linealidad a tiempos
mayores a 20 min mientras que la curva de proteina si mostro linealidad en el rango estudiado.

Una vez determinados el tiempo y la cantidad de proteina microsomal 6ptimos, se procedio a
realizar el estudio de las especificidades de acilo de las enzimas LPCAT, midiendo por
triplicado la incorporacion de diferentes sustratos acil-CoA sobre el glicerolipido marcado sn-1-
[1-**C]-18:1-LPC siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.2.4.7. Los resultados
mostrados en la Figura 35 indican que las tres enzimas HaLPCAT analizadas presentaron un
perfil similar, con mayor nivel de actividad con acil-CoAs insaturados (18:1-, 18:2- y 18:3-
CoA) que con acil-CoAs saturados (16:0- y 18:0-CoA), encontrandose el nivel de actividad mas
alto con 18:3-CoA. En estudios previos sobre especificidades de acilo de otras LPCAT de
plantas, los cuales se realizaron de manera analoga por expresion en levadura, se observo, al
igual que con las enzimas de girasol, un menor nivel de actividad con acil-CoAs saturados
(Zhang et al., 2015; Zheng et al., 2012; Arroyo-Caro et al., 2013; Lager et al., 2013), lo cual
sugiere que estas enzimas pueden estar contribuyendo, en parte, a la distribucion posicional de
estos acidos grasos en los glicerofosfolipidos de las membranas celulares, en los cuales hay una
baja concurrencia de los mismos en la posicion sn-2 (Arroyo-Caro et al., 2013; AOCS Lipid
Library).
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Figura 31. Actividad de las enzimas HaLPCAT en su reaccion directa en funcién del sustrato
acil-CoA. La actividad LPCAT se expresa como la cantidad de PC formada menos la cantidad
de PC obtenida en reacciones a tiempo cero, en nanomol por minuto de reaccion y por
miligramo de proteina. Los datos representan el valor medio de tres ensayos independientes con
sus respectivas desviaciones estandar y las letras representan agrupaciones estadisticas con nivel
de significacion del 0.05%. 16:0-CoA (palmitil-CoA); 18:0-CoA (estearil-CoA); 18:1-CoA
(oleil-CoA, 18:1°%); 18:2-CoA (linoleil-CoA, 18:2"%'*-CoA) y 18:3-CoA (o-linolenil-CoA,
18:3A90,12c,150_C0A)'

Més alla de esta preferencia por acidos grasos insaturados frente a los saturados, las enzimas
LPCAT de plantas presentan una gran variabilidad en cuanto a la especificidad por los sustratos
acil-CoA. Asi, por ejemplo, mientras que plantas como Arabidopsis thaliana, Ricinus
communis, Hiptage benghalensis, y Carthamus tinctorius muestran especificidades similares
para los acil-CoA insaturados 18:1-, 18:2- y 18:3-CoA, Lesquerella fendleri utiliza
preferentemente 18:2-CoA (Lager et al., 2013; Arroyo-Caro et al., 2013) y en Nicotiana
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benthamiana, al igual que en girasol, el acil-CoA que dio lugar a una mayor actividad fue 18:3-
CoA (Zhang et al., 2015). Incluso en enzimas LPCAT de la misma planta, se han encontrado
distintas especificidades de acilo, como en Brassica napus, donde BnLPCAT1-1 exhibe
preferencia por 18:2-CoA frente a 18:3- y 18:1-CoA y BnLPCAT?2 lo hace por 18:1- y 18:3-
CoA (Zheng et al., 2012).

Ademas de la reaccion directa, se ha demostrado que la enzima LPCAT es capaz de catalizar
la reaccion inversa, dando lugar a LPC y acil-CoA (Figura 12). La reaccion en sentido inverso
es termodindmicamente menos favorable que la reaccion directa y, por tanto, el equilibrio de la
reaccion LPCAT favorece la formacién de PC. Estudios in vitro demostraron que la adicién de
BSA o de una proteina de unién a acil-CoA (ACBP) favorece la reaccion inversa probablemente
porgue al unirse al acil-CoA reducen la concentracién de acil-CoA libre necesario para la
reaccion directa (Stymne y Stobart, 1984; Yurchenko et al., 2009). Esta reaccion fue demostrada
por primera vez mediante un estudio in vitro con microsomas de semillas de cartamo en el cual
se observd como, en presencia de CoA y BSA, los grupos acilos marcados radiactivamente que
se encontraban en posicion sn-2 de PC se transfirieron al conjunto de acil-CoAs (Stymne y
Stobart, 1984). Una vez identificados y clonados los genes LPCATs de distintas plantas se
demostrd en ensayos in vitro que efectivamente estas enzimas podian operar en su reaccion
inversa (Lager et al., 2013). Estos investigadores observaron que la enzima LPCAT de
Arabidopsis tenia una alta selectividad para eliminar grupos ricinoleil de PC, lo cual estaba en
linea con los estudios realizados in vivo por Bates y Browse (2011) en semillas de Arabidopsis
transformada con la hidroxilasa de ricino en los que detectaron que un 50% del conjunto de
DAG recién sintetizado tenia un grupo ricinoleil mientras solo un 2% del conjunto de PC poseia
este grupo acilo. Es decir, el estudio de selectividad de Lager et al. (2013) hace pensar que lo
que observaron Bates y Browse (2011) fuese el resultado de la alta selectividad de la enzima
AtLPCAT para transferir este grupo acilo desde PC hacia el conjunto de acil-CoA en su
reaccion inversa. Mas tarde los resultados obtenidos en otro estudio in vivo apuntaron a que la
enzima LPCAT1 de lino también tenia la capacidad para catalizar la reaccién en el sentido
inverso (Pan et al., 2015).

En base a estos estudios, se procedié a determinar la especificidad de acilo en la reaccion
inversa, midiendo la desacilacion de la posicion sn-2 de sn-1-18:1-sn-2-'*C-18:1-PC, sn-1-18:1-
sn-2-**C-18: 2-PC y sn-1-18:1-sn-2-'*C-18:3-PC, en presencia de BSA y CoA libre (3.2.2.4.7.).
Las tres enzimas transfirieron el grupo acilo 18:1 de PC a acil-CoA a una velocidad inferior a la
que lo hacian con 18:2 y 18:3 (Figura 36). Dado que los grupos acilo estan unidos a una
molécula soluble en la reaccion directa y a un lipido de membrana en la reaccion inversa, la
presentacién del grupo acilo a la enzima sera muy diferente en las dos reacciones y no es por
tanto sorprendente que la selectividad de acilo sea diferente entre las reacciones directa e
inversa (Jasieniecka-Gazarkiewicz et al., 2016); asi por ejemplo, las enzimas LPCAT de Ricinus
communis, Hiptage benghalensis, Lesquerella fendleri, Carthamus tinctorius y Arabidopsis
thaliana eliminan preferentemente el grupo ricinoleil que el oleil de PC en la reaccion inversa,
mientras que en la reaccion directa el grupo ricinoleil es un donante de acilo peor (Lager et al.,
2013). Estos resultados son compatibles con una canalizacion preferente del linoleato a lipidos
de reserva en la semilla de girasol. Este acido graso seria eliminado de la fraccién de PC por la
reaccion inversa de las enzimas LPCAT de girasol pasando al conjunto de acil-CoA, donde
estaria a disposicion de las aciltransferasas de la ruta de Kennedy para su incorporacion a TAG.
Esta hipotesis esta en buena concordancia con los resultados de Aznar-Moreno et al. (2013), que
indicaban un rapido flujo y recambio de 18:2 en semillas en desarrollo.

Estos estudios también mostraron que los niveles absolutos de actividad de estas enzimas
cuando son expresadas en levadura pueden estar sometidos a una gran variacion, tal y como se
ha observado para HaLPCAT1 y HaLPCAT2 frente a HaLPCAT3 en la reaccion directa.
Curiosamente, esta variacion en los niveles de actividad no se observo en la reaccion inversa, 1o
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que puede indicar que dichas diferencias son quizas inherentes a las enzimas y no estan
relacionadas con sus niveles de expresion en la levadura.

B FC 18:1/18:1
B PC 18:1/18:2
18.0 . b B PC 18:1/18:3

ab

10.0

o
o
1

5.0

LPCAT (pmolmin/mg protein)

4.0

204

0.0 -

HalPCAT1 HalLPCAT2 HalLPCAT3

Figura 32. Actividad de las enzimas HaLPCAT en su reaccién inversa en funcién del sustrato
PC. La actividad LPCAT fue expresada como cantidad de acil-CoA formado menos la cantidad
de acil-CoA obtenida en reacciones a tiempo cero, en picomol por miligramo de proteina y por
minuto de reaccion. Los datos representan el valor medio de tres ensayos independientes con sus
respectivas desviaciones estandar y las letras representan agrupaciones estadisticas con nivel de
significacion del 0.05%. PC18:1/18:1 (sn-1-18:1-sn-2-[*C]-18:1-PC); PC18:1/18:2 (sn-1-18:1-
sn-2-[**C]-18:2-PC) y PC18:1/18:3 (sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:3-PC).

Hay que tener en cuenta que las condiciones del ensayo in vitro podrian modificar los
resultados y estas deben de tenerse en consideracion para comparar los estudios de especificidad
(Snyder et al., 2009). Asi, por ejemplo, la enzima LPCAT de cultivos de suspension de células
derivadas de microesporas de Brassica napus utilizaba 18:1-, 18:0- y 16:0-CoA por igual a
concentraciones de alrededor de 20 pM, pero presentaba preferencia por 18:1-CoA en
concentraciones mas altas (Snyder et al., 2009; Furukawa-Stoffer et al., 2003). Por otro lado, las
afinidades de las proteinas de unién a acil-CoA podrian influir indirectamente en las
especificidades de sustrato de la reaccion in vivo, ya que la afinidad por un acil-CoA en
concreto haria variar la disponibilidad del mismo para la reaccion (Snyder et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este apartado demuestran que las tres enzimas codificadas por
los genes HaLPCAT poseen actividad LPCAT catalizando tanto reacciones directas como
inversas, lo cual sugiere que estas enzimas tienen un papel importante en la mediacion del flujo
de los grupos acilos, al facilitar el intercambio de acilo entre el conjunto de PC y el conjunto de
acil-CoA. La especificidad de estas enzimas y su concurrencia conjunta con las desaturasas de
reticulo podrian determinar en cierta manera la composicion final de aceite de girasol, al
favorecer el flujo e intercambio de acido linoleico entre el conjunto activo de PC y del resto de
especies de lipidos de la planta.
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4.1.12. ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION DEL MUTANTE DE
ARABIDOPSIS Atlpcatl/Atlpcat2

Una vez las enzimas LPCAT de girasol se caracterizaron bioquimicamente in vitro, el tltimo
paso de esta parte de la presente tesis fue comprobar que estas enzimas eran activas en plantas.
Las plantas son sistemas mas complejos que las levaduras en términos de diferenciacién,
regulacién y compartimentacion. A este respecto, se prestd especial atencion al papel que las
enzimas HaLPCAT puedan tener en la sintesis de los lipidos de la semilla. Para estudiar el
impacto de la expresion de estas enzimas en plantas se decididé expresarlas en el mutante
knockout de Arabidopsis Atlpcatl/Atlpcat2 descrito previamente por Bates et al. (2012). Este
mutante tenia inserciones de T-ADN en los dos genes codificantes de las enzimas LPCAT de
esta especie, las cuales impedian la expresion de los mismos. Aunque se suponia que este
mutante no tenia ninguna expresion de enzimas LPCAT, estudios de PCR realizados en este
trabajo mostraron una cierta expresion residual de los mismos, por lo que esta planta seria en
realidad un knockdown y no un knockout (Figura 37). En cualquier caso, las inserciones sobre
los genes LPCAT de Arabidopsis causaron un descenso de la acumulacion de PUFA, sobre todo
de 18:2 y 18:3, a expensas de un incremento de los &cidos grasos muy largos (VLCFA),
especialmente 20:1 (Bates et al., 2012).

Los genes HaLPCAT se transfirieron al vector pBIN19::35S para su expresion en
Arabidopsis. Este plasmido expresa los genes introducidos bajo el control del promotor
constitutivo CamV35S, el cual provee de una elevada expresion de los genes en todos los
tejidos. Una vez las plantas fueron transformadas, se propagaron durante 2 generaciones y se
aislaron plantas homocigotas en los correspondientes transgenes, asegurando que la presencia de
los mismos en las correspondientes progenies fuese homogénea y no se produjese segregacion.
Las semillas de estas plantas fueron caracterizadas, midiéndose su contenido y composicion de
aceite. Los datos se muestran en la Tabla 10. Asi, puede verse que el mutante Atlpcatl/Atlpcat2
presenta un fenotipo idéntico al descrito por Bates et al. (2012), conteniendo, tal y como se
esperaba cantidades reducidas de 18:2 y 18:3 a costa de incrementos en 20:1, con respecto a la
planta control Col-0. Este efecto es debido a una reduccién en el flujo general de los PUFA
dentro de los distintos compartimentos celulares de la planta. Esto conllevé al mismo tiempo un
aumento de los acidos grasos monoinsaturados largos, como el 20:1, ya que Sus precursores son
probablemente mejores sustratos para las elongasas del reticulo que los correspondientes
poliinsaturados.

Las mutaciones sobre los genes LPCAT no afectaron a la cantidad total de aceite almacenada
en las semillas. La expresion de los tres genes HaLPCAT estudiados en este trabajo fue capaz de
revertir los efectos de la doble mutacion en todos los casos (Tabla 10). Asi, la expresion de los
tres genes implicd una recuperacién del nivel de 18:2 y 18:3 de la planta silvestre, mostrando
gue estas enzimas funcionan eficazmente normalizando el flujo de dichos acidos grasos, lo cual
estuvo acorde con los datos obtenidos en la caracterizacion in vitro, donde fue con los substratos
poliinsaturados con los que se observé un mayor nivel de actividad (Figura 35). Estos resultados
fueron analogos a los publicados por Bates et al. (2012) en sus experimentos de
complementacién. Con respecto a los VLCFA, es interesante constatar que se produjo un
descenso considerable en las plantas que expresaban los distintos genes HaLPCAT, hasta el
punto de disminuir por debajo de los contenidos mostrados por la planta silvestre en el caso de
HaLPCAT1 y HaLCAT2. Esto podria deberse a la elevada expresion de estas enzimas en los
transformantes o a diferencias en los parametros bioquimicos con respecto a las formas de
Arabidopsis. Por otra parte, los mutantes transformados con las enzimas LPCATSs de girasol
mostraron un menor contenido en aceite que las dos lineas control, debido probablemente al
estrés causado a las plantas por la sobreexpresion de las enzimas.
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Figura 37. Caracterizacion previa del doble mutante insercional de Arabidopsis empleado en el
presente estudio. (A) Diagramas esquematicos de las posiciones precisas de las inserciones del T-
ADN en el doble mutantes Ipcat SALK 123480 (Ipcatl) y SAIL 357_HO1 (Ipcat2). Los
oligonucleétidos especificos LP y RP corresponden a los fragmentos que flanquean la insercion
de T-ADN, en el lado izquierdo y derecho respectivamente. LBal y LB1 son los oligonucle6tidos
que se unen al borde izquierdo del T-ADN de las lineas SALK y SAIL, respectivamente. (B)
confirmacion del inserto empleando PCR con los extremos del T-ADN en WT Columbia (control
negativo) y 9 plantas progenie de Ipcatl (SALK 123480) y (SALK_ 123480) Ipcat2
(SAIL_357_H01). (C) expresion génica en WT y el doble mutante de las correspondientes
LPCAT que recibieron la insercion del T-ADN.
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Tabla 10. Composicion de acidos grasos de semillas de Arabidopsis thaliana de la linea Col-0 (WT), del mutante Atlpcatl/Atlpcat2 y del mismo mutante transformado con
los genes HaLPCATSs.

Composicion (mol %) Aceite
16:0 16:1 18:0 18:1% 18:1*" 18:2 18:3 20:0 20:1* 20:1¢ 20:2 20:3 22:0 22:1 PUFAs VLCFAs %(p/p)
Col-0 7.1+0.4 0.26%0.03 3.6+0.1 15.2+0.2 1.50+0.03 27.6+0.4 16.7+0.3 2.22+0.08 19.7+0.5 1.7+0.1 1.84+0.06 0.44+0.02 0.36%0.36 1.9+0.13 46.5%0.6 28.2+0.9 24.5+0.4

Atlpcat1/Atlpcat2 6.3+0.4 0.26x0.5 3.2+0.1 18.4+1.1* 1.840.2 27.3+0.4 12.7#0.5*% 1.49+0.06 22.7+0.7* 1.5%0.2 2.1x0.1* 0.34%0.04* 0.31+0.07 1.7+0.2 42.4*:#0.6 30.1x1.0 24.0#5.9

At’p;‘l’]tLlP/ é‘;’flmtz 7.8t0.4 0.47+0.04 3.2¢0.1 16.1+1.0° 2.1¥0.1 29.5#0.5 16.6+0.9* 1.28+0.09 17.7#0.7* 1.8#0.2 1.9+0.2  0.28+0.05 0.20+0.07 1.1¥0.2 48.3+1.1' 24.2+1.3* 16.040.6
Atlpcat1/Atlpcat2 " f f # *#

HalPCAT? 7.910.3 0.46%0.03 3.4+0.2 15.84#0.8 2.1+0.2 29.1+0.6 17.2+0.9" 1.36%0.08 17.6+0.9 1.8+0.1 1.9+0.1 0.3x0.1 0.28+0.04 1.0+¢0.1 48.5+1.1" 24.2+1.4 13.0+1.1
At'p;‘;ilp/é‘;g’”tz 8.1:0.3 0.48:0.10 3.4:02 139:1.1' 2.1:0.1 26.8:0.5 17.1:0.8' 1.72:#0.06 20.00.6* 2.0:0.2 2.3:0.2  0.48:0.07 0.24:0.02 14%0.1 46.7:0.1' 28112 16.6£13

Los datos son la media de determinaciones llevadas a cabo con 50 semillas recolectadas de 10 plantas independientes (T3) procedentes de 3 a 5 lineas homocigotas + desviacion estandar. Los
asteriscos indican diferencias significativas con la planta Col-0 y el simbolo # indica diferencias significativas respecto al doble mutante de acuerdo a un ANOVA unidireccional con anélisis
Tuckey post hoc y nivel de significacion del 0.05%. Las semillas obtenidas en la generacion T3 fueron ademas examinadas para confirmar la expresion de los transgenes. Los genes
HaLPCATSs se expresaron en el plasmido pBIN19::35S.
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4.2. CLONACION Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA
ENZIMA FOSFATIDILCOLINA:DIACILGLICEROL
COLINAFOSFOTRANSFERASA DE GIRASOL

Dentro de este trabajo, una vez caracterizada la actividad LPCAT de girasol, implicada en el
principal mecanismo de intercambio de acilos que relaciona a PC con el conjunto de acil-CoA,
se procedio a estudiar la actividad PDCT de dicha especie, clonando uno de los genes que
codifican dicha actividad. Esta enzima que cataliza el intercambio del grupo polar de PC, la
fosfocolina, con DAG, se habia identificado como una enzima de gran importancia dentro de los
mecanismos que posibilitan la acumulacion de acidos grasos poliinsaturados y acidos grasos
inusuales en plantas como Arabidopsis (Wickramarathna et al., 2015; Bates et al., 2012; Hu et
al., 2012).

4.2.1. CLONACION DE UN FRAGMENTO INTERNO DEL GEN HaPDCT

Para la llevar a cabo la clonacion de HaPDCT se realizo, en un primer paso, una busqueda de
EST de Helianthus annuus en la base de datos del NCBI haciendo uso del algoritmo de
busqueda tblastn. Esta blsqueda se realizé en base a la secuencia de la proteina homdloga en
Arabidopsis thaliana, AtPDCT, que esté codificada por el gen AtROD1 (At3g15820, nimero de
acceso de GenBank: NM_112452) (Salanoubat et al., 2000) y cuya secuencia se encuentra
disponible en la pagina la pagina web ARALIP (Beisson et al., 2013; The Arabidopsis Acyl-
Lipid Metabolism Website: http://aralip.plantbiology.msu.edu).

Siguiendo dicha estrategia se identificaron de siete EST, de los cuales solo cuatro poseian
cierta homologia con la proteina PDCT de Arabidopsis thaliana, considerando homdlogos
aquellos EST que el programa BLAST 2.0 del NCBI evalu6 con una puntuacion igual o mayor a
200. Estos EST no codificaban para los extremos de la proteina por lo que no se pudo disefiar
directamente un par de oligonucledtidos especificos que permitiesen amplificar toda la region
codificante. Por ello, para clonar la secuencia completa del gen HaPDCT fue necesario llevar a
cabo primero la clonacién de un fragmento interno del gen, después, la clonacién de los
extremos 3' y 5 mediante reacciones de PCR RACE vy, por Gltimo, una vez conocida la
secuencia de los extremos, la clonacidn de la secuencia completa.

Para llevar a cabo la clonacion del fragmento interno se disefiaron oligonucle6tidos
especificos, a partir de las secuencias de los EST que poseian mayor homologia con la proteina
de Arabidopsis. Los oligonucleétidos disefiados, HaPDCTF y HaPDCTR (Anexo 1),
amplificaban un fragmento interno del gen de girasol de 825 pb.

La clonacion se realiz6 mediante una PCR estandar usando los oligonucleétidos disefiados y
ADNCc obtenido de semillas de girasol de la linea silvestre CAS-6 de 25 DDF. El producto de
PCR se sometid a electroforesis en gel de agarosa observandose una Unica banda del tamafio
esperado, que se corto del gel para su purificacion. El producto de PCR purificado se ligo en el
vector de clonacion pSpark® Il y con el producto de esta ligacion se transformaron células
competentes de E. coli. A continuacion, se realiz6 un escrutinio mediante PCR de colonias con
los oligonucledtidos M13F y M13R (Anexo 1) para confirmar la presencia de la construccion
pSpark®I1::HaPDCT vy se aislo el ADN plasmidico de los transformantes que la poseian. Por
altimo, se confirmd la presencia del inserto mediante digestion con las enzimas Pstl y Ncol y
aquellos plasmidos que poseian el inserto se enviaron a secuenciar.

Se confirmo que el fragmento clonado pertenecia al gen HaPDCT, traduciendo la secuencia
nucleotidica a aminoécidos y comprobando que en el resultado obtenido tras realizar una
busqueda en la base de datos del NCBI con el algoritmo blastp se obtenian proteinas PDCT.
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4.2.2. CLONACION DE LA SECUENCIA COMPLETA DEL GEN
HaPDCT

Una vez conocida la secuencia del fragmento interno se pudieron disefiar oligonucle6tidos
especificos para la clonacion de los extremos 3’ y 5’ mediante reacciones de PCR RACE 3' y 5'.
Para obtener la secuencia completa del extremo 3’ del gen HaPDCT, se hizo uso del
oligonucleétido FA2Z y de los oligonucle6tidos especificos, HaPDCTF2 y HaPDCTF3 y para
obtener la secuencia completa del extremo 5’ se usaron los oligonucle6tidos comerciales UPM y
NUP vy los oligonuclettidos especificos, HaPDCTR2 y HaPDCTR3. Las secuencias de los
oligonucledtidos estan detalladas en el Anexo 1.

Los productos amplificados mediante estas PCR fueron clonados en el plasmido pSpark®I|,
siguiendo los mismos pasos que se siguieron para la clonacion del fragmento interno. Tras la
secuenciacion de los productos amplificados, se confirmo que estos pertenecian al gen de interés
por el solapamiento existente con la secuencia del fragmento interno previamente secuenciado.
El solapamiento existente entre las secuencias de los tres fragmentos clonados de HaPDCT
(fragmento interno, extremo 3' y extremo 5’) permiti6 el ensamblaje in silico de las mismas y la
deduccion del ORF del gen HaPDCT. Se comprobd que la deduccion del ORF era la correcta
realizando una busqueda de proteinas homdlogas en la base de datos del NCBI, con el algoritmo
blastp.

Para llevar a cabo la clonacién de la secuencia completa de la zona codificante del gen se
procedio al disefio de oligonucledtidos especificos que hibridasen en los extremos de la misma,
HaPDCTF4 y HaPDCTR4 (Anexo 1). Con estos nuevos oligonucleétidos se realizé una PCR
con una enzima de alta especificidad y fidelidad, usando como molde de reaccion ADNc de
semillas de girasol de la linea silvestre CAS-6 de 25 DDF. Esta PCR dio lugar a un Unico
producto del tamafio esperado, 840 pb. Tras la adenilacion y purificacion del fragmento
amplificado, este se ligo en el vector de clonacion pMBL-T. Con el producto de esta ligacién se
transformo E. coli, se realiz6 una PCR de colonias con los oligonucleétidos M13F y M13R
(Anexo 1) y se aislo el ADN plasmidico de varios transformantes. Se confirmdé la presencia del
inserto en las construcciones mediante digestion con la enzima Kpnl y aquellas que lo poseian se
enviaron a secuenciar.

A partir de la secuencia aminoacidica resultante de la traduccién del gen clonado se
confirm la identidad de la secuencia por comparacién con secuencias conocidas de otras PDCT
de plantas depositadas en la base de datos del NCBI, usando el algoritmo de busqueda blastp.
Las secuencias, tanto nucleotidica como aminoacidica, de HaPDCT se depositaron en la base de
datos de GenBank con los nimeros de acceso KY235265 y ARQ87993, respectivamente. Estas
secuencias se muestran en el Anexo 3. El gen clonado esta codificado como
HanXRQChr02g0058561 (HaPDCT1) dentro del genoma de girasol disponible en
https://www.sunflowergenome.org. Cabe destacar que existe otra forma de PDCT en girasol,
codificada como HanXRQChr16g0500411, que no ha sido caracterizada en este trabajo
(HaPDCT2). Ambos genes se encontraron en los cromosomas 2 y 16 del genoma del girasol,
respectivamente.

Las estructuras génicas de las dos formas de HaPDCT fueron estudiadas, resultando estar
conformadas por tres exones separados por dos intrones, como en el caso de las formas de
Arabidopsis (Figura 38). Aunque los genes de girasol mantienen la misma estructura de
exones/intrones, presentan divergencias en el tamafio de estos Gltimos y en el tamafio de las
regiones no traducidas.
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At3g15820 - PDCT/ROD1

= _—

HanXRQChr02g0058561 — ARQ87993 HaPD(CT1

= .

85,87% B87.68% 74,48%

HanXRQChr16g0500411 — XP022016096 HaPDCT2

Figura 38. Esquema de las estructuras génicas de los genes codificantes de la enzima PDCT de
Arabidopsis thaliana (AtROD1) y de girasol (HaPDCT1 y HaPDCT2). Los porcentajes indican
el grado de identidad de cada exon.

4.2.3. CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA AMINOACIDICA DE
LA PROTEINA HaPDCT

A partir de la secuencia nucleotidica del gen clonado se predijo un polipéptido de 279
aminoacidos, con un peso molecular de 30.64 kDa y un punto isoeléctrico estimado de 9.08.
Este polipéptido presentd un porcentaje de residuos hidrofobicos del 49.1% frente a un 36.2%
de residuos hidrofilicos y un porcentaje de residuos basicos del 9.3% frente a un 5.4% de
residuos acidos. La proteina HaPDCT se clasificd dentro de la familia fosfatasa/fosfotransferasa
de lipidos al encontrarse en su secuencia los dominios C2 (SGH) y C3 (SRXXXXXHXXXD),
caracteristicos de esta familia (Sigal et al., 2005). En estos dominios se identificaron cinco
residuos altamente conservados (Ser'®, Gly'*, His'’", His®'y Asp®*) y entre ellos la triada
catalitica (His'"’, His®" y Asp?*") (Wickramarathna et al., 2015) (Figura 39).

Mediante el programa bioinforméatico TopPred Il (von Heijne, 1992; Claros y von Heijne,
1994) y usando la escala de hidrofobicidad KD (Kyte y Doolittle, 1982), se establecio el perfil
de hidrofobicidad de la proteina, encontrandose en su secuencia de seis dominios de
transmembrana que estaban distribuidos a lo largo de toda la extensién de la cadena
polipeptidica, sugiriendo que se trata de una proteina integral de membrana (Figura 40). Este
resultado es consistente con lo observado en otras proteinas PDCT de plantas identificadas
previamente, tales como Arabidopsis thaliana, Ricinus communis y Linum usitatissimum
(Wickramarathna et al., 2015; Lu et al., 2009; Hu et al., 2012), y es una caracteristica general de
las proteinas de la familia LPT, a la cual pertenece esta enzima (Sigal et al., 2005).
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SIPDET! 1. ==—=———= MNGDTFHSRNSSSSTLSKRN---—=—-—- TTERKVDVIEMK----- KKSASATGTEVGGYGW 48
AtPDCT 1 ---MSAAARETDVSLRRRSNSLNGNHTNGVAIDGTLDNNNRRVGDTNTHMDISAKKTDNGYANGVGGGG- €6
OsPDCT 1 MPPPPPPSLTANTASSMGNAEAVVVLPAN----—-- GGARRRADKVVHPAPMPDRAAGGAMEREGGGVGG €3
PoPDCT 1 —-——————- MDT SKKWSKGNKRISP---————————————— e 16
HaPDCT 48 ---LADASFLOUT-TSDVFGLFKYBRIPVPCFFAVSLLFFMGVRYTLRBIIPPSSP ;I AAYLHRVLV 114
S1IPDCT 48 --WLGNAYFM ~-MEDVFGVVKYBRIPIPCIFAASLLFFMG TLHRIIPASAP S IVAVPLNRLLA 115
AtPDCT €6 ~—-WRSKASFTTNT-ARDIVYVVRYRIWIPCMFAAGLLFFMG TLOSIIPARSE] AR RSLNRVLA 133
OsPDCT €4 GGEVGGWRRPEQNCSAAGVAGVLRREIPAAAAFGCGLLLFMAVRIYTIPRVPPAAP LHAGIA 133
L 16 e R-PAEAWHIY IIEPRGE| )

HaPDCT 255 KYMKK----AMAEGGDVLYT----~— NLPHLS---- 279
S1PDCT 256 YVETRTKLSATNGIGVEYSPKHENGVKYQSVSSD 293
AtPDCT 274 KYEEMMSKRHLGTGFSLISK----DSLVN------ 301
OsPDCT 274 YLDGKNTVDGGAAVAPGSR----CCSCHKALLSQ 307
PpPDCT 219 CEERIKTQSSSVAGVSDYI-----DLNL------ 245

Figura 39. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de HaPDCT con proteinas homologas de
varias especies de Viridiplantae. Las plantas a las que pertenecen las secuencias y los nimeros
de acceso de GenBank son: SIPDCT (Solanum lycopersicum, XP_004235953), AtPDCT
(Arabidopsis thaliana, NP_566527), OsPDCT (Oryza sativa, NP_001058029) y PpPDCT
(Physcomitrella patens, XP_001763589). Los cinco residuos altamente conservados en las
proteinas de la familia  fosfatasa/fosfotransferasa de  lipidos (LPT, lipid
phosphatase/phosphotransferase) se encuentran encuadrados en rojo y los aminoacidos
pertenecientes a la triada catalitica estan indicados con una estrella. Con fondo negro aparecen
los aminodacidos que son idénticos en todas las secuencias.

Comparando la secuencia aminoacidica de HaPDCT con las de otras proteinas cuyas
localizaciones habian sido evidenciadas experimentalmente, el programa DeepLoc (Almagro-
Armenteros et al., 2017) predijo que la proteina HaPDCT se localizaba en el reticulo
endopléasmico (Figura 41). Esto estd en concordancia con el hecho de que esta enzima cataliza la
reaccion de intercambio del grupo fosfocolina entre PC y DAG participando asi en la biosintesis
de TAG, que ocurre en las membranas de dicho organulo.
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Figura 40. Perfil de hidrofobicidad (A) y dominios de transmembrana (B) de HaPDCT
determinados con el programa TopPred Il (von Heijne, 1992; Claros y von Heijne,
1994). Las regiones de hidrofobicidad con valores superiores a 1 son dominios de
transmembrana "probables” y las regiones con valores superiores a 0.6 son dominios de
transmembrana "posibles". Las barras verticales sobre el perfil indican las posiciones de
los dominios de transmembrana “probables”. Sobre la secuencia aminoacidica de
HaPDCT se muestran enmarcados en verde los 6 dominios de transmembrana y
marcados en rojo se muestran los aminoacidos pertenecientes a la triada catalitica.
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Figura 41. Algoritmo de prediccion de la localizacion subcelular de la proteina HaPDCT. Los
valores numéricos indican la probabilidad de localizacion de las proteinas en el medio
extracelular, en la membrana celular, en el citoplasma o en distintos organulos celulares. En rojo
se indica la localizacion subcelular méas probable. Los resultados se obtuvieron con el programa
DeepLoc (Almagro-Armenteros et al.,, 2017). RE: reticulo endoplasmico, NLS: sefial de
localizacion nuclear, PTS: secuencia de sefial al peroxisoma.

4.2.4. MECANISMO ENZIMATICO PROPUESTO PARA HaPDCT

La identificacién de los dominios conservados en la secuencia de la proteina HaPDCT hace
pensar que su mecanismo catalitico podria ser homologo al de las proteinas SMS, pertenecientes
también a la familia LPT, aunque se necesitarian mas estudios para confirmar la importancia de
estos dominios en PDCT (Lu et al., 2009).

Asi, el mecanismo enzimatico propuesto para PDCT procederia a través de la triada
catalitica formada por la histidina y el &cido aspartico del dominio C3 (His-C3 y Asp-C3) y la
histidina del dominio C2 (His-C2) e implicaria un Gnico sitio de unioén a la molécula lipidica y
la formacién de un enlace colina-fosfohistidina (Tafesse et al., 2006; Huitema et al., 2004;
Sigal et al., 2005). En un primer paso, una molécula de PC (PC-1) se uniria a la enzima (Figura
42, panel 1). A continuacion, su grupo fosfocolina se transferiria al residuo His-C3 mediante un
ataque nucleofilico de His-C3, asistido por el residuo Asp-C3, formandose el intermediario
colina-fosfohistidina (Figura 42, panel 2). Mientras el grupo fosfocolina sigue unido a la
enzima, ocurriria la liberacion de la molécula de DAG recién formada (DAG-1), facilitada por
His-C2 que actuaria como base y, posteriormente, la molécula DAG1 quedaria remplazada por
otra molécula de DAG (DAG-2) (Figura 42, panel 3). Mediante un ataque nucleofilico del grupo
hidroxilo de DAG-2 sobre la colina-fosfohistidina, asistido por el residuo His-C2, el grupo
fosfocolina se transferiria a la molécula de DAG-2 generandose una nueva molécula de PC (PC-
2) (Figura 42, panel 4). En un altimo paso, PC-2 se liberaria del sitio activo para permitir otra
ronda de catélisis (Figura 42, panel 5).
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Figura 42. Representacion esquematica del mecanismo enzimatico propuesto para PDCT. His
hace referencia a la histidina del dominio C3 de PDCT (His-C3).

4.2.5. ANALISIS FILOGENETICO DE LAS PROTEINAS HaPDCT

Conocidas las secuencias de las proteinas HaPDCT se analizaron las relaciones evolutivas de
las mismas con otras formas de PDCT, generando un &rbol filogenético a partir de las
mencionadas secuencias y de las de proteinas homologas de otras plantas. Para enraizar el arbol
se utilizd la proteina PDCT de Physcomitrella patens (Bryophyta).

La enzima PDCT no esta distribuida de manera ubicua en todo el reino vegetal y, a pesar de
que todo apunta a que esta relacionada con la incorporacion de acidos grasos modificados en
TAG, no se han encontrado homdlogos de PDCT en ciertas especies de plantas que acumulan
acidos grasos conjugados, como el melon amargo (Momordica charantia) o el arbol de tung
(Vernicia fordii) (Wickramarathna et al., 2015). Tampoco se han encontradon homologos en
ninguna especie de alga verde (Chlorophyta), a pesar de disponerse de las secuencias completas
de algunos de sus genomas, indicando que este gen puede tener un origen relativamente
reciente.

115



A pesar de que no existen homologos en todas las plantas, se puede observar en el arbol
filogenético (Figura 43) que las proteinas PDCT se distribuyen ampliamente en el reino vegetal,
lo que es coherente con el hecho de que estas proteinas desempefian un papel importante en el
metabolismo de los fosfolipidos. Todas las proteinas PDCT de las plantas dicotiledéneas
analizadas, entre ellas la de girasol, forman un clado grande lo que sugiere que en esta clase de
plantas existe un origen filogenético comun para estas proteinas. El analisis filogenético reveld
que las proteinas HaPDCT estan muy préximas entre si y estrechamente relacionadas con las
isoformas del tomate (Solanum lycopersicum) que, al igual que el girasol, pertenece a la
subclase Asteridae. Las proteinas HaPDCT presentan un elevado porcentaje de identidad con
estas proteinas, del 64-65%, mientras que con las de Physcomitrella patens, que fueron usadas
para enraizar el arbol, comparten tan solo un 46-48% de identidad (Figura 43). En la mayoria de
las especies vegetales analizadas, por ejemplo, en todas las pertenecientes a la familia de las
Brassicaceae, se han identificado dos copias de este gen, que pudieron originarse de forma
independiente por duplicacion génica. No siguen este patron plantas como en el ricino (Ricinus
communis) o la vid (Vitis vinifera), donde solo se ha identificado una copia de PDCT en su
genoma.

NP 568527 .1 Arabidopsis thaliana 1 T T
XP 0028829651 Arabidopsis lyrata

XP 006406915.1 Eutrema salsugineum
¥P 006298254 1 Capsella rubella

XP 008299318.1 Capsella rubella
NP 188204.1 Arabidopsis thaliana
XP 002882966.1 Arabidopsis lyrata
XP 008401487 .2 Eutrema salsugineum

¥P 007215787 .1 Prunus. persica Rosaceze
XP 003504371.1 Medicago truncatula
XP 004506952.1 Cicer arietinum Fabaceae
XP 003528315.1 Glycine max Eudicotyledoneze

EOY25833.1 Theobroma cacao Malvaoeae

Brassicaceae

XP 0025176431 Ricinus communis Euphorbizceze
XP 006385307.1 Populus trichocarpa
XP 002299689.2 Populus trichocarpa

RVW32178.1 Vitis vinifera Viaceae

% XP 022016096.1 Helianthus annuus PDCT2
— L, e
ARQB7993.1 Helianthus annuus PDCT1
= 25 1 XP 004235853.1 Solanum lycopersicum )
=Bl XP 015067282.1 Solanum pennelii
= XP 004242208.1 Solanum ycopersicum
5‘E|ZXP 01507593595.1 Solanum pennelii
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Magnoliophyta
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XP 0200876931 Ananas comosus Bromehiaceas 7]

35— VAITT996.1 Triticum turgidum
=5 | = FXP 020167203.1 Aegilops tauschii
XP 003563650.1 Brachypodium distachyon

<) XP 0156442431 Oryza sativa Monocotyledonese
Poacess

XP 025812321.1 Panicum halli

AQKB2308.1 Zea mays

NP 0013528521 Zea mays
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ABKZ5675.1 Picea sitchensis Pinaceze [ Pinophyta)

XP 024357511.1 Physcomitrella patens Funarizcess (Bryophyta)

Figura 33. Arbol filogenético de las proteinas HaPDCT junto con proteinas homélogas de distintas
especies vegetales. El arbol se realiz6 con el programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013) aplicando el
método Neighbor-Joining y se enraizd con la proteina PDCT de Physcomitrella patens (Bryophyta).
Se indican las referencias de GenBank para cada proteina y en negrita se resaltan las proteinas de
girasol, HaPDCT1 y HaPDCT2.
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4.2.6. ANALISIS DE EXPRESION GENICA DE HaPDCT EN SEMILLAS
Y TEJIDOS VEGETATIVOS

El siguiente paso en la caracterizacion de la proteina PDCT de girasol fue estudiar su perfil
de expresion génica, analizando los niveles de expresiéon del gen HaPDCT en raiz, tallo, hoja,
cotiledén y semillas de 12 a 28 DDF, de la linea silvestre de girasol CAS-6. Esto se realizd
mediante PCR cuantitativa empleando la actina de girasol (HaACT1, FJ487620) como gen
calibrador. Con el fin de obtener una mayor eficiencia en la amplificacion, los oligonucle6tidos
se disefiaron de forma que amplificasen una region de entre 100 y 300 pb. Los dos pares de
oligonucleétidos disefiados fueron gHaPDCTF/qHaPDCTR, que amplificaba un fragmento de
151 pb de HaPDCT y qHaACTF/gHaACTR, que amplificaba un fragmento de 96 pb del gen
actina de girasol. Las secuencias de los oligonucledtidos se detallan en el Anexo 1.

Durante el disefio de estos oligonucle6tidos, se comprobé la especificidad de los mismos
realizando a partir de ellos una busqueda de EST de Helianthus annuus en la base de datos del
NCBI con el algoritmo blastn. Ademas, una vez disefiados, se realizd con ellos una PCR vy el
producto se visualiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v). En este gel se
observo una Unica banda del tamafio esperado (151 pb), lo que corrobor6 la especificidad de
estos oligonucledtidos. Las eficiencias de amplificacion de los dos pares de oligonucledtidos
disefiados, obtenidas tras realizar las rectas de calibrado, estaban comprendidas entre un 90 y un
110% y el coeficiente de regresion en ambos casos fue > 0.985, indicando que las condiciones
de ensayo eran adecuadas en cuanto a reproducibilidad y sensibilidad. Ademas, se comprobo la
ausencia de dimeros de oligonucledétidos y la especificidad de productos de PCR al obtener un
Unico pico aislado en las curvas de desnaturalizacion obtenidas tras realizar las PCR
cuantitativas (datos nos mostrados).

Como puede observarse en el panel A de la Figura 44, HaPDCT se expresé en todos los
tejidos ensayados, aunque los niveles de expresion obtenidos en tejidos vegetativos fueron muy
bajos en comparacion con los obtenidos en semillas en desarrollo. En semillas, los niveles de
expresion mas bajos se obtuvieron durante las primeras etapas del desarrollo de las mismas y los
mas altos se alcanzaron durante la etapa media-tardia, con un maximo a los 20 DDF, momento
en el cual la expresién disminuyd levemente. En el panel B de la Figura 44 se representa el
perfil de expresidn del gen homdlogo de Arabidopsis thaliana, AtROD1, obtenido de la base de
datos de expresion génica en Arabidopsis thaliana de la Universidad de Toronto (Schmid et al.,
2005; http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Este gen presentd un patron de expresion
semejante al obtenido para HaPDCT, expresandose mayoritariamente en semillas en desarrollo
y alcanzando los niveles de expresion mas altos durante la etapa media-tardia del desarrollo. El
mismo patrén de expresion se observo para los dos genes homdlogos de lino (Linum
usitatissimum) (Wickramarathna et al., 2015). Sin embargo, tanto en Arabidopsis como en lino,
la disminucién de la expresion tras alcanzar el maximo fue més drastica que en girasol.
Wickramarathna et al. sugieren que las dos proteinas PDCT de lino pueden estar desempefiando
un papel activo en el aumento del contenido de &cidos grasos poliinsaturados del aceite de
semilla ya que observaron un aumento de la expresion hasta alcanzar un maximo a los 11 DDF
y una disminucidn drastica después de los 16 DDF, coincidiendo con el aumento del contenido
de 18:3 que se tiene en las semillas de lino entre los 8 y los 16 DDF. En girasol, el contenido del
acido graso poliinsaturado con mayor presencia en su aceite, 18:2, aumenta entre los 15y los 25
DDF (Aznar-Moreno et al., 2013), periodo en el que también aumenta la expresion de
HaPDCT. Estos resultados apuntan por tanto a un papel activo de esta enzima en la sintesis del
aceite de girasol.
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Figura 34. Perfil de expresion del gen PDCT de Helianthus annuus (A) y de Arabidopsis thaliana
(B) en tejidos vegetativos y en semillas en desarrollo. Los datos de expresion de HaPDCT se
obtuvieron mediante PCR cuantitativa, usando ADNCc de girasol de la linea silvestre CAS-6 y el gen
de la actina de girasol (HaACT1, FJ487620) como gen calibrador. Los datos representan los valores
medios + desviacion estandar de tres muestras bioldgicas independientes y dos replicados técnicos
por cada replicado bioldgico. Los datos de expresion de AtROD1 (NM_112452, At3g15820) se
obtuvieron de la base de datos de expresion génica en Arabidopsis thaliana de la Universidad de
Toronto (Schmid et al., 2005; http://bar.utoronto.ca/efp/cqi-bin/efpWeb.cgi). DDF: Dias Después de
Floracion; EDS Estadio De la Semilla: 3: embriones en fase globular; 4; embriones en fase de
temprano a fase tardia de corazon; 5: embriones en fase de corazon tardia a mediados de torpedo; 6:
embriones de mediados a tarde fase de torpedo; 7: embriones de fase tardia de torpedo a temprana de
baston; 8: embriones en fase de baston a cotiledon; 9: embriones de fase de cotiledén a semilla
madura; 10: semilla madura.

4.2.7. SUBCLONACION DE LA SECUENCIA COMPLETA DEL GEN
HaPDCT EN VECTORES PARA SU EXPRESION EN S. cerevisiae

Para realizar la clonacién en el vector de expresion pYES2, se partié de la construccion
realizada previamente en pMBL-T, cuyo inserto consistia en la region codificante completa del
gen HaPDCT. El inserto se extrajo de la construccion mediante digestion con la enzima Kpnl,
cuya diana no se encontraba en la region codificante del gen pero si a ambos lados de esta,
permitiendo la liberacion del inserto. El producto de la digestion se purificO mediante
electroforesis en gel de agarosa y, a continuacion, el inserto se ligoé en el vector de expresion
previamente digerido con la misma enzima de restriccion, desfosforilado y purificado en gel de
agarosa. El producto de esta ligacion se uso para transformar E. coli y, tras la comprobacion de
los transformantes mediante PCR de colonias con los oligonucle6tidos GAL1F y CYCR (Anexo
1), se aislé el ADN plasmidico de varios de ellos. Los plasmidos que poseian el inserto se
enviaron a secuenciar y se confirmo la identidad de la secuencia clonada por comparacion con
la secuencia ya obtenida tras la clonacion en el vector de clonacion (Anexo 3).

Para realizar la clonacion génica en el vector de expresion p423GPD se partid de la
construccion pYES2::HaPDCT. En este caso, para liberar el inserto, se realizd6 una digestion
con la enzima EcoRlI, cuya diana no se encontraba en la region codificante del gen pero si a
ambos lados de esta. El producto de la digestion se purifico mediante gel de agarosa y, a
continuacion, el inserto se ligo en el vector p423GPD, previamente digerido con la misma
enzima de restriccion, desfosforilado y purificado en gel de agarosa. Con la construccion
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obtenida, se siguieron los mismos pasos que los seguidos para la clonacion en pYES2,
explicados en el parrafo anterior.

42.8. EFECTO DE LA EXPRESION DE HaPDCT SOBRE LA
COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN LEVADURA

Las propiedades y, por tanto, los usos de los aceites vegetales, vienen determinados por la
composicion de &cidos grasos de los TAG. A este respecto, son de especial interés los acidos
grasos poliinsaturados y los acidos grasos inusuales, como aquellos con ramificaciones o
sustituyentes como grupos hidroxi o epoxi (Dyer y Mullen, 2008; Dyer et al., 2008; Pinzi et al.,
2009; Riediger et al., 2009; Bates et al., 2012).

Estudios en Arabidopsis thaliana han demostrado la importancia de la reaccién de
intercambio del grupo fosfocolina entre PC y DAG, que cataliza PDCT, para proporcionar
acidos grasos poliinsaturados para la sintesis de TAG (Bates et al., 2012), ya que, junto con la
edicion de acilos, es una de las dos vias principales que controla la composicion de acilos en
PC, molécula en la cual tienen lugar las desaturaciones de los &cidos grasos. La expresion de
HaPDCT en levadura no provoca cambios aparentes en su composicién de &cidos grasos (datos
preliminares no mostrados), por lo que se investigd su capacidad para incrementar la
acumulacién de 4acidos grasos poliinsaturados en levaduras expresando la desaturasa de
Camelina sativa (CsFAD2). Para estudiar el efecto de HaPDCT sobre los niveles de &cidos
grasos poliinsaturados se llevd a cabo el andlisis de la composicién de &cidos grasos al
coexpresarse heterélogamente en levadura junto con CsFAD2. Para ello, la linea de levadura
Y02431 se transformé con la construccion p416GPD::CsFAD2 y con el plasmido p423GPD
vacio o con las construcciones p416GPD::CsFAD2 y p423GPD::HaPDCT. Como control, se
usé la levadura transformada con los plasmidos p416GPD y p423GPD vacios. El analisis se
realiz6 con 6 replicados bioldgicos.

Al igual que en el experimento realizado con las enzimas HaLPCAT, en la levadura
transformada con la construccion p4l6GPD::CsFAD2 se detectaron acidos grasos
poliinsaturados, 16:22%'% y 18:2%%1% que no se encontraron en la levadura transformada con
los plasmidos vacios, observandose también una disminucion concomitante de sus precursores,
16:1°% y 18:1% (Tabla 11). Cuando se coexpresé HaPDCT junto con CsFAD2, se observé una
tendencia al aumento de acumulacion de 18:2°%'*, aunque dicho aumento no fue significativo
respecto a las células que expresaban solo CsFAD2 (Tabla 11). Este resultado no aporta pruebas
concluyentes sobre el papel de la HaPDCT en la acumulacion de acidos grasos poliinsaturados.

Tabla 11. Composicién de &cidos grasos de la cepa Y02431 de Saccharomyces cerevisiae que expresa
HaPDCT en presencia o0 ausencia de expresion del gen oleato desaturasa de Camelina sativa (CsFAD2).

Composicion de &cidos grasos (% mol)

ConstrUCCIOneS 16:1A9C 16:2A9C,1ZC 180 18:1A9C 18:2A90,12C
p416GPD
p423GPD 255+26 0.0+0.0 8.9%0.7 458 +5.0 0.0+0.0
p416GPD::CsFAD2
p423GPD 20.3+44 52+26 15.3+64 16.1+3.2 23.1+7.2
p416GPD::CsFAD2 195+0.8 42+1.0 11.9+0.7 155+ 35 271617

p423GPD::HaPDCT

Los valores representan el valor medio y la desviacion estandar de seis réplicas biolgicas independientes. 16:1% (4cido

palmitoleico); 16:2491%

linoleico).

(&cido palmitolinoleico); 18:0 (acido estedrico); 18:

1A9c 2A90,12c

(&cido oleico); 18: (&cido
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A este respecto, Wickramarathna et al. (2015) si encontraron incremento en la sintesis de
PUFA en levaduras expresando las proteinas PDCT de lino, aunque cabe destacar que el nivel
de PUFA encontrado por dichos autores en las levaduras control transformadas solo con las
desaturasas fue extremadamente bajo (menor del 1%) comparado con el nivel encontrado en
este trabajo. Esta diferencia se debe posiblemente al sistema de expresion empleado en ambos
trabajos, y puede estar ocurriendo que la elevada expresion de la desaturasa de Camelina sativa
en nuestras células provoque una produccion de PUFA demasiado alta, que quizas esté
enmascarando el efecto de HaPDCT.

4.29. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
HaPDCT

A igual que paras las enzimas HaLPCAT, para el estudio in vitro de la enzima HaPDCT se
usaron fracciones microsomales de levadura que expresaban heter6logamente dicha proteina. Se
eligio este método y no la caracterizacion de la enzima purificada porque, al igual que para las
enzimas anteriores, la presencia de varios dominios de transmembrana en su secuencia la hace
una enzima integral de membrana que se deshaturaliza durante el proceso de solubilizacién
perdiendo totalmente su actividad, como asi se comprobd en experimentos preliminares. Asi
mismo, esta actividad habia sido medida y caracterizada previamente en otras fuentes en
preparaciones similares (Lu et al., 2009; Hu et al., 2012; Wickramarathna et al., 2015).

El primer objetivo establecido, previo al estudio de especificidad, fue determinar la cantidad
de proteina microsomal y el tiempo de reaccién 6ptimos. Para ello, se llevaron a cabo, por
triplicado, reacciones con preparaciones de membrana de la levadura HJ091 transformada con la
construccion p423GPD::HaPDCT y con el vector vacio como control, usando como sustratos de
la reaccion sn-1-18:1-sn-2-[*“C]-18:1-PC (11 uCi/umol) y sn-1,2-18:1-DAG (Sigma-Aldrich,
EE. UU.) y realizando el ensayo como se describe en Materiales y Métodos (3.2.2.7.2.).

Para determinar la cantidad 6ptima de proteina microsomal se llevaron a cabo reacciones
durante 1 h con 50, 100, 150 y 200 pg de proteina microsomal y se midio la cantidad de DAG
radiactivo formado por unidad de tiempo. Como se observa en la Figura 45A, las cantidades que
se obtuvieron de DAG marcado radiactivamente en las reacciones llevadas a cabo con los
microsomas de levadura que contenian el plasmido vacio fueron siempre inferiores a las
cantidades obtenidas en las reacciones con los microsomas de levadura que contenian la enzima
recombinante, lo que demostraba que el gen clonado codificaba una proteina con actividad
PDCT. El intervalo lineal de velocidad de produccién de DAG marcado radiactivamente por la
accion catalitica de HaPDCT comprendio hasta los 150 pg de proteina microsomal. Para
determinar el tiempo de reaccion optimo, se llevaron a cabo reacciones con 80 pg de proteina
microsomal durante 30, 60 y 120 min. Se observé que el intervalo de respuesta lineal de la
enzima abarc6 hasta los 60 min de reaccién (Figura 45B). Sobre esta base se realiz6 la
caracterizacion de la especificidad de sustrato de esta enzima.

Un aspecto interesante de los ensayos de PDCT fue que también se detect6 incorporacion del
sustrato marcado en TAG (Figura 46). La cantidad de TAG formado no increment6 al aumentar
la cantidad de proteina microsomal (panel A) o el tiempo de reaccion (panel B). Por lo demas,
las cantidades de TAG obtenidas fueron practicamente las mismas en las reacciones control con
el vector vacio que en las reacciones en las que se expresaba HaPDCT. Es por tanto probable,
que los TAG formados resultasen de la accion catalitica de enzimas endogenas, diferentes a
PDCT, implicadas en la biosintesis de TAG en levadura, que estuviesen presentes en la fraccion
microsomal, como por ejemplo PDAT (Dahlqvist et al., 2000). Este resultado también se
observo en la caracterizacion enzimatica de las proteinas homologas de lino (Wickramarathna et
al., 2015).
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Figura 35. Actividad de HaPDCT en funcién de la cantidad de proteina microsomal (A) y del
tiempo de reaccion (B). El ensayo se llevo a cabo a partir de la fraccion de microsomas
obtenida a partir de células de levadura HJ091 que expresan heter6logamente HaPDCT o de
células control transformadas con el vector p423GPD vacio. La actividad se expresa como
cantidad de DAG radiactivo formado, en picomoles, por minuto de reaccion. Las reacciones se
llevaron a cabo a 30 °C durante 1 h en el caso de la curva de cantidad de proteina microsomal,
y con 80 ug de proteina microsomal en el caso de la curva de tiempo. Los sustratos sn-1-18:1-
sn-2-[*C]-18:1-PC (12.5 nmoles) y sn-1,2-18:1-DAG (100 nmoles). Los datos representan el
valor medio y la desviacién estandar de tres ensayos independientes.
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Figura 36. Produccion de TAG en funcion de la cantidad de proteina microsomal (A) y
tiempo de reaccion (B) durante el ensayo de la enzima HaPDCT. El ensayo se llevd a cabo a
partir de fraccion de microsomas obtenidos a partir de células de levadura HJ091 que
expresando heterdlogamente HaPDCT o de células control transformadas con el vector
p423GPD vacio. La actividad se expresa como cantidad de DAG radiactivo formado, en
picomoles, por minuto de reaccidn. Las reacciones se llevaron a cabo a 30°C durante 1 h en el
caso de la curva de proteina, y con 80 pg de proteina microsomal en el caso de la curva de
tiempo. Los sustratos sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:1-PC (12.5 nmoles) y sn-1,2-18:1-DAG (100
nmoles). Los datos representan el valor medio y la desviacion estdndar de tres ensayos
independientes.
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4.2.10. ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE HaPDCT

Con las condiciones de ensayo optimizadas, se procedio a estudiar la especificidad de la
enzima por diferentes sustratos. Este estudio se realiz6 midiendo la actividad de la enzima
PDCT con diferentes pares de sustratos. Las especies de PC empleadas fueron sn-1-18:1-sn-2-
[“C]-18:1-PC (PC18:1/18:1) y sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:2-PC (PC18:1/18:2), mientras que las de
DAG fueron la sn-1,2-dioleina (sn-1,2-18:1-DAG; DO) y la sn-1,2-dilinoleina (sn-1,2-18:2-
DAG; DL), con el objetivo de estudiar la influencia del grado de desaturacién de los acilos
sobre esta actividad.

Los resultados mostraron que HaPDCT presentaba un perfil amplio de especificidad,
hallandose las actividades més altas con los pares de sustratos PC18:1/18:1y DO y PC18:1/18:2
y DL (Figura 47). La aparente inespecificidad de la enzima no aporta informacion clara acerca
del rol de la misma dentro del proceso de sintesis de lipidos. Asi, las actividades medidas se
mostraron altas con sustratos que no favorecen claramente un flujo de linoleato desde el
conjunto de PC, donde se sintetiza, al de DAG y TAG. Este resultado, por otra parte, es
coherente con el escaso impacto de la expresién de esta enzima en levaduras expresando la
desaturasa CsFAD2, no dando lugar a un aumento significativo de la acumulacion de linoleato
inducido por HaPDCT. Asi, estos resultados parecen sefialar que el papel de esta enzima en la
sintesis de TAG en girasol es secundario, actuando mas como elemento un elemento
dinamizador del intercambio de acilos entre los conjuntos de DAG y PC sin un impacto claro en
la composicion final del aceite.
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Figura 37. Especificidad por sustrato de HaPDCT. Actividad PDCT con distintos sustratos
medida tras expresar heter6logamente HaPDCT en la estirpe de levadura HJ091. La actividad se
expresa como cantidad de DAG radiactivo formado menos la cantidad de DAG radiactivo
formado en las reacciones a tiempo cero, en picomol por miligramo de proteina microsomal y
por minuto de reaccion. Los datos representan el valor medio y la desviacion estandar de tres
ensayos independientes. Las letras corresponden con agrupaciones estadisticas con nivel de
significacion del 0.05%. Sustratos de la reaccion: PC18:1/18:1 (sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:1-PC),
PC18:1/18:2 (sn-1-18:1-sn-2-[**C]-18:2-PC), DO (sn-1,2-18:1-DAG) y DL (sn-1,2-18:2-DAG).
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5. CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo se clonaron las secuencias completas de los tres genes LPCAT presentes
en el genoma del girasol, mostrando un alto nivel de homologia. Estos genes codifican
proteinas que se clasificaron como proteinas integrales de membrana con una prediccién de
localizacion en el reticulo endoplasmico. Estas formas estuvieron relacionadas
evolutivamente con las de tomate, que comparte subclase (Asteridae) con el girasol.

2. Los tres genes LPCAT de girasol presentaron perfiles de expresion génica diferentes. Mientras
que HaLPCAT1 se expres6 principalmente en tejidos vegetativos, HaLPCAT2 lo hizo en
semillas en desarrollo dentro del periodo de acumulacion de TAG y HalLPCAT3 fue
especifica de semillas en desarrollo, mostrando un nivel de expresién bastante inferior al de
los otros dos genes. Asi pues, en base a estos datos las tres formas estudiadas podian tener
implicacion en la sintesis de TAG durante el periodo de acumulacion de aceite en las
semillas.

3. Los genes LPCAT de girasol fueron expresados en Saccharomyces cerevisiae, demostrandose,
mediante ensayos de complementacion, que codificaban enzimas funcionales. Asi, fueron
capaces de complementar, en presencia de liso-PAF, al mutante de levadura Y02431,
deficiente en la actividad LPCAT. También se demostré que las enzimas HaLPCAT poseian
actividad LPAAT al ser capaces de complementar al mutante FBY4137 empleandose el
sistema URA3/5-FOA.

4. La expresion de HaLPCAT2 en levadura alterd la composicion de especies de lipidos polares
de los cultivos que la expresaron, alterando la proporcion entre Pl y PC, de manera que se
incrementd la primera a expensas de la segunda. La coexpresion de CsFAD2 dio lugar a una
alteracion de la proporcion de dichos fosfolipidos en el sentido opuesto, incrementandose PC
a expensas de PIl. Estos resultados demostraron que dicha forma fue capaz de alterar el
equilibrio de la membrana de la especie hospedadora.

5. La expresiéon de HaLPCAT1 y HaLPCAT3 en levadura indujo un incremento significativo del
contenido de TAG, lo que apunta a que estas enzimas intervienen en el proceso de
acumulacién de estos glicerolipidos. Este incremento, sin embargo, no fue significativo
cuando las enzimas se coexpresaron con CsFAD2.

6. La expresion de los tres genes HaLPCAT en levadura causo un descenso del contenido de
18:1*' en TAG, PC y PE. Esto indica que el intercambio de acilos inducido por las enzimas
LPCAT es capaz de alterar la disponibilidad del substrato 16:1“°-CoA para las elongasas
enddgenas.

7. Cuando CsFAD?2 es coexpresada con HaLPCATL1 en levadura se registré un aumento de la
incorporacién de 18:2 y PUFA totales en TAG y PE vy solo en PE cuando se expreso
HaLPCATS3, indicando que estas dos formas pueden estar implicadas en facilitar el flujo de
PUFA desde PC hasta otras especies de glicerolipidos.

8. Las enzimas HaLPCAT fueron capaces de alterar la composicion del conjunto de acil-CoA de
levaduras. Asi la expresion de HaLPCAT2 y HaLPCAT3 dio lugar a un incremento el
contenido de 18:1-CoA del mismo, lo cual indica que la dinamizacion del flujo de acilos
favorecio la desaturacion de 18:0-CoA. Por otra parte, en presencia de CsFAD2 las enzimas
HaLPCAT incrementaron el contenido de 18:2-CoA en el conjunto de acil-CoA,
registrdndose en todos los casos un aumento de la conversion aparente de 18:1 a 18:2. Este
resultado demuestra, una vez més, que las enzimas LPCAT, al favorecer la circulacion de
acilos, incrementan la produccion y distribucion de PUFA en distintas especies de lipidos.
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9. Las enzimas HaLPCAT de girasol fueron ensayadas in vitro en preparaciones de microsomas

10.

11.

12.

13.

14.

de levadura. Se ensayaron y caracterizaron tanto la reaccion directa como la inversa. Los
perfiles de especificidad de ambas reacciones fueron similares, mostrando preferencia por
los acil-CoA y glicerofosfolipidos poliinsaturados, lo que refuerza la idea de que estas
enzimas favorecen el intercambio de los grupos acilos poliinsaturados entre las distintas
especies de lipidos.

Las 3 enzimas HaLPCAT fueron capaces de complementar al mutante de Arabidopsis
Atlpcatl/Atlpcat2, incrementando su contenido en PUFA y disminuyendo su contenido en
20:1*", demostrando que dichas enzimas fueron funcionales en plantas realizando un papel
anélogo a las formas enddgenas que fueron desactivadas en el mencionado mutante.

En el presente trabajo se clond un gen PDCT de girasol a partir de ADNc de semillas, que
codificaba una proteina cuya secuencia aminoacidica fue similar a la de otras proteinas
PDCT descritas previamente. Se encontraron en su secuencia 6 dominios transmembrana y
se clasific6 como una enzima integrada en la misma con una localizacion en el reticulo
endoplédsmico. Esta proteina esta evolutivamente muy relacionada con proteinas PDCT de
otras plantas de la subclase de las Asteridae.

El gen HaPDCT mostré una expresion en semillas en desarrollo mucho mayor que en los
tejidos vegetativos analizados, por lo que puede concluirse que la expresion fue especifica
para el mencionado 6rgano y su funcion relacionada con la sintesis de TAG en semillas.

La enzima HaPDCT fue expresada en levadura, no encontrandose modificaciones en la
composicion de acidos grasos en las células que la expresaban. Tampoco ejercié influencia
alguna en la acumulacion de PUFA cuando fue coexpresada con CsFAD2.

La proteina PDCT de girasol fue ensayada en microsomas de levadura, midiéndose su
actividad in vitro. Un estudio de especificidad de sustrato mostré que dicha enzima fue muy
inespecifica, no mostrando preferencia para la canalizacién de ninguna forma concreta de PC
a DAG, por lo que se dedujo que su papel en la acumulacion de PUFA en los TAG de girasol
parece ser secundario.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Oligonucledtidos.

VIl. Anexos

(ISen 0 Nombre Secuencia (5-3") Funcién Diana
Plasmido
BamHIHaLPCATIF | TGGATCCATGGATATGGAATCAACG Clonacién en BamHI
GC PMBL-T, Xhol
XholHaLPCAT1R GCCTCGAGTCACTGTTCTTTTCGGGC pYES2y
TT p423GPD
HaLPCATL | AHaLPCATIF GCCTCCATGAGACACTAACAT gPCR -
gHaLPCATIR GAAGAACACATGAAAACGACAGC -
pBINHaLPCAT1F TTGGATCCATGGATATGGAATCAAC Clonacién en BamHI
pBINHaLPCATIR GGC pBIN19::35S Pstl
GGCTGCAGTCACTGTTCTTTTCGGG
CTT
BamHIHaLPCAT2F TGGATCCATGGAAATGGAATCAATG Clonacién en BamHlI
G PMBL-T, Xhol
XholHaLPCAT2R CGCTCGAGTCACTGCTCTTTCCGGG pYES2y
CTT p423GPD
HaLPCAT2 | qHaLPCAT2F CCTACACGAAACACTGGCTG gPCR -
gHaLPCAT2R TAAACCTCACTGCTCTTTCCG -
pBINHaLPCAT2F AAGGATCCATGGCGTCGGCGATC Clonacién en BamHI
pBINHaLPCAT2R AACTGCAGTCACTGCTCTCTTTCCGG pBIN19::35S Pstl
G
EcoRIHaLPCAT3F GCGGCGAATTCATGAAAATGGAAGA Clonacién en EcoRlI
AATGGC pJET1.2, Xhol
XholHaLPCAT3R GCGCTCGAGTTACTTTACTTTTCGGG PYES2y
CTC p423GPD
HalLPCAT3 | GHaLPCATSF AAAGCCGCACACATCCAGAG gPCR -
gHaLPCAT3R CCTGTGGTGGTTCTTGAGAG -
pBINHaLPCAT3F TTCCCGGGATGAAAATGGAAGAAAT Clonacién en Xmal
GGC pBIN19::35S Sall
pBINHaLPCAT3R GGGTCGACTTACTTTACTTTTCGGGC
TCTGG
(SZ;ALK_12348OLP @ | ACTCGGTTCACAGAACCAGTG Ipcatl |;()2<§at2-2 SRS
(SZ;ALK_123480RP @ | AAGCGCGGGAAACTTACTTAC -
SALK_LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
ALLPCATL | IW160 @ gCGGCCGCATGGATATGAGTTCAAT Ipcatl Ipcat2.2 @ /Tsoéll
w217 @ GGCGCGCCTTATTCTTCTTTACGCG
GTTT
RTlpcatl_2for GCAGGCTCACGGGTTATTTA Deteccion de la -
RTlpcatl_2rev TTCTTTACGCGGTTTTGGTC expresion del -
extremo 3
Jwie2 @ GCGGCCGCATGGAATTGCTTGACAT | Ipcatl Ipcat2-2 @ | Notl
G Xhol
w218 @ GGCGCGCCTTATTCTTCTTTTCTGGT
CTT
(Sl)AI L_1213 GO1LP CGTTTTTCTTTCTGGCATCTG Ipcatl Ipcat2-2 @ | -
(siﬁu__ms_eomp ATTTTTACATGTCCGCACTGC -
AtLPCAT2 | SAIL_LB1 GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGC

CTTGCTTCC

SAIL 357 HO1LP @
SAIL_357 HO1RP @
SAIL_LB2

TTTGGTTACCAATACATGGCG
GAAGGCGACTAGTGTTTCGTG
GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTA
CCAATACA

Ipcatl Ipcat2.2 @

RTlpcat2_2for
RTlpcat2_2rev

GCTGTCTGGCATGGACTGTA
GCGACTAGTGTTTCGTGCAA

Deteccion de la
expresion del
extremo 3
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HaPDCTF TCACAATGAACGCCGATAAG Clonacioén de
HaPDCTR ATAAGTGAGGTAGGTTTGTATACAA f .
GA ragmento interno
HaPDCTF2 AAAATACATGAAGAAGGCTA ,
HaPDCT | HaPDCTF3 TACAAACCTACCTCACTTAT RACE 3
HaPDCTR2 TGTTTTGAGGAGGGTGGTTG RACE 5'
HaPDCTR3 CTTATCGGCGTTCATTGTGA
HaPDCTF4 ATGGGGACAATCACAATGAACGCC Clonacion en
HaPDCTR4 GGGTTAAGATAAGTGAGGTAGG pPMBL-T y
pYES2
gHaPDCTF CTACACCATTGACTTAGCCGT
qHaPDCTR TGACGTTGAAGTGGTTAAGGG aPCR
18SF GGTAGGCGATTGGCTAACATTGTCTG
18S 18SR C Control
GAGACACCAACAGTCTTTCCTCTGCG
Actina gHaACTF GCTAACAGGGAAAAGATGACTC Control
gHaACTR ACTGGCATAAAGAGAAAGCACG
pM BL-T y M13F GTAAAACGACGGCCAGT PCR de colonias y
pSpark® I M13R AGGAAACAGCTATGACCATG secuenciacion
pIETL.2 pJET1.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC PCR colgnigs y
' pJET1.2R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG secuenciacion
GALI1F GTCAAGGAGAAAAAACCCCGGATC PCR colonias y
pYES2 CYCR GCGTGACATAACTAATTACATGATG S
oG secuenciacion
p423GPDy | GPDF AAGTATATAAAGACGGTAGG PCR colonias y
p416GPD | CYC2R ATAGGGACCTAGACTTCAGG secuenciacion
PBIN19::355 pBIN19F GAAAGGGGGATGTGCTGCAAGG PCR COI(_)ni.aS y
"’ pBIN19R CACACAGGAAACAGCTATGACC secuenciacion
- FA2Z AACTGGAAGAATTCGCGG RACE 3’
) UPM1 CTAATACGACTCACTATAGGGCAAG RACE 5'
UPM2 CAGTGGTAACAACGCAGAGTCTAAT
) ACGACTCACTATAGGGC
NUP AAGCAGTGG TATCAACGC AGAGT RACE 5’

W'wang etal., 2012 @ Xu et al., 2012
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Anexo 2. Genotipos de cepas de microorganismos.

Genotipos de E. coli

endAl

F;

gyrA96

hsdSMR

lacl

lac

lacl"Z4M15

mcrA, mcrCB o mrr

proAB

RecAl

relAl

SupE44

thi-1

Mutacion en la endonucleasa | (digestion no especifica). Esta
mutacion mejora la calidad de los plasmidos aislados.

Plasmido auto trasmisivo y de baja copia usado para
generacion de DNA monocatenario cuando se infecta con el
fago M13; tiene las siguientes caracteristicas proAB
lacl9Z4M15 Tn10.

Mutacion en la DNA girasa. Esta mutacion produce resistencia
al &cido nalidixico.

Mutaciones en endonucleasas de E. coli , evitando Ila
restriccion y metilacion de ADN exdgeno.

Sobrexpresion del represor lac. El IPTG, se une al represor lac
y lo desplaza del promotor, induciendo la expresion génica.

Supresion del operon lac. El operén lac permite la transcripcion
del gen que codifica la enzima -D-galactosidasa.

Gen del plasmido F’. Confiere a la cepa del péptido de una f-
galactosidasa mutante derivada de la cepa M15 de E. coli, que
no es funcional. La actividad B-galactosidasa se complementa
con la secuencia (lacZa), que llevan los plasmidos utilizados en
el proceso de transformacién, que codifica los primeros
residuos de la enzima (a-péptido). Permite asi la seleccion de
colonias recombinantes mediante X-Gal (Cribado azul/blanco).

Mutaciones en endonucleasas de restriccion de metilcitosinas
(mcrA, merCB) o metiladeninas (mrr), permiten la clonacién de
ADN metilado o gendmico.

Mutaciones en genes implicados en la ruta de biosintesis de
prolina. Impide el crecimiento celular en medio sin prolina.

RecAl es una forma inactiva de RecA, que es utilizada para
reparar y mantener el ADN. La mutacion en el gen RecA
reduce la recombinacion homéloga de ADN y ayuda a
garantizar la estabilidad del inserto.

Fenotipo relajado. Este fenotipo hace la membrana de la
bacteria mas fragil y también permite la sintesis de ARN en
ausencia de sintesis de proteinas.

Incluye un supresor para las mutaciones dmbar (mutaciones
que convierten cualquier codén en codén de terminacion
ambar, UAG). La supresion se lleva a cabo por insercion de
glutamina.

Mutacion en la ruta de biosintesis de tiamina, que impide el
crecimiento celular en medio minimo sin tiamina.



Tn10 (Tet")

Genotipos de A. tumefaciens

rpoH+

hrcA+

VIl. Anexos

Insercién de un transposén que confiere resistencia a
tetraciclina.

El gen rpoH codifica para el gen homoélogo de E. coli sigma 32
(6*?), que regula la transcripcion de las principales proteinas de
choque térmico citoplasmaético.

HrcA es un represor de la transcripcion inducible por
temperatura. Regulador negativo de genes de choque
térmico de clase I (operones grpE-dnaK-dnal and groELS).

Genotipos de las cepas de S. cerevisiae

BIO

CPT1

cptl::LEU2

EPT1

eptl-1
FLO
GAL2
HAP1
HIS3

his3A1 o his3-1

HO

kanMX4

LEUZ2

Genes posiblemente implicados en la biosintesis de
biotina.

1,2-diacilglicerol colinafosfotransferasa que cataliza la sintesis
de PC a partir de DAG y CDP-colina.

Interrupcién del gen CPT1 por integracion de LEU2
1,2-diacilglicerol  colina/etanolaminafosfotransferasa,  que
cataliza la sintesis de PC/PE a partir de DAG y CDP-
colina/CDP-etanolamina.

Mutacion del gen EPT1

Proteinas implicadas en la floculacion.

Permeasa de galactosa.

Factor de transcripcion de respuesta a hemo y oxigeno.
Gen de sintesis de histidina.

Delecién o mutacion del gen HIS3, respectivamente. Hace que
se requiera histidina para el crecimiento, permitiendo la

seleccién de vectores que portan este gen.

Endonucleasa especifica de sitio para conversion del locus
MAT.

Maodulo de resistencia a la kanamicina.

Gen LEU2 que codifica la B-Isopropilmalato deshidrogenasa
implicada en la sintesis de leucina.



leu2A0 o leu2-3,112

MAL2
MATa
MEL
MET15
met15A0

PGREG546Gal::slcl

SLC1

slcIA: :kanMX4
SucCz2

TRP1

trp1-289

URA3

ura3A0 o ura3-52

YOR175c
(LCAL, SCL4,
LPT1 o ALE1)

YOR175c::KanMX4

yorl75c::LEU2

VIl. Anexos

Delecion o mutacion del gen LEU2, respectivamente. Hace
que se requiera leucina para el crecimiento, permitiendo la
seleccidn de vectores que portan este gen.

Complejo multigénico, para la fermentacion de maltosa.
Tipo sexual haploide de S. cerevisiae.

Alfa-galactosidasa secretada.

Gen de sintesis de metionina.

Delecion del gen MET15.

La cepa contiene el plasmido pGREG546 con el gen SLCL,
cuya expresion esta controlada por el promotor GAL1 inducible
por galactosa.

Gen lisofosfatidato aciltransferasa.

Reemplazo del gen SLC1 por KanMX4.

Invertasa, enzima de hidrolisis de sacarosa.

Gen que codifica la anthranilato isomerasa implicada en la
sintesis de triptéfano.

Mutacion del gen TRP1.

Gen de sintesis de uracilo que codifica la orotidina-5'-
fosfato descarboxilasa implicada en la sintesis de
pirimidina.

Delecion o mutacion del gen URA3. Hace que se requiera
uracilo para el crecimiento, permitiendo la seleccion de
vectores que portan este gen.

Gen lisofosfatidilcolina aciltransferasa.

Interrupcion del gen YOR175c por integracion de
KanMX4.

Interrupcion del gen YOR175c¢ por integracion de LEU2.
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Anexo 3. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de enzimas

clonadas en este trabajo.

Secuencias nucleotidica y aminoacidica de HaLPCAT1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

61
121
181
241
301
361
421

ATGGATATGG
CTATGCTTCA
ACCGGAAAAC
TTCTCGTCGA
TATCGGAAGC
CATGTGTACT
CTTATGGTGT
AAAGAGGAAG
ATAGAGTACA
ATGAAGGATT
TCGCCGTCAC
TTATACTTAT
GAGTGGGGAT
AAGTATTATT
AGTGGATGGA
ATATTGGGTC
GTCAGCACGT
GGTTTCTTCC
GGGTACATCA
AGATGGCAAC
AACTTTGCTT
CTCCATGAGA
GTACTGATCC
GAACAGTGA

MDMESTAAAT
FSSNLHFLVP
LMVLTLKVIS
MKDYLDWTEG
EWGFWKRLSY
ILGLEFARSA
GYIIFEVQSA
LHETLTSYGS

AATCAACGGC
TCGCCACTAT
ACCTCTACGC
ATCTGCACTT
GGTGTGGAGT
ACATGAGTGG
TAACATTGAA
ATCTCCGTGA
TGGGATATTG
ACTTAGATTG
CATTCAGGGC
ATTTGGTACC
TCTGGAAACG
TTATATGGTC
CTGATTCTTC
TTGAGTTTGC
GGCTTCGTCA
AGTTGCTTGC
TATTCTTCGT
AATCCGTTCC
ATACAGTTCT
CACTAACATC
TTCTTGGTAA

GVSVPVLRFL
MLVGYVSMVV
CAINYNDGLL
KGIWSKSEKG
QYMAGLTARW
VEIPLVWNIQ
LMIAGSRATIY
VYYIGTIIPV

GGCGGCGATC
TCCGACCGGA
TGCTGTCACC
TCTGGTGCCG
GATTACGTTT
AGATGCATGG
AGTGATTTCA
TTCCCAAAAG
TCTCTGTTGT
GACAGAAGGG
AACCATTAGA
CCATTATCCA
ACTTAGCTAC
CATATCGGAA
TCCACCCAAG
TAGGAGCGCT
TTATGTTTAC
AACACAAACC
TCAATCAGCT
GCCAAATTTG
CGTTTTGAGC
ATACGGGAGT
CGTTATCAAA

LCFIATIPTG
YRKRCGVITF
KEEDLRDSQK
SPSPFRATIR
KYYFIWSISE
VSTWLRHYVY
RWQQOSVPPNL
VLILLGNVIK

GGAGTATCCG
TTCTTCCACC
GGAGTTGTGT
ATGCTCGTCG
GTGTTAGCTT
AAGGAAGGGG
TGCGCCATTA
AAAAACCGGT
GCAAGTCACT
AAGGGGATAT
GCTCTTGTTC
CTATCGAAAT
CAGTACATGG
GCTGCTATTA
GCCCGATGGG
GTAGAGATAC
GACAGACTTG
GTTAGTGCTG
TTGATGATTG
GGGTTGCTTA
TACTCCTGCG
GTATACTACA
ACAAAGCCAG

FFHRFVPGGA
VLAFGYLIGC
KNRLLKLPSL
ALVQAGFCMG
AATIIISGLGF
DRLVPKGKKA
GLLKKLEFMLV
TKPARSKARK

Secuencias nucleotidica y aminoacidica de HaLPCAT?2

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

ATGGAAATGG
CTCTGTTTCG
ACCGCCCGCC
TTCTCTTCGA
GCCAGGAAAT
CATGTATACT
CTTATGGTGA
AAAGAAGCAG
ATCGAGTATG
ATCAAAGATT
ACACCATCAC
TTGTATTTAT

AATCAATGGC
TCGCCACCAT
ACCTCTACGC
ACCTGCACTT
GGTGTGGTGT
ACATGAGCGG
TAACATTGAA
ATCTTCGTGA
TGGGATATTG
ATTTGGATTG
CATTTTTGCC
ATCTATCGCC

GTCGGCGATC
CCCCGTCAGC
CGCCGTTACC
CTTCGTGCCC
GATTTCGTTC
AGATGCATGG
AGTGATTTCA
ATCCCAAAAG
CTTATGCTGC
GACCGAAAGA
AACACTACGA
TTCGTATCCG

GGAGTATCAG
TTCTTCCACC
GGCGCTCTGC
ATGTTGATTA
TTGTCGGCTA
AAGGAAGGCG
TGTGCCATTA
AAAAACCGCA
GGAAGTCACT
AAGGGGATTT
GCGATTCTCC
CTTTCAAGAT

TACCGGTGCT
GGTTCGTTCC
TGTCGTACTT
GTTATGTGTC
TTGGATACCT
GTATTGATGC
ATTACAATGA
TGCTTAAGCT
TTGCAGGCCC
GGAGCAAGTC
AAGCGGGTTT
TCACTGACCC
CGGGCCTTAC
TTATTTCTGG
ACCACGCCAA
CGCTCGTGTG
TTCCAAAGGG
TTTGGCATGG
CTGGTTCAAG
AGAAGTTATT
TCGGTTTCAT
TTGGAACTAT
CTAGATCGAA

TGKHLYAAVT
HVYYMSGDAW
IEYMGYCLCC
LYLYLVPHYP
SGWTDSSPPK
GFFQLLATQT
NFAYTVLVLS
EQ

TTCCGGTACT
GCCTCGTCCC
TCTCCTACAT
GTTATGGATC
TGGGGTACCT
GAATTGATGC
ATTACAACGA
TACTTAAGTT
TCGCTGGTCC
GGACAAAGTC
AAGCGGGTTT
TCAGTGAGCC

CCGGTTCCTC
CGGCGGLCGLC
ATCGTTCGGT
AATGGTGGTG
TATTGGATGC
TACTGGAGCT
TGGGCTACTA
ACCTTCTTTA
GGTTTACGAA
CGAGAAAGGT
TTGTATGGGT
GGTATACAAA
GGCCCGTTGG
CTTGGGCTTT
AAATGTTGAT
GAATATACAA
GAAGAAGGCT
GTTGTATCCG
AGCCATTTAC
TATGCTTGTG
GGTATTAAGC
TATTCCTGTC
AGCCCGAAAA

GVVLSYLSFG
KEGGIDATGA
ASHFAGPVYE
LSKFTDPVYK
ARWDHAKNVD
VSAVWHGLYP
YSCVGEMVLS

CCGCTTCCTC
CGGCGGLCGLC
TTCATTTGGG
AATGGTTGTG
CATTGGATGC
TACAGGATCT
TGGATTATTA
GCCATCTTTA
GGTTTACGAA
CGAGAAAGGC
CTGTATGGGT
GATATATCAA

\



721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

61
121
181
241
301
361
421

GAATGGGGAT
AAATATTATT
AGTGGCTGGA
GTTTTGGGTG
GTCAGCACAT
GGCTTTTTCC
GGGTACTTGA
AGATGGCAGC
TACACGCTTC
ACACTGGCTG
CTCCTCGGGA

MEMESMASAT
FSSNLHFEVP
LMVITLKVIS
IKDYLDWTER
EWGEFVKRLTV
VLGVEFAKSS
GYLIFEVQSA
TLAAYGSVYY

TTGTGAAACG
TCATTTGGTC
CTGACTCTTC
TTGAGTTTGC
GGCTTCGTCA
AATTGTTAGC
TATTCTTTGT
AGGCGGTTCC
TTGTTCTTAA
CATACGGAAG
ACATAATCAA

GVSVPVLRFL
MLISYGSMVV
CAINYNDGLL
KGIWTKSEKG
QYMSGFTARW
VELPLVWNIQ
LMIAGSRATIY
VGTIIPVALI

TCTGACCGTC
TATCTCAGAA
TCCACCCAAA
AAAGAGTTCG
CTATGTTTAT
AACACAGACT
TCAATCTGCT
GCCAACCGTT
CTACTCCTGC
TGTATACTAC
GCCAAAATCG

LCFVATIPVS
ARKWCGVISFE
KEADLRESQK
TPSPFLPTLR
KYYFIWSISE
VSTWLRHYVY
RWQOAVPPTV
LLGNIIKPKS

CAATACATGT
GCTTCTATCA
GCCCGATGGG
GTTGAGTTAC
GACAGACTTG
GTTAGCGCTG
TTGATGATTG
AAGAAGTTTT
ATAGGTTTTA
GTTGGAACCA
GCCCGATCCA

FFHRLVPGGA
LSAMGYLIGC
KNRILKLPSL
ATLQAGFCMG
ASIIISGEGE
DRLVQKGKKP
KKFLMLMNFA
ARSKARKEQ

Secuencias nucleotidica y aminoacidica de HaLPCAT3

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

61
121
181
241
301
361
421

ATGAAAATGG
TTATGTTTCG
ACCGCAAAGC
CTCTCTTCCA
TGTCGGAAAC
CATGTGTACT
ATGATGGTGA
AAAGAGAGAC
ATAGAGTATG
ATGAAGGATT
TCACCATCAC
GTCTACTTAT
AGTTGGGGAT
AAATATTATT
AGCGGATGGA
ATTTTGGGTG
GTCAGCACAT
GGTTTTTTCC
GGGTACATTA
AGATGGCACC
AATTTCGCTT
CTGGACGAAA
GTTTTCATCC
AAAGTAAAGT

MKMEEMASMI
LSSNLHFLVL
MMVITLKVIS
MKDYLDWTQG
SWGFIDRESY
ILGVEFAKSA
GYIIFEVQSA
LDETITAYES

AAGAAATGGC
TGGCCACAAT
ACCTCTATGC
ATTTACACTT
GATGTGGCCT
ACATGAGTGG
TAACACTCAA
GTCTACGCGA
TGGCATATTG
ATTTAGATTG
CTATTGGGCC
ACCTTGATCC
TTATTGATAG
TCATATGGTC
CCAATTCTGT
TTGAATTTGC
GGCTTAGACA
AGTTGCTGGC
TATTCTTTGT
AATCTGTCTC
ACACAGTTAT
CAATCACTGC
TCTTTGGTAG
AA

GVSRPVFEFQFL
IVISYGSMTL
CAFNYNDGSL
KGIWTRSEKP
QYMCSFESARW
VEIPLVWNIH
LMISGSKAIY
VEYIGTILPV

GTCTATGATC
TCCTGTCAGC
TGCAACCACC
CCTCGTGCTT
CATTACTTTC
GGATTTATGG
AGTGATTTCG
TACCCAAAAG
TCTCTGCTGT
GACACAAGGG
AACAGTTAAA
CCGATATCCA
GTTTAGCTAC
GGTCTCAGAA
TCCAATTGAA
AAAGAGTGCA
TTATGTTTAT
AACACAGACT
TCAATCTGCT
GGGCGGTAAA
TGTTCTAACC
ATACGAGAGT
CATTATGATC

LCEVATIPVS
CRKRCGLITF
KERRLRDTQK
SPSPIGPTVK
KYYFIWSVSE
VSTWLRHYVY
RWHQSVSGGK
VFILFGSIMI

GGGGTATCAC
CTCTTCCATC
GGTGCCGGCC
ATCGTCATCA
TTCTTAGCAA
AAGGAAGGAG
TGCGCTTTTA
AAAAATCGAT
GGAACTCACT
AAGGGGATTT
GCTATCCTTC
TTAGAAAGAA
CAGTACATGT
GCTTCCATGA
GCACAATGGA
GTAGAGATAC
GACAGGCTTG
GTCAGTGCTG
TTGATGATTT
CGTATGTTTA
TACTCTTCTG
GTATTCTACA
AAATCAAAGC

LFHRFVPGGP
FLAMGYLIAC
KNRLEFRLPSV
ATLQAGLCMG
ASMILSGLGF
DRLVQKGKRP
RMFKKMIMLS
KSKPHTSRAR

CGGGCTTCAC
TTATTTCGGG
ACCGTGCGAA
CACTCGTGTG
TTCAAAAGGG
TCTGGCATGG
CCGGGTCAAG
TGATGCTCAT
TGGTATTAAG
TCATTCCAGT
AAGCCCGGAA

TARHLYAAVT
HVYYMSGDAW
IEYVGYCLCC
LYLYLSPSYP
SGWTDSSPPK
GFFQLLATQT
YTLLVLNYSC

GCCCTGTATT
GCTTCGTCCC
TCTCCTACCT
GCTACGGCTC
TGGGTTATCT
GTATTGATGC
ATTATAACGA
TGTTTAGGTT
TTGCAGGCCC
GGACCAGGTC
AAGCTGGTTT
TTGGGGACCC
GTAGCTTTTC
TTCTTTCGGG
GAGGGGCCAA
CACTTGTGTG
TTCAAAAGGG
TATGGCATGG
CTGGTTCAAA
AGAAGATGAT
TTGGTTTCAT
TTGGAACCAT
CGCACACATC

TAKHLYAATT
HVYYMSGDLW
IEYVAYCLCC
VYLYLDPRYP
SGWTNSVPIE
GFFQLLATQT
NFAYTVIVLT
KVK
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CGCGCGTTGG
CTTCGGTTTC
AAACGTTGAC
GAATATCCAA
AAAGAAGCCT
ATTATATCCT
AGCCATTTAC
GAACTTTGCT
CCTACACGAA
GGCGTTGATC
AGAGCAGTGA

GALLSYISFG
KEGGIDATGS
GSHFAGPVYE
LSREFSEPIYQ
ARWDRAKNVD
VSAVWHGLYP
IGFMVLSLHE

CCAATTCCTT
TGGCGGTCCC
GGCCTTTGGC
TATGACCCTC
CATCGCATGC
TACTGGATCC
TGGCTCCTTA
ACCCTCTGTC
CGTTTATGAA
TGAGAAACCT
GTGTATGGGT
GGTTTATAAA
TGCGCGCTGG
CCTTGGTTTC
AAATGTTGAT
GAATATACAC
GAAAAGACCT
TTTATATCCA
AGCCATTTAC
TATGCTCTCA
GGTACTAAGT
TCTTCCTGTG
CAGAGCCCGA

GAGLSYLAFG
KEGGIDATGS
GTHFAGPVYE
LERIGDPVYK
AQWRGAKNVD
VSAVWHGLYP
YSSVGEFMVLS

VI



Secuencias nucleotidica y aminoacidica de HaROD1/HaPDCT

61
121
131
241
Jel
361
421
4351
541
el
a1
721
781

6l
121
181
241

ATOGGRACAA
ACCCTCCTCA
AATTCTACGA
GATGTGATTCG
TTTTTTATGG
ATTGGATTCG
ACAGTTCTCG
ACGTGEGETCA
AGAGGGATTT
GCAGACTTTC
TCAGTAATTG
GACACCTTGA
GACTTAGCCG
AAGARGGCTA

MGET ITMNADK
DVF GLF KYHP
TVLAGLNTVF
ADF PVGNVSF

TCACAATGAA
AAACATCAAA
CCACATOGOG
GTTTGTTTAA
GTOTGGAGTA
TTGCCACTGC
CAGGGCTTAA
TTGAAGGGCG
TEEGTTATTLC
CEOTAGGCAA
CATCGTTTGA
ACCTTTTGCA
TCOOAGTAGG
TEECTGAAGE

IHQRSIPQTT
VPCFFAVSLL
VGEMQTTYIIG
FLFYSGHVAG

COCCOATAAG
CAACGTTTCC
ATCOCTAGCG
GTACCACCCC
TACGCTGCGGE
GTATTTGCAT
TACGGTGTTT
GOC0AGAGCC
GACACAGCTT
TGTGTCCTTC
TATGAAGAGA
GOTOGTECGE
TGCCGGCATGE
AGGTGATGTC

TLLETSNNWS
FFMGVEYTLR
TWVIEGRFPRA
SVIASFDMKR

DLAVGVGAGM LFDSLAGKYM KKAMAEGGDV

ATCCACCAAC
ATTAACAATT
GACGCOTCGT
GTCCCaTaTT
ATOATACCGC
CoTaTCCTCG
GTGOEEATGE
ACAGTCGLGG
CCTTTGCCTG
TTCTTGTTITT
ATGCATAGGT
TTACTAAGCA
TTGTTTGATT
TTGTATACAA

GTTCCATACC
TCAATCTCAA
TTTTACAATG
TCTTTGCTGT
CCTCGTCACC
TCGCTAGTCC
AAACAMCCTA
CGCTGTTCAT
AGGGATTCTT
ATTCTGGTCA
GEEAGTTGGE
CAAGGGROACA
CCCTOGOOGE
ACCTACCTCA

INMFMLEKTN NSTTTWGSLA
MIPP55PPFD IGFVATAYLH

TWAALFMFTC
MHRWELAFLF
LYTHLPHLS

RGILGYSTQL
DTLNLLQVVR
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ACAAACAALCT
ABAGACCAAC
GACAACATCG
TTCOGTTACTG
CCCOTTTGAT
GACGCTAAAC
TATAATAGGG
GTTTACTTGL
GEGTTCOGGA
TGTAGCAGGA
CTTTCTATTLC
CTACACCATT
ARAATACATG
CTTATCTTAA

DASFLOWT TS
RVLWVASPTLN
PLPEGFLGSG
LLSTRGHYTI

Vil



