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ACP Proteina transportadora de acilos
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS LiPIDOS

Al igual que en el resto de los seres vivos, los lipidos presentan diversas
y variadas funciones en las plantas (Somerville y col., 2000). En primer lugar,
los lipidos desempenan un papel estructural fundamental siendo los
principales componentes de las membranas biolégicas y otros elementos de las
estructuras celulares como las ceras, la cutina y la suberina. La membranas
biolégicas son responsables de la separacion de la célula del medio que la
rodea y de la compartimentacion intracelular en organulos y evitan la difusion
libre de las moléculas hidrofilicas a través de ellas. Desde un punto de vista
mas fisiologico, la existencia de las membranas biolégicas permite la
formacion del gradiente de protones clave para el mantenimiento de la
bioenergética celular (Mitchell, 1979; Mitchell, 1961), y determina los
fenomenos de homeostasis idonica, de gran importancia a nivel celular. Ademas
de esta funcion estructural, los lipidos también representan una importante
fuente de energia para la célula e intervienen en rutas de transduccion de
sefal actuando como precursores en la sintesis de hormonas como el acido
jasmonico y de segundos mensajeros como el inositol trifosfato y el
diacilglicerol, asi como en otros procesos muy diversos entre los que se
encuentran la fotoproteccioén (carotenoides) o la modificacién postraduccional

de proteinas, entre otros.



Introduccion

1.1.1 Lipidos de membrana

Las membranas celulares estan formadas por una bicapa de lipidos
polares, mayoritariamente glicerolipidos, en la cual se encuentran embebidas
algunas proteinas denominadas proteinas de membrana. En el caso de las
membranas de las células vegetales, ademas de un pequeno porcentaje de
esfingolipidos, tres tipos de glicerolipidos forman esta bicapa: los
glicerofosfolipidos o fosfolipidos, los glucoglicerolipidos o glucolipidos y los

sulfolipidos.

1.1.1.1. Los acidos grasos

Desde un punto de vista estructural, los acidos grasos son los lipidos mas
sencillos que podemos encontrar en las plantas. Los acidos grasos son acidos
carboxilicos con cadenas hidrocarbonadas de 4 a 36 atomos de carbono que
pueden presentar enlaces sencillos o multiples (normalmente dobles) y
sustituciones con otros grupos funcionales como hidroxilo o epoxi, asi como
ramificaciones. Los acidos grasos mas abundantes poseen un numero par de
atomos de carbono en una cadena sin ramificar cuya longitud varia entre los
12 y 24 carbonos. Los dobles enlaces casi nunca son conjugados, sino que
estan separados por un grupo metileno y su configuraciéon es cis en casi todos
los acidos grasos naturales. En la tabla 1-1 se muestran los principales acidos
grasos encontrados en las plantas. El acido linoleico (18:2 “9.12) y el acido
linolénico (18:3 %9.1215) son los Aacidos grasos mayoritarios. Sélo algunas
especies vegetales acumulan acidos grasos con dobles enlaces entre el grupo
carboxilo y la posicion A9 (Somerville y col., 2000).

Los acidos grasos no suelen encontrarse en forma libre en las células
sino que estan formando parte de otros lipidos de estructura mas compleja

como los glicerolipidos y los esfingolipidos (figura 1-1).
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Introduccion

Nombre comin Estructura Abreviatura
Acido ladrico CH5(CH,),,COOH 12:0
Acido palmitico® CH5(CH,),,CH,CH,COOH 16:0
Acido estedrico®  CH3(CH,);oCH,CH,CH,CH,COOH 18:0
Acido araquidénico  CH3(CH,);oCH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH 20:0
Acido behénico CH5(CH,)10CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH 22:0
Acido lignocérico  CH(CH,);oCH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,COOH  24:0
Acido oleicob CH53(CH,),CH=CH (CH,),COOH 18:149
Acido petroselénico CH;(CH,);,CH=CH (CH,),COOH 18:146
Acido linoleicob CH;(CH,),CH=CH-CH,-CH=CH(CH,),COOH 18:249.12
Acido a-linolénicob  CHCH,CH=CH-CH,-CH=CH -CH,-CH=CH(CH,),COOH 18:349.12.15
Acido y-linolénico  CH3(CH,)sCH=CH-CH,-CH=CH -CH,-CH=CH(CH,),COOH  18:3169.12
Acido rougdnico CH;CH,CH=CH-CH,-CH=CH -CH,-CH=CH(CH,);COOH 16:347.10.13
Acido erdcico CH5(CH,),CH=CH(CH,),;,CO0H 22:1413

Tabla 1-1: Principales dcidos grasos saturados (sobre fondo amarillo) e insaturados

(sobre fondo naranja) presentes en las plantas. PAcidos grasos encontrados

Jfrecuentemente en los lipidos de membrana. Adaptada de Somerville y col., 2000.

1.1.1.2. Glicerofosfolipidos

Los glicerofosfolipidos o fosfolipidos son lipidos anfipaticos formados
por dos acidos grasos esterificados a las dos primeras posiciones de una
molécula de glicerol-3-fosfato y un grupo polar unido al esqueleto de glicerol a
través del grupo fosfato. La naturaleza de este grupo polar permite distinguir
los distintos fosfolipidos celulares: fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol principalmente (figura

1-1).
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Introduccion

El fosfatidilglicerol (PG) es el tnico fosfolipido que se encuentra en las
membranas tilacoidales ademas de encontrarse también en membranas
extraplastidiales como las del reticulo endoplasmico, las mitocondriales y la
membrana plasmatica. En la mayoria de las especies vegetales, el PG
localizado en los plastidios contiene acidos grasos con configuracion trans que
no se encuentran en ningun otro lipido (Dérmann, 2005).

La fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina
(PS) contienen en su cabeza polar un aminoalcohol y pueden convertirse entre
si mediante varias reacciones enzimaticas (Dérmann, 2005). PC y PE son los
fosfolipidos mas abundantes en plantas y juntos representan mas del 50 % de
los glicerolipidos extraplastidiales. Sin embargo, PE no se encuentra en las
membranas plastidiales, mientras que PC, no forma parte de las membranas
tilacoidales pero si de la envuelta externa del cloroplasto. PS es un lipido
minoritario en plantas, representando menos del 1 % de los glicerolipidos y al
igual que PE no se encuentra en las membranas cloroplasticas. Por ultimo, el
fosfatidilinositol (PI) se detecta en muy baja proporcion en casi todas las
membranas de las células vegetales aunque si bien su presencia en las
membranas del reticulo endoplasmico y en la membrana plasmatica esta
comunmente aceptada, la identificacion de PI en las membranas tilacoidales
no ha sido confirmada (Dérmann, 2005). A pesar de ser un lipido minoritario
en plantas, el PI ejerce un funciéon muy importante en la transduccion de
sefial ya que es un precursor de la sintesis del inositol trifosfato y del
diacilglicerol que actuan como segundos mensajeros en varias rutas de

transduccion de senal (Dé6rmann, 2005; Drobak, 2005).
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Figura 1-1: Estructura de las principales clases de glicerolipidos de membrana.

Adaptada de Somerville y col., 2000.
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1.1.1.3. Galactolipidos

Los galactolipidos difieren de los fosfolipidos en que en lugar del grupo
polar unido al grupo fosfato presentan residuos de galactosa en la tercera
posicion de la molécula de glicerol (figura 1-1). E1 monogalactosildiacilglicerol
(MGDQG) y el digalactosildiacilglicerol (DGDG) son los principales galactolipidos
presentes en plantas aunque también se han encontrado pequenas cantidades
de galactolipidos que contienen tres o mas moléculas de galactosa (Benson y
col., 1958: Fujino y Miyazawa, 1979; Kojima y col., 1990). Los galactolipidos
contienen altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados y son los
lipidos predominantes en las membranas fotosintéticas de plantas y
cianobacterias (Block y col., 1983). En el caso de las plantas, el MGDG y el
DGDG representan alrededor del 50 % y del 30 % respectivamente de los
lipidos presentes en los tilacoides. La envuelta interna del cloroplasto presenta
una composicion lipidica similar a la de las membranas tilacoidales siendo el
MGDG el galactolipido mayoritario mientras que la envuelta externa del

cloroplasto contiene mas DGDG que MGDG (Dérmann, 2005).

1.1.1.4. Sulfolipidos

Los sulfolipidos (Sulfoquinovosildiacilglicerol, SQDG) presentes en
plantas contienen una molécula de sulfoquinovopiranosil en la tercera
posicion de la molécula de glicerol en la que se basa su estructura (figura 1-1).
Los sulfolipidos de plantas son ricos en acidos grasos saturados, sobre todo en
acido palmitico, y solo se ha detectado su presencia en las membranas
cloroplasticas donde representan entre el 5 % y el 12 % de los lipidos

tilacoidales (D6rmann, 2005).
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1.2. SINTESIS DE LIPIDOS EN PLANTAS
1.2.1. Sintesis de acidos grasos

La sintesis de acidos grasos en plantas tiene lugar fundamentalmente
en los plastidios gracias a la enzima acetil-CoA carboxilasa y al complejo
multienzimatico denominado acido graso sintasa. Ademas de estas enzimas, la
biosintesis de acidos grasos requiere un donador de atomos de carbono, el
acetil-CoA, y el poder reductor aportado por el NADPH. El acetil-CoA necesario
parece provenir principalmente de la piruvato deshidrogenasa plastidial que lo
sintetiza a partir del piruvato generado en la glicélisis (Bao y col., 2000;
Schwender y Ohlrogge, 2002). Sin embargo, no se descarta que en algunas
circunstancias este acetil-CoA pueda ser obtenido por rutas alternativas como
a través de la piruvato deshidrogenasa mitocondrial (Bao y col., 2000; Ke y
col., 2000). E1 NADPH indispensable se obtiene mediante la fotosintesis en los
cloroplastos o mediante la ruta de las pentosas fosfato en los tejidos que no
poseen cloroplastos y en oscuridad (Somerville y col., 2000).

Las reacciones implicadas en la biosintesis de acidos grasos se
muestran en la figura 1-2 (Harwood, 2005). La enzima acetil-CoA carboxilasa
cataliza el primer paso del proceso de sintesis consistente en la produccion de
malonil-CoA mediante la carboxilacion dependiente de ATP de una molécula
de acetil-CoA. El complejo acido graso sintasa es responsable de la
produccion de la cadena hidrocarbonada de los acidos grasos mediante la
adicion sucesiva de unidades de dos atomos de carbono proporcionadas por el
malonil-CoA. Cada una de estas adiciones comprende una condensacién, una
reduccion, una deshidratacién y una nueva reduccion. La primera enzima del
complejo en intervenir es la malonil-CoA:ACP transacilasa que permite la
union del grupo malonil a una pequena proteina denominada “acil-carrier

protein” (ACP). A continuacion, gracias a la enzima p-cetoacil-ACP sintasa III
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(KAS III), una molécula de acetil-CoA es condensada al malonil-ACP que sufre
una descarboxilacion. Existen otras dos B-cetoacil-ACP sintasas, KAS I y KAS
II: KAS I participa en la produccion de acidos grasos de 6 a 16 atomos de
carbono y KAS II cataliza la condensacion final sintetizando acido estearico. La
molécula de cetoacil-ACP formada sufre sucesivamente una reduccién, una
deshidratacion y de nuevo otra reducciéon mediante la actuacion de las
enzimas cetoacil-ACP reductasa, hidroxiacil-ACP deshidratasa y enoil-ACP
reductasa, respectivamente. El complejo FAS produce generalmente acido
palmitico y acido estearico. La prolongacion de la cadena de acido graso por
encima de 18 atomos de carbono corre a cargo de las elongasas que se
encuentran localizadas en el citosol asociadas a membrana. Por ultimo, la
sintesis de acidos grasos se completa con la hidrolisis del acido graso de la
ACP mediante una tioesterasa, la incorporaciéon del acido graso a un
glicerolipido mediante una aciltransferasa y posterior desaturaciéon, o, en el
caso del 18:0, con su desaturacion cuando todavia se encuentra unido al ACP

produciéndose acido oleico.

1.2.2. Sintesis de glicerolipidos

Tras su sintesis, los acidos grasos son incorporados a una de las dos
rutas que existen en plantas para la produccion de glicerolipidos: la ruta
procariota y la ruta eucariota (figura 1-3). La ruta procariota, denominada asi
por su similitud con la ruta de sintesis de acidos grasos en bacterias, tiene
lugar integramente en el plastidio. Esta ruta comienza con la esterificacion de
16:0, 18:1 y en menor medida 18:0 al glicerol 3-fosfato para formar acido
fosfatidico (PA). A partir del acido fosfatidico se sintetizan fosfatidilglicerol (PG)

y diacilglicerol (DAG). El diacilglicerol es la base de la sintesis de los
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galactolipidos MGDG y DGDG, que son los lipidos mayoritarios de las

membranas tilacoidales, asi como de los sulfolipidos (SL).

,/O
CH;-C NS—-CoA Co,
. ° Acetil-CoA
Acetil-CoA carboxilasa

Condensacion

2N 40 4&, N 4

,C=CH;C_ C-CHsC
co -0 S—ACP 07 “S—CoA

2 Malonil-ACP Malonil-CoA
(0]
Il

CH;-C—-CH,-C—-S—-ACP
Tl ", (0]
0O Condensacion I
3-cetobutiril-ACP co, CHg=CH,~ CH;-C=S—ACP
Butiril-ACP
NADPH + H* (I)I
@ R—EIZ—CHZ—C—S—ACP NADP* @
Reduccion del ) L ' Reduccion del
grupo ceto NADP* 3-cetoacil-ACP doble enlace
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\_HZOM

Deshidratacion

Figura 1-2: Ruta de sintesis de dcidos grasos en plantas. Adaptada de Ohlrogge y
Browse, 1995.

La ruta eucariota transcurre entre el reticulo endoplasmico y el
plastidio. Una tioesterasa hidroliza el enlace de la ACP con el 16:0 y el 18:1
que ya en forma libre atraviesan la membrana del plastidio, son esterificados a
coenzima A (CoA) y penetran en el reticulo. Una vez en el reticulo son

incorporados al glicerol 3-fosfato produciendo acido fosfatidico a partir del
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cual se sintetizan PG, PI y DAG. El DAG es utilizado para sintetizar PC y PE.
De esta forma, en el reticulo se producen los fosfolipidos que componen las
membranas celulares. Parte de los lipidos aqui sintetizados viajan al plastidio
en forma de PC, lisofosfatidilcolina o DAG y son utilizados para sintetizar
MGDG, DGDG, PG y SL.

La cantidad de glicerolipidos sintetizados por una ruta u otra puede
variar con los tejidos y con las distintas especies. Asi, en las semillas suele
predominar la ruta eucariota, mientras que en las hojas los glicerolipidos
pueden ser sintetizados por igual en ambas rutas. De esta forma se distinguen
plantas 18:3 y plantas 16:3. En las plantas 18:3, la mayoria de los
glicerolipidos de las hojas son sintetizados a través de la ruta eucariota, por lo
que esterificado en la posicion sn-2 del glicerol se encuentra un acido graso de
18 atomos de carbono. En estas plantas la ruta procariota quedaria limitada
practicamente a la sintesis de fosfatidilglicerol. La mayoria de los cultivos de
interés agricola, entre ellos la soja (Glycine max), son plantas 18:3. En las
plantas 16:3, los glicerolipidos se sintetizan a través de ambas rutas por lo que
esterificados en la posicion sn-2 del glicerol pueden encontrarse tanto acidos
grasos de 16 atomos de carbono como de 18 atomos de carbono. Plantas de
este tipo son, por ejemplo, la espinaca (Spinacea oleacea) y Arabidopsis

thaliana.
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Figura 1-3: Esquema de la sintesis de lipidos en hojas de Arabidopsis. La anchura de

las flechas representa el flujo relativo entre las varias etapas de la ruta. Las lineas rojas

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

Adaptada de Somerville y col., 2000.
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1.3. DESATURASAS DE ACIDOS GRASOS

1.3.1. Caracteristicas de las desaturasas de acidos grasos de plantas

Las desaturasas son las enzimas encargadas de introducir dobles
enlaces en los acidos grasos y juegan un papel muy importante en numerosos
procesos fisiolégicos. Principalmente, las desaturasas regulan la fluidez de las
membranas celulares y participan en la biosintesis de moléculas implicadas
en la senalizacion celular como el acido jasmoénico y sus derivados. Ademas,
las propiedades fisicas y el valor nutricional de los lipidos animales y vegetales
dependen de la actividad de estas enzimas (Murphy y Piffanelli, 1998).

Atendiendo a su solubilidad, las desaturasas de plantas pueden
clasificarse en dos grupos: desaturasas solubles y desaturasas de membrana.
Las principales caracteristicas de algunas de estas enzimas se resumen en la
tabla 1-2. Independientemente de su solubilidad, todas las desaturasas de
plantas estan codificadas por genes nucleares y necesitan un donador de
electrones para realizar su funcién. En el caso de las desaturasas plastidiales,
este donador de electrones es la ferredoxina, y en el caso de las desaturasas
localizadas en el reticulo endoplasmico, el citocromo bs (Miquel y Browse,

1998).

1.3.1.1. Desaturasas solubles

Las desaturasas solubles de plantas se localizan en los plastidios y
actian sobre acidos grasos unidos a la ACP. Dentro de este tipo de
desaturasas, la familia de las A9 estearoil-ACP desaturasas (FAB2) es esencial
en la biosintesis de acidos grasos, ya que catalizan la introducciéon del primer

doble enlace en el acido estearico produciendo acido oleico.
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El estudio y la comprension del funcionamiento de estas desaturasas y
de otras enzimas relacionadas avanzaron considerablemente con la resolucion
de la estructura cristalina de una forma recombinante de la A9 estearoil-ACP
desaturasa de Ricinus communis (Lindqvist y col., 1996). Tal y como muestra
esta estructura, la proteina esta constituida por once hélices a y posee un
centro dihierro (Fe-O-Fe) cercano al cual se encuentra el sitio de uniéon del

sustrato (figura 1-4).

Figura 1-4: Estructura de la A9 estearoil-ACP desaturasa de Ricinus

communis. Los dos datomos de hierro del centro dihierro se muestran en rojo.

Ademas de la A9 estearoil-ACP desaturasa, se han encontrado otras
desaturasas solubles en semillas y otros tejidos ricos en contenido lipidico
como la A6 palmitoil-ACP desaturasa de Thunbergia alata (Cahoon y col.,
1994), la A4 palmitoil-ACP desaturasa de Coriandrum sativum (Cahoon y col.,
1992) y la A9 miristoil-ACP desaturasa de Pelargonium hortorum (Schultz y

col., 1996).

21



Introduccion

Gen Nombre Sustrato Localizacion Sustrato Producto Donador de
antigtio electrones
Fab2 Acil-ACP CP 18:0 18:1 49 Fd
Fad?2 Fosfolipido ER 18:149 18:2 49.12 b5
Fad3 Fosfolipido ER 18:2 49.12 18:3 29.12,15 b5
Fad4 FadA PG CP 16:0 16:1 A7¢ Fd
Fadb5 FadB 6L, SL CcP 16:0 16:1 47 Fd
Fadé6 FadC 6L, SL,PG CP 16:147 16:2 47. 10 Fd
18:1 49 18:2 49.12
Fad7 FadD 6L, SL,PG CP 16:2 47.10 16:3 47, 10,13 Fd
18:2 49,12 18:3 49,12, 15
Fad8 6L, SL, PG CP 16:2 47. 10 16:3 47. 10,13 Fd
18:2 49, 12 18:3 49,12,15

Tabla 1-2: Principales caracteristicas de las desaturasas de dcidos grasos de plantas.
Sobre fondo naranja se muestra la desaturasa soluble y sobre fondo amarillo las
desaturasas de membrana. CP, cloroplasto; ER, reticulo endopldsmico; Fd, ferredoxina;
bs, citocromo bs; GL, galactolipido; PG, fosfatidilglicerol; SL, sulfolipido. Adaptada de
Miquel y Browse, 1998.

1.3.1.2. Desaturasas de membrana

La mayoria de las desaturasas de plantas son proteinas de membrana.
Este hecho ha dificultado enormemente el desarrollo de métodos de
purificaciéon, y por tanto, su caracterizacion bioquimica. En los ultimos anos,
la utilizacion de herramientas genéticas ha contribuido a aumentar nuestro
conocimiento acerca de las propiedades de estas enzimas. Asi, en Arabidopsis
se han aislado mutantes para cada una de las desaturasas que participan en
la sintesis de glicerolipidos en las hojas (Miquel y Browse, 1998) (figura 1-3).
El analisis de estos mutantes ha permitido identificar los genes que codifican
las desaturasas asi como profundizar en la bioquimica y la regulacion de la

sintesis de glicerolipidos.
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Las desaturasas de membrana son acil-lipido desaturasas, es decir,
introducen insaturaciones en los acidos grasos que se encuentran
esterificados formando el lipido correspondiente y se localizan tanto en el
reticulo como en el plastidio (tabla 1-2). Las desaturasas reticulares estan
codificadas por los genes FAD2 y FADS3 e introducen dobles enlaces en los
acidos grasos de 18 atomos de carbono de los fosfolipidos. FAD2 produce 18:2
a partir de 18:1 y FAD3 produce 18:3 a partir de 18:2. En soja, se han descrito
tres genes que codifican la enzima FAD2: FAD2-1A y FAD2-1B, que se
expresan en semillas en desarrollo, y FAD2-2, que se expresa tanto en el
desarrollo de las semillas como en tejidos vegetativos (Heppard y col., 1996;
Tang y col.,, 2005). En el caso de la desaturasa FAD3, se ha propuesto la
existencia de tres genes que la codifican en soja (Bilyeu y col., 2003). Segun
estos autores, FAD3A se expresa en gran cantidad en semillas, FAD3B se
expresa en hojas pero no en semillas y FAD3C se expresa en ambos tejidos.
Las desaturasas plastidiales estan codificadas por los genes FAD4, FADS5,
FAD6, FAD7 y FADS8 y su sustrato son los acidos grasos que se encuentran
formando los lipidos que componen las membranas plastidiales. El analisis de
los mutantes de Arabidopsis sugiere que FAD4 actuaria especificamente sobre
fosfatidilglicerol sintetizando 16:1°7t a partir de 16:0, mientras que FADS5
parece ser especifica de monogalactosildiacilglicerol sintetizando 16:1 a partir
de 16:0. FAD6 y FAD7 podrian actuar sobre todas las clases de lipidos que
componen las membranas tilacoidales (PG, sulfolipidos y galactolipidos),
introduciendo dobles enlaces tanto en acidos grasos de 16 atomos de carbono
como en acidos grasos de 18 atomos de carbono. FAD6 produce 16:2 y 18:2 a
partir de 16:1 y 18:1 respectivamente, mientras que FAD7 produce 16:3 y 18:3

a partir de 16:2 y 18:2 respectivamente. FADS8, al igual que FAD7, produce
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16:3 y 18:3 en los plastidios aunque su actividad parece ser inducida por el
frio (McConn y col., 1994).

A pesar de las diferencias mostradas respecto a la especificidad de
sustrato, al donador de electrones e incluso respecto a la posicion en la que
introducen el doble enlace, todas las desaturasas de membrana contienen
motivos estructurales conservados, como la presencia de tres regiones ricas en
histidinas con la siguiente secuencia consenso (Murphy y Piffanelli 1998):

[HX 36 4) H] X(7-41) [HX 26 3y HH] X(61-1809) [HX( 2 6 3) HH]

Las ocho histidinas contenidas en estas secuencias son esenciales para la
actividad catalitica, ya que estan implicadas en la union de los atomos de Fe
del centro dihierro que presentan las desaturasas. En la figura 1-5 se muestra
un esquema de la estructura de una desaturasa de membrana.

Algunas desaturasas presentan secuencias ricas en histidinas que no
se corresponden con las secuencias consenso. Este es el caso de la desaturasa
A6 encargada de sintetizar el acido y-linolénico a partir del acido linoleico. Esta
desaturasa se encuentra unida por su extremo N-terminal a su donador de
electrones, el citocromo bs, y pertenece al grupo de las denominadas
desaturasas “front-end” (Napier y col., 1997; Napier y col., 2003). Este tipo de
desaturasas introducen el doble enlace entre un doble enlace ya existente y el

extremo carboxilo del acido graso.

1.3.2. Regulacion de la actividad de las desaturasas

Al dia de hoy todavia permanecen sin respuesta algunas preguntas
fundamentales relativas al metabolismo lipidico en plantas. Basicamente,
desconocemos qué factores controlan el nivel de desaturacion de un
determinado glicerolipido en wuna membrana en concreto, es decir,

desconocemos los mecanismos de control de la actividad y la sintesis de las
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desaturasas de plantas superiores. Varias evidencias apuntan a que diversos y
numerosos factores como el desarrollo de la planta, las hormonas, la
disponibilidad de sustrato, las heridas, el ataque de patogenos, el estrés
hidrico y la temperatura regulan la actividad de estas enzimas. A continuacion
se describe de forma mas detallada algunos datos conocidos sobre la

regulacion de las desaturasas por estos factores.

g i

Hl Motivo rico en histidinas

Figura 1-5: Representaciéon de la topologia de FAD2 y FAD3 en las
membranas del reticulo endopldasmico. Adaptada de Dyer y col, 2001 y

Tang y col., 2005.

1.3.2.1. El desarrollo de la planta

La necesidad de actividad desaturasa adicional durante ciertos estadios
del desarrollo vegetal puede ser suplida mediante el aumento de la expresion
de los genes de las desaturasas que se expresan constitutivamente, o bien
mediante la induccién de otras desaturasas especificas de algunos tejidos en
desarrollo. Uno de los ejemplos mejor caracterizados de desaturasa

constitutiva cuya expresion se ve afectada por el desarrollo es el caso de la
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estearoil-ACP-desaturasa (FAB2). Asi, esta enzima, ademas de encontrarse
implicada en la sintesis general de las membranas, también interviene en la
sintesis de lipidos de almacenamiento en semillas y polen, en la sintesis de
lipidos estructurales en el tapetum y en la sintesis de membranas tilacoidales
en las hojas en crecimiento (Slocombe y col., 1994; Piffanelli y col., 1997). En
todos estos casos, tanto en tejidos fotosintéticos como en tejidos de
acumulacion de lipidos de almacenamiento, se ha encontrado que la
regulacion se produce principalmente a nivel transcripcional. Sin embargo, el
analisis de los niveles de mRNA de FAB2 y de proteina FAB2 en el mutante de
Arabidopsis chsl sugiere que este gen también se encontraria regulado a nivel
postranscripcional (Schneider y col., 1995).

Un ejemplo claro de genes de las desaturasas inducidos por el desarrollo se
ha encontrado en el caso de la desaturasa FAD2. En soja, esta desaturasa se
encuentra codificada por los genes FAD2-1A, FAD2-1B y FAD2-2 y, mientras
que FAD2-2 se expresa constitutivamente, la expresion de los genes FAD2-1 se
induce durante el desarrollo de las semillas (Heppard y col., 1996; Tang y col.,

2005).

1.3.2.2. Las hormonas

Diversas hormonas como las auxinas, las citoquininas o el acido
abscisico estan implicadas en la regulacién de las desaturasas. Asi, el acido
abscisico aumenta la cantidad de mRNA de FAB2 en semillas en desarrolllo
(Slocombe y col., 1994), mientras que la auxina parece estar implicada en el
aumento del mRNA de FAD2 (Yamamoto y col., 1994; Lightner y col., 1994). La
regulacion por hormonas parece encontrarse intimamente relacionada con el
desarrollo de la planta, en concreto con la fase de crecimiento en la que la

planta se encuentre. De esta forma, en plantas transgénicas de Arabidopsis, el
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promotor de FAD3 induce la expresion del gen de la luciferasa cuando las
plantas se tratan con auxina y citoquinina anulandose este efecto cuando las
plantas son tratadas previamente con acido abscisico (Matsuda y col., 2001).
Estos efectos de las hormonas se producen cuando el tratamiento se realiza en
la fase reproductiva del crecimiento de la planta pero no si se realizan en la

fase vegetativa.

1.3.2.3. La temperatura

La composicion lipidica y el grado de insaturacion de los lipidos de las
membranas son uno de los factores que mas directamente influyen en la
respuesta de las plantas a la temperatura. Las caracteristicas fisicoquimicas
de las bicapas lipidicas varian segin los distintos grupos de cabeza y acidos
grasos que constituyen los lipidos, y esta composicion de acidos grasos cambia
dependiendo de la temperatura de crecimiento (Iba, 2002). En condiciones
fisiologicas normales, las membranas biologicas se encuentran en estado
liquido cristalino. A temperaturas bajas las membranas sufren un cambio de
estado pasando a la denominada fase de gel en la que las cadenas
hidrocarbonadas de los acidos grasos se disponen rectas, produciéndose un
aumento de la rigidez. Se cree que esta transicion de las membranas
biologicas a la fase de gel a temperaturas bajas contribuye al dano celular,
pudiendo producir incluso la muerte celular. Diversos factores como la
configuracion (cis o trans) de los dobles enlaces de los acidos grasos y su grado
de insaturacion pueden influir en esta transicion de estado y por tanto en la
fluidez o rigidez de las membranas. Como regla general, mayores cantidades
de acidos grasos saturados favorecen la rigidez de las membranas mientras
que el aumento del nimero de dobles enlaces en configuracion cis conduce al

aumento de la fluidez de las membranas. Segun este razonamiento, la
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presencia de acidos grasos saturados deberia ser particularmente importante
a temperaturas altas y los acidos grasos insaturados cruciales para la
supervivencia a temperaturas bajas. Sin embargo, el impacto de la
insaturacion en esta adaptacion a la temperatura parece ser mas complejo. El
estudio de mutantes de Arabidopsis y de plantas transgénicas que presentan
alteraciones en la desaturaciéon de los acidos grasos ha ayudado a profundizar
en el papel de la insaturacion de los acidos grasos en la tolerancia a la
temperatura (Wallis y Browse, 2002), analizandose sobre todo el papel del
fosfatidilglicerol y de los acidos grasos poliinsaturados.

A pesar de que Unicamente representa alrededor del 8 % de los lipidos
de las membranas fotosintéticas, el fosfatidilglicerol, y en concreto sus
moléculas saturadas, se han relacionado con la adaptabilidad de las plantas a
las temperaturas bajas. Se denomina PG saturado a aquellas moléculas de PG
que contienen 16:0, 16:1 en configuracion trans (16:1t) y 18:0. El PG
cloroplastico siempre contiene 16:0 o 16:1t en la posicion sn-2 del glicerol. En
plantas resistentes al frio, la posicion sn-1 del PG suele estar ocupada por el
acido graso 18:1, mientras que en las plantas sensibles al frio suele unirse
16:0 o 18:0 en dicha posicion. Estas diferencias son debidas a la especificidad
de sustrato de la enzima glicerol-3-fosfato aciltransferasa. Con el fin de
clarificar la relacion entre la sensibilidad al frio y las especies moleculares de
PG, se obtuvieron plantas transgénicas de tabaco que sobrexpresaban la
glicerol-3-fosfato aciltransferasa de plantas resistentes al frio como
Arabidopsis y de plantas sensibles al frio como calabaza (Murata y col., 1992;
Moon y col., 1995). La sobrexpresion de estas enzimas, asi como la de la
glicerol-3-fosfato aciltransferasa de Escherichia coli (Wolter y col., 1992),
produjo variaciones en el contenido de PG saturado de las plantas

transgénicas y en su sensibilidad al frio. Aunque estos resultados sugieren
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que el PG saturado es uno de los factores determinantes de la sensibilidad al
frio en las plantas, estudios en el mutante fabl de Arabidopsis sugieren que el
nivel de PG saturado no es lo Gnico que determina la capacidad de las plantas
a tolerar las temperaturas bajas y que debe haber otros factores implicados
(Wu y Browse, 1995).

Los acidos grasos poliinsaturados son los acidos grasos mayoritarios en
plantas y durante mucho tiempo se ha especulado con que son cruciales para
la fotosintesis y el crecimiento de la planta, en particular a bajas
temperaturas. El analisis bioquimico y fisiolégico de los mutantes de
Arabidopsis fad5 y fad6 (Hugly y Somerville, 1992) muestra que los acidos
grasos poliinsaturados de las membranas cloroplasticas influyen en el tamano
del cloroplasto y en la formacion de sus membranas a bajas temperaturas (5
°C), mientras que, el analisis del mutante de Arabidopsis fad2fad6 (McConn y
Browse, 1998) muestra que los acidos grasos poliinsaturados influyen en la
capacidad de crecimiento fotoautétrofo de la planta incluso a la temperatura
normal de crecimiento (figura 1-6). El hecho de que los niveles de 16:3 y 18:3
aumenten durante el crecimiento a bajas temperaturas, apoya la hipotesis de
que los acidos grasos trienoicos desempenan un papel fundamental en la
tolerancia al frio. Sin embargo, estudios en los mutantes de Arabidopsis
fad3fad7fad8 (figura 1-6) (McConn y Browse, 1996) y fad7fad8 (Murakami y
col., 2000), asi como la sobreexpresion del gen FAD7 de Arabidopsis en tabaco
(Kodama y col., 1994) y la cosupresion del gen FAD7 en plantas de tabaco
(Murakami y col., 2000), sugieren que la disminucioén de los acidos grasos
trienoicos tiene efectos minimos en la fotosintesis y crecimiento a
temperaturas normales y bajas, aunque si favorece el crecimiento a

temperaturas altas (40 °C).
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Figura 1-6: Fenotipos de algunos de los mutantes de desaturasas de Arabidopsis
thaliana. (A) WT, mutante fad5 y mutante fad6 mantenidos a 22 °C o a 5 °C durante 10
dias tras 7 dias de germinacion. Adaptada de Hugly y Somerville, 1992. (B) WT y
mutante fad2fad6 crecidos en medio sélido nutritivo que contiene un 2 % de sacarosa.
En este medio el mutante desarrolla hojas y raices pero muere al ser transferido a suelo
lo que sugiere que es incapaz de sobrevivir en condiciones autétrofas. Adaptada de
McConn y Browse, 1998. (C) WT y mutante fad3fad7fad8 crecidos a 22 °C durante 4
semanas. Ambos presentan similar crecimiento vegetativo pero fad3fad7fad8 no

produce semillas. Adaptada de McConn y Browse, 1996.
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Vista la implicacion de la insaturacion de los acidos grasos en la
aclimatacion a la temperatura, no es de extranar que la temperatura regule la
actividad de las desaturasas tanto en plantas como en cianobacterias. Las
cianobacterias responden a descensos en la temperatura de crecimiento
introduciendo insaturaciones en los acidos grasos constituyentes de los lipidos
de membrana. En este caso, esta activacion de la desaturacion parece deberse
a que la temperatura produce un aumento de la cantidad y de la estabilidad
de los RNA mensajeros de los genes desA, desB y desC que codifican las
desaturasas de acidos grasos de cianobacterias (Los y col., 1993; Sakamoto
and Bryant, 1997; Sakamoto and Murata 2002).

Las plantas también responden a los cambios de la temperatura externa
modificando el grado de insaturaciéon de los acidos grasos. Sin embargo, el
mecanismo molecular por el cual la temperatura controla la actividad de las
desaturasas y, por tanto, el grado de insaturacion de los acidos grasos todavia
es desconocido, aunque se han descrito efectos de la temperatura a diversos
niveles de expresion génica en varias desaturasas. Asi, se ha comprobado que
en semillas de soja, el aumento observado en el contenido de acido linolénico y
linoleico al descender la temperatura no se ve acompanado de aumento en los
niveles de mRNA de los genes FAD2-1, FAD2-2 y FAD6 lo que sugiere que la
temperatura regula estos genes a nivel postranscripcional (Heppard y col.,
1996). De forma similar, se ha observado que la acumulacién de acidos grasos
trienoicos que se produce al descender la temperatura en raices de trigo, no
conlleva aumento del mRNA del gen FAD3 sino aumento de la proteina FAD3
lo que también implicaria una regulacion postranscripcional de este gen por la
temperatura (Horiguchi y col.,, 2000). El caso de las ®3 desaturasas
plastidiales (FAD7 y FADS8) parece diferente, modulando la temperatura la

cantidad de mRNA de estas dos enzimas. La observacion de que la reduccion
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de la cantidad de acidos grasos trienoicos era menos pronunciada en el
mutante fad7 de Arabidopsis a bajas temperaturas, permitio identificar a
FADS8 como una 3 desaturasa inducible por bajas temperaturas (McConn y
col., 1994). En Arabidopsis, el aumento de la temperatura de 20 a 30 °C
produce la desaparicion del mRNA de FADS8 mientras que el descenso de 30 a
20 °C induce de nuevo su expresion (Gibson y col., 1998), mientras que, en
maiz, se ha comprobado que a 25 °C solo se detecta mRNA de FAD7, a 15 °C
se detectan ambos y a 5 °C sélo se detecta mRNA de FADS (Berberich y col.,
1998). De esta forma, la temperatura podria regular la expresion de estos dos
genes a nivel transcripcional. Ademas, estudios recientes indican que la
temperatura podria modificar la actividad de la proteina FADS8, produciéndose
una desestabilizacion de la proteina al subir la temperatura lo que supondria
un control de la expresion a nivel postraduccional (Matsuda y col., 2004). En
esta linea, se ha comprobado que las temperaturas altas también disminuyen
la estabilidad de FAD2-1A en semillas de soja (Tang y col., 2005) asi como la
de FAD2 en semillas de girasol (Garcia-Diaz y col., 2002). En este caso,
ademas, la temperatura regula la actividad de FAD2 influyendo sobre la
disponibilidad de oxigeno, que es un sustrato del enzima (Garcia-Diaz y col.,
2002; Martinez-Rivas y col., 2003).

Aunque parece pues suficientemente probado que las variaciones de la
temperatura ambiental influyen en la expresion de los genes de las
desaturasas, como perciben las células estos cambios en la temperatura y los
mecanismos de transduccién de esta senal son practicamente desconocidos.
La transcripcion de los genes de las desaturasas de cianobacterias
probablemente depende de las propiedades fisicas de la membrana. Asi, se ha
comprobado en estos organismos que la hidrogenacién catalitica de las

membranas conduce a un aumento de la transcripcion del gen desA que
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codifica una A12 desaturasa (Vigh y col., 1993). La idea de que los cambios en
la fluidez de las membranas tilacoidales de las cianobacterias pueden
constituir una forma de percibir el estrés térmico se ve sustentada por el
hecho de que algunas proteinas de choque térmico son inducidas cuando la
fluidez de la membrana se altera quimicamente (Horvath y col., 1998). La
trasduccion de la sefial originada por estos cambios en la fluidez de la
membrana al interior celular podria producirse a través de la histidina
quinasa de membrana HIK33. HIK33 se ha descrito implicada en la percepcion
y transducciéon de la senal producida por descensos de la temperatura en la
cianobacteria Synechocystis PCC 6803 (Sakamoto y Murata, 2002, Murata y
Los, 2006). Esta quinasa parece activarse al descender la temperatura, siendo
esta activacion consecuencia de la dimerizacion de la proteina (Los y Murata,
2000). Es posible que el descenso de la fluidez de la membrana originado por
el descenso de la temperatura pudiera conducir a la dimerizacion y
autofosforilacion de HIK33 (Los y Murata, 2004). Sin embargo, no se conoce
con exactitud el mecanismo molecular por el cual HIK33 percive los cambios
en la fluidez de la membrana (Los y Murata, 2004). La activacion de HIK33
desencadena la fosforilacion de un regulador de respuesta denominado RER
que posee capacidad de union a DNA (Murata y Los, 2006). Todos estos
procesos acaban produciendo un aumento de la transcripcion del gen desB
aunque no de desA, desC y desD. HIK33 también esta implicada en la
tranduccion de senal de estrés osmoético e influye en la expresion de otros
genes ademas de desB (Mikami y col., 2002). En plantas no se han descrito
proteinas homologas a HIK33, ni se han obtenido secuencias similares del
analisis de las bases de datos. Sabemos que la ruta CBF/DREB esta implicada
en la transduccién de la sefal desencadenada por el descenso de la

temperatura (Xiong y col., 2002; Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005),
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aunque no se ha encontrado que alguna de estas proteinas afecte a la

expresion de las desaturasas.

1.3.2.4. Otros factores reguladores de la actividad de las desaturasas

Ademas de la temperatura, otros factores ambientales tales como el
estrés hidrico también parecen influir en la actividad de las desaturasas. Asi,
se ha comprobado que la adaptacion a potencial hidrico bajo en células de
patata produce un descenso en el grado de insaturacion de los fosfolipidos de
las membranas. Este descenso parece estar parcialmente asociado a una
disminucion de la expresion de los genes FAD2 y FAD3 aunque no puede
descartarse regulacion también a otros niveles (Leone y col., 1996).

El ataque de patégenos y la respuesta a la herida inducen la expresion de los
genes de las desaturasas. En perejil (Petroselinum crispum), la transcripcion
del gen FAD7 aumenta rapidamente inducida por la infeccion fangica (Kirsch y
col., 1997) y, en Arabidopsis, la expresion del gen FAD7 se activa en diferentes
tejidos en respuesta a la herida, siendo esta induccion mediada por el

jasmonato (Nishiuchi y col., 1997).

1.4. LAS MEMBRANAS FOTOSINTETICAS

Varias etapas de la fotosintesis tales como la absorcién de luz, las
reacciones fotoquimicas, el transporte de electrones y la sintesis de ATP,
tienen lugar en las membranas tilacoidales de los cloroplastos de las células
vegetales y de las cianobacterias. Consecuentemente, las caracteristicas de
estas membranas, asi como su composicion, influyen de manera fundamental
en el desarrollo de la fotosintesis.

Las membranas biolégicas se componen principalmente de proteinas y

lipidos. Entre las proteinas localizadas en las membranas tilacoidales
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destacan los complejos proteicos implicados en el transporte electréonico
fotosintético (fotosistema I, fotosistema II, citocromo bef y ATP sintasa) asi
como varias proteinas periféricas. En cuanto a la composicion lipidica de las
membranas fotosintéticas, como se comenté en el apartado 1.1 de esta
Introduccién, los galactolipidos MGDG y DGDG, el sulfolipido SQDG y el
fosfolipido PG componen las membranas tilacoidales en las plantas y en las
cianobacterias.

A continuacién, dado que uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral
consiste en el estudio de la influencia del grado de saturacion de los lipidos en
el ensamblaje del fotosistema II, se expone una descripcion detallada de dicho

fotosistema.

1.4.1. Componentes proteicos de las membranas fotosintéticas: los

fotosistemas y el transporte electronico fotosintético

De toda la energia radiante del sol que llega a la superficie de la tierra,
aproximadamente solo un 2 % es absorbida mediante la fotosintesis gracias a
los pigmentos fotosintéticos que, en el caso de las plantas, son las clorofilas
(Chl ay Chl b) y los carotenoides. Los pigmentos fotosintéticos estan asociados
a proteinas constituyendo unidades funcionales denominadas fotosistemas.
En cada fotosistema podemos encontrar un centro de reaccion y un complejo
antena. Mientras que las antenas absorben y transfieren la energia de
excitacion procedente de la luz (hay transferencia de energia pero no de
electrones), en el RC se transfieren electrones dando lugar a la transformacion
de la energia luminosa en energia quimica (Clayton, 1965).

En las plantas superiores, asi como en las algas verdes y
cianobacterias, hay 2 tipos de fotosistemas: el fotosistema I (PS I), localizado

casi exclusivamente en las membranas estromales cuyo RC tiene un par
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especial de Chl a que absorbe hacia 700 nm, y el fotosistema II (PS II),
localizado mayoritariamente en las lamelas granales, cuyo RC tiene un par
especial de Chl a que absorbe hacia 680 nm. El PS I y el PS II estan
conectados por una serie de transportadores de electrones. El flujo de
electrones a través de la cadena de transporte electronico se conoce como
transporte electrénico fotosintético no ciclico (figura 1-7) y es el responsable de
la reduccion del NADP+* y de la formacion del gradiente de H* a través de la

membrana tilacoidal, necesario para la sintesis de ATP.

Reacciones fijacion
v carbono

. ADP + Pi -}» ATP
- NADP P

IH°

Estroma

Lumen

€, = 50-T00 pm

ATP sintasa

Figura 1-7: Transporte electrénico fotosintético.

1.4.2. El fotosistema II

El PS II es un complejo de proteinas de membrana presente en todos los
organismos fotosintéticos oxigénicos. Dependiendo de su funcionalidad el
complejo se puede dividir en distintas subunidades: la antena extrinseca

LHCII, las antenas internas, el centro de reaccion (RC) y las proteinas
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extrinsecas asociadas al PS Il que estabilizan el sistema de la fot6lisis del

agua. En la figura 1-8 vemos una representacion esquematica del PS II.

1.4.2.1 La antena extrinseca LHCII

La LHCII une aproximadamente la mitad de la Chl presente en los
cloroplastos, siendo el mayor colector de luz de la naturaleza, y tiene ademas
un papel importante en el ensamblaje del PS Il y en el apilamiento de las
membranas tilacoidales, regulando también la distribucion de la energia de
excitacion entre el PS Iy el PS II (Bassi, 1990). La LHCII se encuentra asociada
al PS II aunque, en ciertas condiciones de luz, puede asociarse al PS I
transfiriéndole energia fotoquimica. La fosforilacion de esta cromoproteina es
fundamental en su mecanismo de accion. En su forma desfosforilada
interacciona especificamente con el PS II (estado 2). Tras la fosforilacion por
una quinasa sensible a la ocupacion del sitio “Qo” del citocromo bsf (Verner y
col., 1997), es capaz de migrar e interaccionar con el PS I (estado 1) y
transferirle, por tanto, la energia de excitacion. Este fenémeno se conoce con
el nombre de transiciones de estado y constituye probablemente el primer
mecanismo de fotoaclimatacién de las plantas. Mediante las transiciones de
estado se evita el dano oxidativo inducido por exceso de absorcion de energia
luminosa en el PS II.

La LHCII esta formada por una familia de proteinas de gran homologia,
con un peso molecular entre 25 y 27 kDa (Peter & Thornber, 1991) que
difieren en sus potenciales de fosforilacion. Su localizacion en el PS II es
diferente: las de menor peso molecular (~25 kDa) se encuentran en la periferia
del PS II, mientras que las de mayor peso molecular (~27 kDa) se encuentran
fuertemente unidas a la unidad central del PS II (Larsson y col., 1987;

Spangfort & Andersson, 1989; Nield y Barber, 2006).
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Figura 1-8: Estructura del fotosistema II

1.4.2.2 La unidad central del PSII: OECC

El complejo OECC (“Oxygen Evolving Core Complex”) corresponde a la
minima particula aislada capaz de separar cargas, reducir quinonas y
producir Oz como subproducto de la reaccion (Ghanotakis & Yocum, 1990;

Green & Durnford, 1996). Esta particula se divide en:

o antenas internas del PS II: CP43 y CP47
o centro de reaccion fotosintético
o proteinas extrinsecas

1.4.2.2.1 Antenas internas del PS II: CP43 y CP47

La antena interna del PS II esta formada por dos polipéptidos
denominados CP43 y CP47 debido a sus masas moleculares aparentes
obtenidas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (Camm & Green,
1980). Ambos polipéptidos unen Chl a y B-caroteno de forma no covalente

(Alfonso y col., 1994). La principal funcion de ambas proteinas es transferir la
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energia de excitacion procedente de la LHCII al RC, a través de una serie de
reacciones ultrarrapidas (ps-fs). Asi mismo, parece que ambas proteinas
tienen también un importante papel estructural ya que son necesarias para la

formacion de un OECC estable.

1.4.2.2.2 El centro de reaccion del PS II

El centro de reaccion del fotosistema II estda compuesto por las
proteinas D1 y D2, las subunidades o y B del citocromo bsso y el producto del
gen psbl. Unidos a estas proteinas también se encuentran diversos cofactores
como quinonas, microelementos (Fe, Mn, Cl y Ca) y pigmentos como clorofila
a, feofitina a y B-caroteno. Este complejo cataliza la transferencia de electrones
desde el agua a la plastoquinona.

D1 y D2 son codificados por los genes cloroplasticos psbA y psbD,
respectivamente, y tienen un peso molecular aparente de 32 y 34 kDa. Estos
polipéptidos proporcionan el ambiente adecuado para que las reacciones del
transporte electronico tengan lugar. El citocromo bsso consta de dos
subunidades, denominadas o y B, de 4,5 y 9 kDa respectivamente,
codidificadas por genes cloroplasticos (psbE y psbF). Este citocromo no parece
participar en el transporte electronico (Kramer y col., 1986) y al dia de hoy no
se conoce con exactitud su funcién.

D1 y D2 estan compuestas por cinco hélices a localizadas en la bicapa
lipidica, denominadas A, B, C, D y E, mas una pequena hélice a en el lumen
del tilacoide entre las hélices o D y E (Michel & Deisenhofer, 1988). En la
figura 1-9 se muestra un esquema bidimensional de la estructura de D1.
Ambas proteinas poseen una gran homologia funcional y estructural con las
subunidades L y M del RC de bacterias purpuras (Youvan y col., 1984; Trebst,

1987; Michel & Deisenhofer, 1988; Diner y col., 1991). D1 y D2 son los
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soportes de los cofactores que intervienen en los procesos fotoquimicos del PS
II, al igual que ocurre en L y M de bacterias purpuras. La homologia en los
sitios de union de las moléculas del par especial incluye residuos His,
altamente conservados, que son ligandos del atomo central de Mg en las Chl.
Algunos de sus residuos participan en la uniéon del Mn al RC necesaria para la

produccion de oxigeno.

NH,

Figura 1-9: Modelo de plegamiento del polipéptido D1 en la membrana tilacoidal del
alga Chlamydomonas reinhardtii. Las hélices transmembrana se representan dentro de
un recuadro. Los aminodcidos comprendidos entre la 4% y la 5% hélice se senalan
mediante el cédigo de una sola letra. Los circulos negros indican aquellos aminodcidos
que aparecen mutados en la mayoria de los mutantes resistentes a herbicidas aislados.

La flecha indica la posicién de la S268 mutada en el caso de STRY7.

El sitio de unién de Qg y su interaccion con herbicidas

Una caracteristica importante del RC, y mas concretamente de su lado
aceptor, es la accesibilidad del sitio de union de Qs a una gran variedad de
sustancias quimicas (Bowyer y col., 1991) comercializadas en su gran mayoria
como herbicidas, ya que bloquean la transferencia de electrones en el RC

compitiendo con Qs por su sitio de unioén, inhibiendo la fotosintesis y
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provocando la muerte de la planta (Hirschberg & Maintosh, 1983; Vermaas y
col., 1989).

Qs es un transportador movil de electrones y protones y su movimiento
de carga y descarga es esencial para el funcionamiento del RC. El disefio del
sitio de unién de Qg permite que dicha uniéon en su estado semireducido
aumente su afinidad en comparaciéon con su estado oxidado o doblemente
reducido. En este ltimo caso, la quinona pasa al “pool” de plastoquinona de
la membrana y una nueva molécula de Qg reemplaza a la anterior en el sitio
de D1. Segun la estructura de Rhodopseudomonas viridis los dos atomos de
oxigeno del grupo carbonilo de la quinona forman enlaces de puente de
hidrégeno con la proteina, uno a la HisL190 y otro con el oxigeno de la cadena
lateral de la SerL223 (Deisenhofer & Michel, 1989). La HisL190 es uno de los
ligandos del Fe no heminico y esta estrictamente conservada tanto en
bacterias purpuras como en el PS II. El GluL212 esta en contacto proximo con
la quinona y probablemente implicado en su protonacion (Paddock y col.,
1989). La PhelL216 (analoga a la PheD;255) forma parte importante de su sitio
de union. El sitio de unién en el PSII esta localizado en la region equivalente
de la proteina D1. En la figura 1-10 se muestra la interaccion de la
plastoquinona y de la atrazina en el sitio de union de Qg de la proteina D1. Se
ha propuesto que la quinona puede unirse mediante un puente de hidrégeno a
la Ser264 en D1 que es equivalente a la Ser223 de bacterias purpuras
(Hirschberg & McIntosh, 1983), e incluso establecer interacciones con otros
residuos que pueden aportar grupos en enlaces de puente de hidrogeno, como
es el caso de la Ser268 (Ruffle y col., 1992; Alfonso y col., 1996). En la figura
1-10 se muestra la posicion de estos residuos en el sitio de unién de Qg.

En 1983, Hirschberg & McIntosh establecieron una correlacion directa

entre la resistencia a atrazina en Amaranthus hybridus y la presencia de
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cambios en el gen psbA, concretamente un cambio S264A. Otros laboratorios
trabajando con otros organismos fotosintéticos como cianobacterias
(Synechocystis, Synechococcus) o algas verdes (Chlamydomonas), han
encontrado mutaciones puntuales en el gen psbA en mutantes resistentes
(Erickson y col., 1984; Golden y col., 1985; Sato y col., 1988; Kirilovsky y col.,
1989). En todos los casos se encontraron cambios en un solo nucleétido que
provocaban el cambio de un Unico aminoacido en la estructura primaria de
D1. Estos cambios estan perfectamente localizados en una regiéon entre las
hélices D y E de D1. En la figura 1-9 se muestra la orientacion de D1 en la
membrana. Los aminoacidos en los que con mayor frecuencia se han
detectado mutaciones en el caso de mutantes resistentes se encuentran
marcados en negrita. Como se puede ver, todas las mutaciones estan
localizadas en el sitio de unién de Qs, constituyendo una prueba de la
competicion que se establece entre Qg y los herbicidas fotosintéticos. En el
caso de las plantas, la totalidad de los mutantes aislados en campo en
distintas especies vegetales presentaban la mutacion en el residuo S264. Sin
embargo, la utilizacion de suspensiones celulares ha permitido el aislamiento
de nuevos mutantes con mutaciones diferentes a la tradicional S264G. Es el
caso de la mutacion S264T en células de tabaco (Sato y col., 1988), la
mutacion S268P en células de soja (Alfonso y col., 1996) o la obtencion de
triples mutantes en células de Chenopodium rubrum (Schwenger-Erger y.col.,
1993). Esto se debe probablemente a que estos mutantes presentan un
crecimiento y capacidad fotosintética menor, lo que hace que la probabilidad
de seleccionarlos en condiciones naturales sea muy baja. Por ultimo, cabe
senalar que, muchos de estos mutantes asociados a la resistencia a herbicidas
presentan alteraciones en el transporte electronico fotosintético, en el

crecimiento y en su comportamiento frente a determinados estreses abidticos
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como luz o temperatura (Kirilovsky y col., 1991; Alfonso y col., 1996; Alfonso y

col., 2001).
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Figura 1-10: Esquema de la interaccién de la plastoquinona (A) y del herbicida atrazina
(B) en el sitio de unién de Qp de la proteina DI. Los puentes de hidrégeno y las
interacciones hidrofébicas estdn representadas por lineas y puntos respectivamente. PQ,

plastoquinona; Qs, plastoquinona unida; PQH2,plastoquinol.

1.4.2.2.3 Proteinas extrinsecas

Existen tres proteinas extrinsecas asociadas al PS II de plantas
superiores. Se encuentran en el lado interno de la membrana tilacoidal y sus
pesos moleculares son de 33, 24 y 17 kDa. Estas tres proteinas se encuentran
en una estequiometria 1:1:1 (Enami y col.,1991).

La proteina de 33 kDa protege al complejo de Mn y mantiene una
configuraciéon que favorece la eficiencia catalitica de la oxidacion del agua
(Miyao y Murata, 1984). Los otros dos polipéptidos, de 24 y 17 kDa, también
estan relacionados con la proteccion de la actividad del desprendimiento de Oo,
pero su modo de accion es mas desconocido. En ausencia de estos

polipéptidos, son necesarias altas concentraciones de Ca2+y Cl- para mantener
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la actividad de desprendimento de oxigeno. Concretamente, la proteina de 24

kDa parece mejorar la union de Cl- (Brudvig y col., 1989).

1.4.3. Papel de los lipidos tilacoidales en la fotosintesis

Como ya se comentd en el apartado 1.1 de esta Introduccion, los
galactolipidos MGDG y DGDG, el sulfolipido SQDG y el fosfolipido PG
componen las membranas tilacoidales en las plantas y en las cianobacterias.
Estos lipidos tienen una influencia directa en la fotosintesis, proporcionando
la fluidez adecuada de la membrana y manteniendo interacciones con
proteinas que aseguran la adecuada conformacion y orientacion de éstas en el
tilacoide. De esta forma se han detectado cuatro moléculas de lipidos en la
estructura cristalina del PS I de cianobacterias, en concreto una de MGDG y
tres de PG que forman puentes de hidrégeno con las proteinas PsaA y PsaB en
la cara citosolica de las membranas tilacoidales (Jordan y col., 2001). Las
estructuras cristalinas del PS II de cianobacterias y de plantas (Zouni y col.,
2001; Rhee y col., 1997) no presentan en cambio moléculas lipidicas aunque
si que se han detectado en preparaciones de LHCII de cloroplastos de guisante
pero no en su estructura cristalina (Kthlbrandt y col., 1994). Sin embargo,
estas moléculas son cruciales para la estabilidad de los complejos LHCII in
vitro (Nuberger y col., 1993; Reinsberg y col., 2001).

El aislamiento y estudio de mutantes de Arabidopsis con alteraciones
en la composicion lipidica ha permitido profundizar en el papel de los lipidos
en la fotosintesis. De esta forma, la inhibicién de la MGDG sintasa en el
mutante mgdl produce una disminucion del contenido de MGDG del 50 % y
como consecuencia la ultraestructura del cloroplasto y el contenido en
clorofila se ve alterado en las hojas del mutante (Jarvis y col., 2000). La

estructura del cloroplasto asi como el contenido en clorofila también se ven
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afectados en el mutante dgdldgd2 que carece de actividad DGDG sintasa
(Kelly y col., 2003) y en el mutante pgpl que carece de actividad PG-3-fosfato
sintasa (Hagio y col., 2002). Al contrario de lo que ocurre con PG, MGDG y
DGDG, el otro lipido constituyente de las membranas tilacoidales, el SQDG no
parece esencial para la fotosintesis aunque si parece indispensable para el

crecimiento en condiciones de deficiencia de fosfato (Yu y col., 2002).

1.4.4. Fotoinactivacion y reparacion del fotosistema II

A pesar de ser la fuerza motriz de la fotosintesis y por consiguiente un
requisito imprescindible para el crecimiento autotrofo de los organismos
fotosintéticos, la luz puede producir danos en el aparato fotosintético. En los
organismos que realizan la fotosintesis oxigénica, la luz dana principalmente
al fotosistema II produciendo inactivacién del transporte electronico y danos
en las subunidades del centro de reaccion, en particular sobre la proteina D1.
Las plantas remedian estos danos a través de un costoso y complicado proceso
de reparacion que implica la degradaciéon y la sintesis de novo de la proteina
D1. In vivo, estos danos inducidos por la luz solo representan un problema
para la planta cuando la velocidad con la que se produce el dafio excede a la
capacidad de reparacion. Esta situacion se conoce con el nombre de
fotoinhibicién y se traduce en una disminucion de la actividad fotosintética y
del crecimiento de la planta. La fotoinhibicion se ve favorecida por la
exposicion prolongada a intensidades altas de luz y, ademas, aumenta cuando
se combinan condiciones de intensidad de luz alta con otros estreses como
temperaturas altas o bajas, deficiencia de agua o de CO,. Es mas, cuando la
planta se encuentra sometida a alguno de estos estreses, la fotoinhibicion
puede suceder incluso a intensidades de luz moderadas (Andersson y Aro,

2001).
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Con el fin de evitar o minimizar la fotoinhibicién, las plantas han
desarrollado varias estrategias. Estas estrategias se basan en cambios en la
distribucién de la antena del PS II entre los dos fotosistemas (transiciones de
estado), en la disipacion del exceso de energia captado en forma de calor y,
principalmente, en la reparacion del PS II reemplazando sus proteinas

danadas (mayoritariamente D1) (Aro y col., 1993).

1.4.4.1. Degradacion y sintesis de la proteina D1

El recambio de la proteina D1 es un fenomeno complejo en el cual
tienen lugar simultaneamente dos procesos: el proceso de fotoinactivacion
causado por el dafno producido por la luz en D1 y el proceso de degradacion y
sintesis de D1.

El proceso de fotoinactivacién es inducido por un funcionamiento
inapropiado del transporte electronico fotosintético en el lado aceptor o
donador del PS II (Andersson y Aro, 2001). La fotoinactivacion inducida en el
lado aceptor se produce basicamente por una acumulacion de Qa reducida que
conduce a la formacion de clorofila triplete y a la produccion de oxigeno
singlete dando como resultado dafo oxidativo en D1. La fotoinactivacion
inducida en el lado donador tiene lugar cuando la velocidad con la que el PS II
dona electrones es mayor que la velocidad con la que los acepta. En estas
condiciones aumenta el tiempo de vida de P680+, lo que acaba danando a D1.

El proceso de degradacion y sintesis de D1 comprende varias etapas

que se esquematizan en la figura 1-11 (Andersson y Aro, 2001):

a) Migracion del PS II danado de los grana a los tilacoides expuestos al

estroma

Los PS II funcionales se localizan principalmente en los grana donde tiene

lugar el proceso de fotoinactivacion. Sin embargo, la insercion de la proteina
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D1 sintetizada de novo tiene lugar en los tilacoides expuestos al estroma. El
mecanismo por el cual el PS Il danado migra desde el grana no se comprende

en su totalidad.

b)  Eliminacion de la D1 dariada del PS II mediante proteolisis

La degradacion proteolitica de una proteina transmembrana como D1 que se
encuentra formando parte de un gran complejo multiproteico es un proceso
complicado. Las proteasas implicadas en el proceso deben distinguir las
proteinas D1 danadas de las funcionales. Parece ser que un cambio
conformacional de D1 se encuentra implicado en el mecanismo que dispara la
degradacion (Janssen y col., 1993; Virgin y col, 1992; Nakajima y col., 1995;
Zer y Ohad, 1995). Los fragmentos de D1 detectados varian segun la
fotoinhibicion se haya inducido en el lado aceptor o en el lado donador del PS
II. Cuando la fotoinhibicion se produce en el lado aceptor se detectan
fragmentos de 23 kDa y 10 kDa debidos a una degradacion proteolitica del
bucle DE (figura 1-9) (Greenberg y col., 1987; Canovas y Barber, 1993). Sin
embargo, también se han detectados fragmentos de 16 kDa que sugieren
degradacion proteolitica en el bucle CD expuesto al lumen (Andersson y
Barber, 1996). Cuando la fotoinhibicion se produce en el lado donador, se
detectan un fragmento N-terminal de 9 kDa y otro C-terminal de 24 kDa lo
que sugiere que en este caso, la degradacion se produce en el bucle AB
expuesto al lumen (Barbato y col., 1991; De las Rivas y col., 1992; Andersson
y Barber, 1996). Todavia queda por determinar si estas diferencias en el
patron de fragmentacion se deben a diferencias a nivel de sustrato o a la
accion enzimatica de distintas proteasas.

En los ultimos afios se han conseguido identificar algunas de las proteasas
implicadas en el proceso. Distintas evidencias indican que la proteasa degP2

dependiente de GTP y localizada en la cara externa de los tilacoides expuestos
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al estroma, realiza la primera degradacion proteolitica generando el fragmento
N-terminal de 23 kDa (Haussthl y col.,, 2001). La degradacion de este
fragmento de 23 kDa parece correr a cargo de la proteasa FstH dependiente de
ATP. FstH es una proteina integral de membrana cuyo extremo C-terminal
expuesto al estroma contiene los dominios cataliticos y de unién al ATP
(Lindahl y col., 2000). Asi pues, la proteina D1 es degradada mediante un
proceso que comprende varias etapas lo cual no es extrano considerando su
complejo plegamiento. Probablemente, ademas de DegP2 y FstH, haya mas
proteasas implicadas en la degradacion de D1 teniendo en cuenta la necesidad
de rupturas en los bucles expuestos a la cara interna del tilacoide.

De manera practicamente simultanea a la activacion de las proteasas,
diversas evidencias indican que se produce una monomerizacion del PS II y un
desensamblaje parcial que incluye la liberacion del OEC (“Oxygen Evolving
Complex”), de CP43 y de CP47, aunque la disociacion de esta proteina no esta
muy clara (Zhang y col., 2000). Este desensamblaje podria ser necesario para

facilitar la insercion de la proteina D1 sintetizada de novo.

c) Sintesis del precursor de D1 e insercién en el PS II

La proteina D1 se encuentra codificada por el gen psbA que presenta una
Unica copia en el genoma cloroplastico en las plantas. En estos organismos, la
regulacion de la expresion de este gen parece producirse fundamentalmente a
nivel de la iniciacion de la traduccion. La iniciacion de la traduccion se activa
gracias a la union a la region S’UTR del mensajero de un complejo proteico
codificado en el genoma nuclear que facilita la asociacion de los ribosomas al
mRNA (Somanchi y Mayfield, 2001). Estos ribosomas unidos al mRNA de psbA
son eficientemente dirigidos a la membrana tilacoidal en luz posiblemente
mediante la union a cpSRP54, un homologo cloroplastico de la SRP (signal

recognition particle) que dirige a los complejos formados por la cadena
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49



Introduccion

peptidica, el mensajero y el ribosoma al reticulo endoplasmico (Nilsson y col.,
1999). La proteina D1 es incorporada y ensamblada en el PS II de forma
cotraduccional (Zhang y col., 1999; Zhang y col., 2000) produciéndose unas
pausas en la traduccion que se creen necesarias para la insercion de las
hélices transmembrana en los tilacoides y para la unién de los cofactores.
Durante su sintesis e insercion, la cadena polipeptidica D1 interacciona con
cpSecY, un canal de translocacion cloroplastico que guia la insercion de D1 en
la membrana. Ademas, durante la elongaciéon D1 interacciona con otras
subunidades del PS II. Asi, un intermediario de D1 de 17 kDa compuesto por
dos hélices a transmembrana, interacciona débilmente con D2. Cuando ya
han sido traducidas cuatro hélices transmembrana la interaccion con D2 es
mas fuerte probablemente debido a la formaciéon de un puente disulfuro
transitorio entre las dos proteinas (Zhang y col., 2000). La terminaciéon de la
elongacion genera un precursor de D1 que posee las cinco hélices
transmembrana de la proteina y un extremo C-terminal en el lumen del

tilacoide que debe ser procesado.

d) Maduraciéon del precursor de D1 mediante procesamiento del extremo C-

terminal y ensamblaje del PS II

Una proteasa localizada en el lumen es la responsable del procesamiento del
extremo C-terminal del precursor de D1 tan pronto como termina la
elongacion (Anbudurai y col., 1994). El procesamiento del extremo C-terminal
se encuentra coordinado con la asociacion de CP43 al PS II reparado siendo
ambos sucesos necesarios para que vuelva a ensamblarse el OEC al nuevo PS
II (Zhang y col., 2000; Diner y col., 1988; Bowyer y col., 1992). Una vez

correctamente ensamblados en los tilacoides expuestos al estroma, los
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monoémeros de PS II migran a los grana donde se encuentran en su forma

dimeérica.

1.4.4.2. Papel de los lipidos tilacoidales en el ciclo de dafo y

reparacion del fotosistema II

La composicion de acidos grasos de las membranas tilacoidales influye
en el proceso de fotoinhibicibn. En concreto, en cianobacterias se ha
relacionado el grado de insaturacion de los acidos grasos tilacoidales con la
capacidad de recambio de D1 y con la capacidad de recuperacion de la
fotoinhibicion a bajas temperaturas (Gombos y col., 1992; Gombos y col.,
1994; Kanervo y col., 1995). En estos estudios, dobles mutantes de
Synechocystis que carecen de acidos grasos poliinsaturados, se muestran mas
susceptibles a la fotoinhibicion que la cepa silvestre. Apoyando estos
resultados, la expresion del gen desA, que codifica la desaturasa Al2 en
cianobacterias, en una especie que normalmente no sintetiza acidos grasos
poliinsaturados (Synechococcus sp. PCC7942), aumenta la tolerancia a las
bajas temperaturas del PS II de este organismo. Los datos derivados de estos
mutantes de cianobacterias sugieren que la ineficiente recuperacion de la
fotoinhibicion podria deberse a un fallo en el procesamiento del extremo C-
terminal del precursor de D1 a bajas temperaturas (Kanervo y col.,1997).

En plantas también se ha relacionado la extension de la fotoinhibicion a
bajas temperaturas con el grado de insaturacion de los acidos grasos. El
aumento del porcentaje de PG conteniendo tinicamente los acidos grasos 16:0,
18:0 y 16:1t (PG saturado), posiblemente hasta un determinado valor umbral,
no afecta al proceso de inactivacion que conduce a la fotoinhibicion pero
parece retardar la recuperacion de la fotoinhibicion a bajas temperaturas

(Moon y col., 1995; Somerville, 1995; Vijayan y Browse, 2002). El estudio de la
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fotoinhibicion en el triple mutante fad3-2 fad7-2 fad8 de Arabidopsis, que
carece de acidos grasos trienoicos, muestra que dichos acidos grasos no
influyen en el proceso de fotoinactivacion del PS II pero si en la reparacion del
PS II a bajas temperaturas aunque se desconoce qué etapa o etapas del
proceso se ven mas afectadas (Vijayan y Browse, 2002). El mutante de D1
resistente a herbicidas STR7 aislado a partir de suspensiones celulares
fotosintéticas de soja en nuestro laboratorio (Alfonso y col., 1996) presenta
mayor sensibilidad a la fotoinhibiciéon y menor grado de insaturacion de los
acidos grasos que la linea silvestre (Alfonso y col., 2001). La reparacion y
ensamblaje del PS II en este mutante ha sido objeto de estudio en esta Tesis
Doctoral, y revela una capacidad reducida tanto de D1 como de D2, OEE33 y
LHCII de ensamblarse y producir dimeros de PS II funcionales (Alfonso y col.,
2004). Estas dificultades en el ensamblaje no estarian relacionadas con
alteraciones en el proceso de maduracion de D1, como parece ser el caso de

las cianobacterias.

1.5. LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA COMO ELEMENTO REGULADOR DE

LA EXPRESION GENICA

La luz, ademas de ser la fuerza motriz de la fotosintesis y un posible
factor de estrés, es también un importante elemento regulador de la expresion
génica en plantas. Basicamente, podemos decir que la luz acttia sobre la
expresion génica a través de varios mecanismos diferentes. Por un lado,
existen mecanismos de regulacion dependientes de la existencia de una
molécula que percibe cambios en la calidad y la cantidad de la luz incidente.
Esta molécula se denomina fotorreceptor. El ejemplo mas conocido y estudiado
es el fitocromo, fotorreceptor que se activa por luz roja y se inhibe mediante

luz roja lejana (Quail, 2002a; Quail, 2002b), aunque también existen
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fotorreceptores que se activan por luz azul (criptocromos) e incluso por luz
ultravioleta (Gyula y col., 2003; Lin, 2002). Ademas de los fotorreceptores,
existe otro mecanismo de regulacion dependiente de la absorcion de la energia
luminosa por el aparato fotosintético. En este caso, el propio transporte
electronico fotosintético esta implicado directamente en esta regulacion,
proporcionando la sefial o sefnales reguladoras, a través de los denominados

mecanismos de control redox.

1.5.1 Definicion de control redox

El control redox de un proceso biolégico puede definirse como la
dependencia de una respuesta molecular del estado redox de una o varias de
las moléculas implicadas (Pfannschmidt y col., 2001). Muchos procesos
metabodlicos celulares implican reacciones redox, por lo que un gran numero
de respuestas biologicas se encuentran bajo este tipo de control. Un ejemplo
muy conocido es la regulacion de las enzimas del ciclo de Calvin por la
tiorredoxina (Scheibe, 1991). En los ultimos anos, diversas evidencias indican
que el control redox se extiende también a niveles de expresion génica. Los
modos de accion de las moléculas implicadas en el control redox son diversos
e incluyen oxidacion-reduccién de grupos tiol, centros hierro-azufre, grupos

hemo y flavinas (Bauer y col., 1999).

1.5.2 Senales redox fotosintéticas y niveles de la expresion génica

afectados. Regulacion redox de genes fotosintéticos

Hasta la fecha se han descrito tres tipos de senales redox reguladoras
de la expresion génica derivadas del transporte electronico fotosintético (Fey y
col., 20095): la generada por algun componente de la cadena transportadora de

electrones como el “pool” de PQ o el citocromo bef, la producida por
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componentes acoplados a la fotosintesis con propiedades redox como la
tiorredoxina o el glutation y la desencadenada por las especies reactivas de
oxigeno derivadas del propio proceso fotosintético (figura 1-12). Diversas
etapas del proceso de expresion génica se han visto reguladas por estas
senales redox fotosintéticas (Pfannschmidt, 2003). El proceso de expresion de
un gen comprende varias etapas. En primer lugar se produce la transcripcion
de un precursor de mRNA que es transformado en mRNA maduro mediante un
procesamiento que incluye el “splicing” y el “editing”. La estabilidad de este
mRNA maduro también puede ser regulada por senales redox fotosintéticas.
Por ultimo, para obtener un polipéptido funcional, los ribosomas deben unirse
al mRNA y la traducciéon debe iniciarse, elongarse y terminarse

adecuadamente.
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Figura 1-12: Regulacion redox fotosintética de genes cloropldsticos y

nucleares. Adaptada de Pfannschmidt, 2003.
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En la figura 1-13 se muestran algunos casos de genes regulados por senales
redox fotosintéticas, los niveles de expresion de estos genes que se han
encontrado regulados, asi como la molécula origen de la sefal redox en los
casos en los que ha podido ser identificada. Como puede observarse en la
figura 1-13, la mayoria de los genes cuya regulacion redox ha sido
caracterizada son genes que codifican proteinas implicadas o directamente
relacionadas con la fotosintesis y que se localizan en el cloroplasto. Los
cambios en diversos factores ambientales como la temperatura o la
disponibilidad de CO, alteran el estado redox de los componentes de la cadena
de transporte electrénico fotosintético (figura. 1-12). Sobre todo cambios en la
cantidad y la calidad de la luz producen desequilibrios en la energia de
excitacion de los dos fotosistemas disminuyendo asi la eficiencia de la
fotosintesis. Para corregir estos desequilibrios las plantas redistribuyen la
energia luminosa mediante dos estrategias: las transiciones de estado, ya
citadas anteriormente, y el ajuste de la estequiometria de los fotosistemas. Las
transiciones de estado se producen en tiempos cortos, del orden de minutos, y
consisten en la migracion de parte de la LHCII desde el PSII al PSI. El ajuste
de la estequiometria de los fotosistemas ocurre en tiempos mas largos, del
orden de horas o dias, y conlleva la sintesis de nuevos componentes afectando
asi a la expresion génica. Ambos procesos se encuentran regulados por
senales redox fotosintéticas originadas por el estado redox del “pool” de
plastoquinona o del citocromo bef (Vener y col., 1997; Alfonso y col., 2000;
Pfannschmidt, 2003). Este ajuste de la estequiometria conlleva expresion
tanto de genes cloroplasticos como de genes nucleares ya que muchas de las
proteinas fotosintéticas estan codificadas en el genoma nuclear (figura 1-12).
Sin embargo, se conoce muy poco de la ruta de transduccién de senal en el

interior del cloroplasto y desde el cloroplasto hasta el ntcleo.
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Figura 1-13: Regulacién redox de distintas etapas de expresiéon génica en plantas y

algas. Adaptada de Pfannschmidt, 2003.

1.5.3. Transduccion de la sefial redox en el interior del cloroplasto

El conocimiento de las moléculas implicadas en la transduccion de la
senal redox es limitado, si bien algunos estudios han conseguido identificar
algunas de ellas dando una primera idea del modo de accion de dicho
mecanismo. La iniciacion de la traduccion del gen psbA en Chlamydomonas
ha sido analizada in vitro mostrando que un complejo multienzimatico se une
a la region 5’ UTR del mRNA y activa su traduccion. Estudios in vitro e in
organello muestran que la union del complejo aumenta en condiciones
reductoras como las que se producen en presencia de luz (Trebitsh y col.,
2000). El complejo esta formado por cuatro subunidades (Pfannschmidt,
2003): la proteina PABP que media la union y presenta homologia con las

proteinas de unién a poliA, la proteina PDI que presenta homologia con las
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disulfuro isomerasas y regula la union de PABP y dos proteinas desconocidas.
En la luz, los electrones de la cadena de transporte electréonico fotosintético
son transferidos via ferredoxina y tiorredoxina a un grupo ditiol vecino a PDI.
Esto requiere una oxidacion previa del grupo ditiol por un factor desconocido.
Este factor es activado en luz por una sefial que parte de la plastoquinona
reducida. Cuando el grupo ditiol se encuentra reducido aumenta la capacidad
de union de PABP lo que conduce a un aumento de la traduccion de psbA. En
oscuridad PDI es inactivada mediante una fosforilacion realizada por una
quinasa dependiente de ADP que se activa cuando aumenta la relacion
ADP/ATP en oscuridad y se inactiva cuando baja la relacion ADP/ATP en luz
(Danon y Mayfield, 1994). Estudios en Arabidopsis indican que un complejo
parecido se une al mRNA de psbA dependiendo de las condiciones redox
sugiriendo que este tipo de regulacion también existe en plantas (Shen y col.,
2001).

Algunas de las proteinas implicadas en la regulacion redox de la
maduracion del mRNA y de la transcripcion también han sido identificadas.
De esta forma se ha encontrado que la proteina p34 se activa mediante
fosforilacion y por la forma oxidada del glutation y se inactiva mediante
desfosforilacion y por la forma reducida del glutation (Liere y Link, 1997). p54
es una endorribonucleasa especifica de secuencia implicada en la formacion
de los precursores de los mRNA de los genes de plantas trnK y rps16 in vitro
(Nickelsen y Link, 1993). En cuanto a la regulacion redox de la transcripcion,
estudios en mostaza muestran que una quinasa denominada “plastid
transcription kinase” se encuentra asociada con la RNA polimerasa
cloroplastica (Baginsky y col., 1997). Esta quinasa es capaz de fosforilar
factores o in vitro y su actividad se ha visto regulada también in vitro mediante

fosforilacion y estado redox del glutation (Baginsky y col., 1999). Se piensa que
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estos factores o intervienen en la regulacion de la transcripcion en el
cloroplasto (Allison, 2000). Intensidades altas de luz inducen variaciones en el
estado redox del glutation del cloroplasto produciendo cambios en la
transcripcion cloroplastica y sugiriendo que este control redox mediado por
glutation también interviene in vivo (Baena-Gonzalez y col., 2002).

Por 1ltimo, estudios en cianobacterias apuntan a que la transduccion
de la senal redox originada por la plastoquinona podria realizarse a través de
un sistema de dos componentes formado por una quinasa de membrana que
sentiria el estado redox de la plastoquinona y transmitiria la senal a un
regulador de respuesta que afecta a la expresion génica (Allen, 1993). En esta
linea, varias evidencias sugieren la implicacion de un sistema de dos
componentes en la regulacion de la estequiometria entre los dos fotosistemas
en la cianobacteria Synechocystis PCC 6803 (Li y Sherman, 2000). Sin
embargo, también hay evidencias que apuntan a que la transduccion de la
senal redox en cianobacterias podria implicar a activadores transcripcionales
tipo CRP, como la proteina NtcA, cuya afinidad por su diana depende de
grupos tiol (Alfonso y col., 2000; Alfonso y col., 2001). En plantas en cambio
no se ha encontrado implicacién de este tipo de activadores transcripcionales.
Si se han identificado en plantas, sin embargo, histidina quinasas
citoplasmaticas implicadas en la senalizacion por etileno y citoquinas, asi
como un gran numero de genes nucleares con homologia a los de los
reguladores de respuesta (Chang y Steward, 1998; Sakakibara y col., 2000;
Urao y col.,, 2000), aunque en ninguno se ha predicho péptido senal

cloroplastico (Pfannschmidt y col., 2001).
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1.5.5. Transduccion de la sefial redox desde el cloroplasto al nicleo

El genoma plastidial codifica menos de cien marcos abiertos de lectura,
mientras que el resto de los mas de 3000 polipéptidos localizados en el
cloroplasto se encuentran codificados en el genoma nuclear y se importan al
organulo tras su traduccion. De esta forma muchos de los complejos proteicos
que participan en la fotosintesis y en otros procesos metabdlicos en los
cloroplastos se componen de subunidades codificadas en ambos genomas.
Para el correcto ensamblaje y funcionamiento de estos complejos se necesita
una estrecha comunicacion entre el cloroplasto y el nucleo. Esta
comunicacion incluye rutas de senalizacion del nucleo al cloroplasto, las
llamadas senales anterogradas, y del cloroplasto al nucleo, las denominadas
sefnales retréogradas (Nott y col., 2006).

Los estudios realizados en los ultimos anos apuntan a la existencia de
varias rutas de senalizacion retrogradas, una de las cuales seria la derivada de
senales redox fotosintéticas. Estudios recientes con microarrays de DNA
confirman la importancia del estado redox, no solo de la plastoquinona sino
también de otros componentes de la cadena de transporte electréonico
fotosintético, en la regulacion de la expresion génica nuclear (Fey y col., 2005).
El mecanismo de transduccion de esta senal redox se desconoce, aunque se
ha propuesto la participacion de una proteina fosforilable en Dunaliella
(Escoubas y col.,, 1995) y de un translocador fosfoenolpiruvato/fosfato
plastidial en Arabidopsis (Streatfield y col., 1999). Las especies reactivas de
oxigeno, sobre todo H»O: y !0, también se han visto implicadas en la
regulacion de la expresion génica nuclear. En particular el HzO, afecta a la
expresion de APX2, una forma citosélica de la ascorbato peroxidasa, en
condiciones de intensidad de luz alta (Fryer y col., 2003, Yabuta y col., 2004).

La transduccion de la senal redox mediada por especies reactivas de oxigeno
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al nucleo parece involucrar cascadas de quinasas MAPK aunque el mecanismo
de transduccion en detalle queda todavia por determinar (Kovtun y col., 2000).

Otra ruta de senalizacion retrograda muy importante es la dependiente
de precursores de la sintesis de clorofila. El aislamiento de los denominados
mutantes gun (genome uncoupled) de Arabidopsis thaliana confirm6 la
implicaciéon de los precursores de la biosintesis de carotenoides en las rutas de
senalizacion retréograda (Nott y col., 2006). A diferencia de la linea silvestre,
estos mutantes presentan altos niveles de expresion de Lhch ain en presencia
de norflurazon, un inhibidor de la sintesis de tetrapirroles (Susek y col., 1993).
La caracterizacion molecular de estos mutantes indica que todos presentan
deficiencias en enzimas que participan en la ruta de sintesis de tetrapirroles y
que impiden la acumulacion del intermediario de sintesis Mg-protoporfirina IX
(Strand, 2004). El acamulo de este compuesto parece desempenar un papel
fundamental en la represion de la expresion de los genes fotosintéticos
nucleares en plantas aunque no se conoce practicamente nada sobre el modo
de accion del mecanismo de transducciéon de la senal.

La inhibicion de la traduccién de proteinas en el cloroplasto mediante el
tratamiento con cloramfenicol o lincomicina produce represion de la expresion
de genes fotosintéticos nucleares. Teniendo en cuenta esta observacion se ha
propuesto la existencia de una ruta de senalizacion retrégrada que requiere
expresion de genes cloroplasticos. Esta respuesta a la expresion génica
plastidial tiene lugar en estadios tempranos del desarrollo de las plantulas y
es independiente de la luz (Sullivan y Gray, 1999). La senal implicada en esta
ruta de senalizacion es totalmente desconocida y diversas evidencias indican
que, esta ruta dependiente de la expresion génica plastidial, converge con la

ruta derivada de Mg-protoporfirina IX (Nott y col., 2006).
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1.6. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

En esta Tesis Doctoral se han abordado principalmente dos objetivos
cientificos: por un lado, el estudio de los mecanismos de regulacion de las
desaturasas de acidos grasos en suspensiones celulares de soja, centrandonos
en el efecto de la luz y en la influencia de los procesos redox fotosintéticos vy,
por otro, el estudio del efecto del grado de insaturacion de los acidos grasos de
las membranas tilacoidales en la reparacion y el ensamblaje del fotosistema II
y su implicacién en la respuesta frente al estrés luminoso.

Al comienzo de esta Tesis Doctoral, el conocimiento acerca de los
mecanismos de regulacion de las desaturasas de plantas estaba practicamente
limitado al estudio de la respuesta frente a la temperatura. La decision de
estudiar el posible papel de la luz en la regulacion de las desaturasas estuvo
motivada por la existencia de una serie de evidencias descritas en la literatura.
Asi, en la cianobacteria Synechocystis PCC 6803 la expresion de los genes
desA, desB y desD, que codifican las desaturasas Al2, o3 y A6
respectivamente, se encuentra regulada por la luz a través de un mecanismo
sensible al transporte electréonico fotosintético. Sin embargo, la expresion de
desC, que codifica la desaturasa A9, permanece inalterada (Kis y col., 1998).
En plantas, el mRNA de FAD7 aumenta durante el proceso de “greening” en
hojas de trigo etioladas (Horiguchi y col., 1996). Otra evidencia que sugiere
que la luz podria actuar como elemento regulador deriva del analisis del
promotor del gen FAD7 de Arabidopsis, donde se detectdé la presencia de
secuencias cis homoélogas a las encontradas en algunos genes regulados por
luz (Nishiuchi y col., 1995).

Dos parecen ser los Unicos factores descritos hasta la fecha capaces de
inducir cambios en la sensibilidad frente al estrés luminoso: alteraciones en el

grado de insaturacion de los acidos grasos de la membrana y mutaciones en la
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subunidad D1 del centro de reaccion del PS II. En el segundo objetivo de esta
Tesis Doctoral pretendimos estudiar el papel de ambos factores en el
ensamblaje del PS II y su influencia en algunos procesos biologicos que tienen
lugar a nivel del PS II como son la fotoinhibicion y la recuperacion del estrés
luminoso. Para ello utilizamos como herramienta el mutante STR7. La
caracterizacion fisiolégica de dicho mutante, aislado anteriormente en nuestro
laboratorio a partir de suspensiones celulares fotosintéticas de soja, revelo6 la
existencia de una sustitucion S268P en la proteina D1 del centro de reaccion
del PS II (Alfonso y col., 1996). Esta mutacion ademas de causar resistencia al
herbicida atrazina, induce alteraciones en el transporte electréonico
fotosintético. Ademas, STR7 muestra mayor sensibilidad al estrés luminoso y
un aumento de los acidos grasos saturados en los lipidos de las membranas
tilacoidales (Alfonso y col., 2001), convirtiéndolo en un buen material biolégico

para el desarrollo del segundo objetivo de esta Tesis Doctoral.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1 Cultivo de suspensiones celulares de soja (Glycine max)

La linea celular fotoautotrofa silvestre de Glycine max (L.) Merr. var
Corsoy fue establecida por Horn y col. en 1983 y posteriormente estudiada
desde el punto de vista fisiologico por Rogers y col. en 1984. Esta linea
celular silvestre fue gentilmente donada por el profesor Jack M. Widholm, del
Departamento de Agronomia de la Universidad de Illinois (Urbana, USA).
Posteriormente, a partir de la linea celular original (WT), se aislaron en
nuestro laboratorio 36 lineas resistentes a la accion del herbicida
fotosintético atrazina de las que 8 se caracterizaron a nivel fisiologico y
bioquimico (Alfonso y col., 1996). Una de ellas, STR7, fue caracterizada
también a nivel molecular (Alfonso y col., 1996). Para este estudio se ha
trabajado con la linea celular silvestre WT y con la linea celular mutante
STRY7.

Se han utilizado dos sistemas diferentes para el cultivo de estas
suspensiones celulares: cultivo en medio liquido y cultivo en medio sélido

(figura 2-1).

2.1.1.1. Cultivo en medio liquido

El cultivo en medio liquido es un sistema rapido y eficaz para el

crecimiento de células vegetales. El medio liquido wutilizado para el
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crecimiento de estas suspensiones celulares es el descrito por Rogers y col.
en 1987. Este medio es una modificacion del medio Murashige y Skoog
(1962) en el que se han variado algunos microelementos y determinadas
hormonas para permitir el crecimiento celular indiferenciado. La composicion

de este medio es la siguiente:

10 % Solucion de macronutrientes

1 % Solucion de micronutrientes

1 % Solucion de hierro

0.1 % Tiamina 0.1 g/1

0.1 % Kinetina 0.20 g/1 en HCI1 0,5N

0. 1% Acido Naftalen-acético 1 g/1 en etanol

Se puede anadir opcionalmente un 1 % de sacarosa (medio KN!?) para
facilitar el crecimiento celular. Este sistema de cultivo fotomixotrofo se utilizo
para el mantenimiento de las lineas celulares, mientras que para la mayoria
los experimentos realizados en esta Tesis Doctoral se utilizé el medio de
cultivo sin sacarosa (KN¢ lo que proporciond condiciones de cultivo
fotoautoétrofas. El pH del medio se ajusté a 5,8 con KOH diluido y se esterilizo
en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Los cultivos se crecieron en un incubador con agitacién orbital (New
Brunswick Scientific Co., Modelo G-25), en matraces de 125 ml con 50 ml de

medio fresco bajo las siguientes condiciones de cultivo:

Intensidad de luz: 70 pE m=2s-1
Temperatura: 22°Ct2°C

Agitacion: 130 r.p.m.

En estas condiciones, las suspensiones celulares mantienen un color

verde intenso, caracteristico del buen estado de los cultivos (figura 2-1A).
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Tras 21 dias de cultivo, las células fueron diluidas a 1/3 del volumen total
con medio fresco.

La linea celular STR7 fue crecida utilizando el mismo medio de cultivo
pero en presencia de s-triazina. Este procedimiento garantiza que los cultivos
mantengan la resistencia a herbicidas fotosintéticos impidiendo la
proliferacion de revertientes. La s-triazina se anade al medio de cultivo ya
estéril, disuelta en 1 ml de metanol hasta una concentracion final de 200 puM.
Este compuesto no resiste las altas temperaturas, por ello, no puede ser
autoclavado junto con el medio y se anade al mismo a través de un filtro

estéril Millex®-GS (Millipore) de 0,22 pum.

Solucién de macronutrientes: (NH4)NO3 16,5 g/1, KNO3z 19,0 g/1, CaCl,.2H20 4,4 g/1,
MgS0,4.7H,0 3,7 g/1, KH,PO4 1,7 g/1

Solucién de micronutrientes: MnS0O4.4H>O 2,230 g/1, ZnS0O4.7H,0 0,860 g/1, H3BOs3
0,620 g/, KI 0,083 g/l, NasMoO4.2H,O 0,025 g/l, *CuS04.5HO 1 ml/l,
*Co(NO3)2.6H,0 1 ml/1

Solucién nutritiva de hierro: Na,EDTA.2H»0 3,72 g/1, FeS04.7H,0 2,78 g/1
*Soluciones de Cu y Co: *CuS04.5H20 2,500 g/1, *Co(NO3)..6H-0 3,000 g/1

2.1.1.2. Cultivo en medio solido

Debido a la ausencia de un método eficaz de congelacion que permita
el mantenimiento de las colecciones celulares, se utilizo el sistema de cultivo
en placa de Petri como método de mantenimiento de nuestra coleccion (figura
2-1B).

El medio de cultivo es el mismo descrito en el apartado anterior (medio
KN1!) excepto por la presencia de un 1,5 % de agar, que actua como agente
gelificante. Las placas con medio s6lido se sembraron con las suspensiones
celulares obtenidas en los medios liquidos mediante disposicién gota a gota

por la superficie de la placa. Las placas se cerraron con parafilm y se
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crecieron en las mismas condiciones de luz, temperatura y gaseo a las que se
sometieron los cultivos liquidos.

Cada 30 dias, las colonias de células se transfirieron a placas con
medio fresco. Para ello, una porcion del material crecido se resuspendié en 5
ml de medio KN! en un tubo estéril. Este material fue utilizado como inéculo

depositandolo gota a gota en una nueva placa con medio fresco.

Figura 2-1: Métodos de crecimiento de las suspensiones celulares de soja. (A)
Cultivo en medio liquido. (B) Cultivo en medio sélido. (C) Observaciéon al
microscopio optico de las suspensiones celulares de soja crecidas en medio

liquido.

El cultivo de este tipo de suspensiones celulares es complicado ya que
requiere medios nutritivos relativamente complejos en comparaciéon con los
medios bacterianos, mucho mas restringidos. Por esta razén, la

manipulacion debe ser muy cuidadosa, poniendo especial cuidado en utilizar
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todo el material convenientemente esterilizado en autoclave y realizar todos
los procesos de manipulacion del cultivo en el interior de una campana de

flujo laminar (Telstar AH-100).

2.1.2. Determinacion de los parametros fisiologicos de crecimiento de

las suspensiones celulares

2.1.2.1. Determinacion del crecimiento

Para estudiar el crecimiento de las suspensiones celulares se pueden
realizar curvas de crecimiento del cultivo utilizando como parametro el
volumen celular empaquetado. Este sistema es rapido, representativo y se
utiliza comtnmente en las suspensiones celulares vegetales como alternativa
a la turbidez o D.O., mucho mas dificil de determinar debido a que éstas
células forman agregados de tamano variable (5-20 células). Para medir el
volumen empaquetado, se tomo6 una alicuota de 1 ml del cultivo, teniendo
cuidado de agitar previamente el matraz y tomar la alicuota con una pipeta
de orificio ancho para permitir el paso de agregados celulares, caracteristicos
de los cultivos celulares de soja. La alicuota se depositdé en un tubo
eppendorf donde se dejo sedimentar por gravedad durante dos horas. Esta
medida se repitié periodicamente a lo largo de todo el ciclo de cultivo. Una
vez sedimentada la muestra se midi6 el volumen que ocupaban las células,
que sera mayor cuanto mas avanzado se encuentre el estado de crecimiento
del cultivo. Se realiz6 una determinacion para cada tiempo de crecimiento y

se promediaron los valores de tres cultivos independientes.

2.1.2.2. Concentracion de clorofila a lo largo de un cultivo

El calculo de la concentracion de clorofila también se utiliz6 como

meétodo indirecto para determinar el crecimiento y el estado de las
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suspensiones celulares a lo largo de un ciclo de cultivo. Las alicuotas de 1 ml
del cultivo, tomadas a distintos tiempos de crecimiento, se centrifugaron en
una microfuga de tubos eppendorf a 13.000 r.p.m. durante 5 min para
eliminar el medio de cultivo. El sedimento obtenido se resuspendié con 1 ml
de acetona al 80 % en agua, con el fin de extraer los pigmentos. La muestra
se sonicé durante 5 min en un bano de ultrasonidos (Ultrasound-P Selecta) a
4 °C, y se centrifugé de nuevo en la microfuga durante 5 min, extrayéndose el
sobrenadante y manteniéndolo a 4 °C. La extraccion se repitio hasta que el

sedimento obtenido present6 un color marrén claro.

La concentracion de la clorofila total (Chlr) de la muestra se determiné
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 663 y 645 nm y

aplicando la formula de Arnon (1949):

(Cth)mg/] = 8,02 X AbS663 nm + 20,2 X AbS645 nm (1)

2.1.2.3. Test de viabilidad con diacetato de fluoresceina (FDA)

Este test permite determinar la capacidad de actividad metabdlica
celular utilizando una disolucién de diacetato de fluoresceina (FDA) al 0,1 %
disuelta en acetona. Una gota de la suspension celular se mezclé6 con una
gota de la disolucion de FDA segun lo descrito por Widholm (1972).
Inmediatamente después, las células fueron observadas al microscopio de
fluorescencia. Las células metabdlicamente activas fueron capaces de
metabolizar la molécula de FDA, liberando la fluoresceina. Este compuesto
excitado con luz ultravioleta emite fluorescencia en la zona amarilla del
espectro. La determinacion de los resultados de este test se ve a menudo
dificultada por la autofluorescencia propia de la Chl en la parte roja del
espectro cuando se ilumina con luz ultravioleta, lo que obliga a utilizar un

microscopio con filtros 6pticos adecuados (Nikon Eclipse TE300).
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2.1.2.4. Fluorescencia de clorofila y desprendimiento de oxigeno

Fluorescencia de clorofila

La fluorescencia de la clorofila de las suspensiones celulares de soja se
analizé utilizando un fluorimetro PAM (Walz, Effelrich, Alemania). Una
alicuota de 1 ml de las suspensiones celulares, fue mantenida en oscuridad
durante 20 min para que todos los centros del PS II se encontraran en forma
mayoritariamente oxidada. La aliquota se introdujo en una cubeta especial
(KS 101) con agitacion. Esta cubeta se conecté a un bano termostatico que
mantuvo la muestra a 24 °C. A continuacion, tras aplicar a la muestra un
pulso de luz modulada, se midio la fluorescencia debida a procesos que no
implican separacion de cargas (Fo). Seguidamente, la muestra se sometio a
un pulso de luz actinica saturante producido por una lampara de Xénon XST
de 8 us de semianchura. Este pulso de luz actinica saturante fue lo
suficientemente fuerte para producir separacion de cargas en cada centro de
reaccion pero lo suficientemente corto (1 s) para evitar la reoxidacion de los
aceptores primarios durante el tiempo del flash. El pulso de luz saturante
permite registrar la fluorescencia maxima (Fm) a la cual todos los centros se
encuentran reducidos. Tras alcanzar la Fm, se registro nuevamente Fy y, con
estos valores de Fm y Fo, se calculd la fluorescencia variable de clorofila (Fv)

segun la ecuacion:
Fv=Fm - Fo 2)

La relacion Fv/Fm permitié determinar el rendimiento cuantico efectivo del
PS II, tanto en suspensiones celulares tratadas con el inhibidor del
transporte electronico fotosintético atrazina como en supensiones celulares

sometidas a fotoinhibicion.
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Determinacion de la actividad de desprendimiento de oxigeno

El O desprendido durante la fotosintesis puede ser detectado
polarograficamente utilizando un electrodo de oxigeno tipo Clark. En nuestro
caso, utilizamos el modelo comercializado por Hansatech (figura 2-2),
acoplado a una cubeta termostatizada con un bafno circulante a 24 °C
(Exacal 200, Neslab Instruments, Inc. Portsmouth, Estados Unidos). El
electrodo consta de un catodo de platino y un anodo de plata inmersos en un
electrolito. Ambos electrodos estan colocados en un disco de plastico: el
catodo se situa en el centro de una protuberancia en la zona central del disco
y el anodo ocupa una hendidura circular. El sistema se encuentra aislado del
medio ambiente por una delgada membrana de teflon permeable al oxigeno
pero no al agua ni a los iones. Separando el disco y la membrana se coloca
un papel espaciador, normalmente papel de arroz, para conseguir una capa
uniforme del electrolito entre el catodo y el anodo. Este electrolito utilizado es
una solucién de KC1 que da continuidad al espacio entre los dos electrodos.
Es importante conseguir una buena homogeneidad en la cubeta y una buena
sensibilidad en la medida evitando la difusion del oxigeno en forma de
gradiente. Para ello, se utiliza un pequeno agitador magnético.

Cuando se aplica un pequeno voltaje entre los electrodos, el platino se
carga negativamente respecto a la plata; el flujo de corriente inicial es
despreciable y el platino se polariza adoptando el potencial aplicado
externamente. Si el potencial se incrementa hasta 600-700 mV, el O, es
reducido en la superficie del platino inicialmente a H2O2, de manera que al
donar electrones al oxigeno la polaridad tiende a descargarse. La corriente
que circula es proporcional al oxigeno consumido en el catodo, la cual se

mide en un registrador (Control Box CBD1 Hansatech) conectado a una carta
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de registro (L6512B, Linseis, GmbH, Alemania) que traduce los cambios de
potencial a lo largo del tiempo en curvas de pendientes variables.

Como fuente de iluminaciéon se utilizaron dos focos situados a ambos
lados de la cubeta del electrodo. La luz actinica fue filtrada a través de 9,5
cm de agua y su intensidad en ambas caras de la cubeta fue de 2.200 pE m-=2
s 1. El blanco se realiz6 con tampon E y las medidas con 1 ml de células en 2
ml de tampon E. Para determinar el grado de inhibiciéon de la actividad
fotosintética en presencia de atrazina se anadieron distintas concentraciones

del inhibidor a la mezcla de células y tampén E.

Tampoén E: NaCl 10 mM, Sacarosa 300 mM, MES-NaOH (pH 6,5) 25 mM

02
Membrana M

Catodo *

0,+2H,0 +2e > H,0+20PH  “puente KCl
H,O +2e — 20H-

____________________

dmmemmmmmemmmeomooo-- Disolucién de KCI

Anodo
+ e 4e y

4Ag — 4AgT + 4de
4Ag* + 4Cl-— 4AgClI

Figura 2-2: Esquema de un electrodo de oxigeno tipo Clark y de las diferentes

reacciones que tienen lugar en el electrodo.

2.1.3. Cultivo de plantas de soja en camara climatica y medio

hidropodnico

El cultivo de plantas de soja (Glycine max) se realizd en camara

controlada en las siguientes condiciones (figura 2-3):
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Intensidad de luz: 400 uE m2s-!
Temperatura: 25 °C
Humedad: 80 %

Rango espectral de la luz de crecimiento: visible (luz diurna)

La disolucion nutritiva de Hoagland, cuya composicion se detalla a

continuacion, se utilizé como medio de cultivo:

0.5 % Disolucion 1
0.25 % Disolucién 2
0.05 % Disolucion de micronutrientes

0.3 % Disolucion de hierro

Disolucién 1: KNO3 50,55 g/1, MgS04.7H,O 49,30 g/1, KH2PO4 27,50 g/1, NaCl 5,85
g/1

Disolucién 2: Ca(NO3)2218 g/l

Disolucién de micronutrientes: MnCl,.4H,O 1,81 g/1, H3BO32,86 g/1, Na;MoO4 0,025
g/1, ZnS04.7H,0 0,23 g/1, CuS0O4 0,06 g/1

Disolucién de hierro: Secuestrene 14 g/1

2.2. FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR Y PURIFICACION

2.2.1. Aislamiento de cloroplastos y membranas tilacoidales a partir de

suspensiones fotosintéticas de soja

Los cultivos de suspensiones celulares fotosintéticas presentan una
tendencia natural a agregarse lo que dificulta su manipulacién, a lo que hay
que anadir los problemas que presenta la ruptura de la pared celular de
estas células.

Las distintas fracciones celulares se obtuvieron a partir de 50 ml de
cultivo después de tres semanas de crecimiento, tiempo éste en el que el

aparato fotosintético se encuentra totalmente desarrollado. Las células se
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filtraron a través de papel Miracloth (Hoechst, Calbiochem) para eliminar el
medio de cultivo y se resuspendieron en tampoén Bl. Este tampon se anade a
razon de 1,5 ml/g de células filtradas. La rotura de las células se llevé a cabo
con un homogeneizador manual de teflon durante 10 min. Para evitar el
calentamiento de la preparacion, se interrumpié 1 min el proceso de rotura

cada 2 min, manteniendo la muestra constantemente en hielo.

Figura 2-3: Crecimiento de palntas de soja (Glycine max) en cdmara

climdtica y medio hidropénico.

El extracto celular se agito durante 10 min a 4 °C para favorecer la
liberacion de los cloroplastos retenidos entre los restos celulares.
Posteriormente, el extracto se centrifugd a 1250 r.p.m. durante 1 min
(centrifuga Sorvall, Dupont Willmington DL Estados Unidos; rotor SS-34),

reservando el sobrenadante. El sedimento se resuspendio en tampon Bl y se
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centrifugd de nuevo en las mismas condiciones. Los dos sobrenadantes
obtenidos anteriormente se mezclaron y se centrifugaron a 10000 r.p.m.
durante 10 min (centrifuga Sorvall; rotor SS-34). El sedimento obtenido
contiene fundamentalmente cloroplastos. Este sedimento se resuspendié en
tampon B2 con ayuda de un pincel, provocando la ruptura del cloroplasto
por choque osmotico. Los cloroplastos rotos fueron centrifugados a 10000
r.p.m. durante 10 min (centrifuga Sorvall; rotor SS-34) obteniendo como
sedimento las membranas tilacoidales. Las membranas fueron resuspendidas
en tampon B3 sacarosa. Todos los pasos fueron realizados en camara fria y
bajo luz tenue. Tras su aislamiento, los tilacoides pueden ser congelados y
almacenados a -80 °C y una vez descongelados deben ser mantenidos a 4 °C

durante su utilizacion.

Tampoén B1: NaCl 400 mM, MgCl, 2 mM, Tricina (pH 8) 20 mM, BSA 0,2 %

Tampén B2: NaCl 150 mM, MgCl, 5 mM, Tricina (pH 8) 20 mM

Tampén B3 sacarosa: NaCl 15 mM, MgCl, 5 mM, MES (pH 6) S0 mM, Sacarosa 400
mM

2.2.2. Aislamiento de cloroplastos intactos

La obtencion de cloroplastos intactos se realiz6 segin el método
descrito por van Wijk y col. (1995) adaptado tanto a suspensiones celulares
como a plantas de soja. Las hojas de soja (50 g) troceadas y lavadas con agua
destilada se homogenizaron en un homogenizador tipo politron en presencia
de medio A y, tras filtrar el homogenizado por dos capas de papel Miracloth
(Hoechst, Calbiochem), se centrifugo a 1300 r.p.m. durante 2 min (centrifuga
Sorvall; rotor JLA 10.500). En el caso de las suspensiones celulares (10 g de
células) la homogenizacion se realizo con un homogenizador de teflon en
presencia de medio A, tal y como se ha descrito anteriormente (apartado 2.1).

Posteriormente, el lisado se centrifugdé a 1300 r.p.m. durante 2 min
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(centrifuga Sorvall; rotor SS-34). El sobrenadante obtenido en ambas
muestras se centrifugé a 10000 r.p.m. durante 10 min obteniéndose en el
pellet fundamentalmente cloroplastos. Este pellet se resuspendio con 3 ml de
medio B y se cargd cuidadosamente sobre un colchon de percoll al 35 %
preparado en medio B. La muestra se centrifugé a 6875 r.p.m. durante 10
min (centrifuga Sorvall; rotor SS-34). Tras la centrifugacion se observo una
banda verde intensa de cloroplastos intactos, situada aproximadamente a 1
cm de la superficie del liquido (figura 2-4), que recogimos cuidadosamente
con una pipeta de boca ancha. Finalmente, los cloroplastos intactos se
lavaron con medio C centrifugando a 10000 r.p.m. durante 10 min para
eliminar posibles restos de percoll, y se resuspendieron suavemente con
ayuda de un pincel en medio C. Los cloroplastos se conservaron en presencia
de los inhibidores de proteasas Pefabloc (100 pg/ml), antipaina (1 ug/ml) y

leupeptina (1 pg/ml).

Medio A (pH=6,1): Sorbitol 330 mM, Ascorbato 5 mM, EDTA 2 mM, NaCl 20 mM,
MgCl, 1mM, MnCl, 1mM, KH,PO4 0,5 mM, MES (KOH) 5 mM

Medio B (pH=7,6): Sorbitol 330 mM, Ascorbato 5 mM, EDTA 2 mM, NaCl 20 mM,
MgCl, 1 mM, MnCl; 1 mM, KH,PO4 0,5 mM, MES (KOH) 5mM

Medio C (pH=8): Sorbitol 330mM, HEPES (KOH) 50mM

<«

|
* Figura 2-4: Aislamiento de cloroplastos intactos
4 mediante centrifugacion en gradiente de percoll. La flecha
- —

indica la banda que forman los cloroplastos intactos.
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2.2.3. Aislamiento de envueltas y tilacoides a partir de cloroplastos

intactos de plantas de soja

Los cloroplastos intactos aislados a partir de hojas de soja (50 g) tal y
como se ha descrito en el apartado anterior, fueron utilizados para aislar
envueltas y tilacoides segin el protocolo descrito por Li y col. (1991) con
algunas modificaciones. Los cloroplastos intactos fueron recogidos mediante
centrifugacion y resuspendidos en 2 ml de tampoén B3. A continuacion, los
cloroplastos se lisaron manteniéndolos en hielo y en presencia de un
volumen igual de TE durante 10 min. Seguidamente, se cargaron 2 ml de los
cloroplastos lisados en un gradiente discontinuo de sacarosa preparado con
disoluciones de sacarosa de 1,2 M, 1 My 0,46 M en TE y se centrifugé a
39000 r.p.m. durante 70 min (centrifuga Beckman; rotor SW41Ti). Tras la
centrifugacion, las envueltas formaron una banda verde en la interfase entre
la disolucion de sacarosa 0,46 M y la disoluciéon de sacarosa 1 M, mientras
que las membranas tilacoidales formaron un pellet en el fondo del tubo. La
envueltas se recogieron cuidadosamente con una pipeta, fueron diluidas con
TE, se sedimentaron mediante centrifugacion a 20000 r.p.m. durante 45 min
(centrifuga Beckman; rotor 70.1 Ti) y se resuspendieron en 50 pl de TE. EI
pellet de membranas tilacoidales se resuspendi6 en TE y se centrifugé a 7500
r.p.m. durante 10 min (centrifuga Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H).
Finalmente las membranas tilacoidales se resuspendieron en TE. Tanto las
envueltas como los tilacoides aislados se conservaron en presencia de los
inhibidores de proteasas Pefabloc (100 pg/ml), antipaina (1 ug/ml) y

leupeptina (1 pg/ml).

TE: Tris HCI (pH 7,5) 10 mM, 2 mM EDTA
Tampo6n B3 sacarosa: NaCl 15 mM, MgCl, 5 mM, MES (pH 6) SO0 mM, Sacarosa 400
mM
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2.2.4. Aislamiento de fracciones enriquecidas en membranas

microsomales de hojas de soja

La obtencion de fracciones enriquecidas en membranas microsomales
de hojas de soja se realiz6 segun lo descrito por Madey y col. (2001) con
algunas modificaciones. Las hojas de soja (50 g) troceadas y lavadas con
agua destilada se homogenizaron en un homogenizador de tipo politron en
presencia de tampén de homogenizacion a razéon de 4 ml/g de hojas. El
homogenizado de hojas se filtr6 a través de dos capas de papel Miracloth
(Hoechst, Calbiochem) y se centrifugé a 1300 r.p.m. durante 2 min
(centrifuga Sorvall; rotor JLA 10.500). El sobrenadante se centrifugo a 10000
r.p.m. durante 20 min (centrifuga Sorvall; rotor JLA 10.500). El pellet se
deseché, y el sobrenadante obtenido se someti6 a centrifugacion a 42000
r.p.m. durante 75 min (ultracentrifuga Beckman L8-70M; rotor 45.Ti)
obteniéndose en el pellet la fraccion enriquecida en membranas
microsomales. Por ultimo, las membranas microsomales se resuspendieron

en un volumen total de 9 ml de tampodn de resuspension.

Tampo6n de homogenizacion: Sacarosa 0,5 M, HEPES (KOH) (pH= 7,5) 50 mM,
Ascorbato 5 mM, Cisteina 3,6 mM, PMSF 0,5 mM, PVP insoluble 0,6%
Tampon de resuspension: Sacarosa 0,33 M, KzPO4 (pH=7,8) 5 mM, KCl 3 mM

2.2.5. Analisis mediante gradiente de sacarosa de fracciones de

fotosistema II

Los cloroplastos intactos aislados a partir de suspensiones celulares
de soja, se resuspendieron en tampoén Tricina (pH=7,8) 10 mM hasta una
concentracion final de clorofila de 1 mg/ml. A continuaciéon los cloroplastos
se solubilizaron en un volumen igual de tampén Tricina (pH=7,8) 10 mM
conteniendo 2 % (p/v) de n-dodecil B-D-maltésido (DM), durante 55 min a 4

°C en oscuridad con agitacion ocasional. Tras la solubilizacion, la
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preparacion se cargo en 12 ml de un gradiente continuo de sacarosa (0,1-1
M), conteniendo 0,05 % (p/v) de DM y que se prepar6 con la ayuda de un
formador de gradiente. Los cloroplastos se centrifugaron en este gradiente de
sacarosa a 180000 g durante 22 h en un rotor basculante (ultracentrifuga
Beckman L8-70M; rotor SW41Ti). Tras la centrifugacion, el gradiente se
recogio en diez fracciones de igual volumen (1 ml) desde la boca hasta el
fondo del tubo que se analizaron mediante electroforesis SDS-PAGE y con
anticuerpos especificos de diferentes componentes del fotosistema II de

plantas.

2.3. TECNICAS ANALITICAS

2.3.1. Analisis de lipidos

2.3.1.1. Extraccion de lipidos de suspensiones celulares de soja

Para extraer los lipidos de las suspensiones celulares se aplicé el
protocolo desarrollado por Bligh y Dyer (1959). Las células de soja (1 g),
filtradas a través de papel Miracloth (Hoechst, Calbiochem), se
homogenizaron en un homogenizador de teflon en presencia de 2 ml de B1 tal
y como se especifica en el apartado 2.1. Al lisado de células se le anadieron 6
ml de la mezcla de extraccion metanol:cloroformo (2:1 en volumen), 2 ml de
cloroformo y 2 ml de agua milliQ. Tras la adiciéon de cada uno de estos tres
reactivos se agito la muestra con un vortex durante 30 s. A continuacién, la
muestra se centrifugé a 2000 r.p.m. y 4 °C durante 20 min (centrifuga
Sorvall; rotor SS-34). Recogimos la fase organica en la que se encuentran los
lipidos y los pigmentos fotosintéticos con una pipeta Pasteur. A la fase

acuosa obtenida en la centrifugacion anterior se le anadieron 3 ml de
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cloroformo. La mezcla se volvio a centrifugar en las mismas condiciones
anteriores, y se recogio la fase organica que fue mezclada con la obtenida en
la centrifugacion anterior. El disolvente de la fase organica obtenida se
evaporé con Nj, quedando como residuo seco los lipidos y los pigmentos
fotosintéticos. Este residuo se guardo a -20 °C y en oscuridad hasta su

posterior utilizacion.

2.3.1.2. Separacion de clases de lipidos mediante cromatografia en capa

fina (TLC)

La separacion de las distintas clases de lipidos se llevo a cabo por
cromatografia en capa fina (TLC) en placa de silica-gel G60 (Merck Kieselgel).
El eluyente utilizado para desarrollar la placa fue una mezcla de
cloroformo:acetona:metanol:acético:agua (50:20:10:10:5 en volumen).

El residuo seco obtenido en el apartado anterior se disolvié con 1 ml de
cloroformo y se reservaron 100 pl y 50 pl para la determinacion gravimétrica
y la extraccion de clorofila, respectivamente. Depositamos en la placa de
silica-gel el resto de la muestra en dos alicuotas de 250 pl y una de 300 pl
con una microjeringa Hamilton. Ademas, cargamos en la placa una alicuota
de 200 pl de una muestra patron para revelar con yodo. La adicion se realizo
con sumo cuidado para impedir la difusion de la muestra en la placa. A
continuacion, se dejo migrar la muestra hasta que el frente de pigmentos
llegd al final de la placa. Finalizada la migracion, tapamos con una placa de
vidrio la parte de la placa que contiene las alicuotas de la muestra de interés,
revelando con vapores de I» el resto de la placa que contiene la muestra
patron. Las distintas bandas de lipidos se marcaron con la ayuda de un lapiz.
La tincion de los lipidos con vapores de 1> se produce por la union del I, a los

dobles enlaces de los acidos grasos que componen los lipidos. De esta
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manera, aquellas bandas de lipidos que tengan una mayor coloracion
presentan acidos grasos con un contenido elevado en insaturaciones,
mientras que los lipidos menos coloreados presentan acidos grasos mas
saturados. La identificacion de las clases de lipidos de interés (MGDG,
DGDG, PG y PC) se realiz6 previamente mediante comparacion de Rf con
patrones comerciales (Sigma) (figura 2-4).

El siguiente paso consistio en la extraccion de los lipidos de la silica-
gel. Para ello, se rascaron con mucho cuidado las zonas de la silica-gel que
contenian las bandas de los lipidos, recogiéndose cada banda en un tubo de
vidrio. Los lipidos se extrajeron de la silica con cloroformo:metanol (2:1 en
volumen) y 1 ml de disolucion acuosa de NaCl (9 g/L). La mezcla se agitoé con
un vortex y posteriormente durante 5 min en un balancin. Tras centrifugar a
4000 r.p.m. durante 5 min (centrifuga Sorvall; rotor SS-34) se recogio6 la fase
organica (la de abajo) y se secé con No.

Para evitar la oxidacion de los dobles y triples enlaces de los acidos
grasos durante el proceso de separacion y fraccionamiento, se anadio el
antioxidante hidroxitolueno butilado (BHT) a una concentracion final de 3
png/ml, siguiendo el método descrito por Eder y col. (1992). El antioxidante se
anadio a la muestra de lipidos antes de ser depositada en la placa de TLC y
antes de la extraccion de los lipidos con cloroformo:metanol (2:1 en volumen)
después de haber sido rascados de la placa y separadas las bandas de los

diferentes lipidos.
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Figura 2-4: Cromatografia en capa fina de los lipidos extraidos de
suspensiones celulares de soja e identificacion de las distintas clases de
lipidos mediante comparacién de los Rf de patrones comerciales. Los lipidos

fueron teniidos con I2 para su visualizacion.

2.3.1.3. Determinacion de los lipidos por gravimetria

Existen distintos métodos de determinacion de la cantidad de lipidos,
aunque muchos son especificos de un tipo determinado de lipido y un tanto
complicados en su ejecucion. Sin embargo, la cantidad de lipidos totales se
puede determinar de forma simple por métodos gravimétricos (Herbes y Allen,
1983). Para ello, se prepararon unas capsulas de papel de aluminio, las
cuales se introdujeron en un desecador durante una hora y, posteriormente,
se pesaron en una balanza analitica (AT21 Comparator, Mettler Toledo) de 6
cifras decimales. Después, estas capsulas se colocaron en una placa

calefactora a 25-30 °C con el objeto de favorecer la rapida evaporacion del
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cloroformo en el que se encuentran disueltos las distintas clases de lipidos.
Se colocaron en cada capsula 100 pl de lipidos totales disueltos en
cloroformo. Con el calor de la placa calefactora se evapor6é rapidamente el
cloroformo quedando como residuo en las capsulillas de aluminio los lipidos
totales. Hay que procurar no sobrepasar los 30 °C para evitar la incineracion
de los lipidos. A continuacion, las capsulas se volvieron a dejar en el
desecador durante 1 h y se pesaron en la misma balanza analitica utilizada
para pesar las capsulas vacias. Por diferencia de pesada se obtuvo la
cantidad total de lipidos. Toda la manipulacion se realizé6 con la ayuda de

unas pinzas de laboratorio.

2.3.1.4. Analisis de la composicion de acidos grasos mediante

cromatografia de gases

El analisis de los acidos grasos presentes tanto en los lipidos totales
como en las distintas clases de lipidos se realizé en el Departamento de
Grasas y Aceites del Laboratorio Agroambiental del Gobierno de Aragon. Los
residuos secos de los lipidos totales y de las distintas clases de lipidos fueron
transesterificados con KOH en metanol. Los ésteres metilicos asi obtenidos
fueron analizados y cuantificados en un cromatografo de gases (modelo 5890
series 2 plus, Hewlett Packard) equipado con un detector de ionizacion a la
llama (FID) y con una columna SE2330 (30 x 0,25 mm de diametro interno,

0,2 df).

2.3.2. Electroforesis SDS-PAGE de proteinas

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se llevo a cabo segin

el protocolo de Laemmli (1970), en presencia del detergente dodecil sulfato de
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sodio (SDS) y urea como agente desnaturalizante. El equipo de electroforesis
utilizado fue el Miniprotean III (Biorad).

Se utilizaron dos tipos de geles: geles del 12 % de acrilamida y geles de
gradiente del 12 al 22 % de acrilamida. La conveniencia de estos dos tipos de
geles dependio del tipo de experimento y, sobre todo, del peso molecular de

las proteinas a analizar.

Preparacién de geles del 12 % de acrilamida

El gel separador del 12 % de acrilamida se prepar6 con la siguiente

composicion:
Gel separador (5 ml) 12%
Urea 1,2 ¢
1,5 M Tris-HCI pH=8,8 1,25 ml
SDS 10 % (p/v) 50 pl
Acrilamida/Bisacrilamida 40 % 1,5 ml
H>0 miliQ 1,75 ml
APS 10 % 25l
TEMED 2,5l

Debido al caracter higroscopico de la urea, hay que tener la precaucion
de disolver la misma sin anadir el H,O y una vez disuelta ajustar el volumen
a 5 ml con H,O. Una vez ajustado el volumen, anadimos el TEMED y el APS
preparado en el momento. El molde se rellené con gel separador hasta un
nivel de aproximadamente 1 cm por debajo del peine. A continuacion, se
anadio alcohol isopropilico hasta el borde del molde lo que evita la
deshidratacion del gel y favorece la formacion de un frente uniforme. El gel se

dejo polimerizar durante 45 min.
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Una vez polimerizado el gel separador, se retiré el alcohol lavando con

H>O milliQ y se anadi6 el gel concentrador que se preparo con la siguiente

composicion:
Gel concentrador 4 %
0,5 M Tris-HC1 pH=6,8 625 pl
SDS 10 % (p/v) 25 ul
Acrilamida/Bisacrilamida 40 % 244 ul
H20 miliQ 1,606 ml
APS 10 % 12,5 ul
TEMED 2,5l

Tras anadir el gel concentrador sobre el gel separador se colocd el

peine y se dejo polimerizar.

Preparacién de geles de gradiente del 12 al 22 % de acrilamida

El gel separador de gradiente se prepar6 a partir de dos disoluciones
de acrilamida, una del 12 % y otra del 22 %, cuyas composiciones se detallan

a continuacion:

Gel separador (5 ml) 12% 22 %
Urea 12¢ 12¢
1,5 M Tris-HC1 pH=8,8 1,25 ml 1,25 ml
SDS 10 % (p/v) 50 pl 50 ul
Acrilamida/Bisacrilamida 40 % 1,5 ml 2,75 ml
H>0 milliQ 1,75 ml 922 nl
APS 10 % 25 ul 25 ul
TEMED 2,5 ul 2,5 ul
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Tras mezclar todos los componentes, se anadi6 el APS y el TEMED y se
colocaron ambas disoluciones en el formador de gradiente. El formador de
gradiente mezclé las disoluciones con la ayuda de una bomba peristaltica, a
un flujo constante de 0,5 ml min-!. El molde se rellen6 hasta 1 cm por debajo
del peine. Al igual que en el caso anterior se cubrio con alcohol isopropilico y
se dejo polimerizar. Posteriormente, se anadié el gel concentrador de
composicion idéntica al comentado anteriormente y se colocoé el peine. Tras la
polimerizacion del gel concentrador, el gel completo quedé listo para la

electroforesis.

Desarrollo de la electroforesis

Una vez que los geles estuvieron completamente polimerizados, se
retiraron los peines, se lavaron los pocillos con H>O milliQ para eliminar
posibles restos de acrilamida y se colocaron en la cubeta de electroforesis
vertical en presencia del tampon de electroforesis. Antes de ser cargadas en
los pocillos con una micropipeta, las muestras fueron desnaturalizadas a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 45 min con el tampon de
desnaturalizacion. Este método de desnaturalizacion supone una alternativa
valida a la desnaturalizacion térmica en el caso de proteinas del cloroplasto,
ya que la desnaturalizacion térmica suele resultar en agregados de alto peso
molecular, dificultando la separacion y, por tanto, la identificacion de las
proteinas de interés. Ademas de las muestras, se cargdé en el mismo gel un
patron de peso molecular con proteinas entre 12 y 110 kDa (Low range
prestained SDS-PAGE standars, Biorad). La electroforesis se desarrollé6 a un
voltaje constante de 100 V, hasta que sali6 del gel el frente de colorante
(alrededor de 3 h).

Finalizada la electroforesis, el gel se retir6 del molde y se tiné durante

3 horas con la disolucién de tenido, tras lo cual se decoloré con la disolucién
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de destenido hasta que el fondo quedé claro y las bandas proteicas fueron

apreciables.

Tampoén de electroforesis: Tris-HCI (pH=8,3) 15 g/1, Glicina 72 g/1, SDS 5 g/1
Tampo6n de desnaturalizacion x 4: Tris-HCl (pH=6,8) 62 mM, SDS 2,3 % (p/v),

Glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 5 %, Azul de bromofenol 0,02 %
Disolucién de tefido: Azul de Coomassie 0,25 g, Metanol 450 ml, Acido acético 60

ml, Agua desionizada 490 ml
Disolucién de destefiido: Metanol 250 ml, Acido acético 750 ml, Agua desionizada
1.500 ml

2.4. TECNICAS INMUNOQUIMICAS Y DE BIOLOGIA CELULAR

2.4.1. Western blot y deteccion inmunolégica de proteinas

Una vez separadas las proteinas mediante electroforesis SDS-PAGE
(apartado 4.2.), éstas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(Transblot transfer medium, BioRad) (Towbin y col., 1979) y se detectaron
mediante anticuerpos especificos. Para ello, tras desarrollar la electroforesis,
el gel sin tefiir se dispuso junto a la membrana en el equipo de transferencia
(Mini Trans-blot, BioRad). Tanto el gel como la membrana, previamente
hidratada, se colocaron entre dos papeles Whatman y dos esponjas, todo ello
empapado en tampon TBS. Los papeles Whatman y la membrana se
recortaron con las dimensiones exactas del gel para que la transferencia
transcurriera eficientemente. La transferencia se llevé a cabo a un voltaje
constante de 100 V durante 90 min en presencia del tampon de
transferencia.

Una vez realizada la transferencia, la membrana se incubdé con el
anticuerpo especifico para la proteina que se deseaba detectar. Este
anticuerpo, denominado anticuerpo primario es reconocido a su vez por un

anticuerpo secundario. El anticuerpo secundario se encuentra conjugado con
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una molécula que permite la deteccion del complejo formado por la proteina
de interés, el anticuerpo primario y el anticuerpo secundario mediante una
reaccion colorimétrica. En nuestro caso se han utilizado dos tipos de
anticuerpos secundarios; conjugados con peroxidasa y conjugados con

fosfatasa alcalina biotinada.

Tampédn de tranferencia: Glicina 14,4 g/1, Tris-HC1 3,03 g/1, Metanol 200 ml

Método de revelado con la peroxidasa

Tras la transferencia se lavé la membrana con tampén TBS y se dejo
incubando con agitacion toda la noche a 4 °C en tampo6n TBS conteniendo 5
% de leche en polvo. Esta incubacion permite que las proteinas de la leche
bloqueen el resto de la membrana impidiendo que los anticuerpos se unan
inespecificamente a ella. Tras esta incubacion realizamos dos lavados de 10
min con TBS 0,1 % leche en polvo. Tras los lavados, se anadio el anticuerpo
primario en TBS con 0,1 % de leche en la dilucién apropiada. Los anticuerpos
contra D1, D2, LHCII y OEE33 se utilizaron a una dilucion 1:1000, mientras
que en el caso del anticuerpo contra FAD7 se utilizé una dilucién 1:200.
Incubamos con el anticuerpo primario durante 1 h a temperatura ambiente y
retiramos el exceso lavando de nuevo dos veces con TBS 0,1 % leche.
Anadimos el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (Blotting grade
anti-rabbit IgG horseradish peroxidase conjugate, BioRad) diluido en TBS con
0,1 % de leche en polvo a una dilucién 1:1000. La membrana se incubo
durante 1 h a temperatura ambiente. Retiramos el exceso de anticuerpo
secundario lavando dos veces durante 10 min con TBS con 0,1 % de leche en
polvo y preparamos la mezcla de reaccion de la peroxidasa (disolucion A y
disolucion B). Las dos disoluciones se mezclaron rapidamente y se anadieron

a la membrana. Las proteinas que reaccionaron con los anticuerpos se
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hicieron visibles al cabo de 5-10 min. Para detener la reaccion se lavo la
membrana con H>O milliQ. Tras secar la membrana, ésta fue escaneada
utilizando un escaner modelo EPSON perfection 2400 PHOTO. El analisis
densitométrico se llevo a cabo utilizando el software Quantity One (BioRad).
Una vez analizada, la membrana se guardo envuelta en papel de aluminio

entre dos capas de papel de filtro.

TBS: Tris-HCI (pH=7,5) 25 mM, NaCl 0,9 %
Disolucién A: TBS 25 ml, HyO, 50 pl
Disolucién B: Naftol 15 mg, Metanol 5 ml

Método de revelado con la fosfatasa alcalina

Para el revelado con la alcalinfosfatasa se utilizo el kit “Amplified
Alcaline Phosphatase Goat Anti-rabbit Inmuno-blot Assay” de BioRad,
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. La gran
especificidad de la union entre la biotina y la estreptavidina permite que se
produzca una reducciéon del ruido de fondo y un aumento de la sensibilidad
de la deteccion pudiendo detectarse con este método de revelado hasta 10 pg
de proteina en la membrana. Al igual que en el método anterior de revelado,
la membrana una vez transferida se lavé con TBS y se bloqueé durante toda
la noche a 4 °C con TBS 5 % leche. A continuaciéon se lavo la membrana con
TTBS (180 ml TBS y 90 ul Tween 20) dos veces durante 10 min. Tras incubar
con el anticuerpo primario durante 90 min y realizar dos lavados de 10 min
con TTBS, la membrana se incubé con el anticuerpo secundario durante 90
min a temperatura ambiente. Durante esta incubacion se preparé el complejo
estreptavidina-fosfatasa alcalina. Tras la incubacion con el anticuerpo
secundario, la membrana se lavo dos veces con TTBS y se incub6 durante 90
min con el complejo estreptavidina—fosfatasa alcalina que formamos

previamente a temperatura ambiente. Tras realizar cuatro lavados con TTBS
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revelamos la membrana con las disoluciones de NBT (nitro blue tetrazolium)
y BCIP (5-bromo-4-cloro-indolilfosfato) en dimetilformamida proporcionadas

en el kit.

2.4.2. Desarrollo de un anticuerpo contra FAD7

El anticuerpo de FAD7 fue realizado por Sigma-Genosys (Reino Unido)
contra un péptido de 16 aminoacidos correspondiente a los residuos 69-84
de la secuencia de la proteina FAD7 madura. Para la eleccion de este péptido
se realiz0 un alineamiento de la secuencia de FAD7 con la de FAD3 y se
analiz6 la secuencia de FAD7 con el programa CloroP de prediccion de
péptidos senal. El péptido elegido fue conjugado a la proteina KLH e
inyectado en dos conejos tras haberles extraido una muestra de suero (suero
preinmune). Cada conejo se inmunizo seis veces con el conjugado y se sangro
en tres ocasiones, utilizandose como anticuerpo el suero obtenido en el tercer
sangrado. Una vez obtenido el anticuerpo, se comprobé su especificidad
realizando un analisis de “Western blot” con distintas fracciones subcelulares

tanto de cultivos celulares como de plantas de soja.

2.4.3. Traduccion in organello: experimentos de marcaje y seguimiento

(“pulse-chase”)

La sintesis de novo de la proteina D1 se estudi6 mediante
experimentos de traduccion in organello. Estos experimentos se llevaron a
cabo con cloroplastos intactos frescos aislados a partir de suspensiones
celulares de soja segun el protocolo descrito en el apartado 2.2 de este
capitulo. El procedimiento es basicamente el mismo que el publicado por van
Wijk y col. (1995) con algunas modificaciones descritas por Zhang y col.

(1999). Los cloroplastos, resuspendidos en medio C a una concentracion de
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clorofila de 0,5 mg ml!, en presencia de 10 mM DTT, fueron incubados
durante 10 min a 23 °C bajo una intensidad de luz de 70 pE m=2 s! en
presencia de la denominada “mezcla de traduccion”. La mezcla de traduccion
contiene 10 mM de ATP y 40 uM de cada aminoacido excepto metionina.
Todas las disoluciones contienen los siguientes inhibidores de proteasas:
antipaina 2 pg ml!, leupeptina 2 pg ml! y pefablock 100 pg ml-!. La adicion
de estos inhibidores es crucial ya que anadiendo Unicamente pefablock, se
observo degradacion parcial de D1.

Tras esta preincubacion, se anadi6 metionina marcada a una
concentracion final de 18,5 kBq ul-l. Los cloroplastos se marcaron con la
metionina radiactiva durante 2,5 min tras lo cual se incubaron durante 5, 10
o 15 min en presencia de 10 mM de metionina no radiactiva en intensidad de
luz baja (70 phE m-2 s-!) o intensidad de luz alta (750 pE m-2 s-1). La traducciéon
se detuvo anadiendo diez volimenes de medio B frio y el resultado se analizo
mediante electroforesis en SDS-PAGE utilizando un gel de gradiente del 12
al 22 % de acrilamida. Tras secar y exponer el gel, las proteinas marcadas
con la metionina radiactiva se detectaron en el equipo FX molecular imager
(BioRad), utilizando el software Quantity One (BioRad) para el analisis

densitomeétrico.

Medio B: Sorbitol 330 mM, Ascorbato 5 mM, EDTA 2 mM, NaCl 20 mM, MgCl, 1 mM,
MnCl,; 1 mM, NaNO3 2 mM, HEPES-KOH (pH=7,6) S0 mM
Medio C: Sorbitol 330 mM, HEPES-KOH (pH=8) 50 mM, DTT 10 mM

2.4.4. Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion de proteinas del fotosistema II se realizo segiin
el protocolo descrito por Zhang y col. (1999) con algunas modificaciones. Los
cloroplastos intactos aislados a partir de suspensiones celulares de soja, en

una concentracion de clorofila de 1 mg ml-!, fueron sometidos a un marcaje
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con metionina radiactiva. Tras el marcaje, los cloroplastos fueron
solubilizados en oscuridad a 4 °C y con agitacion ocasional en presencia del
tampon de solubilizacion. A continuacion, las muestras fueron diluidas con
cuatro volumenes del tampén de lavado y se anadié anticuerpo contra D1 a
concentracion saturante incubandose a 22 °C toda la noche. Esta
concentracion saturante fue determinada previamente en ensayos piloto de
inmunoprecipitacion. Tras la incubacion de la muestra con el anticuerpo, la
mezcla se anadi6 a la resina Sepharosa-Proteina A CL-4B (Amersham-
Pharmacia) y se incubé durante 10-12 h. La resina se sometié6 a cinco
lavados con el tampén de lavado y a un lavado final con Tris-HC1 (pH=7,5) 50
mM. El anticuerpo unido a la resina se liberé con Tris-HCI (pH=7,5) 50 mM
conteniendo SDS al 1 %. Finalmente, las proteinas inmunoprecipitadas se
separaron mediante electroforesis en SDS-PAGE y se detectaron, una vez

secos los geles, mediante el equipo FX molecular imager (BioRad).

Tampoén de solubilizacion: Tricina (pH= 7,8) 10 mM, DTT 10 mM, DM 2 %
Tampoén de lavado: Tris-HCI (pH=7,5) 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-
100 1 %

2.4.5. Inmunomarcado con oro

El estudio de la localizacion subcelular de la proteina FAD7 se realizo
en colaboraciéon con el grupo de la Dra. M* Carmen Risueno del
Departamento de Biologia de Plantas del Centro de Investigaciones Biologicas
(CSIC). La localizacién subcelular se analiz6 mediante inmunomarcado con
particulas de oro siguiendo el protocolo descrito por Bernal y col. (2006Db).
Para ello, las células de soja fueron fijadas en wuna disolucion de
paraformaldehido al 4 % (p/v) en tampon PBS mediante 1 min de extraccion
al vacio. Posteriomente, las muestras se mantuvieron en presencia del fijador

durante 12 h a 4 °C. Tras esta incubacion, se lavaron tres veces con tampoéon
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PBS y se almacenaron en una disolucion de paraformaldehido al 0,1 % en
PBS a 4 °C para evitar la reversion de la fijacion. Bajo estas condiciones de
fijacion la estructura del material se preservo correctamente.

Las células asi fijadas se crioprotegieron mediante inmersion en una
disolucion de sacarosa en PBS en las siguientes condiciones de
concentracion y tiempo: 0,1 M durante 1 h, 1 M durante 1 hy 2,3 M durante
toda la noche a 4 °C. A continuacion las células se dispusieron en el
portamuestras y fueron criofijadas sumergiéndolas rapidamente en nitrogeno
liquido a -190 °C y deshidratadas. La deshidratacion se realizé6 en una AFS
(Automatic Freeze Sustitution System Leica, Viena, Austria) tal y como se
describe en Segui-Simarro y col. (2005). Las muestras criofijadas se
sumergieron en metanol puro con 0,5 % (p/v) de acetato de uranilo a -80 °C
durante 3 dias, tras lo cual la temperatura se elevdé lentamente hasta
alcanzar -18 °C tras 18 h. Seguidamente, se realizaron tres lavados de 30
min con metanol puro a -30 °C, tras lo cual, las muestras fueron infiltradas e
incluidas en Lowicryl K4M a -30 °C bajo luz ultravioleta. El Lowicryl K4M es
una resina hidrofilica y de naturaleza acrilica por lo que deja una superficie
rugosa en el corte ultrafino dejando mayor niimero de epitopos accesibles
para la reaccion con los anticuerpos. A continuacién se obtuvieron cortes
ultrafinos con un ultramicrotomo (Ultracut Reichert, Viena, Austria) que se
recogieron sobre rejillas de niquel de 200 mesh recubiertas con una pelicula
de Formvar que facilita la adhesion y la estabilidad en la manipulacion de los
cortes.

Los cortes ultrafinos dispuestos en las gradillas de niquel se incubaron
sucesivamente en PBS, BSA al 5 % (p/v) en PBS y en el suero antiFAD7 o el
suero preinmune sin diluir durante 1 h. Tras varios lavados con una

disolucion de BSA al 0,1 % (p/v) en PBS, las rejillas se incubaron con el
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anticuerpo secundario, inmunoglobulinas G de ratén conjugadas con
particulas de oro de 10 nm (Biocell, Cardiff, Reino Unido), a una dilucion
1:25 en una disolucion de BSA al 1 % (p/v) en PBS durante 1 h a
temperatura ambiente. A continuacion, los cortes dispuestos en las rejillas se
lavaron con PBS y agua y se dejaron secar al aire. Finalmente, los cortes se
tineron con acetato de uracilo y citrato de plomo y se observaron en un

microscopio electrénico JEOL 1200 a 80 kV.

2.5. TECNICAS DE BIOLOGIiA MOLECULAR

2.5.1. Extraccion de RNA de suspensiones celulares de soja

Tras ser recogidas mediante filtracion a través de papel Miracloth
(Hoechst, Calbiochem) y lavadas con medio de cultivo KN° fresco, las células
de soja (0,4-0,6 g) se congelaron con nitrégeno liquido y se rompieron con la
ayuda de un mortero hasta la obtencion de un polvo fino. A continuacion, se
anadié sobre el lisado celular una mezcla de tampon de extraccion y fenol
(1:1 en volumen) a razén de 1,5 ml de mezcla por cada 0,1 g de peso fresco
inicial de células. Tras centrifugar a 4000 r.p.m. durante 10 min (centrifuga
Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H) se recogi6 la fase acuosa a la que se
anadié un volumen igual de mezcla (1:1 en volumen) de fenol y cloroformo-
isoamilalcohol (24:1 en volumen). Se centrifugé de nuevo en las condiciones
anteriores y se separé la fase acuosa a la que se le anadi6 un volumen de
cloroformo-isoamilalcohol (24:1 en volumen). Tras centrifugar de nuevo en
las mismas condiciones anteriores, se recogio la fase acuosa, precipitando el
RNA con un volumen de LiCl 4 M en presencia de 2 pl de inhibidor de
RNAsas (RNAse OUT, Invitrogen) durante toda la noche a 4 °C. A

continuaciéon, centrifugamos a 10000 r.p.m. durante 25 min (centrifuga
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Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H). El sobrenadante se descarto y el
precipitado que contiene el RNA fue lavado con etanol 80 % y resuspendido
finalmente en 35 pl de agua con 0,1 % (v/v) de DEPC.

La concentracion y la pureza del RNA se determinaron
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 nm y a 280 nm de
3 ul de muestra. Para el calculo de la concentracion, cada unidad de
absorbancia a 260 nm se consider6 como 40 ng/ml de RNA. La pureza se
determiné calculando la relacion entre las absorbancias a 260 y 280 nm. Las
muestras de RNA con esta relacion superior a 1,8 se consideraron
suficientemente libres de proteinas. Finalmente, el RNA se diluy6 con agua

con 0,1 % (v/v) de DEPC hasta una concentracion de trabajo estandar de 2

Tampén de extracciéon: LiCl 0,1 M, Tris-HCI (pH=8) 0,1 M, EDTA 10 mM, SDS 1 %

(p/v)

2.5.2. Técnicas de RT-PCR

2.5.2.1. RT-PCR semicuantitativa

La técnica de RT-PCR se utilizé para estudiar de modo semicuantitativo
los niveles de RNA mensajeros de los genes de las desaturasas. Esta técnica
supone una alternativa al analisis por Northern por cuanto las desaturasas
de plantas presentan una elevada homologia entre si y, por tanto, resulta
complicado poder disefiar sondas especificas de una desaturasa en concreto.
La realizacion de una RT-PCR conlleva dos etapas: la sintesis del DNA
complementario (cDNA) a partir del mRNA y la amplificacion mediante

cebadores especificos del cDNA derivado del mRNA del gen de interés.
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Sintesis de cDNA

El RNA extraido tal y como se explica en el apartado 2.5.1 (4 ug) se
dispuso en un volumen total de 5 ul de agua con 0,1 % (v/v) de DEPC. A
continuacién se procedié a eliminar del RNA la posible contaminacion con
DNA gendmico mediante tratamiento con 5 unidades de DNAsa I libre de
RNAsa a 37 °C durante 10 min. Tras inactivar la DNAsa mediante la adicion
de EDTA a una concentracion final de 2,5 uM y la incubacion a 65 °C
durante 15 min, se sintetizé la hebra de cDNA utilizando como cebador un
oligonucledtido compuesto por desoxiribonucleédtidos de timina denominado
oligo dT. Para ello se anadi6 el oligo dT a una concentracion final de 0,3 uM e
incubamos a 70 °C durante 10 min. Tras enfriar rapidamente en hielo
durante al menos 5 min, se anadio el tampon de la retrotranscriptasa y la
mezcla de desoxirribonucleétidos, incubandose todo a 42 °C durante 1 min.
Pasado este minuto se anadié6 la retrotranscriptasa (M-MLV
retrotanscriptase, Promega) incubandose durante 1 h a 42 °C. La
retrotranscriptasa se inactivo a 70 °C durante 10 min y la muestra se trato
con RNAsa H libre de DNAsa que digiere el RNA de las dobles cadenas
formadas por RNA y DNA. Finalmente, el cDNA sintetizado se diluy6 hasta un
volumen final de 120 pl con H,O miliQ estéril, y se hicieron alicuotas que se

conservaron a -80 °C.

Condiciones de PCR

La deteccion de los cDNA de cada desaturasa se realizo mediante PCR
utilizando parejas de cebadores especificos para cada uno de los genes de las
desaturasas. La elecciéon de estos cebadores supuso la busqueda en las bases
de datos de las secuencias disponibles de los genes de las desaturasas de

soja y la utilizacion del programa primer3 para su diseno. La alta homologia
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que presentan entre si los genes de las desaturasas determiné que al menos
uno de los cebadores de cada pareja se escogiera en alguna de las regiones
UTR, ya que estas regiones son especificas para cada gen (tabla 2-1). Tras
encontrar las condiciones de PCR adecuadas para cada pareja de cebadores,
los productos de amplificacion fueron clonados y secuenciados para

comprobar su identidad.

Secuencia ORF Cebadores Posicién
Genbank

FAB2 09-1334 5'-GCAAGAGTCAAGGAGTCGTCAA-3' 1209
L34346 5-CTGCTTCACCTT ACAGTGACT-3' 1420
FAD2 85-1236  5-CTCTCACCCTCCTCTTCACAC-3' 9
L43921 5'-GAACTCCATAAACACACACCACA-3' 856
FAD3 855.1997 5-GACAACTGGCTTCTCTGGCT-3' 1080
L22964 5-CTCAGTCTCGTTGCGAGTGGA-3' 1998
FADG6 00-1364  5-CCCT TGTTGTGAGCTTAATTC-3' 51
L29215 5'-GAGTTCCAACAATGTCTT CTACC-3' 642
FAD7 169-1530 5'-GAACCTGACCAAATAAATAAACC-3' 103
L22965 5'-CTGCCACTACCTTGTTTGTGTCC-3' 298
FADS 444-1404 5-CAAGCAAGAGGGTTAACATGCTGTATTT-3’ 209
TC204934 5-ATACTTCCTCACCAACCCCATTATTA-3’ 350
ACTINA 140-533 5'-ATTGTAGGTCGTCCTCGTC-3' 186
U60503 853-1446  5'-TTGCATAAAGTGA AAGAACAG-3' 518

Tabla 2-1: Numeros de acceso de las secuencias de cDNA de las desaturasas
analizadas en este estudio. También se muestra la posicién del marco abierto de

lectura (ORF) y la posicion y secuencia de los cebadores escogidos para cada gen.

Las PCRs se realizaron en un termociclador GeneAmp PCR System 9700
(PE Applied Biosystems) en tubos de 0,2 ml en los que se dispuso la siguiente

mezcla de reaccion:

cDNA 8 pul
dNTP mix (10 mM) 3,5 ul
Tampon Taq x 10 Sul
MgCl, (50 mM) 4 ul
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Oligo 5’ (10 uM) 2l
Oligo 3’ (10 uM) 2l
H>0 miliQ 24,5 ul
Taq Platinum (5 u/pl) 1l

Como se muestra en la figura 2-6, todas las PCR realizadas constaron
de una etapa de desnaturalizacion y activaciéon de la DNA polimerasa (Taq
Platinum, Invitrogen) a 93 °C 3 min, seguida de varios ciclos compuestos por
una etapa de desnaturalizacion a 93 °C 1 min, otra de hibridacion de los
cebadores y otra de extension. El nimero de ciclos varia para cada cDNA y la
temperatura de hibridacion (Tm) varia para cada pareja de cebadores (Tabla
4). Todos los programas de PCR se finalizaron con una etapa de extension a

72 °C durante 10 min.

i ne ciclos i
94 °C! 94 °C |
3min: 30s 72°C, 72°C
i t 110 min
i Tm i
i 30s i
| | 4°C
00

Figura 2-6: Programa tipo de PCR utilizado. La temperatura de hibridacién
(Tm), el numero de ciclos y el tiempo de extension (t) se ajustaron de forma

apropiada para cada gen.
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cDNA Tm (°C) Ne° ciclos Tiempo Tamaimno del
extension (s) producto (pb)
FAB2 52 37 45 221
FAD2 64 32 90 847
FAD3 53 33 90 917
FAD6 55 35 45 580
FAD7 55 40 45 206
FADS 50 38 45 141
ACTINA 46 31 45 334

Tabla 2-2: Numero de ciclos y temperatura de hibridacién a la que se ha

realizado cada amplificacién, asi como el tamarnio del producto amplificado.

Andlisis de los productos de PCR

El analisis de los productos de PCR se realiz6 mediante electroforesis en
geles de agarosa. La concentracion de agarosa de los geles depende del
tamano del fragmento que se desea analizar. En nuestro caso, debido a la
diversidad de tamano, se utilizaron geles desde el 0,7 % de agarosa para los
fragmentos mas grandes, hasta el 2 % para los mas pequenos. Para preparar
el gel, la agarosa se fundi6 mediante calentamiento y con agitacion en
tampon TBE. Una vez preparada la disolucion de agarosa, se anadié bromuro
de etidio a una concentracion final de 5 pg/pul, se vertio en el molde del gel y
se coloco el peine para formar los pocillos. El bromuro de etidio se une al
DNA y fluoresce bajo luz ultravioleta. Una vez solidificado el gel, se retir6 el
peine y se coloco con el molde en la cubeta de electroforesis. La cubeta se
rellen6 con TBE hasta cubrir el gel y se dispusieron en los pocillos 15 ul de la
mezcla de PCR a los que se les anadieron 3 pl de tampon de carga. Los
productos de PCR se observaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta en un

equipo de analisis de imagenes (Gel Doc, BioRad).

Tampoén de carga: EDTA (pH=8) 50 mM, Glicerol 50 % (v/v), TBE x 1, Azul de
bromofenol 0,05 % (p/v)
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TBE: Tris-borato (pH=8) 90 mM, EDTA 2 mM

2.5.2.2. RT-PCR cuantitativa a tiempo real

La sintesis de cDNA se realizo6 como se describe en el apartado 6.2.1.
Las PCRs cuantitativas a tiempo real se realizaron en un termociclador
iCycler (Biorad) utilizando el reactivo SyBr Green® mix (Biorad). La mezcla de

reaccion contenia:

cDNA 2 ul
SyBr Green® mix 12,5 ul
Cebador 5’ (5 uM) 1,5 pul
Cebador 3’ (5 uM) 1,5

H>0 miliQ 5,5 ul

Los cebadores se diseniaron con el programa Primer Express (Applied
Biosystems) de forma que su temperatura de hibridacion fuera 59 6 60 °C y
que el fragmento que amplificaran tuviera un tamano de 70 pb (tabla 2-3). De
esta manera, ademas de permitir analizar de forma simultanea varios genes,
se minimizan los problemas de hibridacion y sefales inespecificas. El
programa de PCR consistio en una etapa de desnaturalizacion y activacion de
la Taq polimerasa de 5 min a 95 °C seguida de 40 ciclos consistentes en una
etapa de desnaturalizacion de 15 s a 95 °C y una etapa de hibridacion y
extensién de 1 min a 60 °C. La fluorescencia emitida por el SyBr Green® se

midi6 al final de la etapa de extension de cada ciclo (figura 2-7A).
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Secuencia Cebador Secuencia del Cebador

FAB2 FAB2FQ 5-AACCGAGAACAGCCCCTACC-3’
FAB2RQ 5-CGTGGGATATGAAGGTTGCC-3’

FAD2 FAD2FQ  5-ACTGATGTTCCTCCTGCCAAC-3’
FAD2RQ 5-TGAGGTTTTTCAAATGGCACC-3’

FAD3 FAD3FQ 5-GACCACTTCGTAAGTGACACTGGA-3’
FAD3RQ 5-ACTCAGTCTCGTTGCGAGTGGA-3’

FAD6 FAD6FQ2 5-ATGCACTGGGTCTCTTCATGAT-3’
FAD6RQ2 5-TTGCAGTCCCTGTCCATACC-3’

FAD7 5'FAD7RT 5-CAGGAACCTGACCAAATAAATAAACC-3’

3'FAD7RT 5-TGCCATTGGACTAAAAAATGAAACT-3’
ACTINA  ACTFQ4  5-ACCTCAGCCGAGCGTGAAAT-3’
ACTRQ4  5-TGCTCGTAGTCAAGGGCAATG-3’

Tabla 2-3: Secuencias de los cebadores utilizados en la PCR cuantitativa

Cdlculo de la eficiencia

La eficiencia de una PCR se define como la velocidad a la que el
amplicon se esta generando y se expresa generalmente como un porcentaje.
La eficiencia es el 100 % cuando la cantidad del amplicon se dobla en cada
ciclo de la fase exponencial de la reaccion de PCR. La estimacion de este
parametro puede realizarse a partir de la regresion del ciclo umbral frente al
logaritmo de la cantidad inicial de DNA. Como en nuestro caso no se conoce
la concentracion de las muestras, se realizo la regresion frente a una serie de
diluciones seriadas (1, 1:10, 1:100 y 1:1000) de una muestra de cDNA (figura
2-7B). La pendiente de esta recta proporciona el valor de la eficiencia segin

la ecuacion:
e =101/a-1 (3)

donde e, es la eficiencia y a, es la pendiente de la regresion.
Cada dilucion de la muestra se determiné por duplicado y so6lo se
consideraron validas aquellas parejas de cebadores cuya eficiencia estuviera
comprendida entre el 90 y el 100 %. Como ejemplo se muestran en la figura

2-6 los datos de eficiencia obtenidos para FAB2.
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Figura 2-6: Cdlculo de la eficiencia de la PCR de FAB2. (A) PCR cuantitativa de una
muestra de cDNA (verde) y sus diluciones seriadas 1:10 (azul), 1:100 (rosa), 1:1000
(naranja) y el correspondiente control negativo (amarillo). (B) Regresién del ciclo umbral
frente al logaritmo de la cantidad de DNA. La eficiencia se dedujo a partir de la

pendiente de la recta.

Curva de desnaturalizacién (curva de “melting”)

La especificidad de cada PCR se comprobé mediante la realizacion de
una curva de desnaturalizacion del amplicon una vez finalizada la PCR. Esta

curva de desnaturalizacion consistio en un calentamiento desde 55 °C hasta
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95 °C aumentando la temperatura medio grado cada 10 s. Este aumento de
la temperatura desnaturaliza el DNA amplificado produciéndose cambios en
la fluorescencia debidos a la disociacién del SyBr Green® de la doble hélice.
La representacion de estos cambios de la fluorescencia con la temperatura (-
dRFU/dT) frente a la temperatura proporciona la curva de desnaturalizacion
del producto amplificado (figura 2-7). Cada producto amplificado posee una
temperatura caracteristica de desnaturalizaciéon segin su longitud y
secuencia, por lo que las curvas de desnaturalizacion permiten comprobar si
el par de cebadores utilizados amplifican un unico fragmento o fragmentos

heterogéneos, asi como si se producen dimeros de los cebadores.
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Figura 2-7: Curvas de desnaturalizacién de los fragmentos amplificados de las o3

desaturasas de plantas: FAD3 (azul) y FAD7 (verde).

Cuantificacion
Las cuantificaciones se realizaron con muestras procedentes de al

menos dos experimentos independientes y cada muestra se analiz6 por
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triplicado. Todas las cuantificaciones se realizaron de forma relativa tomando
como gen control o “housekeeping” el gen de la actina o el RNA 18S y
tomando una de las muestras del experimento como referencia o calibrador.
Los niveles relativos de RNA mensajero se calcularon utilizando el método del

2%ct (Livak y Schmittgen, 2001) que se resume en la siguiente expresiéon

algebraica:
Induccion=2 [“Ctimuestra)- ACt(calibrador)l  (4)
ACt(muestra)= Ct(H)m-Ct(P)m (S)
ACt(calibrador)= Ct(H). -Ct(P)c (6)

El ciclo umbral (Ct) es el ciclo al que comienza a detectarse el amplicon.
Ct(Hm y Ct(H)c representan el valor de Ct para el gen control o
“housekeeping” en la muestra a analizar y en la muestra que se ha tomado
como calibrador respectivamente. De modo analogo, Ct(P)m y Ct(P)c
representan el valor de Ct para el gen cuya expresion se desea estudiar (gen
problema) en la muestra a analizar y en la muestra que se toma como

calibrador respectivamente.

2.5.3. Clonaje de los productos de PCR

Los productos de amplificacion obtenidos en la RT-PCR
semicuantitativa fueron clonados y secuenciados para identificarlos con total
seguridad. Para realizar este clonaje, los productos de PCR se extrajeron del
gel de agarosa, se introdujeron en el plasmido pGEM-T-easy y se

transformaron en células de Escherichia coli de la cepa DHS5,,.
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2.5.3.1. Extraccion de los productos de PCR de geles de agarosa

mediante lana de vidrio

Una vez separados los productos de PCR mediante electroforesis en gel
de agarosa, éstos se visualizaron bajo luz ultravioleta y la zona del gel donde
se localiz6 la banda se recorté con un bisturi estéril. El fragmento de agarosa
que contiene el DNA se troce6 y se coloco junto con 20 pl de H2O miliQ estéril
en un eppendorf de 0,5 ml al que se le habia practicado un orificio en el
fondo y en el que se habia dispuesto lana de vidrio hasta aproximadamente
la mitad de su volumen. El tubo con la lana de vidrio y la agarosa se acoplo a
un tubo eppendorf de 1,5 ml y se centrifugé a 10000 r.p.m. durante 10 min
(centrifuga Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H). El eluato obtenido tras la
centrifugacion contiene el DNA. El tubo con la lana de vidrio se acopl6é a un
nuevo eppendorf de 1,5 ml, se anadieron otros 20 ul de H,O milliQ estéril y se
centrifugo de nuevo en las mismas condiciones anteriores. El eluato se
mezclo con el eluato anterior y se eliminaron posibles contaminaciones de
proteinas extrayendo con un volumen de fenol:cloroformo-isoamilalcohol (1:1
en volumen) y posteriormente con un volumen de cloroformo:isoamilalcohol
(24:1 en volumen). Finalmente, el DNA se precipitd con dos volimenes de
etanol y 1/5 del volumen de acetato de sodio 3 M a -20 °C durante como

minimo 1 h y se resuspendié con H>O milliQ estéril.

2.5.3.2. Ligacion y clonaje de los productos de PCR en el plasmido

PGEM-T-easy

Una de las caracteristicas de la Taq polimerasa que se utilizé en las
reacciones de PCR (Taq Platinum, Invitrogen), es que introduce una base
adenina (A) en los extremos 3’ del amplicon. El plasmido pGEM-T-easy

(Promega) contiene una timina (T) en los extremos 5’ lo que permite la uniéon
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del fragmento amplificado mediante la accion de la enzima T4 ligasa
(Promega). La mezcla de ligacion debe contener, de forma aproximada,
cantidades equimolares de plasmido y fragmento que se desea clonar para
que la ligaciéon sea oOptima. La ligaciéon se realizé mediante una primera
incubacion durante 1 h a temperatura ambiente seguido de una incubacion

posterior durante toda la noche a 8 °C.

2.5.3.3. Transformacion de Escherichia coli con la mezcla de ligacion

Las células competentes de la cepa DHS5, de E. coli (Promega) se
transformaron mediante choque térmico con las mezclas de ligacion. Para
ello, las bacterias competentes que se conservan a -80 °C, fueron
descongeladas en hielo durante 15-20 min. Una vez descongeladas, se
anadieron 100 ul de bacterias a 10 ul de ligacién y se incub6 en hielo durante
otros 20 min. A continuacion, el tubo conteniendo la mezcla de ligacion se
transfiri6 rapidamente a 37 °C y se mantuvo a esa temperatura durante 5
min. Seguidamente, se afniadieron a la mezcla 500 ul de medio LB y se incub6
durante otros 30 min a 37 °C. La mezcla se sembr6 en placas de LB con
ampicilina (50 pg/ml) a razéon de 200 pl de mezcla por placa. La ampicilina
fue utilizada como marcador selectivo, ya que el vector pPGEM-T-easy confiere
resistencia a este antibiético. Tras incubar las placas sembradas a 37 °C
durante toda la noche, aparecieron abundantes colonias correspondientes la
mayoria de las veces a clones positivos conteniendo la construccion deseada.
Las colonias asi obtenidas se numeraron, y se inocularon algunas de ellas en
tubos con 3 ml de LB y 100 pug pl-! de ampicilina para el posterior analisis de

su DNA plasmidico de forma individual.
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2.5.3.4. Aislamiento de DNA plasmidico: método de la lisis alcalina

Tras incubar toda la noche a 37 °C los cultivos en medio LB liquido
con ampicilina, se procedi6 a aislar su DNA plasmidico para determinar si
contenian el fragmento deseado clonado en el plasmido pGEM-T-Easy. Para
ello, 1,5 ml del cultivo liquido fueron centrifugados a 13000 r.p.m. durante 3
min. Tras retirar cuidadosamente con una pipeta Pasteur el sobrenadante, se
resuspendié el pellet de bacterias con 100 pl de disolucion I mediante
agitacion con vortex. Para digerir la pared bacteriana se anadi6 lisozima a
una concentracion final de 1 mg/ml. A continuacion, se anadieron 200 ul de
disolucion II preparada en el momento, se voltearon los tubos varias veces y
se dejaron en hielo. Seguidamente, se anadieron 150 pl de disolucion III y se
agitdé nuevamente utilizando un vortex. Tras incubar los tubos en hielo
durante 15 min, se centrifugaron a 13000 r.p.m. 5 min (centrifuga Beckman
Allegra™ 21R; rotor F2402H) y se recogié el sobrenadante que contiene el
DNA plasmidico. El DNA gendomico de la bacteria se desnaturalizé en las
condiciones alcalinas del medio de extraccion y precipito6 en esta
centrifugacion. Las posibles contaminaciones de proteinas se eliminaron del
sobrenadante extrayendo con un volumen de una mezcla (1:1 en volumen) de
fenol y de cloroformo:isoamilalcohol (24:1 en volumen). El DNA, que
permanece en la fase acuosa de dicha extraccion, se precipité con dos
volimenes de etanol y 1/5 del volumen de acetato de sodio 3 M a -20 °C
durante al menos 1 h. El pellet de DNA plasmidico recogido por
centrifugacion a 12000 r.p.m. durante 30 min (centrifuga Beckman Allegra™
21R; rotor F2402H), se lavo con etanol al 70 %, se secé al aire y se
resuspendié en 20 ul de H>O milliQ estéril.

Una alicuota del DNA plasmidico obtenido se digirié con enzimas de

restriccion adecuadas que cortaran el plasmido pGEM-T-Easy liberando el
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producto de PCR clonado. Los fragmentos originados en las digestiones se
separaron mediante electroforesis en geles de agarosa y se observaron bajo
luz ultravioleta. Los plasmidos que habian incorporado el inserto del tamano
deseado se enviaron a secuenciar para comprobar la identidad del producto
clonado y las colonias que los contenian se conservaron en glicerol a -80 °C.
La secuenciacion del DNA plasmidico fue realizada en el Servicio de

Secuenciacion del CNIO (Madrid).

Disolucién I: Glucosa 50 mM, Tris-HCI (pH=8) 25 mM, EDTA 10 mM
Disolucién II: NaOH 0,2 N, SDS 1 % (p/v)
Disolucién III: Acetato potasico 60 ml, Acido acético 11,5 ml, H,O 28,5 ml

2.5.4. Aislamiento de polirribosomas

El aislamiento de polirribosomas a partir de suspensiones celulares de
soja, se realizo segun lo descrito por Horiguchi y col. (2000) con algunas
modificaciones. Una vez recogidas mediante filtracion con papel Miracloth
(Hoechst, Calbiochem) y lavadas con medio fresco, las células de soja (0,6 g)
se rompieron en un mortero con nitrégeno liquido hasta la obtencién de un
polvo fino. El polvo se mezclé con 1,5 ml del tampon de aislamiento agitando
con un vortex. Tras centrifugar a 4 °C y 13000 r.p.m. durante 15 min
(centrifuga Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H) el sobrenadante se
deposité con una pipeta sobre un gradiente de sacarosa del 15 al 60 %. Las
disoluciones de sacarosa se prepararon en tampoén de aislamiento y el
gradiente (10 ml) se preparé con un formador de gradientes y la ayuda de
una bomba peristaltica. La muestra se centrifugé a 32000 r.p.m. durante 3 h
en un rotor basculante (ultracentrifuga Beckman L8-70M; rotor SW41Ti) y
recogimos todo el contenido del tubo, desde la superficie hasta el fondo, en
alicuotas de 500 pl. Medimos la absorbancia a 254 nm de todas las

fracciones mezclando aquellas con valores de absorbancia similares.
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El RNA presente en cada alicuota se extrajo con un volumen igual de
una mezcla (1:1 en volumen) de fenol y de cloroformo-isoamilalcohol (24:1 en
volumen). Tras centrifugar a 4000 r.p.m. durante 10 min (centrifuga
Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H) separamos la fase acuosa y
precipitamos el RNA con dos volumenes de etanol y 1/5 del volumen de
acetato de sodio 3 M durante toda la noche a -80 °C. El pellet de RNA,
recogido mediante centrifugacion a 4 °C y 10000 r.p.m. durante 25 min
(centrifuga Beckman Allegra™ 21R; rotor F2402H), se sec6 con nitrogeno y se

resuspendio en 5 ul de H,O con 0,1 % (v/v) de DEPC.

Tampén de aislamiento: Tris-HCl (pH=8,5) 50 mM, KCIl 250 mM, MgCl, 50 mM, DTT

20 mM, Cicloheximida 10 pg/ml, Heparina 100 pg/ml

2.5.5. Northern blot

El RNA aislado de las distintas fracciones polisomales se analiz6
mediante la técnica de Northern blot. Esta técnica consiste en la separacion
de las muestras de RNA mediante electroforesis desnaturalizante en gel de
agarosa y en su transferencia a una membrana para la posterior hibridacion
con una sonda especifica para cada gen de interés.

Los geles de agarosa utilizados fueron del 1,2 % y se prepararon

anadiendo los siguientes componentes:

Agarosa 3g
HEPES EDTA x 10 25 ml
H>0 con 0,1 % DEPC 190 ml

Formaldehido 40 ml

La agarosa se disolvié calentando y con agitacion. El formaldehido, que actu6
como agente desnaturalizante, se anadi6 una vez que la disolucion de

agarosa se hubo enfriado ligeramente. Para la formacion del gel, la disolucion
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de agarosa se deposité en un molde de 15 cm x 15 cm y se coloco el peine
para formar los pocillos. Una vez solidificado, se retiré el peine y se introdujo
el gel con el molde en la cubeta de electroforesis que se rellen6é con tampoén
de electroforesis hasta cubrir el gel.

Antes de ser depositadas en los pocillos, las muestras de RNA se
desnaturalizaron a 65 °C durante 3 min en presencia de tres volimenes de
tampon de carga x 4. Tras disponer las muestras en los pocillos, la
electroforesis se llevo a cabo a una intensidad constante de 20 mA hasta que
el frente de colorante migré unos 11 cm (aproximadamente 14 h). El tampon
de electroforesis se mantuvo en agitacion durante toda la electroforesis con
un agitador magnético, y el bromuro de etidio que migré en direccion
contraria a la del RNA, se transporto del polo positivo al polo negativo con la
ayuda de una bomba peristaltica conectada a los reservorios de la cubeta de
electroforésis.

Finalizada la electroforesis, el gel fue expuesto a luz ultravioleta
durante 5 min, realizandose dos lavados de 10 min con H>,O miliQ estéril, dos
lavados de 20 min con tampéon SSC x 20. Tras estos lavados, el gel fue
expuesto a luz ultravioleta durante 10 min para favorecer la posterior
transferencia de las moléculas de RNA a la membrana.

A continuacion, los distintos RNA separados en el gel fueron
transferidos a una membrana. A diferencia de la transferencia de proteinas
que realizamos mediante carga eléctrica, la transferencia de RNA se realizo
por capilaridad. El gel se dispuso sobre una tira de papel Whatman que
cubria una placa de vidrio en una bandeja en la que se vertié tampéon SSC x
20 hasta una altura de unos 2 cm (figura 2-8). Sobre el gel se coloco la
membrana (Hybond N+*, Amersham) hidratada con H,O miliQ y

posteriormente saturada con tampon SSC x 20 y sobre ésta dos trozos de
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papel Whatman empapados en tampon SSC x 20. Sobre todo esto se coloco
papel de filtro hasta unos 15 cm de altura y un peso aproximado de 1 kg. El
tampon SSC x 20 asciende por capilaridad arrastrando las moléculas de RNA
desde el gel hasta la membrana donde quedan fijadas gracias a la carga
positiva de la misma. Tras realizar la transferencia durante toda la noche, la
membrana se expuso a luz ultravioleta durante 5 min y se mantuvo 2 h a 80

°C, quedando lista para la hibridacion.

Tampon de electroforesis (1L): HEPES EDTA x 10 100 ml, Formaldehido 160 ml, H,O
miliQ estéril 740 ml

Tampo6n de carga x 4: Formamida 50 %, Formaldehido 16 %, Hepes-EDTA, Glicerol
10 %, Xylene-cianol 0,025 M, Azul de bromofenol 0,025M, BET 10 ng/ml
Tampo6n SSC x 20: NaCl 175,3 g/1, Citrato sédico 88,2 g/1

Peso

Papel de
filtro

Whatman

Membrana
Gel

Puente de papel

Bandeja con 7 | | \N— Whatman
SSC x 20

Figura 2-8: Esquema del montaje realizado para la transferencia de RNA a

una membrana de nitrocelulosa

Hibridacién de la membrana

Las membranas se hibridaron con sondas de los genes FAD7 y
ACTINA. La ACTINA fue utilizada como gen control o “housekeeping”. Los
productos de PCR obtenidos con los cebadores especificos para los cDNA de

dichos genes (tabla 2-1) se utilizaron como sonda. Las sondas se marcaron
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con fosforo radiactivo (a(32P)dCTP, Amersham) utilizando el kit Megaprime™
DNA labelling (Amersham-Pharmacia) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Antes de realizar la hibridacion se incubé la membrana en el
horno de hibridacion con el tampdén de prehibridacion (Rapid-Hyb buffer,
Amersham-Pharmacia) a 42 °C durante al menos 4 h. Esta prehibridacion
bloquea la membrana impidiendo que la sonda se una de forma inespecifica.
Tras desnaturalizar la sonda marcada a 95 °C durante 5 min, se anadié al
tampon de prehibridacion incubandose la membrana en el horno de
hibridacion a 42 °C durante toda la noche. Posteriormente, se realiz6 un
lavado a la membrana con tampoén SSC x 2 seguido de dos lavados con SSC x
2, 0,1 % SDS de 5 min a temperatura ambiente y dos lavados con SSC x 0,1,
0,1 % SDS de 5 min a temperatura ambiente. Finalmente la membrana se

seco al aire y se detect6 la senial radioactiva (FX molecular imager, BioRad).
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3. RESULTADOS

3.1.REGULACION DE LA EXPRESION DE LAS DESATURASAS DE ACIDOS

GRASOS DE PLANTAS

3.1.1. Composicion de acidos grasos de suspensiones celulares de soja

crecidas en luz y en oscuridad

Como se ha comentado en Materiales y Métodos, las suspensiones
celulares de soja se mantienen normalmente en el medio heterotrofo KN! que
contiene un 1 % de sacarosa. En estas condiciones nutricionales, no sélo la
fotosintesis, sino también la metabolizacion de la sacarosa actiia como fuente
de energia y de carbono. En este medio de cultivo las suspensiones celulares
crecen en tres fases bien diferenciadas (figura 3-1). En la primera fase, la
fase de latencia, se produce la adaptaciéon de las células al medio de cultivo.
En la segunda fase, la fase exponencial, las células se dividen aumentando la
masa celular. En la tercera fase, la fase estacionaria, no varia la masa celular
y se produce por agotamiento de algun nutriente o por la produccién de
algtin metabolito secundario dafiino para el cultivo.

Para evitar que la sacarosa interfiriera en el estudio del efecto de la luz
y del estado redox celular en la actividad de las desaturasas, las células
mantenidas en KN! se cultivaron en medio KN° que no contiene sacarosa. En
estas condiciones la fotosintesis es la unica fuente de energia del cultivo. En
este medio de cultivo, y a diferencia de los descrito anteriormente para los

cultivos KN1, las células mantenidas en luz crecieron mas lentamente aunque
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mostraron un incremento constante del volumen celular (figura 3-2A), sin
que puedan distinguirse las tres fases del crecimiento comentadas
anteriormente. Las células crecidas en KN° muestran, ademas, un aumento
progresivo de la cantidad de clorofila (figura 3-2B). Sin embargo, las células
mantenidas en oscuridad en este medio de cultivo, practicamente no
presentaron variacion del volumen celular a lo largo del ciclo de cultivo
(figura 3-2A) y su contenido de clorofila apenas vario (figura 3-2B). La tinciéon
con IbK de estas suspensiones celulares muestra la gran cantidad de almidon
que almacenan estas células de soja en condiciones normales de cultivo
(Bernal y col., 2006a). En oscuridad, las células podrian obtener el carbono y

la energia necesaria a partir de dichos aciimulos de almidon.
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Figura 3-1: Curva de crecimiento a lo largo de un ciclo de cultivo de las
suspensiones celulares de soja crecidas en luz y medio KN!. Los datos

representan la media de tres experimentos independientes.
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Figura 3-2: Curva de crecimiento (A) y concentracién de clorofila (B) a lo
largo de un ciclo de cultivo de las suspensiones celulares de soja
mantenidas en luz (O) o en oscuridad (@) en KN°. Los datos representan la

media de tres experimentos independientes.
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3.1.1.1. Composicion de acidos grasos de los lipidos totales

Con el fin de estudiar el efecto de la luz en la desaturacion de los
acidos grasos constituyentes de los lipidos, analizamos la composicion de
acidos grasos de suspensiones celulares de soja crecidas en medio
fotoautotrofo (KNO) bajo condiciones normales de iluminacion y en oscuridad.
En primer lugar, la cantidad de lipidos de cada muestra se determinoé
gravimétricamente (tabla 3-1). Estos datos indicaron que la cantidad de
lipidos, referida tanto a gramo de peso fresco como a cantidad de clorofila, de
las células mantenidas en oscuridad era muy similar a la de las células
mantenidas en luz. Esta escasa variacion de la cantidad de lipidos sugiere
que en oscuridad no se produce degradacion de las membranas. El contenido
de clorofila de las suspensiones celulares mantenidas en oscuridad corrobora
esta idea ya que la degradacion de las membranas conduciria a un dramatico
descenso del contenido en clorofila que, de hecho, no se observa (figura 3-

2B).

mg lip/g fw  mg lip/mg Chl
L14 6.98+1.22 6.88+0.58
D14 6.29+1.06 6.20+2.77
L21 5.42+0.25 5.40+£0.47
D21 6.01+1.31 6.40+0.56

Tabla 3-1: Determinacién gravimétrica de la cantidad de lipidos de las
suspensiones celulares de soja crecidas en medio KN° en luz o en oscuridad

durante 14 6 21 dias.

La composicion de acidos grasos de los lipidos totales extraidos de
estas suspensiones celulares en distintos dias del ciclo de cultivo se analiz6
mediante cromatografia de gases (figura 3-3). La composicion de acidos

grasos de nuestras suspensiones celulares ha sido descrita en trabajos
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anteriores (Alfonso y col., 2001) y es similar a la obtenida en el pasado para
la misma linea celular (Martin y col., 1984), representando los acidos grasos
poliinsaturados mas del 65 % de los acidos grasos totales y siendo el acido
linolénico la especie mayoritaria (alrededor del 50 %) (figura 3-3). Las células
mantenidas en luz practicamente no mostraron cambios en la composicion
de acidos grasos a lo largo del ciclo de cultivo. Unicamente se detecté un
ligero aumento (5 %) del 18:3 tras 31 dias de crecimiento. Sin embargo, las
células mantenidas en oscuridad mostraron un descenso progresivo de los
acidos grasos poliinsaturados. Asi, los niveles de 18:3 descendieron
dramaticamente desde alrededor del 50 % hasta alrededor del 15 % después
de 21 dias de oscuridad. Tras 31 dias de oscuridad, el porcentaje de 18:3
disminuy6 hasta representar menos del 10 % de los acidos grasos totales. De
forma similar, los niveles de 18:2 también descendieron aunque en menor
cuantia, desde alrededor del 12 % hasta alrededor del 9 %, tras 21 dias de
oscuridad y hasta alrededor del 5 % tras 31 dias de oscuridad. Cabe destacar
que este descenso del 18:3 parece preceder al descenso de la cantidad de
18:2. Por el contrario, los niveles de 16:0, 18:0, 20:0 y 18:1 aumentaron en
oscuridad. De hecho, el nivel de 16:0 mostré el ascenso mas acusado,
aumentando su porcentaje molar desde el 19 % hasta casi el 38 %. Cabe
senalar también que el descenso obtenido en oscuridad de los niveles de 18:2
y 18:3 no se ve compensado por el aumento de los acidos grasos 18:0 y 18:1.
Este dato sugiere que, ademas de la desaturacion, probablemente la
elongacion de 16:0 a 18:0 realizada por la enzima KAS II o la elongacion de

18:0 a 20:0 también se encontrarian afectadas en ausencia de iluminacion.

121



Resultados

%0 Dia0y Dia 14
50 - 1

40

20

18 aa-r%iﬁ g |

16.0 16.1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:.0
Acido graso

Porcentaje molar
w
o
|

60
50
40 A
30
20
10 -
gl B i |
16:0 16.1 180 18:1 182 183 20.0
Acido graso

Dia 21

Porcentaje molar

60
50 1
40
30

Ul & e ok [ iF[

16.0 16.1 18:0 18:1 18:2 18:3 200
Acido graso

Dia 31 {

Porcentaje molar

Figura 3-3: Composicion de dcidos grasos de las suspensiones celulares de
soja inmediatamente después de la dilucién (), de células crecidas en luz
(®) y de células crecidas en oscuridad (®). Los datos representan la media

de tres experimentos independientes.
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3.1.1.2. Composicion de acidos grasos de distintas clases de lipidos

Con el fin de averiguar si los cambios en la composicion de acidos
grasos detectados en las suspensiones celulares de soja mantenidas en
oscuridad afectaban mas a unas clases de lipidos que a otras, analizamos la
composicion de acidos grasos de varias clases de lipidos. Para ello, a partir de
los lipidos totales, separamos mediante cromatografia en capa fina las
distintas clases de lipidos y analizamos su composiciéon de acidos grasos
mediante cromatografia de gases. En nuestro caso decidimos analizar la
composicion de acidos grasos del MGDG, del DGDG y del PG por ser los
lipidos que componen las membranas tilacoidales que son las membranas
mas abundantes en nuestras células de soja. Ademas también analizamos la
composicion de acidos grasos del PC por ser el lipido que se sugiere
implicado en el intercambio de acidos grasos entre el reticulo endoplasmico y
el cloroplasto. Los resultados de estos analisis se muestran en la tabla 3-2.
De forma general, las cuatro clases de lipidos analizadas mostraron descenso
de la cantidad de 18:3 en oscuridad. Sin embargo, es en el caso de MGDG
donde este descenso es mas importante y donde se produce, ademas, un
aumento de la cantidad de 16:0 y 18:1 tal y como se detectaba en el caso del
analisis de los lipidos totales. En el resto de los lipidos analizados, estas
variaciones son de menor cuantia, no apreciandose diferencias notables entre
el PC que se encuentra sobre todo en el reticulo y los otros lipidos
cloroplasticos como PG y DGDG. Esto no es extrano teniendo en cuenta que
la soja es una planta 18:3 y, por tanto, sus lipidos son desaturados en ambos
organulos. De esta forma los cambios producidos en oscuridad en la
composicion de acidos grasos del MGDG, el lipido mas abundante de las
membranas tilacoidales, son consistentes con los cambios observados en la

composicion de acidos grasos de los lipidos totales en estas condiciones.
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Lipido Diascultivo  Composicion de acidos grasos de cada lipido (% molar)

16:0 18:0 18:1 18:2 18:3
MGDG L14 3,1 - 4,6 11,5 80,8
D14 14,7 4,2 34,3 11,2 30,3
L21 3,7 - 4,4 12,6 76,5
D21 25,6 - 12,2 8,5 42,1
DGDG L14 21 - 57,9 8,6 12,5
D14 17,3 8,9 59,9 6,4 -
L21 13,7 - 40 5,4 14
D21 21,6 4,9 60,2 8,6 -
PG L14 21,7 3,8 10,6 35,5 28,3
D14 33 - 12,5 20,3 26,1
L21 22,6 3,7 26,2 24 21,2
D21 17,4 4,3 56,4 10,3 3,7
PC L14 16,7 3,9 9,8 21,3 48,3
D14 23,7 4 12,5 18 39,1
L21 19,2 3,9 14,7 20,6 38,5
D21 22,1 - 28,3 14,7 24,9

Tabla 3-2: Composicién de dcidos grasos de las clases de lipidos en las suspensiones

celulares de soja crecidas en medio KN° en luz o en oscuridad durante 14 y 21 dias.

3.1.2. Efecto de la oscuridad en la expresion de los genes de las

desaturasas

A la vista de los resultados de los analisis de la composicién de acidos
grasos expuestos anteriormente, estudiamos si los cambios en el grado de
insaturacion observados en oscuridad, se correlacionaban con cambios en la
expresion de los genes de las desaturasas. Para ello, extrajimos el RNA total
de los mismos cultivos a partir de los cuales realizamos el analisis de acidos
grasos, y analizamos los niveles de RNA mensajero de los genes de las
desaturasas mediante RT-PCR. Este analisis se realizé inmediatamente tras
el subcultivo (dia 0) y en los dias 14 y 21 de crecimiento de las suspensiones

celulares (figura 3-4), lo que cubre todo el ciclo de cultivo. E1 RNA mensajero
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Figura 3-4: Andlisis mediante RT-PCR de los genes de las desaturasas. El
RNA se aisloé de las células tras el subcultivo (dia 0) y tras 14 o 21 dias de
crecimiento en medio KNO en luz (L14; L21) o en oscuridad (D14; D21) y se
sintetizé el cDNA. Para cada reaccion de PCR se utilizaron los cebadores

especificos detallados en la tabla 2-1.

de todos los genes estudiados estaba presente en las células crecidas en luz

a lo largo de todo el ciclo de cultivo. Sin embargo, tras 14 dias de incubacion

en oscuridad no se detectaron los mRNA de los genes FAD2, FAD3, FADG6,
FAD8 y FAB2 (figura 3-4). Cabe destacar que este descenso en los niveles de
mRNA, precedio al descenso detectado en los niveles de acidos grasos
poliinsaturados (figura 3-3). Por el contrario, el mRNA del gen FAD7 se
detecto tras 14 dias de incubacion en oscuridad en niveles similares a los
obtenidos en luz. Es mas, tras periodos mas largos de incubacion en
oscuridad, seguimos detectando dicho mRNA (figura 3-4). Sin embargo, como

se muestra en la figura 3-3, los niveles de 18:3 descienden acusadamente en
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tales condiciones, lo que sugiere que la luz podria regular la expresion del

gen FAD7 mediante un mecanismo diferente a los demas genes.

3.1.3. Efecto de la reiluminacion en la composicion de acidos grasos y

en la expresion de los genes de las desaturasas

A la vista de los resultados anteriores, decidimos comprobar la
reversibilidad del efecto que la luz ejerce tanto sobre la composicion de acidos
grasos como sobre la expresion de los genes de las desaturasas. Para ello, las
suspensiones celulares mantenidas en medio KN° y en oscuridad durante 14
dias se reiluminaron y analizamos su composicion de acidos grasos y la
expresion de los genes de las desaturasas tras 4 y 8 dias de reiluminacion.
Estos resultados se muestran en las figuras 3-5 y 3-6. Tras 14 dias de
crecimiento en oscuridad, las células mostraron un descenso del 18:3 de
alrededor del 20 % y un aumento del 16:0 y del 20:0 de alrededor del 7 % y el
11 %, respectivamente (figura 3-5). Sin embargo, la reiluminacion de estas
células logré evitar el acusado descenso de los acidos grasos insaturados que
se produce en tratamientos mas prolongados de oscuridad (figura 3-3),
mostrando las células reiluminadas durante 4 y 8 dias una recuperacion de
los niveles de acidos grasos saturados e insaturados hasta valores similares a

los de las células crecidas en luz (figura 3-5).
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Figura 3-5: Composicion de dcidos grasos de las suspensiones celulares de
soja mantenidas durante 14 dias en luz (®) o en oscuridad (@) y de células
crecidas en oscuridad durante 14 dias y reiluminadas durante 4 (@) y 8
dias (©).

A continuacion procedimos a determinar si la recuperacion de los
niveles de acidos grasos en las células reiluminadas se correspondia con
cambios en el perfil de expresion de los genes de las desaturasas. Para
comprobar esto, analizamos mediante PCR la expresion de los genes de las
desaturasas en las suspensiones celulares reiluminadas. Efectivamente, tras
reiluminar durante 4 y 8 dias, los mRNA de los genes FAD2, FAD3, FADGb,
FAD8 y FAB2, indetectables en las células crecidas durante 14 dias en
oscuridad, recuperaron los niveles a los que se encontraban en las células
crecidas en luz. Estos resultados sugieren que la luz regula la expresion de
los genes FAD2, FAD3, FAD6, FAD8 y FAB2 al menos a nivel transcripcional.
El mRNA del gen FAD7, que se detectaba tanto en células iluminadas en
condiciones control como en las células crecidas en oscuridad (figura 3-4),
continu6 detectandose tras la reiluminacion (figura 3-5). Estos datos,

conjuntamente con el gran descenso de los niveles de 18:3 observados en
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oscuridad, sugieren que la luz podria regular la expresion del gen FAD7 a

través de un mecanismo postranscripcional.

L14 D14 D14L4 D14L8
FAD2 |w—w ) =-—

FAD3 S— ——

FADG6 —— -
FAD7 - el s
FADS - . -

FAB2 | s S S
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Figura 3-6: Andlisis mediante RT-PCR de los genes de las desaturasas. Las
suspensiones celulares mantenidas en oscuridad en medio KN° durante 14
dias (D14) se incubaron durante 4 dias (D14L4) y 8 dias (D14L8) en luz y se
analizé la expresion de los genes de las desaturasas. El gen de la actina se

utilizé como gen control en todos los experimentos.

3.1.4. Composicion de acidos grasos de suspensiones celulares de soja

tratadas con inhibidores del transporte electronico fotosintético

A continuaciéon, decidimos estudiar la implicacion de los procesos
redox fotosintéticos en el mecanismo de regulacion por la luz descrito
anteriormente. Para ello, las suspensiones celulares fueron tratadas con el
inhibidor del transporte electronico fotosintético atrazina. La atrazina es un
inhibidor especifico que actia a nivel de los aceptores secundarios de
electrones del PS II. La atrazina desplaza a Qg de su sitio de union en D1

bloqueando asi el transporte electronico entre Qa y Qg y manteniendo el
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“pool” de plastoquinona en estado oxidado. La concentracion de atrazina
utilizada se determin6é analizando la inhibicibn de la actividad de
desprendimiento de oxigeno en las suspensiones celulares (figura 3-7).
Finalmente, se opté por una concentraciéon subletal de atrazina de 0,1 uM
que producia una inhibicion de alrededor del 20-30 % de la actividad de
desprendimiento de oxigeno. La utilizacion de esta concentracion subletal
nos aseguro que cualquier efecto observado seria debido a la inhibiciéon real
del transporte electréonico fotosintético y no a cualquier otro fenoémeno

causado por el dano celular inducido por el herbicida.

(% control)

Actividad desprendimiento O,

Atrazina (uM)

Figura 3-7: Actividad de desprendimiento de oxigeno de las suspensiones

celulares de soja tratadas con distintas concentraciones de atrazina.

Para determinar el efecto del transporte electréonico fotosintético, la
atrazina fue anadida a las suspensiones celulares tras 19 dias de crecimiento
en luz y medio KNO. De esta forma, evitamos interferencias de alguna posible
regulacion por desarrollo y nos aseguramos de que el aparato fotosintético de

las células es completamente maduro antes de anadir el inhibidor. La
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composicion de acidos grasos de estas células tras mantenerlas 3 y 6 dias en
presencia del inhibidor fue analizada, y los resultados se muestran en la
figura 3-8. Las suspensiones celulares tratadas durante 3 dias con atrazina
mostraron una composicion de acidos grasos similar a las de las
suspensiones sin tratar. Sin embargo, tras seis dias de tratamiento con
atrazina, si que se observaron cambios en la composicion de acidos grasos
que sugerian que la inhibiciébn del transporte electrénico fotosintético
producia un patréon de acidos grasos comparable al encontrado en las células
incubadas en oscuridad. Concretamente, en presencia de atrazina se observo
un descenso del 18:3 y un aumento del 16:0, aunque estos cambios no son
tan acusados como los encontrados en oscuridad (figura 3-3). Los niveles de
18:3 descendieron desde alrededor del 50 % hasta el 25 % y el nivel de 16:0
aument6 desde cerca del 19 % hasta alrededor del 30 % (figura 3-8). Por otro
lado, y a diferencia de lo observado en oscuridad, no se detecté un descenso
del nivel de 18:2 de las células tratadas con atrazina ni un aumento del nivel
de 20:0. Sin embargo, nuestros datos indican que, de forma similar a lo
ocurrido en oscuridad, el descenso de 18:3 no se ve compensado con el
aumento de 18:0 y 18:1 sugiriendo que probablemente la elongacion del 16:0

también se ve afectada por el transporte electronico fotosintético.
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Figura 3-8: Efecto del inhibidor del transporte electréonico fotosintético

atrazina sobre la composicién de dcidos grasos. Las células fueron crecidas

en luz y medio KN° durante 19 dias. En ese momento se anadio el inhibidor.

Control sin atrazina (®); en presencia de 0,1 uM de atrazina (@) durante 3

dias o 6 dias. Los datos representan la media de tres experimentos

independientes.
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3.1.5. Efecto de la inhibicion parcial del transporte electronico

fotosintético en la transcripcion de los genes de las desaturasas

3.1.5.1. Analisis de los niveles de mRNA de las desaturasas mediante

RT-PCR semicuantitativa

Algunos genes regulados por luz se encuentran controlados a través de
un mecanismo dependiente del transporte electronico fotosintético
(Pfannschmidt, 2003). Con el fin de comprobar si la luz regula la expresion de
los genes de las desaturasas a través de un mecanismo de este tipo, y
estudiar la correlacion entre los cambios en la composicion de acidos grasos
descritos anteriormente y la expresion de los genes de las desaturasas,
analizamos el nivel de mRNA de las desaturasas de las suspensiones
celulares tratadas con atrazina que utilizamos para el analisis de acidos
grasos. Para ello, extrajimos el RNA de las suspensiones celulares crecidas
durante 19 dias en luz y medio KN° y tratadas durante 3 dias con atrazina y
estudiamos mediante RT-PCR la abundancia del mRNA de los distintos genes
de las desaturasas (figura 3-9). Los mRNA de FAD3 y FAD6 fueron
indetectables tras 3 dias de tratamiento con el inhibidor, precediendo el
descenso de los mRNA de estos genes al descenso de los acidos grasos (figura
3-8.) Sin embargo, los niveles de mRNA de FAD2, FAD7 y FADS no se vieron
afectados por el tratamiento con atrazina, encontrandose tras 3 dias de
tratamiento niveles similares a los encontrados en las células sin tratar
(figura 3-9). En el caso del gen FAB2, los niveles de mRNA no descendieron

tan dramaticamente como en el caso de los genes FAD3y FADG6.
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Figura 3-9: Andlisis de la expresion de los genes de las desaturasas en
suspensiones celulares de soja tratadas con atrazina. RT-PCR de las
desaturasas en células de 19 dias (Cont 0), células de 19 dias crecidas
durante 72 horas mds en ausencia de atrazina (C72h), o en presencia de

atrazina (A72h).

3.1.5.2. Analisis de los niveles de mRNA de las desaturasas mediante

RT-PCR cuantitativa en tiempo real

Para analizar con mayor precision los cambios en los niveles de
expresion de los genes de las desaturasas como consecuencia de la inhibicién
del transporte electronico fotosintético, analizamos los niveles de cada mRNA
de interés mediante RT-PCR en tiempo real (figura 3-10). Los resultados
obtenidos con dicha técnica corroboraron los obtenidos mediante RT-PCR
semicuantitativa, siendo los niveles de mRNA de los genes FAD3 y FAD6
indetectables tras 3 dias de tratamiento y los de FAD2 y FABZ2 similares a los
de las células control (figura 3-10). El mRNA de FAD7 mostré incluso un
ligero aumento tras 3 dias de inhibicion del transporte electronico

fotosintético. Estos resultados sugieren que, para el rango de inhibicion del
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transporte electréonico fotosintético estudiado, solo los genes FAD3 y FAD6
serian sensibles a la inhibicion del transporte electréonico fotosintético,
mientras que FAD2Y FAB2, no serian sensibles a cambios en el estado redox
del cloroplasto. De nuevo, el descenso de 18:3 en presencia del mRNA de
FAD?7 sugeriria que el transporte electronico fotosintético podria regular la

expresion de este gen a nivel postranscripcional.
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Figura 3-10: Andlisis de la expresion de los genes de las desaturasas en
células tratadas con atrazina mediante RT-PCR en tiempo real utilizando el
RNA 18S (panel izquierdo) y el gen de la ACTINA (panel derecho) como control.

Células de 19 dias tratadas durante 72 horas con atrazina (®)y sin atrazina

(@)
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3.1.6. Efecto de la sacarosa en la composicion de acidos grasos y en la

expresion de las desaturasas

Con el fin de comprobar el efecto del poder reductor sobre la
desaturacion de los acidos grasos constituyentes de los lipidos, analizamos la
composicion de acidos grasos de suspensiones celulares de soja crecidas en
medio KNI, que contiene un 1 % de sacarosa, bajo condiciones normales de
iluminacién y en oscuridad. El analisis mediante cromatografia de gases de la
composicion de acidos grasos de estas suspensiones celulares en distintos
dias del ciclo de cultivo se muestra en la figura 3-11. Al igual que ocurria en
medio KNO (figura 3-3), las células mantenidas en luz practicamente no
mostraron cambios en la composicion de acidos grasos a lo largo del ciclo de
cultivo (figura 3-11). En cambio, las células mantenidas en oscuridad si que
mostraron variaciones en el grado de insaturacion, produciéndose un
descenso del acido graso insaturado 18:3 y un aumento de los acidos grasos
saturados 16:0 y 20:0 (figura 3-11). Estas variaciones fueron, sin embargo,
algo menos pronunciadas que las sufridas por las células mantenidas en
oscuridad en medio KN° La principal diferencia entre ambos medios de
cultivo radica en el descenso de 18:3. Asi, tras 21 dias de oscuridad, el
porcentaje de 18:3 descendidé desde alrededor del 54 % hasta alrededor del 31
% (figura 3-11) mientras que en medio KN° descendia hasta alrededor del 15
% (figura 3-3). Estos resultados sugieren que la presencia de una fuente
externa de poder reductor como la sacarosa, retarda el efecto que la

oscuridad produce sobre la composicion de acidos grasos.

135



Resultados

60 -
‘—E 50 |Dia 0y Dia 14
£
o 40 |
G
= 30
[«]
S 20
o LM o i [T [T ol
16.0 180 181 182 183 200
Acido graso
60 -
= Dia 21
© i
E 50
o 40
]
= 30
[«]
2 20
@]
e 1da
0 T '_- T |_- T T T

16:0 18:0 181 182 18:3 20:.0
Acido graso

Figura 3-11: Composicion de dcidos grasos de las suspensiones celulares
de soja crecidas en medio de cultivo con 1 % de sacarosa (KN!),
inmediatamente tras la dilucién () y mantenidas en luz (®) o en oscuridad

(®) durante 14 y 21 dias.

A continuacion procedimos a comprobar si el retraso que se observo
sobre los cambios en la composicion de acidos grasos en oscuridad en
presencia de sacarosa también se observaba sobre los perfiles de la expresion
de los genes de las desaturasas. Para ello analizamos los niveles de mRNA de
los genes de las desaturasas de las suspensiones celulares crecidas en KN! y
en condiciones de iluminacién o de oscuridad (figura 3-12). El RNA
mensajero de todos los genes estudiados estaba presente en las células

crecidas en luz a lo largo de todo el ciclo de cultivo. En oscuridad, el mRNA
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de FAD7 se detect6 también a lo largo del ciclo de cultivo (figura 3-12), de
forma similar a como ocurria en medio KNO (figura 3-4). Por el contrario,
mientras en KNO el descenso de los niveles de mRNA de los genes de las
desaturasas sucede antes del dia 14 de incubacion (figura 3-4), en KN! el
descenso se produce entre el dia 14 y el dia 21 de incubacion (figura 3-12).
Estos resultados indican que la presencia de una fuente externa de poder
reductor como la sacarosa retrasa el efecto de la oscuridad sobre la expresion

de los genes de las desaturasas.

L14 D14 L21 D21

FAD? | S Gy s

FAD3 |(ill) w—— my -

FADG | e a——

FAD7 | ® = S = = @S

FADS | s e - o

FAB?2 | s S

ACTINA| - & w & =

Figura 3-12: Andlisis mediante RT-PCR de los genes de las desaturasas en
suspensiones celulares de soja crecidas en medio KN*. El RNA se aislé de
las células tras el subcultivo (dia 0) y tras 14 o 21 dias de crecimiento en luz
(L14; L21) o en oscuridad (D14; D21) y se sintetizé el cDNA. Para cada
reaccion de PCR se utilizaron los cebadores especificos detallados en la

tabla 2-1.
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3.1.7. Analisis de la regulacion postrancripcional del gen FAD7

3.1.7.1. Estudio de la estabilidad del mRNA de FAD7

3.1.7.1.1. Efecto de la oscuridad en la estabilidad del mRNA de FAD7

La presencia de niveles considerables de mRNA del gen FAD7 en
oscuridad, en condiciones en las que la cantidad de 18:3 mostraba un
descenso dramatico, sugiere que FAD7 podria encontrarse regulado por la luz
a nivel postranscripcional. Esta regulacion postranscripcional podria afectar
a la estabilidad de su mRNA. Algunos genes regulados por luz, incluyendo
algunos genes nucleares que codifican proteinas cloroplasticas como es el
caso de FAD7, presentan variaciones en la estabilidad de su mRNA en
respuesta a cambios en la iluminacion (Tang y col., 2003). Para analizar si el
mRNA de FAD7 detectado en oscuridad era resultado de la transcripcion
activa de dicho gen o resultado de un aumento de la estabilidad del mRNA,
inhibimos la transcripcion utilizando actinomicina D, conocido inhibidor de
la RNA polimerasa. El tratamiento de suspensiones celulares de arroz
durante 12 h con concentraciones de actinomicina D de 10 a 25 pg ml!
produce una inhibicién de la transcripcion superior al 95 % (Sheu y col.,
1996). Asi, anadimos 25 pg ml! de actinomicina D a las suspensiones
celulares crecidas durante 14 dias en luz o en oscuridad y en medio KN° y
analizamos los niveles de mRNA de FAD7 tras 8 h en presencia del inhibidor
(figura 3-13). La expresion del gen de la ACTINA fue utilizado como control
positivo de la inhibicién de la transcripcion celular. El nivel del mRNA del gen
de la ACTINA fue similar en las células crecidas en luz y en oscuridad en
ausencia de actinomicina D. Tras 8 h de tratamiento con el inhibidor, los

niveles de mRNA del gen de la ACTINA fueron muy bajos, practicamente
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indetectables, tanto en las células crecidas en luz como en las crecidas en
oscuridad. Estos datos demostraron que la transcripcion fue casi totalmente
inhibida por el tratamiento con actinomicina D. El RNA 18S se utilizé como
control interno de carga. En las células crecidas en luz tratadas con
actinomicina D no se detecté mRNA de FAD?7, indicando que en luz el gen
FAD7 se transcribe activamente (figura 3-13 panel derecho). Por el contrario,
las células crecidas en oscuridad y tratadas con actinomicina D mostraron
niveles de mRNA de FAD7 similares a los de las células crecidas en oscuridad
que no fueron tratadas con el inhibidor. Estos resultados sugieren que la
estabilidad del mRNA del gen FAD7 aumenta considerablemente en
oscuridad, indicando la presencia de un mecanismo de regulacion

postranscripcional a nivel de la estabilidad del mRNA.

& &
N X N va
Ve
AR R
FAD7 | — —
ACTINA| & = W

18S o — =

Figura 3-13: Efecto de la luz en la estabilidad del gen fad7. RT-PCR de
18S, ACTINA y FAD7 en células crecidas durante 14 dias en luz (L14),
células crecidas durante 14 dias en luz y tratadas durante 8 horas con el
inhibidor de la transcripcién actinomicina D (L14 + acti.D), células crecidas
durante 14 dias en oscuridad (D14) y células crecidas durante 14 dias en

oscuridad y tratadas durante 8 horas con actinomicina D (D14 + Acti.D).
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3.1.7.1.2. Efecto de la inhibicion parcial del transporte electréonico

fotosintético en la estabilidad del mRNA de FAD7

Algunos genes nucleares que codifican proteinas cloroplasticas y cuya
regulacion es de tipo postranscripcional, presentan cambios en la estabilidad
del RNA mensajero a través de un mecanismo sensible al transporte
electronico fotosintético (Tang y col., 2003). Para comprobar si un mecanismo
similar opera en el caso del gen FAD7, analizamos la estabilidad de dicho
mRNA en células tratadas con atrazina. Para ello, las suspensiones celulares
crecidas durante 19 dias en luz y medio KNO y tratadas durante 3 dias con
atrazina, se incubaron durante 8 h con actinomicina D y se analizaron los
niveles de mRNA de FAD7 (figura 3-14). De nuevo, la expresion del gen de la
ACTINA fue utilizada como control positivo de la inhibicion de la
transcripcion celular y el RNA 18S como control interno de carga. Los niveles
de mRNA del gen de la ACTINA disminuyeron considerablemente en las
células tratadas con actinomicina D demostrando que el tratamiento con
actinomicina D habia funcionado. En cambio, los niveles de mRNA de FAD7
de las células tratadas con atrazina y actinomicina D fueron similares a los
de las células tratadas unicamente con atrazina (figura 3-14). Asi, al igual
que ocurria en oscuridad, la estabilidad del mRNA de FAD7 aumenta tras la
inhibicion parcial del transporte electréonico fotosintético. Estos resultados,
conjuntamente con los obtenidos en oscuridad, sugieren que la estabilidad
del mRNA de FAD7 esta regulada por la luz a través de un mecanismo

dependiente del transporte electronico fotosintético.
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Figura 3-14: Efecto del transporte electronico fotosintético en la estabilidad
del gen fad7. RT-PCR de 18S, ACTINA y FAD7 en células crecidas durante
19 dias en luz y medio KN° (CONTO) y tratadas durante 72 h con atrazina
(A72h) o durante 72 h con atrazina y 8 h con actinomicina D (A72h + Acti. D)

3.1.7.2. Asociacion con los polirribosomas

La luz parece regular la expresion de algunos genes nucleares a nivel
postranscripcional afectando tanto la estabilidad de sus mensajeros como la
traduccion de los mismos (Tang y col., 2003). De esta forma, la oscuridad o el
tratamiento con DCMU inducen la desestabilizacion del mRNA del gen FED-1,
que codifica la ferredoxina, y su disociacion de los polirribosomas
disminuyendo su tasa de traduccion (Petracek y col., 1997; Hanse y col.,
2001). Con el fin de comprobar si esto sucede con el gen FAD7, estudiamos si
la luz y el transporte electronico fotosintético, ademas de regular la
estabilidad del gen FAD7, controlan también la asociacion de su mRNA con
los polirribosomas. Para ello aislamos y separamos en un gradiente de
sacarosa los polirribosomas procedentes de las suspensiones celulares
mantenidas durante 14 dias en luz o en oscuridad y de las suspensiones
celulares tratadas durante 3 dias con atrazina. El RNA extraido de cada

fraccion del gradiente se hibridé con una sonda especifica de FAD7 y de
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ACTINA (figura 3-15). En el caso de las células mantenidas en luz en
condiciones control, el mRNA de FAD7 se detectd6 fundamentalmente
asociado con los polirribosomas (fracciones 7-22 del gradiente). Por el
contrario, en las células mantenidas en oscuridad y en las tratadas con
atrazina disminuy6 la cantidad de mRNA de FAD7 que se detect6é en los
polirribosomas, produciéndose un desplazamiento hacia las fracciones que
contienen los monosomas y los complejos mRNP que no se traducen
(fracciones 1-6 del gradiente) (figura 3-15). Estos resultados indicarian que la
oscuridad y la inhibicion del transporte electréonico fotosintético producirian
la disociacion del mRNA de FAD7 de los polirribosomas, afectandose por
tanto su traducciéon. Sin embargo, la distribucion del mRNA del gen de la
ACTINA mostré un patron similar al del mRNA de FAD7 (figura 3-15). Estos
datos sugieren que los resultados obtenidos no son concluyentes,
posiblemente porque los tratamientos sean demasiado largos y estemos
observando un efecto general de la oscuridad en la traduccion, y no un efecto
especifico sobre FAD7. La utilizacion de tiempos mas cortos podria resolver

este problema.
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Figura 3-15: Asociaciéon con los polirribosomas del mRNA de FAD7. En la parte
superior se muestran los perfiles de absorbancia a 254 nm de los gradientes de
sacarosa en los que se separaron los polirribosomas de las suspensiones celulares de
soja mantenidas durante 14 dias en luz (®), en oscuridad (@) o tratadas durante 3
dias con atrazina (®). La numeracién del eje x indica la posicion aproximada de cada
fraccion sometida a Nothern blot seguida del porcentaje de sacarosa en cada extremo
del gradiente. En la parte inferior se muestran los autorradiogramas de los Northern
blot realizados hibridados con sondas especificas para el mRNA de FAD7 y para el de
la ACTINA .
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3.1.7.3. Estudio de la acumulacion de la proteina FAD7

3.1.7.3.1. Obtencion de un anticuerpo especifico contra FAD7

Hasta el momento, los mecanismos de regulacion postranscripcional
de las desaturasas de plantas no han podido ser estudiados en detalle,
debido a la ausencia de anticuerpos especificos y a la dificultad que presenta
la realizacion de ensayos enzimaticos con las desaturasas de membrana.
Dada la necesidad de estudiar el mecanismo de regulacién postranscripcional
del gen FAD7 en respuesta a la luz, decidimos intentar de obtener un
anticuerpo especifico para esta desaturasa. Este anticuerpo de FAD7 se
desarrollé contra un oligopéptido sintético situado en una region especifica
de la proteina. La eleccion de este péptido fue complicada, ya que las
desaturasas de plantas presentan una alta homologia (Wallis and Browse,
2002). Como se muestra en la figura 3-16A, esta homologia es
particularmente alta (85 %) en el caso de las tres w3 desaturasas, FADS3,
FAD7 y FADS8. Tras un cuidadoso analisis, se eligio el péptido de secuencia
VASIEEEQKSVDLTNG situado entre los residuos 69 y 84 de la secuencia de
aminoacidos de la proteina FAD7 (figura 3-16A). Esta region es especifica de
FAD7 y presenta una homologia muy baja con FAD3. Los analisis de la
secuencia de FAD7 con el programa ChloroP de prediccion de péptidos senal,
indicaron que el péptido senal de dicha proteina terminaba en el residuo 42.
Asi, el péptido elegido para sintetizar el anticuerpo se encuentra situado en el
extremo N-terminal de la proteina FAD7 madura.

La reactividad del antisuero se analizé utilizando varias fracciones
subcelulares aisladas tanto de suspensiones celulares como de plantas de
soja (figura 3-16B). El anticuerpo sintetizado reaccion6 con un polipéptido de

aproximadamente 39 kDa, que corresponde con el peso molecular deducido
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para la proteina FAD7 de soja (figura 3-16B panel derecho). Esta banda de
39 kDa no se detect6 con el suero preinmune (figura 3-16B panel izquierdo),
lo que indica que la reaccién inmunolégica es especifica. La proteina FAD7 se
detecto en los extractos crudos de las suspensiones celulares de soja aunque
la senal aumenté considerablemente en la fraccion cloroplastica tanto de
suspensiones celulares como de plantas (figura 3-16B). Este resultado es
consistente con la localizacién cloroplastica predicha para FAD7 (Yadav y
col.,, 1993). Para comprobar la especificidad del anticuerpo de FAD7,
estudiamos su posible reactividad contra la proteina FAD3, la ®3 desaturasa
reticular, analizando si el anticuerpo producia senal en fracciones
enriquecidas con membranas microsomales (figura 3-16B). La ausencia de
reaccion indico que el anticuerpo contra FAD7 no reacciona con FAD3,
indicando que la respuesta del anticuerpo es especifica de la proteina FAD7.
Cabe senalar que este anticuerpo es el primer anticuerpo especifico contra

una o3 desaturasa del cloroplasto.
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Figura 3-16: (A) Alineamiento de las secuencias de las proteinas GmFAD3 y GmFADY.
Los residuos idénticos se representan sobre fondo negro y los cambios conservativos
sobre fondo gris. El recuadro indica el péptido utilizado para desarrollar el anticuerpo
de FAD7. (B) Deteccion inmunoldgica de la proteina FAD7 utilizando el anticuerpo
desarrollado contra ella. La deteccién se realizé en varias fracciones subcelulares:
cloroplastos aislados a partir de suspensiones celulares de soja (1), cloroplastos
aislados a partir de hojas de soja (2), cloroplastos intactos aislados a partir de hojas
de soja (3), fracciones enriquecidas con membranas microsomales obtenidas a partir
de hojas de soja (4). En las calles 1, 2 y 4 se cargaron 47 ug de proteina total y en la
calle 3, 20 ug. El panel de la izquierda muestra los resultados obtenidos con el suero
preinmune y el de la derecha los obtenidos con el anticuerpo contra FAD7. Los

patrones de peso molecular se indican a la izquierda.
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3.1.7.3.2. Efecto de la oscuridad en la acumulacion de FAD7

Para estudiar la respuesta de la acumulacion de FAD7 a cambios en la
iluminacion, aislamos cloroplastos de suspensiones celulares de soja crecidas
durante 14 y 21 dias en luz o en oscuridad y analizamos los niveles de la
proteina FAD7 (figura 3-17A). El analisis con el anticuerpo de FAD7 mostro
como los niveles de proteina FAD7 descendieron tras la incubacion en
oscuridad. Sin embargo, tras 21 dias de oscuridad atun se detect6 una
cantidad considerable de FAD7 (mas del 50 %). Asi pues, aunque los niveles
de 18:3 se ven reducidos severamente en estas condiciones experimentales
(figura 3-3), los datos de proteina indican que la disponibilidad de proteina
FAD7 no seria limitante para la producciéon de 18:3 en oscuridad. Estos
resultados sugieren que, muy probablemente, la proteina FAD7 es inactiva
en estas condiciones.

A la luz de estos resultados, nos propusimos estudiar si esta proteina
FAD7 detectada en oscuridad representaba los restos del “pool” inicial de la
proteina que es degradado lentamente o, por el contrario, era producto de la
traduccion de novo a partir del mRNA de FAD7 muy estable en estas
condiciones. Para ello, se analiz6 la cantidad de proteina FAD7 presente en
suspensiones celulares crecidas en luz o en oscuridad durante 14 y 21 dias y
tratadas con 100 pg ml! de cicloheximida durante 12 h. La cicloheximida
inhibe la traduccion en el citoplasma y se ha comprobado que la
concentracion elegida para el tratamiento inhibe mas del 90 % de la
incorporacion de metionina radioactiva en suspensiones celulares de soja
(Tenhaken y Rubel, 1998). En la figura 3-17B se muestra el analisis
mediante Western blot de extractos crudos y cloroplastos aislados a partir de
las suspensiones celulares crecidas en luz o en oscuridad y tratadas con

cicloheximida. La FeSOD citosolica se utilizd6 como control interno para
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Figura 3-17: (A) Efecto de la oscuridad en la acumulacién de la proteina FAD7. FAD7
se detect6 mediante Western blot con el anticuerpo contra FAD7 en cloroplastos
aislados de suspensiones celulares incubadas durante 14 dias en luz (L14) y durante
14 y 21 dias en oscuridad (D14, D21). LHCII se utiliz6 como control de carga y de
correcta transferencia. También se muestran la cuantificacién por densitometria de los
niveles de proteina FAD7. (B) Experimento similar al expuesto en (A) anadiendo 100 ug
ml-1 de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la sintesis de proteinas, a las
suspensiones celulares. Tras incubar las suspensiones celulares durante 14 dias en
luz y durante 14 y 21 dias en oscuridad se trataron con cicloheximida durante 12 h y
se aislaron los cloroplastos en los que se analizé la presencia de FAD7 mediante
Western blot. La FeSOD citosdlica se analizd en los extractos celulares para verificar la
inhibicion de la traduccion. En el caso de los extractos se cargaron 15,5 ug de proteina

total y en el caso de los cloroplastos 37,5 ug de proteina total.
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comprobar el funcionamiento de la cicloheximida. En ausencia de
cicloheximida, la FeSOD fue detectada tanto en luz (L14) como en oscuridad
(D14 y D21), observandose incluso un ligero descenso de los niveles de la
FeSOD tras 21 dias en oscuridad. Sin embargo, la FeSOD fue indetectable en
presencia de cicloheximida en todas las condiciones experimentales
indicando que la cicloheximida inhibi6 la sintesis de proteina casi
completamente (figura 3-17B). Por el contrario, los niveles de FAD7 apenas
variaron durante el tratamiento con el inhibidor, tanto en las células crecidas
en luz como en las células crecidas en oscuridad, lo que sugiere, en primer
lugar, que la proteina FAD7 es muy estable y, en segundo lugar, que su

estabilidad no depende de la luz.

3.1.8. Inmunolocalizacion de la proteina FAD7

Una vez obtenido el anticuerpo contra FAD7 y comprobada su
especificidad, decidimos utilizar el anticuerpo para estudiar la localizacion
subcelular de la proteina FAD7 mediante inmunomarcado con particulas de
oro. Hasta la fecha no se han realizado trabajos de localizacion subcelular de
esta proteina, aunque se ha asumido a partir de una serie de evidencias
(Schmidt y Heinz, 1990) que esta desaturasa se encuentra localizada en la
envuelta del cloroplasto. De hecho, trabajos de proteémica de la envuelta del
cloroplasto publicados recientemente (Froechlich y col., 2003; Ferro y col.,
2003), han detectado FAD7 en fracciones enriquecidas en la envuelta. Sin
embargo, trabajos previos en la cianobacteria Synechocystis PCC 6803
(Mustardy y col., 1996), localizaron las desaturasas de este organismo tanto
en las membranas tilacoidales como en las membranas citoplasmaticas
mediante inmunomarcado con particulas de oro. Los resultados de la

localizacion de FAD7 en las suspensiones celulares de soja mediante el
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inmunomarcado con particulas de oro se muestran en la figura 3-18. El
método utilizado en el laboratorio de la Dra. Risuefio para la criofijacion y
sustitucion en frio, seguido de una inclusion a bajas temperaturas en una
resina de tipo acrilico como es el Lowicryl, se encuentra entre las
metodologias mas convenientes para una mejor preservacion de la
ultraestructura celular y la integridad de las membranas, al mismo tiempo
que mantiene la reactividad antigénica de la célula. Los resultados muestran
que el protocolo utilizado fue adecuado para nuestras células de soja, que
mostraron un optimo mantenimiento de la ultraestructura celular y de los
diferentes compartimentos subcelulares (figura 3-18A), incluyendo los
cloroplastos y las membranas tilacoidales (figura 3-18B). Los resultados de la
localizacion de FAD7 en las células de soja se muestran en las figuras 3-18C
y 3-18D. Como en ellas puede observarse, la proteina FAD7 se detectd
preferencialmente en las membranas tilacoidales, aunque también parecen
detectarse particulas de oro en la envuelta del cloroplasto.

Con el objeto de validar los resultados obtenidos mediante el
inmunomarcado con oro, llevamos a cabo un fraccionamiento bioquimico del
cloroplasto. Para ello, aislamos a partir de hojas de soja cloroplastos intactos
y, a partir de éstos, envueltas y membranas tilacoidales y analizamos la
presencia de FAD7 en cada una de estas fracciones mediante Western blot
(figura 3-19). Mediante esta técnica, la proteina FAD7 se detecté en
cloroplastos y en las membranas tilacoidales, siendo practicamente
indetectable en las fracciones purificadas de envuelta. La colocalizacion
utilizando anticuerpos especificos de proteinas de la envuelta y de los
tilacoides confirmaron los resultados anteriores. Asi, la utilizacion de un
anticuerpo contra la proteina Ticl10, una proteina localizada en la envuelta

(Jackson y col., 1998) y utilizada frecuentemente como marcador de la
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Figura 3-18: Inmunolocalizacion de la proteina FAD7 mediante
inmunomarcado con particulas de oro en las suspensiones celulares de soja.
(A) Vision general de una célula de soja. (B) Vision general de un cloroplasto.
(C) y (D) Particulas de oro localizadas en las membranas tilacoidales
(flechas). V, vacuola; N, nucleo; E, estroma; T, membranas tilacoidales; C,

citoplasma. Las barras representan en Ay B 0,5 umy en Cy D 200 nm.
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misma, permiti6 comprobar que el fraccionamiento se habia realizado
correctamente, no detectandose esta proteina en las fracciones tilacoidales
(figura 3-19). Del mismo modo, la utilizacion de un anticuerpo contra la
subunidad a del citocromo bssg, proteina que se encuentra Ginicamente en los
tilacoides, permiti6 comprobar que las membranas tilacoidales aisladas eran
también muy puras. En conclusién, el fraccionamiento bioquimico confirmo la

localizacion preferencialmente tilacoidal de la ®3 desaturasa FAD7.

CP CPInt TL ENV

FAD7 N — -

Tic110 — -

aCITbeg, [+

Figura 3-19: Deteccion inmunoldgica de las proteinas FAD7, Ticl110
y subunidad a del citocromo bsso en las distintas fracciones
cloropldsticas aisladas a partir de hojas de soja. En cada calle se
cargaron 189 wug de proteina total. CP, cloroplastos; CPInt,

cloroplastos intactos; TL, tilacoides; ENV, envuelta.
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3.2. FOTOINHIBICION Y ENSAMBLAJE DEL FOTOSISTEMA II EN EL
MUTANTE STR7 RESISTENTE A ATRAZINA Y DEFICIENTE EN LA

INSATURACION DE ACIDOS GRASOS

3.2.1. Fotoinhibicion de la linea silvestre (WT) y de la linea mutante

STR7

Como se ha comentado en la Introduccion, la situaciéon en la cual los
danos producidos por la luz sobre el aparato fotosintético, y mas
concretamente sobre el PS II, exceden a la capacidad de reparacion de los
mismos se conoce con el nombre de fotoinhibicion y se traduce en una
disminucion de la actividad fotosintética. Con el fin de estudiar en
profundidad el mecanismo de accion de la fotoinhibicion tanto en la linea
celular WT como en la linea celular mutante STR7, y particularmente, la
mayor sensibilidad de STR7 a la misma, analizamos la inactivacion de la
fotosintesis tras la exposicion a intensidad de luz alta (1000 pE m2 s-1). Para
ello determinamos la pérdida de actividad fotoquimica del PS II utilizando la
técnica de fluorescencia variable de clorofila. Los resultados se muestran en
la figura 3-20. Ambas lineas celulares mostraron un descenso de la relacion
Fv/Fm con el tiempo de exposicion a intensidad de luz alta. Sin embargo, el
mutante STR7 resulté ser mas sensible a la fotoinhibiciéon que el WT (Figura
3-20). Asi, mientras la linea STR7 mostraba una pérdida del 50 % de la
fluorescencia variable de clorofila tras 90 min de exposicion a intensidad de
luz alta, la linea WT necesitaba 250 min para alcanzar un nivel de
inactivacion de su capacidad fotoquimica similar. Estos resultados son
consistentes con los publicados anteriormente por nuestro grupo (Alfonso y

col., 1996).
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Figura 3-20: Efecto de la intensidad de luz alta y la sintesis de proteinas en la
fotoinhibicién de la fotosintesis en las lineas celulares WT (@) y STR7 (). Las células
se crecieron con intensidad de luz de 70 uE m-2 s-1 (LL) siendo incubadas a
continuacién a intensidad de luz alta de 1000 uE m-2 s-1 (HL) y a la temperatura
normal de crecimiento (24 °C). La fluorescencia variable de clorofila fue determinada
tras distintos tiempos de incubacion en estas condiciones. (A) Fotoinhibicion en
ausencia de cloramfenicol. (B) Fotoinhibicién en presencia de cloramfenicol (300 ug ml-
!). Los valores iniciales de Fv/Fm de las células WT y las STR7 fueron 0,78 y 0,73

respectivamente. Los datos representan la media de tres experimentos independientes.
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El proceso de fotoinhibicion comprende varias etapas que van desde la
fotoinactivacion, pasando por la degradacion y la sintesis de nueva proteina
D1 y su ensamblaje con el resto de componentes del PS II para producir
nuevas unidades de PS II completamente funcionales. Con el fin de estudiar
cual o cuales de estas etapas se encuentran afectadas en la linea celular
mutante STR7, comenzamos estudiando el proceso de fotoinactivacion.

La mayor sensibilidad del mutante STR7 a la fotoinhibicion podria
deberse a que el proceso de fotoinactivacion se produjera en mayor medida
en la linea mutante que en la WT. Para comprobarlo, se compard la
inactivacion de la fotosintesis en ambas lineas celulares tras la exposicion a
intensidad de luz alta en presencia de cloramfenicol. El cloramfenicol es un
inhibidor de la sintesis de proteinas en el cloroplasto y su presencia nos
permite, por tanto, estudiar el proceso de fotoinactivacion de la fotoinhibicion
anulando el proceso de sintesis de D1 y, por consiguiente, el proceso de
reparacion del PS II danado. Los resultados se muestran en la figura 3-20. A
diferencia de lo observado en ausencia de cloramfenicol (figura 3-20), en
presencia del cloramfenicol, no se encontraron diferencias en la
fotoinhibicion entre las dos lineas celulares, mostrando ambas una pérdida
del 50 % de la relacion Fv/Fm tras 80 min de exposicion a intensidad de luz
alta. Ademas, debido a la ausencia del sistema de reparacion, la
fotoinhibicion se produjo con mayor rapidez en presencia de cloramfenicol en
ambas lineas celulares. Estos resultados sugieren que la mayor sensibilidad
a la fotoinhibicion detectada en el mutante STR7 no esta relacionada con un
aumento del proceso de fotoinactivacion, sino con una modificacion del
proceso de reparacion bien a nivel de la sintesis de la nueva proteina D1 o de

su reensamblaje para constituir nuevas unidades de PS II funcionales.
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3.2.2. Fotoinhibicion in vitro de membranas tilacoidales

Una manera de comprobar los resultados obtenidos in vivo descritos
anteriormente, es realizar estudios de fotoinhibicion en tilacoides aislados a
partir de ambas lineas celulares. La utilizacion de estas membranas
tilacoidales aisladas garantiza la ausencia de la maquinaria de reparacion del
PS 1II, por lo que los resultados son comparables a los obtenidos in vivo en
presencia de cloramfenicol. Los tilacoides aislados fueron fotoinhibidos a 24
°C bajo una intensidad de luz de 1000 pE m=2 s'!, y la actividad fotosintética
se midié analizando la actividad de desprendimiento de oxigeno en presencia
de un donador de electrones artificial (DCBQ). La fotoinhibiciéon tuvo lugar
mas rapidamente en las membranas tilacoidales aisladas que en células
intactas tanto el la linea WT como en la STR7 (figura 3-21), lo que no es
sorprendente teniendo en cuenta la ausencia del sistema de reparacion. Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurria al estudiar la fotoinhibicion en
células intactas, no se encontraron diferencias significativas en la extension
de la fotoinhibicion entre los tilacoides aislados de ambas lineas celulares.
Estos resultados obtenidos con las membranas tilacoidales son similares a
los obtenidos al estudiar la fotoinhibicion en presencia de cloramfenicol en
las células intactas, lo que de nuevo sugiere que, en ausencia del sistema de
reparacion, el proceso de fotoinactivacion de D1 es similar en ambas lineas

celulares.
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Figura 3-21: Fotoinhibicion de membranas tilacoidales aisladas a partir de células
WT (@) y de las STR7 (). Los tilacoides fueron incubados a 24 °C bajo intensidad de
luz alta (1000 uUE m-2 s-1) y se utilizé DCBQ como aceptor artificial de electrones. Los
valores control de actividad fueron 223 y 165 umol O2 mg Chl-1 h-1 para las células
WT y STRY respectivamente. También se muestran los valores de actividad obtenidos
en las células WT (A) y STR7 (A) mantenidas en oscuridad. Los datos representan la

media de tres experimentos independientes.

3.2.3. Degradacion inducida por la luz de la proteina D1

El mutante STR7 podria ser mas sensible a la fotoinhibicion porque como
consecuencia de la mutacion en D1 ésta se degrade mas rapidamente que en
la linea celular WT. Para comprobar esto, se estudio la degradacion inducida
por la luz de la proteina D1 bajo dos condiciones diferentes de luz: 70 pE m-2
s1(LL) y 1000 pE m2 s-! (HL). Estos experimentos se realizaron en presencia
de cloramfenicol para inhibir la sintesis de D1 y asegurarnos, por tanto, de
que no hay proceso de reparacion activo (figura 3-22). Tras la exposicion a
LL, la cantidad de proteina D1 descendi6 en ambas lineas celulares, no

apreciandose diferencias en la velocidad de degradacion de D1 entre ambas
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Figura 3-22: Degradacion de la proteina D1 en las lineas celulares WT y STR7. La
presencia de la proteina D1 se detecté inmunolégicamente en ambas lineas celulares
bajo diferentes condiciones de luz: (A) Intensidad de luz baja (LL, 70 uE m-2 s-1) o (B)
intensidad de luz alta (HL, 1000 uE m-2 s-1). Se ariadié cloramfenicol para inhibir la
sintesis de proteinas en los plastidios. En cada pocillo se dispusieron 15 ug de

clorofila.

lineas celulares (Figura 3-22). Tras 90 min de iluminacion, la cantidad de
proteina D1 descendi6 alrededor del 50 % en ambos casos. Cuando las
células fueron iluminadas con HL, la degradacion de D1 se aceler6é en ambas
lineas celulares (figura 3-22) siendo el tiempo de vida medio de D1 de

aproximadamente 30-45 min frente a los 90 min encontrados en LL. Asi
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pues, de nuevo, la velocidad de degradacion de D1 fue similar en ambas
lineas celulares (figura 3-22). Estos resultados indican que la
fotodegradacion de D1 es similar en ambas lineas celulares y no es la

responsable de la mayor sensibilidad a la fotoinhibicion del mutante STR7.

3.2.4. Recuperacion de la actividad fotosintética tras la fotoinhibicion

La recuperacion de la actividad fotosintética tras la fotoinhibicion se
encuentra directamente influenciada por la sintesis y el ensamblaje de la
proteina D1. Por tanto, nos propusimos estudiar la recuperacion de la
actividad fotosintética tras la exposicion a HL (1000 pE m2 s-1) en la linea WT
y en el mutante STR7. Ambas lineas celulares se fotoinhibieron incubandose
en estas condiciones de iluminacion y a 24 °C, hasta que se perdi6 entre el
40 % y el 50 % de la Fv. A continuacion, las células se incubaron en las
condiciones normales de cultivo (LL; 70 pE m=2 s1) o en oscuridad y se
analiz6 la recuperacion de la actividad fotosintética determinando la relacion
Fv/Fm. Los resultados se muestran en la figura 3-23. Las células WT
recuperaron practicamente el 100 % de la actividad fotosintética tras 120
min de incubacion en LL, mientras que las células STR7 tinicamente lograron
recuperar el 76 % de la actividad en el mismo tiempo de incubacion. En
condiciones de oscuridad o de iluminacioén en presencia de cloramfenicol, no
se encontro recuperacion de la actividad fotosintética en ninguna de las dos
lineas celulares, lo que es logico teniendo en cuenta que, en ambas
situaciones, el mecanismo de reparacion es inactivo. Estos datos confirman
la hipoétesis de que la recuperacion de la fotoinhibicion se encuentra

modificada en el mutante STR7.
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Figura 3-23: Recuperacion de la actividad del PS II tras la fotoinhibicién en las lineas
celulares WT y STR7. Las células fueron fotoinhibidas con una intensidad de luz de
1000 UE m-2 s-1 a 24 °C hasta que perdieron alrededor del 40 % de los valores de
fluorescencia iniciales (fase reversible). A continuacién, la mitad del cultivo se incubo
en las condiciones normales de crecimiento (70 uE m-2 s-1 y 24 °C) y la otra mitad se
mantuvo en oscuridad a 24 °C. La figura muestra los valores de Fv/Fm obtenidos para
las células WT en LL (@) y en oscuridad (A) y para las células STR7 en LL (J) y en
oscuridad (A). Los valores iniciales de Fv/Fm fueron 0,78 y 0,73 para las células WT y
STR7 respectivamente. Los datos representan la media de tres experimentos

independientes.

3.2.5. Influencia de la temperatura en la fotoinhibicion y en la

recuperacion de la actividad fotosintética

Aunque la temperatura no parece influir en el dafo producido por la
luz en la proteina D1 y en la consecuente fotoinactivacion del PS II
(Tyysstjarvi y Aro, 1996), la recuperacion de la actividad fotosintética, sin
embargo, depende de la temperatura (Gombos y col.,, 1994). Nosotros
estudiamos la dependencia de la fotoinhibicion y de la recuperacion de la

actividad fotosintética de la temperatura en la linea celular WT y en el
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mutante STR7 (figura 3-24). Para ello, en primer lugar comparamos la
cinética del descenso de la relacion Fv/Fm bajo condiciones de intensidad de
luz de 750 pE m=2 s! (HL) y varias temperaturas (17 °C, 21 °C y 27 °C)
cercanas a la temperatura normal de crecimiento de las suspensiones
celulares de soja (24 °C). A 24 °C, el mutante STR7 mostr6 mayor
sensibilidad a la luz que el WT, confirmando los resultados comentados en el
apartado 2.1 (figura 3-24 panel superior derecha). A 27 °C, las diferencias
entre ambas lineas celulares eran mucho menores mostrando las dos una
pérdida de aproximadamente el 50 % de la Fv/Fm tras 4 h de fotoinhibicion
(figura 3-24 panel superior izquierdo). Un aspecto interesante es que, a esta
temperatura, la velocidad de descenso de la relacion Fv/Fm que mostraba el
mutante STR7 era similar a la que mostraba a 24 °C, mientras que el
descenso de la Fv/Fm del WT resulté mas rapido a 27 °C que a 24 °C. A 21
°C, la relacion Fv/Fm descendié con mayor rapidez que a 24 °C en el
mutante STR7, mientras que, en la linea WT, la relacion Fv/Fm descendio
con velocidad similar en ambas temperaturas (figura 3-24 panel inferior
izquierdo). De hecho, las mayores diferencias entre las dos lineas celulares se
encontraron a 21 °C (figura 3-24 panel inferior izquierdo). A 17 °C la relacion
Fv/Fm descendi6 en ambas lineas celulares, mostrandose, de nuevo, el
mutante STR7 mas sensible a la fotoinhibicién que el WT. De esta forma, el
mutante STR7 perdia un 50 % del valor Fv/Fm inicial en menos de 2 h de
tratamiento en condiciones HL, mientras que en el WT fueron necesarias 3 h
de tratamiento para niveles de descenso similares (figura 3-24 panel inferior
derecho). Ademas, el descenso de la relacion Fv/Fm fue sensiblemente mas
rapido a 17 °C que a 21 °C en el WT, mientras que el mutante STR7 mostro
menores diferencias en la velocidad del descenso de Fv/Fm a estas

temperaturas. Cabe destacar también que, el perfil de fotoinhibicion
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mostrado por el WT a 17 °C, fue similar al mostrado por el mutante STR7 a la

temperatura normal de crecimiento (24 °C).
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Figura 3-24: Fotoinhibicién en la linea celular WT (@) y en la linea celular mutante
STR7 () a diferentes temperaturas. Las células fueron crecidas bajo LL (70 uE m-2 s-
1) e incubadas posteriormente en HL (750 uE m-2 s-1) a varias temperaturas: 27 °C, 24
°C, 21 °C y 17 °C. La fluorescencia variable se determiné a lo largo del tiempo de
incubacién. Los valores iniciales de Fv/Fm fueron 0,78 y 0,73 para las células WT y
STR7 respectivamente. Los datos representan la media de tres experimentos

independientes.

Con el fin de estudiar el efecto de la temperatura en la recuperaciéon de

la actividad fotosintética, las células fueron fotoinhibidas a distintas
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temperaturas (17 °C, 21 °C, 24 °C y 27 °C) como se ha descrito
anteriormente, hasta que perdieron alrededor del 40 % del valor inicial de la
relacion Fv/Fm. Tras la fotoinhibicion, las células se incubaron a las
distintas temperaturas bajo condiciones de iluminacién normales (LL; 70 pE
m-2 s-1) y se analizaron los cambios en los valores de la relacion Fv/Fm (figura
3-25). A 24 °C, las células WT recuperaron la actividad fotosintética mas
rapidamente que las células STR7. Asi, el WT recuperd casi el 100 % de la
actividad tras 125 min de incubacion en LL, mientras el mutante STR7
recuperaba el 75 % de la actividad fotosintética en el mismo tiempo de
incubacion (figura 3-25 panel superior derecho). A 27 °C, el mutante STR7
mostré una velocidad de recuperacion de la actividad fotosintética similar a
la mostrada a 24 °C, mientras que la recuperacion del WT fue mas lenta
(figura 3-25 panel inferior izquierdo). Como consecuencia, ambas lineas
celulares recuperaron alrededor del 85-90 % de la actividad fotosintética tras
180 min de incubacién. Estos datos confirman los perfiles de fotoinhibicién
obtenidos en la figura 3-24, resultando que las temperaturas superiores a la
temperatura normal de crecimiento producen efectos mas negativos en las
células WT que en el mutante STR7. Del mismo modo, las temperaturas
menores que la temperatura normal de crecimiento afectaron en mayor
medida al mutante STR7 que al WT. Asi, a 21 °C, la velocidad de
recuperacion del mutante STR7 se encontré6 mucho mas afectada que la del
WT (figura 3-25 panel inferior izquierdo). Como consecuencia, el mutante
STR7 apenas recuper6 un 10 % de la actividad fotosintética al cabo de 3 h y
la diferencia entre las dos lineas celulares fue incluso mayor a 21 °C que a la
temperatura normal de crecimiento. A 17 °C, de nuevo la recuperacion de las
células STR7 fue muy baja (menos del 5 % tras 3 h de incubacion) aunque la

recuperacion de las células WT también se redujo significativamente
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alcanzandose so6lo un 15 % de recuperacion. Tal y como ocurria con los
perfiles de fotoinhibicion, el perfil de recuperacion de la linea WT a 17 °C se
mostro practicamente idéntico al perfil de recuperacion de la linea STR7 a la

temperatura normal de crecimiento (24 °C).
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Figura 3-25: Recuperaciéon de la actividad fotosintética a distintas temperaturas tras
la fotoinhibicion en la linea celular WT (@) y en la linea celular mutante STR7 (1) a
diferentes temperaturas. Las células fueron fotoinhibidas a 750 uE m-2 s-1 y 27, 24,
21 6 17 °C hasta la pérdida del 40 % de los valores iniciales de fluorescencia (fase
reversible). A continuacién, el cultivo se incubé en condiciones normales de iluminacién
(70 uE m-2 s-1) a 27, 24, 21 6 17 °C. Para evaluar la recuperacién de los valores de
Fv/Fm se tomaron alicuotas de los cultivos a distintos tiempos. Los valores iniciales de
Fv/Fm fueron 0,78 y 0,73 para las células WT y STR7 respectivamente. Los datos

representan la media de tres experimentos independientes.
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3.2.6. Sintesis de novo e incorporacion de la proteina D1 a las

membranas tilacoidales

Vistos los resultados expuestos hasta el momento, decidimos estudiar
en detalle el mecanismo de recambio de la proteina D1 en ambas lineas
celulares. Como se ha comentado en la Introduccion, en este proceso pueden
distinguirse dos etapas: por un lado, la propia sintesis de D1 que comprende
la iniciacion de la sintesis, la elongacion y la maduracion de la proteina y, por
otro lado, la incorporacion de la proteina D1 recién sintetizada y su
ensamblaje en el PS II. Para determinar los productos de traduccion de D1 en
ambas lineas celulares, realizamos experimentos de marcaje y seguimiento
(“pulse-chase”) utilizando metionina radiactiva en condiciones LL. Los
resultados de un experimento de marcaje tipico se muestran en la figura 3-
26. En primer lugar se detectd una banda marcada, correspondiente a la
proteina D1, cuya intensidad aumento con el tiempo de marcaje, lo cual es
consistente con un aumento de la sintesis de D1 en iluminacion. Ademas de
la banda correspondiente a D1, se detect6 una banda marcada
radiactivamente con menor intensidad y de mayor peso molecular que D1.
Esta banda posiblemente representa los complejos formados por tRNA y las
cadenas nacientes de D1 que permanecen asociados con las membranas
durante el aislamiento de las muestras (Zhang y col., 2000). De cualquier
forma, estos complejos desaparecen conforme aumentamos el tiempo de
incubacion con metionina fria acumulandose concomitantemente proteina
D1. La proteina D1 fue la proteina del PS II marcada mas abundante de
acuerdo con observaciones anteriores realizadas in vivo (Matoo y col., 1981;
van Wijk y col.,, 1995; Zhang y col., 2000). La cantidad de proteina D1
madura marcada aumentoé en las dos lineas celulares con el tiempo de

iluminacién, no encontrandose diferencias significativas entre ambas (figura
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3-26A). En cuanto al precursor de la proteina D1 (pD1), practicamente no se
detect6 o se detecté en pequenas cantidades, ya que el procesamiento de D1
ocurre rapidamente (3-5 min) en los cloroplastos de plantas (van Wijk y col.,
1995). La ausencia de diferencias significativas entre ambas lineas celulares
indica que la sintesis y el procesamiento de la proteina D1 no parece ser el
paso limitante en el recambio de D1 en el mutante STR7.

Con el fin de analizar en detalle la elongacion de la proteina D1 en
ambas lineas celulares y estudiar la acumulacion de los intermediarios de
sintesis de D1, realizamos experimentos en los que cloroplastos marcados
radioactivamente y solubilizados con un detergente no iénico suave fueron
sometidos a inmunoprecipitacion con exceso de anticuerpo de DI1.
Experimentos similares publicados anteriormente han sugerido Ila
acumulacion de intermediarios durante la elongacion de la proteina D1
(Zhang y col., 1999; Zhang y col., 2000). El anticuerpo de D1 precipito varios
polipéptidos marcados radioactivamente (figura 3-26B). Tras 5 min de
incubacion con metionina fria toda la radioactividad se detect6 en la proteina
D1 madura. La cantidad de D1 madura acumulada durante los distintos
periodos de incubacion con metionina fria, fue muy similar en ambas lineas
celulares, sugiriendo que no existen diferencias en la elongacion de D1.
Ademas de la proteina D1 de longitud completa, se precipitaron con el
anticuerpo de D1 dos productos de alrededor de 25 y 17 kDa (figura 3-26B)
que podrian corresponder con los intermediarios de la elongacion de 25y 17
kDa que han sido detectados por otros grupos (Zhang y col., 1999; Zhang y
col., 2000). Aunque estos intermediarios de la elongacion de D1 parecen
ligeramente mas abundantes en el mutante que en el WT tras 2,5 min de
incubacion con metionina fria, el patron de acumulacion durante el resto de

la incubacion es similar en ambas lineas celulares. Estos resultados sugieren

166



Resultados

L oy & o o
S &EF S & &F
T 0oy W W

= = =
---d—i'-:- {::I
»

D1

STRY

Figura 3-26: Sintesis de la proteina D1 en la linea celular WT y en la linea STR7. (A)
Autorradiograma de los productos traducidos de novo marcados con 32S en
experimentos de marcaje y seguimiento (“pulse chase”) en cloroplastos intactos
aislados de las células WT y STR7 en condiciones LL. La flecha indica el posible
complejo tRNA-péptido naciente de D1. (B) Inmunoprecipitacion de los productos de la
traduccion de D1 marcados. (C) Autorradiograma de los productos traducidos de novo
marcados con 32S en experimentos de marcaje y seguimiento realizados en cloroplastos
intactos de células WT y STR7 bajo condiciones HL. Todos los experimentos fueron

repetidos tres veces.
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que no existen diferencias en la sintesis y elongacién de D1 entre ambas
lineas celulares en condiciones normales de iluminacion (LL).

Como en condiciones de intensidad de luz alta (HL) debe aumentar la
velocidad de sintesis de D1, decidimos estudiar la sintesis de D1 bajo estas
condiciones de iluminacion para descartar que posibles diferencias en la
capacidad de sintesis de D1 pudieran causar la mayor sensibilidad de las
células mutantes a la fotoinhibicion (figura 3-26C). Tal y como se esperaba,
la cantidad de metionina marcada incorporada en D1 era mayor en
condiciones HL que en condiciones LL, pero ambas lineas celulares
mostraron una velocidad de sintesis de D1 similar (figura 3-26C). En
conclusion, la sintesis de D1 no se encuentra relacionada con la mayor

sensibilidad a la intensidad de luz alta detectada en la linea mutante STR7.

3.2.7. Analisis del ensamblaje del PS II mediante centrifugacion en

gradiente de sacarosa

Descartadas la sintesis y la elongacion de D1 como posibles etapas
limitantes en la recuperacion del estrés luminoso en el mutante STR7,
decidimos estudiar el ensamblaje del PS II. Durante las primeras etapas del
proceso de ensamblaje del PS II, la proteina D1 se inserta en la membrana de
forma cotraduccional e interacciona rapidamente con la proteina D2. El
dimero formado por D1 y D2 une el resto de proteinas que forman parte del
PS II mientras migra de las zonas no apiladas a las zonas apiladas de los
tilacoides, produciéndose finalmente particulas de PS II maduras en forma
dimérica (Zhang y col., 1999; van Wijk y col., 1995).

El ensamblaje del PS II fue analizado en cloroplastos aislados de la
linea WT y de la linea STR7 siguiendo el método descrito por van Wijk y col.

(1995). Este método consiste en una solubilizacion de los cloroplastos de
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plantas crecidas en condiciones LL con el detergente n-dodecil maltésido
(DM) seguida de un fraccionamiento en gradiente de sacarosa. Nosotros
realizamos el mismo experimento pero con cloroplastos aislados a partir de
las suspensiones celulares de soja crecidas en condiciones de LL. En la figura
3-27A se muestra un esquema del patron de bandas obtenido en una
centrifugacion en gradiente de sacarosa de las muestras. Como podemos
observar, se obtuvieron seis bandas que numeramos con nimeros romanos
desde el fondo hasta la boca del tubo. De acuerdo con el fraccionamiento
similar realizado por van Wijk y col. (19995), la banda VI contiene pigmentos y
proteinas libres (15-30 kDa) en micelas de detergente junto con las proteinas
extrinsecas hidrofilicas del complejo de desprendimiento de oxigeno (OEE). La
banda V, correspondiente a la fraccion 2 (40-70 kDa), se encuentra integrada
mayoritariamente por proteinas de union de clorofila a/b, por complejos
LHCII monoméricos y algunas proteinas D1 y D2 libres. La banda IV, que
corresponde a las fracciones 3 y 4 (80-150 kDa) contiene complejos de LHCII
triméricos y centros de reaccion del PS II. La banda III, correspondiente a la
fraccion 6 (195-240 kDa), contiene particulas de PS II sin las proteinas del
OEE mientras que la banda II (fracciones 7 y 8; 280-360 kDa) contiene
complejos del PS II ensamblados con las proteinas del OEE y monomeros de
PS I. Por ultimo la banda I, correspondiente a la fraccion 9 (mas de 500 kDa)
contiene mayoritariamente dimeros de PS L.

En la figura 3-27B se muestra un gel de poliacrilamida teniido con
Coomassie de las diez fracciones en las que se dividieron los gradientes tras
la centrifugacion de los cloroplastos solubilizados de ambas lineas celulares.
A este nivel, la diferencia mas notable se detect6 en las proteinas de peso
molecular comprendido entre 25 y 28 kDa, entre las que se encuentran

principalmente los complejos antena LHCII. Mientras que en el WT la mayor
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cantidad de LHCII se detect6 en las fracciones 3 y 4, el mutante STR7 mostro
la mayor acumulacién de estas proteinas en las fracciones 2 y 3. Estos
resultados indican que los complejos LHCII se localizan en fracciones de
menor densidad del gradiente en el mutante STR7, sugiriendo diferencias
significativas en el estado de agregacion de estos complejos entre las dos

lineas celulares.

A COMPOSICION DE LAS BANDAS

Pigmentos en micelas de detergente; Proteinas del OECC hidrofilicas
Proteinas que unen clorofila a/b; D1 y D2 libres

Proteinas que unen clorofila a/b triméricas u oligoméricas; Centro de
reaccion del PS II; CP43 y CP47 libres

Particulas de PS II formadas por D1, D2, Cytb.q, psbl, CP43 y CP47

Particulas de PS II formadas por D1, D2, Cytby.,, psbl, CP43, CP47,
OEE33, OEE23 y OEE17; PSI monomeérico

PS I dimérico
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Figura 3-27. Distribucion en gradiente de sacarosa de las cromoproteinas del PSII de
cloroplastos intactos de células WT y STR7. (A) Composicion de cada una de las
bandas del gradiente numeradas del I al VI (B) Tinciéon con Coomassie de la
electroforesis en SDS PAGE de las fracciones, numeradas del 1 al 10, en las que se

recogio el gradiente.
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3.2.7.1. Patron de distribucion de las proteinas D1 y D2

La distribucion en las fracciones de los gradientes de sacarosa de
algunas de las proteinas que constituyen el PS II se analizo utilizando
anticuerpos especificos. En concreto, se analizd la presencia de D1, D2,
LHCII y la proteina extrinseca OEE33 (figura 3-28). La proteina D1 se detect6
a lo largo de practicamente todo el gradiente en los cloroplastos WT,
observandose la mayor cantidad de esta proteina en las bandas II y III (figura
3-28). Estos resultados corroboran los obtenidos en cloroplastos de espinaca
por van Wijk y col. (1995). La banda III contenia monoémeros de PS II
formados por D1, D2, CP43, CP47, citocromo bsso y psbl, mientras que la
banda II contenia principalmente dimeros del PS II. Estos resultados indican
que en el WT la mayoria de la proteina D1 se encuentra en complejos
ensamblados, encontrandose la mayor cantidad de ella en particulas de PS II
en forma dimeérica (el grado de ensamblaje mas alto). Sin embargo, el patron
de distribucién de la proteina D1 a lo largo del gradiente result6 distinto en el
caso del mutante STR7. Aunque D1 se detecté en todas las fracciones del
gradiente, incluyendo en las bandas II y III, la mayor diferencia en la
acumulacion de D1 respecto al WT se observo en las bandas IV y V (figura 3-
28). De acuerdo con la composicion de cada banda detallada anteriormente,
la proteina D1 se encontraria en la banda IV formando parte de centros de
reaccion del PS II y en estado libre en la banda V. Asi, en el mutante STR7
encontramos menos proteina D1 formando parte de PS II con alto grado de
ensamblaje que en el WT. Estos resultados fueron confirmados analizando la
distribucion de la proteina D2 en el gradiente. La distribucion de D2 en el WT
resulté ser muy similar a la de D1 (figura 3-28) sugiriendo que en esta linea
celular D1 interacciona rapidamente con D2 formando nucleos de PS II que

se ensamblan normalmente produciendo complejos de PS II maduros. Por el
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contrario, en el mutante STR7, D2 apareci6 mayoritariamente en las bandas
III, IV y V que contienen centros de reaccion y nucleos del PS II (figura 3-28).
Estos datos sugieren que aunque D1 parece interaccionar normalmente con
D2 en el mutante, ambas proteinas no se ensamblan tan eficientemente en
complejos de PS II, produciéndose mas monomeros de PS II y menos

complejos de PS II diméricos maduros.

3.2.7.2. Patron de distribucion de LHCII y OEE33

Los mecanismos de sintesis e incorporacion de las proteinas LHCII y
OEE33, ambas codificadas por genes nucleares, en los complejos de PS II
difieren de los de D1, por lo que nos propusimos analizar su patron de
distribucion en los gradientes (figura 3-28). En los cloroplastos WT, la mayor
cantidad de LHCII se localiz6 en la banda V y, sobre todo, en la banda IV.
Estos datos sugieren que estos complejos antena en las células WT se
encuentran en forma oligomérica. En los cloroplastos de STR7, a pesar de
que también se detect6 antena en estado oligomérico, se detectdé una
cantidad significativa de LHCII en la banda V, reduciéndose los niveles
localizados en la banda IV. Estos resultados corroboran los obtenidos en la
electroforesis SDS-PAGE de las fracciones de los gradientes (figura 3-28) e
indican que, a pesar de la presencia de LHCII en forma oligomeérica, la
mayoria de los complejos LHCII se encuentran en forma de monomeros en los
cloroplastos del mutante STR7.

La distribuciéon de la proteina OEE33 también se muestra en la figura
3-28B. El precursor de la proteina OEE33 se traduce en el citoplasma y
atraviesa la envuelta del cloroplasto antes de ensamblarse en el PS II (Theg y
Scott, 1993). Se ha propuesto que la proteina OEE33 se ensambla en los

nucleos de PS II en las regiones no apiladas de los tilacoides migrando a
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continuacion a los grana (Hashimoto y col., 1997). En los cloroplastos de WT,
OEE33 se detectéo a lo largo de todo el gradiente mostrandose en mayor
cantidad en las bandas III, IV y V. En el caso del mutante STR7, al igual que
en el WT, se detecté6 mayor cantidad de OEE33 en las bandas IV y V aunque

también se observo una cantidad significativa en la banda VI.

D1 D2
VIVIVILII | VIVIVIII |
Nty mm STR7 — - e o
OEE33 LHCII
VIV IVIII | VIVIVIIL Il |
- et O = — — STR7 - . - —

Figura 3-28: Deteccion mediante Western blot de las proteinas del PS II D1,
D2, OEE33 y LHCII en las distintas bandas del gradiente.
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4. DISCUSION

4.1. REGULACION DE LA EXPRESION DE LAS DESATURASAS DE ACIDOS

GRASOS DE PLANTAS

4.1.1. La luz como factor regulador de la expresion de los genes de las

desaturasas

Nuestro conocimiento sobre el funcionamiento de las desaturasas de
plantas aument6 considerablemente a finales de los annos 80 cuando, gracias
al analisis bioquimico y genético de una coleccion de mutantes de Arabidopsis
(Miquel y Browse, 1998), pudimos conocer aspectos basicos sobre la biologia
de las desaturasas desconocidos hasta el momento, tales como su nimero, su
posible localizacion subcelular y especificidad de sustrato. Sin embargo, el
estudio de los mecanismos de regulacion de estas enzimas se ha visto limitado
fundamentalmente por la dificultad para purificar estas proteinas debido a su
fuerte caracter hidrofobico (todas ellas excepto FAB2 son proteinas integrales
de membrana) y para obtener herramientas moleculares especificas para cada
desaturasa debido al alto grado de homologia de sus secuencias. Sin duda
alguna, una de las principales cuestiones que quedan por resolver en el
metabolismo lipidico es qué factores determinan el grado de insaturacion de
un glicerolipido especifico en una membrana en particular; en definitiva,
definir qué factores controlan la actividad de las desaturasas. Tal y como se ha
comentado en la Introduccion, sabemos que las desaturasas de acidos grasos

son sensibles a varios factores ambientales como la temperatura (Heppard y
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col., 1996; Horiguchi y col., 2000; Berberich y col., 1998; Gibson y col., 1998;
Matsuda y col., 2004; Tang y col., 2005; Garcia-Diaz y col., 2002), diversas
hormonas (Slocombe y col., 1994; Yamamoto y col., 1994; Lightner y col.,
1994; Matsuda y col., 2001) o el ataque por patogenos (Kirsch y col., 1997;
Nishiuchi y col., 1997). Sin embargo los mecanismos a través de los que se
producen estas regulaciones no se conocen en detalle y todavia estamos lejos
de identificar elementos claves en la transducciéon de sefial como proteinas
reguladoras, factores de transcripcion o, incluso, el propio funcionamiento de
dichos mecanismos de regulacion. Un objetivo fundamental de esta Tesis
Doctoral ha sido estudiar estos mecanismos de regulacion y, concretamente, el
posible papel de la luz como factor regulador de la actividad de las
desaturasas utilizando suspensiones celulares de soja, intentando aportar
nuevos datos que permitan profundizar en nuestro conocimiento general sobre
la regulacion de las desaturasas de plantas.

Los analisis de la composicion de acidos grasos indican que los niveles
de acidos grasos poliinsaturados descienden en ausencia de luz mientras que
los niveles de acidos grasos saturados sufren un aumento. El descenso de los
acidos grasos poliinsaturados parece, ademas, producirse de forma
secuencial, disminuyendo en primer lugar el porcentaje de 18:3 y a
continuacion el de 18:2. Los datos relativos al descenso del 18:3 en oscuridad
son consistentes con los ya descritos en hojas de trigo (Horiguchi y col., 1996)
y en el alga Chlamydomonas (Klyachko-Gurvich y col., 1999). En nuestro
estudio, los cambios detectados en la composicion de acidos grasos han
podido ser relacionados con cambios en la expresion de los genes de las
desaturasas, realizando un especial esfuerzo en analizar la mayoria de la ruta
de desaturacion. De esta forma, el analisis mediante RT-PCR de los niveles de

mRNA de los genes que codifican las desaturasas indica que, en el caso de
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nuestras células de soja, la luz regula la acumulacion del mRNA de los genes
FAB2, FAD2, FAD3, FAD6 y FADS8 lo que sugiere la presencia de un control
transcripcional. Sin embargo, el gen FAD7 no parece regulado por la luz de la
misma manera, encontrandose en oscuridad cantidades de su mRNA similares
a las detectadas en luz. Teniendo en cuenta el fuerte descenso de 18:3, estos
resultados indican la presencia de un control postranscripcional para este
gen.

La implicacion de la luz en la regulacion de las desaturasas ya ha sido
sugerida en los trabajos realizados en trigo (Horiguchi y col., 1996) o en algas
verdes (Klyachko-Gurvich y col., 1999). Sin embargo, tal vez donde el
mecanismo ha sido estudiado con mayor profundidad, al menos a nivel
molecular, ha sido en cianobacterias. Asi, Kis y col. (1998) describen como en
luz aumentan los niveles de mRNA de los genes desA, desB y desD que
codifican algunas de las desaturasas de la cianobacteria Synechocystis PCC
6803. Solo desC no es sensible a la luz. La presencia de mecanismos similares
tanto en plantas como en cianobacterias sugeriria que el efecto regulador por
parte de la luz estaria conservado durante la evolucion. Desconocemos todavia
cuales pueden ser los elementos implicados en esta regulacion por luz.
Evidentemente seria revelador poder utilizar fusiones transcripcionales con
genes informadores (lux, GFP) que nos permitiesen estudiar en detalle algunos
de estos elementos presentes, sin duda, en el promotor de estos genes. A ese
respecto, un estudio realizado sobre las secuencias del promotor de los genes
de las desaturasas disponibles en las bases de datos utilizando el programa
PLANTCARE, nos ha permitido identificar algunos de estos potenciales
elementos de regulacion. Los resultados de este estudio, que se muestran en
la tabla 4-1, revelan la presencia de varios elementos de secuencia implicados

en la respuesta a algunos factores ambientales como la luz, la temperatura o
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las hormonas. Un dato relevante obtenido en este analisis es que el numero de
posibles elementos implicados directamente en la regulacion por luz es mayor
que los de cualquier otra senal ambiental como, por ejemplo, la temperatura
clasicamente vinculada a la regulacion de estos genes (tabla 4-1). Sin
embargo, seria necesario estudiar estos elementos reguladores mediante
fusiones transcripcionales para poder determinar su funcionalidad real. En el
caso de Arabidopsis, un fragmento de 825 pb del promotor de FAD7 que
contiene varios elementos cis conservados en muchos genes regulados por la
luz, confiere regulacion por la luz de la expresion de genes informadores en

plantas transgénicas de tabaco (Nishiuchi y col., 1995).

Senales

. Hormonas
ambientales

Gen  Promotor Luz Temperatura MeJA Aux. Giber. ABA Ac.Sal Etileno

FAD3! 854bp 16 2 [T 2 2 2 1
1 (calor)

FAD72 1081 bp 16 1 (Bt 2 1 2 1 1
1 (calor)

FAD25 163bp 9 2 1 1 1

FAD6* 116 bp 4 1 (calor) 1

FAD65 73 bp 3 1 (frio) 2

Tabla 4-1: Andlisis utilizando el programa PLANTCARE de la secuencia de los
promotores de los genes de las desaturasas disponibles en las bases de datos. (1)

Glycine max, (2) Arabidopsis, (3) Arabidopsis, (4) Arabidopsis, (5) Glycine max.

4.1.2. Implicacion del transporte electronico fotosintético en la

regulacion de la expresion de los genes de las desaturasas

El analisis de la composicion de acidos grasos de las suspensiones

celulares en las cuales se habia inhibido parcialmente el transporte electréonico
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fotosintético reveld la presencia de modificaciones en los niveles de algunos
acidos grasos saturados (16:0) e insaturados (18:3). La variaciéon de la
composicion de acidos grasos como consecuencia del tratamiento con atrazina
ha sido descrita anteriormente. Asi, se ha comprobado que el tratamiento con
atrazina produce un descenso del 18:3 y un aumento del 16:0 del MGDG y del
DGDG en hojas de judia (Ivanova y col., 1999). Nuestros resultados muestran,
ademas, que los cambios en la composicién de acidos grasos producidos por el
tratamiento con atrazina no son tan drasticos como los obtenidos en
oscuridad. Estas diferencias en la composicion de acidos grasos entre ambos
tratamientos también se manifiestan en el patron de expresion de los genes de
las desaturasas. De esta forma, y en el rango de concentracion utilizada en
este estudio, los resultados obtenidos con inhibidores del transporte
electronico fotosintético mostraron que la expresion de los genes que codifican
las desaturasas FAD3, FAD6 y FAD7, son sensibles a la inhibicion del
transporte electronico fotosintético. Esta regulacion se produce en el caso de
FAD3 y FAD6 a nivel transcripcional y en el caso de FAD7 a nivel
postranscripcional, modificandose la estabilidad de su mRNA. El caso de FAD7
se discutira en detalle en el siguiente apartado de este capitulo. La
sensibilidad de la expresion de los genes de las desaturasas a la inhibicion del
transporte electronico fotosintético ya se ha descrito en la cianobacteria
Synechocystis PCC 6803 (Kis y col., 1998). En esta cianobacteria, la induccion
producida por la luz de los niveles de mRNA de los genes desA, desBy desD
depende del transporte electronico fotosintético. Por el contrario, los genes
FAD2, FAD8 y FAB2 no son sensibles a modulaciones del transporte
electronico fotosintético, al menos en el rango de inhibicion estudiado, aunque
si que parecen ser sensibles a la luz. Estos datos sugieren que la luz

posiblemente regula la expresion de los genes de las desaturasas a través de
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dos rutas diferentes, una fuertemente dependiente del estado redox del
cloroplasto y otra menos sensible a priori a las sefiales redox plastidiales. Sin
embargo, como todas las desaturasas sensibles al transporte electréonico
fotosintético son también sensibles a la luz, no podemos descartar que la ruta
sensible al transporte electronico fotosintético forme parte de otra ruta de
regulacion por luz mas compleja donde otros elementos como los
fotorreceptores pudiesen estar también implicados. Tampoco podemos
descartar que concentraciones superiores de inhibidor pudiesen afectar la
expresion de los genes que a concentraciones mas bajas no muestran
sensibilidad. Sin embargo, el hecho de que con tan sélo un 20-25 % de
inhibicion de la actividad fotosintética los niveles de mRNA de los genes FAD3,
FAD6 y FAD7 muestren cambios tan claros, sugiere que el efecto modulador
del transporte electronico fotosintético sobre la expresion de estos genes es
realmente especifico. No es extrano que senales redox cloroplasticas modulen
la expresion de FAD6 o FAD7. Se ha comprobado que genes nucleares que
codifican proteinas cloroplasticas, como es el caso de FAD6 o FAD7 (Yadav y
col.,, 1993), son sensibles a la luz y al transporte electronico fotosintético
(Rodermel, 2001; Sullivan y Gray, 2002). Mas dificil de explicar es el caso de
FAD3, que codifica una proteina localizada en el reticulo endoplasmico.
Aunque se conocen menos ejemplos, también se ha encontrado regulacion
redox de genes nucleares que codifican proteinas que no se localizan en el
cloroplasto, como ocurre con las ascorbato peroxidasas citosélicas APX1 y
APX2 (Karpinski y col., 1997). Sin embargo, un argumento que permitiria
explicar el por qué de su aparente regulacion redox es que, tanto FAD3 como
APX1 y APX2, codifican proteinas importantes para la funcion del cloroplasto
aunque no se encuentren localizadas en dicho organulo. Asi, las ascorbato

peroxidasas participan en la eliminacion de las especies reactivas de oxigeno,
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en concreto del peroxido de hidrogeno, que causan dafnos en el aparato
fotosintético (Karpinski y col., 1997). FADS3 sintetiza parte del 18:3 que se
encuentra en las membranas cloroplasticas y que es fundamental para la
correcta formacion de dichas membranas (Selstam, 1998).

Como se ha comentado en la Introduccion, el mecanismo o mecanismos
a través de los cuales el transporte electronico fotosintético controla la
expresion de genes nucleares en plantas no se conoce en profundidad, aunque
muy probablemente se encuentran implicadas sefiales del cloroplasto. Los
estudios realizados en los ultimos anos, sugieren la existencia de varias rutas
de senalizacion del cloroplasto al nucleo entre las que destacan una ruta
derivada de senales redox fotosintéticas (Fey y col., 2005) y otra dependiente
de precursores de la sintesis de clorofila (Nott y col., 2006). Nuestros datos
apuntan a que FAD3 y FADG6 serian regulados por luz a través de una ruta de
sefnalizacion retréograda derivada del transporte electréonico fotosintético. Sin
embargo la observacion de que el norflurazon, un inhibidor de la sintesis de
carotenos y clorofila, inhibe también la sintesis de 18:3 a partir de 18:2 (St.
John, 1976a; St. John y col., 1976b), parece sugerir que FAD3 podria estar
también regulado por una senal retréograda derivada de los intermediarios de

la sintesis de tetrapirroles.

4.1.3. Regulacion postranscripcional del gen FAD7

Segun indican los resultados expuestos en este trabajo, y a diferencia
de lo que ocurre con el resto de los genes de las desaturasas, la luz parece
regular la expresion del gen FAD7 a nivel postranscripcional a través de un
mecanismo dependiente del transporte electronico fotosintético. La regulacion
postranscripcional puede afectar diversas etapas de la expresion génica desde

los procesos de “splicing” y “editing” del RNA, hasta su traduccion, siendo la
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modificacion de la estabilidad del RNA uno de los mecanismos mas comunes
de dicha regulacion. En el caso de los genes que codifican proteinas
cloroplasticas esta regulacion de la estabilidad del RNA es especialmente
frecuente. De acuerdo con esto, la inhibicion de la transcripcion en las
suspensiones de soja fotoautétrofas con actinomicina D, indicé que la
estabilidad del mRNA de FAD7 aumentaba fuertemente en oscuridad y en
presencia del inhibidor del transporte electronico fotosintético atrazina, siendo
degradado con mas rapidez en luz (figura 3-13 y figura 3-14). Estos resultados
son consistentes con los observados en trigo, donde se ha comprobado que los
niveles de mRNA de FAD7 son parecidos en las hojas crecidas en luz y en
oscuridad (Horiguchi y col., 1996), aunque en este trabajo no se analizo la
estabilidad del mRNA de FAD7. Los resultados presentados en esta Tesis
Doctoral aportan, de hecho, los primeros datos sobre cambios en la
estabilidad del mRNA y su implicacion en los mecanismos de regulacion de las
desaturasas de plantas. Sin embargo, el papel de los cambios en la estabilidad
de mRNA ya ha sido descrito al estudiar la regulacion de las desaturasas de
cianobacterias. Asi, la regulacion en respuesta a la temperatura del gen desB,
que codifica la desaturasa ortéloga de FAD7 en la cianobacteria Synechococcus
PCC 7002 (Sakamoto y Bryant, 1997) y en la cianobacteria Synechocystis PCC
6803 (Los y col., 1997), se basa en la modificacion de la estabilidad del mRNA
de desB. En ambos casos, el descenso de temperatura desde 38 °C y 34 °C
respectivamente hasta 22 °C conlleva un aumento de los niveles de mRNA de
desB causados en parte por un aumento de su estabilidad. En las plantas,
muchos genes regulados por la luz, algunos de ellos genes nucleares que
codifican proteinas cloroplasticas como es el caso de FAD7, presentan cambios
en la estabilidad del mRNA como resultado de cambios en la iluminacioén,

siendo estos cambios en la estabilidad sensibles al transporte electronico
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fotosintético en algunos casos (Petracek y Thompson, 2000; Tang y col., 2003).
La presencia de esta cantidad de mRNA estable de FAD7 en oscuridad podria
representar alguna ventaja para la célula. Se podria especular con el hecho de
que ese mRNA podria servir para una rapida traduccion de la proteina FAD7
una vez que las condiciones favorables (luz) regresaran. FAD7 es esencial en la
produccion de acidos grasos trienoicos en el cloroplasto que son muy
importantes en el mantenimiento de la estructura de las membranas
tilacoidales, siendo ademas el 18:3 el precursor de la sintesis del acido

jasmonico.

4.1.4. Acumulacion de la proteina FAD7 y regulacion de su actividad

La inmunodeteccion de la proteina FAD7 con el anticuerpo especifico
obtenido en este trabajo, muestra que, a pesar de un cierto descenso, siempre
hay una cantidad considerable de FAD7 en oscuridad. Estos datos indican que
la disponibilidad de proteina FAD7 no es impedimento para la produccion de
18:3 en oscuridad. El tratamiento con cicloheximida, un inhibidor de la
traduccion en el citoplasma, sugiere que esta cantidad de FAD7 presente en
oscuridad no es consecuencia de la traduccion activa del mRNA estable de
FAD7, si no que representa parte del “pool” inicial de la proteina. De acuerdo
con estos resultados, FAD7 seria una proteina muy estable, siendo ademas su
estabilidad independiente de la luz. Estos resultados coinciden con los
obtenidos al estudiar la respuesta de FAD7 y FADS8 a la temperatura en
Arabidopsis, mostrandose FAD7 también muy estable frente a las variaciones
de temperatura entre 22 y 27 °C (Matsuda y col., 2005). Estos resultados
sugieren que la estabilidad de FAD7 no parece depender de las condiciones
ambientales y es, por tanto, una caracteristica intrinseca de la proteina. En

ausencia de mas datos es dificil apuntar una causa para este comportamiento
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de FAD7. En el caso de FADS8, los determinantes de su desestabilizacion al
aumentar la temperatura de 22 a 27 °C parecen estar localizados en el
extremo C-terminal (Matsuda y col., 2005), aunque éste no parece ser el caso
de FAD7. Los datos disponibles de la proteina FAD3 en raices de trigo también
indican que esta desaturasa no es tan estable como FAD7 o, al menos, que su
estabilidad varia en respuesta a la temperatura. Asi, tras tres dias de
exposicion a 30 °C, se detecta menos del 30 % de la cantidad inicial de FAD3
en Arabidopsis (Horiguchi y col., 2000). De forma similar, la estabilidad de
una de las dos isoenzimas de FAD2 especificas de semillas presentes en soja,
FAD2-1A, también es sensible a la temperatura (Tang y col., 2005). Asi, tras 4
h de exposicion a 30 °C se produce degradacion de FAD2-1A, mientras que la
estabilidad de la otra isoenzima, FAD2-1B, no se ve afectada por este
tratamiento (Tang y col., 2005). El comportamiento de FAD8, FAD3 y FAD2-1A
es distinto al observado para FAD7 en respuesta a la temperatura (Matsuda y
col., 2005) o a la luz, como se muestra en esta Tesis Doctoral. Estos datos
sugieren que la alta estabilidad es una caracteristica intrinseca de FAD7, al
menos a temperaturas superiores a 20 °C. En el caso de FAD2-1B habria que
determinar si su estabilidad sigue sin alterarse tras un tratamiento mas
prolongado (24 h), como el que se aplico a FAD7 (Matsuda y col., 2005).

La comparacion del dramatico descenso de los niveles de 18:3 con los
niveles de proteina FAD7 tras 14 y 21 dias en oscuridad sugiere que la
disponibilidad de FAD7 no es una limitaciéon para la producciéon de 18:3.
Nuestros datos indican que la proteina FAD7 presente en oscuridad se
encuentra probablemente inactiva. Estos datos sugeririan la existencia de un
mecanismo de control postraduccional dependiente de la luz, implicado en la
activacion e inactivacion de la proteina. Con los resultados presentados en

esta Tesis Doctoral no podemos conocer qué factores estarian implicados en
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este mecanismo de control, pudiendo explicar este comportamiento varias
hipotesis de trabajo. Alguna modificacion postraduccional de la proteina, como
por ejemplo una fosforilacién, podria encontrarse implicada en este
mecanismo de activacion/desactivacion. La fosforilacion es una modificacion
posttraduccional implicada en la regulacion reversible de la actividad
enzimatica (Huber y Hardin, 2004). Recientemente se ha comprobado que las
dos isoformas de FAD2-1 de soja son fosforiladas durante la formacion de las
semillas (Tang y col., 2005) y que esta fosforilacion parece reducir la actividad
enzimatica de estas proteinas. La posible fosforilacién de FAD7 podria ser
producida por una kinasa cuya actividad dependa de la luz. Recientemente se
han identificado varias kinasas cuya actividad depende de la luz (Bonardi y
col., 2005). Otra posible explicacion de la inactivacion de FAD7 en oscuridad
podria estar relacionada con el descenso de ferredoxina reducida. La
ferredoxina reducida es el donador de electrones de las desaturasas
plastidiales. Es evidente que en ausencia de iluminacion, la cantidad de
ferredoxina reducida desciende dramaticamente. En ausencia de ferredoxina
reducida, o cuando el nivel de ferredoxina reducida descienda por debajo de
una concentracion umbral, FAD7 careceria de su donador natural de
electrones y, por tanto, dejaria de ser activa. Aunque entre mas en el terreno
de la especulaciéon que en el de las hipotesis, podria ser que el mismo
elemento que controla la activacion/inactivacion del enzima pudiese intervenir
también en el control de la expresion génica. Asi, la ferredoxina podria ser el
componente del transporte electronico fotosintético implicado en la regulacion
redox de la estabilidad del mRNA de FAD7 y, por tanto, el mismo elemento que
controla el mecanismo de activacion/desactivacion del enzima, controlaria
también la expresion del gen que la codifica (figura 4-1). Un comportamiento

similar ha sido descrito para la enzima nitrato reductasa, cuya actividad
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enzimatica y expresion génica parecen reguladas por un componente del
transporte electronico fotosintético localizado tras el pool de plastoquinona

(Sherameti y col., 2002).

Lvz

——— RNPol —

Transcripcion

N

mRNA FAD7

Traduccion

OSCURIDAD
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Transcripcion
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mRNA FAD7 estable

Traduccion

Quinasa

Fd ox
FAD7 inactiva

FAD7 activa

18:3

Figura 4-1: Modelo hipotético del mecanismo de regulacién de la estabilidad del mRNA
de FAD7 y de la actividad de la proteina. En luz, sin limitaciones de ferredoxina
reducida, la desaturasa FAD7 seria activa produciendo 18:3. En oscuridad la existencia
de alguna modificacion postraduccional como una fosforilaciéon producida por alguna
quinasa, o la disminucién de ferredoxina reducida podrian producir la inactivacion del
enzima. La ferredoxina podria ser también el componente del transporte electrénico
fotosintético responsable del aumento de la estabilidad del mRNA de FAD7 detectado en

oscuridad.
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4.1.5. Interaccion de la luz y la temperatura y su posible influencia en la

expresion de las desaturasas

La composicion de acidos grasos saturados e insaturados de los lipidos
de membrana varia con la temperatura, existiendo una relacion inversa entre
el grado de insaturacion y la temperatura de crecimiento (Rennie y Tanner,
1989; Thompson, 1993). Heppard y col. (1996) demostraron que, en semillas y
hojas de soja, los niveles de 18:2 y de 18:3 aumentan cuando la temperatura
disminuye. Sin embargo, los niveles de mRNA de FAD2-2, FAD2-1 y FAD6 no
aumentaron en respuesta al descenso térmico, lo que sugiere la presencia de
un mecanismo de control posttranscripcional. En raices de trigo se ha descrito
que la temperatura también regula la expresion de FAD3 a nivel
postranscripcional, no observandose cambios en los niveles de mRNA y
aumentando la cantidad de proteina al descender la temperatura (Horiguchi y
col., 2000). Nuestros datos indican que la luz regula la acumulacion de los
mRNA de FAD2, FAD3, FAD6 y FADS8 sugiriendo que, bajo nuestras
condiciones experimentales, la luz regula FAD2, FAD3 y FAD6 a través de un
mecanismo fundamentalmente transcripcional. La comparacion de nuestros
resultados con los descritos anteriormente para la respuesta térmica, sugieren
que la luz y la temperatura podrian regular las desaturasas de acidos grasos a
través de diferentes rutas. En el caso de las cianobacterias, la regulacion por
la luz y la temperatura se ha estudiado mas detalladamente. Asi, en
Synechocystis PCC 6803, desA, desBy desC son regulados por la luz a nivel
transcripcional (Kis y col., 1998). Sé6lo desC no es sensible a la luz. En
Synechococcus PCC 7002, desA, desB y desC son sensibles a las bajas
temperaturas (Sakamoto y Bryant, 2002). Tanto desA como desB presentan
cambios en la estabilidad del mRNA indicando la presencia de un control

postranscripcional. Aunque no podemos eludir la presencia de mecanismos
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especificos de cada especie, estos datos indicarian que, en cianobacterias, la
luz y la temperatura regulan las desaturasas a través de mecanismos
especificos e independientes. Nuestros resultados parecen sugerir que algo
similar ocurre en plantas excepto para FAD7. En el caso del gen FAD7, los
resultados expuestos en esta Tesis Doctoral indican que la luz regula su
expresion a dos niveles: a nivel postranscripcional aumentando la estabilidad
del mRNA y a nivel postraduccional modificando la actividad de la proteina.
Los datos disponibles en la literatura indican que la temperatura también
podria regular la expresion de FAD7 a los mismos niveles. Asi, se ha visto que
la acumulacion del mRNA de FAD7 es practicamente insensible a cambios en
la temperatura dentro del rango fisiolégico (Gibson y col., 1994; Iba y col.,
1993) y la actividad de FAD7 parece descender a bajas temperaturas (Browse

y col., 1986).

4.1.6. Inmunolocalizacion de la proteina FAD7

La ausencia de anticuerpos especificos ha dificultado enormemente la
realizacion de estudios de inmunolocalizacion que permitieran precisar la
localizacion subcelular de las desaturasas. En el caso de las desaturasas
reticulares FAD2 y FADS3, los estudios de inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo contra un epitopo (myc) unido a la desaturasa, han permitido
localizar ambas proteinas en la misma regién del reticulo endoplasmico y
revelar su orientacion en la membrana (Dyer y Mullen, 2001). Durante mucho
tiempo se ha asumido que las desaturasas cloroplasticas se encontraban
localizadas exclusivamente en la envuelta del cloroplasto. Diversos datos,
como el aislamiento de envueltas con actividad desaturasa (Schmidt y Heinz,
1990) o la localizacién en la envuelta de las enzimas responsables de la

sintesis de galactolipidos (Dérmann y Benning, 2002), respaldaban esta idea.
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Mas recientemente, estudios de proteomica de la envuelta cloroplastica,
permitieron identificar a FAD6 y a FAD7 entre las proteinas localizadas en la
envuelta interna (Ferro y col., 2003; Froehlich y col., 2003). Nuestros datos de
inmunomarcado con particulas de oro, asi como la inmunodeteccion de FAD7
en las distintas fracciones cloroplasticas, muestran que, aunque no podamos
descartar la presencia de FAD7 en la envuelta, la desaturasa FAD7 se
encuentra preferentemente en las membranas tilacoidales. Este resultado
seria consistente con los datos obtenidos en la localizacion inmunocitoquimica
de las desaturasas de Synechocystis PCC 6803, que muestra que dichas
desaturasas se encuentran tanto en la membrana citoplasmatica como en las
membranas tilacoidales (Mustardy y col., 1996).

El donador de los electrones necesarios para que las desaturasas
cloroplasticas realicen su funcion es la ferredoxina. Esta ferredoxina reducida
se produce en la luz en los tejidos fotosintéticos a través del fotosistema I que
se encuentra en las membranas tilacoidales. En condiciones de oscuridad y en
los tejidos no fotosintéticos, la ferredoxina reducida se produce a través de la
enzima ferredoxina-NADP+ oxidoreductasa (FNR) que se encuentra asociada a
los tilacoides. No es extrano pues que la desaturasa FAD7 se localice también
en los tilacoides, dado que en ellos se localiza la cadena de transporte que le
suministra electrones. En la envuelta sin embargo no se ha identificado qué
proteinas estarian implicadas en la transferencia de electrones a las
desaturasas, aunque se han detectado sefales de espectroscopia de
resonancia paramagnética electronica correspondientes a proteinas de hierro-
azufre, semiquinonas y flavinas que podrian ser componentes de una o varias
cadenas de transferencia de electrones (Jager-Vottero y col., 1997). También

podria suceder que la ferredoxina reducida producida en los tilacoides dado su
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caracter de proteina soluble difundiera por el estroma hasta la envuelta
interna donde interaccionaria con la proteina FAD7 (Schmidt y Heinz, 1990).
Otros datos que apoyan la probable localizacion tilacoidal de FAD7
provienen del papel que desempena esta enzima en la ruta de sintesis de
jasmonatos. El producto de la desaturacion realizada por FAD7, el acido
linolénico, es el precursor de la sintesis de jasmonatos. Los jasmonatos
regulan diversos aspectos del desarrollo de las plantas y de la adaptacion a
estreses ambientales. Las etapas iniciales de la sintesis de estas moléculas
transcurren en los cloroplastos gracias a las enzimas lipoxigenasa, alleno
oxido sintasa y alleno o6xido ciclasa (Schaller y col., 2005). Estas tres enzimas
son solubles y los estudios de proteomica del tilacoide, realizados
recientemente, han permitido detectar la presencia de la alleno 6xido sintasa y
la alleno 6xido ciclasa en el tilacoide como proteinas periféricas (Peltier y col.,
2004). La presencia en el tilacoide de FAD7 permitiria sintetizar el precursor
de la sintesis de jasmonatos en la misma membrana en la que éste se
incorpora a la sintesis de jasmonatos, lo que es compatible con la rapidez de la

respuesta hormonal.

4.2. FOTOINHIBICION Y ENSAMBLAJE DEL FOTOSISTEMA II EN EL

MUTANTE STR7

4.2.1. Implicacion del ensamblaje del PS II en la mayor sensibilidad a la

fotoinhibicion del mutante STR7

Como segundo objetivo de esta Tesis Doctoral, hemos estudiado la
inactivacion inducida por la luz del PS II y la recuperacion de la actividad
fotosintética en suspensiones celulares de soja. Para ello hemos utilizado la

linea celular silvestre (WT) y la linea celular mutante STR7 tratando de
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identificar la etapa o etapas responsables de la sensibilidad a la luz mostrada
por la linea STR7 y definir la importancia de los Uinicos elementos implicados
hasta ahora en el aumento de la sensibilidad a la fotoinhibicién: las
mutaciones en D1 (Kirilovsky u col., 1989; Sundby y col., 1993; Constant y
col., 1996; Alfonso y col., 1996) y la alteracion del grado de insaturaciéon de los
acidos grasos (Moon y col., 1995; Vijayan y Browse, 2002). De esta forma, en
primer lugar analizamos el proceso de fotoinactivacion. Los experimentos de
fotoinhibicion in vivo, mostraron una mayor sensibilidad a la fotoinhibicion del
mutante STR7. Sin embargo, cuando los mismos experimentos se realizaron
en ausencia del mecanismo de sintesis y reparaciéon (en presencia de
cloramfenicol o en tilacoides in vitro), la cinética de fotoinactivacion del PS II
en ambas lineas celulares fue muy similar. Estos resultados indican que el
proceso de fotoinactivacion no es el responsable de la mayor sensibilidad
frente a la fotoinhibicion encontrada en el mutante STR7. De hecho, la
velocidad de degradacion de D1 en ambas lineas celulares es muy similar. Una
hipotesis de trabajo propuesta por Mulo y colaboradores para explicar la
mayor sensibilidad a la fotoinhibicion establecia que, como consecuencia de la
mutaciones de D1, se producia algin cambio en la configuracion de las
proteina precisamente en el entorno del sitio de union de Qg, haciéndola mas
accesible al ataque por la proteasa especifica que degrada D1 (Mulo y col.,
1998). Nuestros resultados indican que la velocidad de fotoinactivacion y de
degradacion de D1 son similares en el mutante STR7 y en el WT y, por tanto,
no parecen depender de la existencia de mutaciones en D1. Estos resultados
son consistentes con los descritos en varios mutantes del gen psbA en
cianobacterias (Kirilovsky y col., 1989; Nixon y col., 1995; Mulo y col., 1998),
lo que demostraria que la estructura de D1 no esta relacionada con el proceso

de fotoinactivacion.
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La fotoinhibiciéon supone un balance dinamico entre el proceso de
fotoinactivacion y el proceso de recuperacion de la actividad fotosintética.
Como el proceso de fotoinactivacion parece ser idéntico en ambas lineas
celulares, el proceso de recuperaciéon de la actividad fotosintética podria ser el
responsable de la mayor sensibilidad frente a la fotoinhibicion del mutante
STR7, y de hecho asi quedo demostrado en los experimentos de recuperacion
de la actividad fotosintética presentados en las figuras 3-23 y 3-25. El proceso
de recuperacion de la actividad fotosintética implica varias etapas desde la
sintesis de novo de la proteina D1 hasta el ensamblaje de los complejos de PS
II totalmente activos (van Wijck y col., 1995; Zhang y col., 1999). Alguna de
estas etapas podria estar alterada en la linea celular mutante STR7. Nuestros
datos indican que la sintesis y elongacién de la proteina D1 transcurren a la
misma velocidad en la linea celular WT y en la STR7 tanto en intensidad de
luz normal de crecimiento (LL) como en intensidad de luz alta (HL) (figura 3-
26). Sin embargo, el ensamblaje de la proteina D1 recién sintetizada en los
complejos de PS II se encuentra alterada en la linea STR7 incluso bajo
condiciones LL. Ademas, otras proteinas del PS II como D2 o el complejo
antena LHCII también presentan modificaciones en su ensamblaje en la linea
mutante. Los resultados obtenidos indican que la principal alteracion no se
encuentra relacionada con las primeras etapas del ensamblaje de los
complejos de PS II activos: la elongacion de D1 transcurre aparentemente de
forma similar en ambas lineas celulares tal y como demuestran los
experimentos de inmunoprecipitacion. Del mismo modo, el perfil de
distribucion de D2 es muy similar al de D1 sugiriendo que la interaccion de
D1 con D2 durante la elongacion de D1 no esta alterada significativamente.
Sin embargo, las ultimas etapas del ensamblaje, en las que los complejos

incompletos de PS II se asocian para formar complejos de PS II totalmente
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activos en forma dimérica, si que parecen estar alteradas (figura 4-2).
Nuestros resultados sugieren que estas alteraciones en el ensamblaje del PS II
podrian estar limitando en el mutante la recuperacion de la actividad
fotosintética en condiciones HL, condiciones en las que se acelera el recambio
de la proteina D1, pudiendo explicarse asi la mayor sensibilidad frente a la

fotoinhibicion de la linea celular mutante STRY.

Estroma

Traduccion

MRNA psbA

i-OEE33

Figura 4-2: Modelo de ensamblaje del Fotosistema II en la linea celular mutante STR7 y

en la linea WT.

4.2.2. Influencia de la composicion de acidos grasos y de la mutacion de

D1 en el ensamblaje del PS II

Las diferencias en el ensamblaje del PS II que presenta la linea STR7
podrian estar relacionadas con las propiedades dinamicas de la membrana. La
recuperacion de la actividad fotosintética es un proceso dinamico complejo en

el que las proteinas del PS II tienen que ser sintetizadas e insertadas en la

195



Discusion

membrana tilacoidal y migrar de las zonas no apiladas a las zonas apiladas
de la membrana, los grana, durante el ensamblaje de los PS II maduros. De
esta forma, las propiedades de las membranas tilacoidales desempenarian un
papel muy importante en el proceso de recuperacion de la actividad
fotosintética. A este respecto, la linea STR7 presenta mayor contenido en
acidos grasos saturados que la linea WT, lo que proporciona diferencias en las
propiedades fisico-quimicas de sus membranas tilacoidales como demuestran
trabajos previos realizados en este laboratorio. Utilizando calorimetria
diferencial de barrido (Alfonso y col., 2001) y EPR (Yruela y col., 2001) se ha
comprobado que la membrana tilacoidal del mutante STR7 es mas rigida que
la del WT. Estos cambios en la fluidez de la membrana podrian afectar al
proceso de fotoinhibicion y a la recuperacion de la actividad fotosintética. En
este sentido, es importante la observacion de que la fotoinhibicion y la
recuperacion de la actividad fotosintética se ven afectadas por variaciones de
la temperatura alrededor de 24 °C en ambas lineas celulares pero en sentidos
contrarios (temperaturas mas altas obstaculizan mas la recuperacion del WT y
las temperaturas mas bajas afectan dramaticamente la del STR7). La mayor
diferencia en la recuperacion entre ambas lineas celulares aparece a 21 °C,
demostrando que un descenso de tan soélo tres grados respecto a la
temperatura normal de crecimiento produce un efecto dramatico en la
recuperacion de la actividad fotosintética del STR7. Estos datos son similares
a los obtenidos en mutantes de Arabidopsis deficientes en la insaturacion de
acidos grasos (Vijayan y Browse, 2002). Ademas, la velocidad de fotoinhibicion
y de recuperacion del WT a 17 °C es muy similar a la que presenta el STR7 a
24 °C lo que sustenta la idea de que la insaturacion de los acidos grasos y la
fluidez de la membrana intervienen en las alteraciones en el ensamblaje del PS

II encontradas en el mutante STR7. Curiosamente, esta diferencia de 7 °C
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corresponde con la diferencia en las temperaturas de transicion de fase de la
membrana de cada linea celular determinadas espectroscopicamente (Alfonso
y col., 2001; Yruela y col., 2001).

Nuestros datos apuntan a que los acidos grasos de los lipidos de la
membrana desempenan un papel fundamental en el ensamblaje del PS II. En
este sentido diversos datos indican que los lipidos de las membranas
tilacoidales y los acidos grasos que los constituyen desempefian un papel
fundamental en la organizacion de los complejos proteicos presentes en dichas
membranas. De esta forma se ha comprobado que, en plantas, el PG se
encuentra implicado en la dimerizacion del PS II in vitro (Kruse y col., 2000) y
las especies de PG que contienen el acido graso 16:1(3t) en la trimerizacion de
la antena LHCII (Trémoliéres y Siegenthaler, 1998; McCourt y col., 1985).

Sin embargo, a pesar de todo lo dicho anteriormente, no podemos
descartar completamente la posibilidad de que las diferencias en el ensamblaje
del PS II detectadas en el mutante STR7 fueran consecuencia de la mutacion
de D1. El residuo S268, debido a su posicion estratégica en el sitio de union
de Qg al principio de la hélice E de D1 (Zouni y col., 2001), podria contribuir a
la estabilidad de la estructura de D1. La mutacion de este residuo podria
introducir algin cambio conformacional en D1 que hiciera a los centros de
reaccion mutados menos eficientes a la hora de interaccionar con los otros
componentes del PS II durante el proceso de ensamblaje del PS II para
completar dimeros activos (van Wijck y col., 1995: Zhang y Aro, 2002).

Con los resultados obtenidos no podemos concluir cual de los dos
factores, la composicion de acidos grasos o la mutacion de D1, es el
determinante en las alteraciones mostradas por STR7 en el ensamblaje del PS
II. En principio podria esperarse que la mutacion produjera algtn efecto en el

proceso de fotoinactivaciéon o en la elongaciéon de la D1 mutada y en su
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interaccion con D2. Sin embargo estos procesos no parecen estar afectados en
la linea STR7. Ademas, algunos hechos favorecerian la hipotesis de los acidos
grasos. En primer lugar, la fotoinhibiciéon y la recuperacion del STR7 se
encuentra muy afectada en un rango de temperaturas cercano a la
temperatura normal de crecimiento. En segundo lugar, la velocidad de
fotoinhibicion y de recuperacion del WT a 17 °C es practicamente idéntica la
del STR7 a la temperatura normal de crecimiento (24 °C). Por ultimo, ademas
de D1, otras proteinas del PS II como D2, OEE33 y LHCII, que no se
encuentran mutadas en STR7, también presentan alterado su patron de
ensamblaje en el mutante STR7. Sin duda, el analisis de la sintesis de D1 y
del ensamblaje del PS II en mutantes de Arabidopsis deficientes en la

insaturacion de los acidos grasos ayudaran a clarificar esta cuestion.

198



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. La luz modula la composiciéon de acidos grasos de las suspensiones
celulares de soja. Las células crecidas en oscuridad presentan menos
acidos grasos poliinsaturados (18:2 and 18:3) y mas acidos grasos

monoinsaturados y saturados que las células crecidas en luz.

2. La luz ejerce un papel regulador en la expresion de los genes de las
desaturasas de soja. Los mecanismos de regulacion actuan a distintos
niveles de la expresion génica, controlando la expresion de los genes FAD2,
FAD3, FAD6, FAD8 y FAB2 al menos a nivel transcripcional y la del gen

FAD7 a nivel postranscripcional.

3. La inhibicion del trasporte electronico fotosintético mimetiza parcialmente
el efecto de la oscuridad: descienden los niveles de 18:3 y aumentan los de

16:0, 18:0y 18:1.

4. El transporte electréonico fotosintético influye en la expresion de los genes
FAD3 y FAD6 a nivel transcripcional y en la de FAD7 a nivel
postranscripcional. La expresion del resto de los genes de las desaturasas
(FAD2, FAD6, FAD8 y FAB2) no parece ser sensible al estado redox del

cloroplasto en el rango de inhibiciéon del transporte electréonico estudiado.

S. La luz parece regular la expresion del gen FAD7 a través de un mecanismo
postraduccional adicional que implicaria la activaciéon/inactivacion de la
proteina FAD7. La naturaleza de este mecanismo de

activacion/desactivacion es aun desconocida.

6. Los analisis de inmunomarcado con oro han proporcionado evidencias de
que la proteina FAD7 se encuentra localizada principalmente en las

membranas tilacoidales.
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7. La mayor sensibilidad frente a la fotoinhibicion del mutante STR7 no se
debe a una deficiencia en los procesos de degradacién, sintesis e insercion
de la proteina D1, sino a la incapacidad de ensamblar eficientemente el PS
II. Esta incapacidad parece estar relacionada con el mayor porcentaje de
acidos grasos saturados que presenta STR7 en sus membranas tilacoidales

y no con un efecto de la mutacion sobre la estructura de D1.
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