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I. INTRODUCCION

I.1. PRESENTACION Y OBJETIVOS.

I.1.1. Los isoprenoides: Naturaleza bioquimica e importancia biolégica.

Los isoprenoides (o terpenoides) constituyen una vasta familia de compuestos de muy
diversa naturaleza estructural y funcional presentes en todos los seres vivos. Los isoprenoides
sintetizados por las plantas representan la inmensa mayoria de los 29000 identificados hasta el

momento, constituyéndose en la mayor familia de productos naturales conocidos [51].

Esta gran variedad de estructuras y funciones que singulariza a los compuestos
isoprenoides resulta tanto mas asombrosa cuando aprendemos que todos ellos,
independientemente de su origen, derivan del mismo intermediario comun, el isopentenil
pirofosfato (IPP, Cs). En efecto, mediante condensaciones secuenciales del IPP con su isémero
alilico el dimetilalil pirofosfato (DMAPP), y en una serie de reacciones llevadas a cabo por
enzimas especificas, tiene lugar la formacion de los llamados prenildifosfatos, de longitud
creciente. Estos esqueletos carbonados son los metabolitos iniciadores a partir de los cuales, y

tras diversas modificaciones, tiene lugar la miriada de productos isoprenoides que se conocen.

Estructura quimica y funcion biolédgica son los criterios por los que han venido
clasificAndose convencionalmente todos los compuestos isoprenoides. En efecto, si podemos, por
un lado, catalogarlos en funcién del grado de complejidad quimica que asuman, también
podemos dividirlos en dos clases segln se trate de metabolitos primarios o secundarios para la
bioquimica de la célula vegetal donde, de hecho, son escasos los procesos metabdlicos o de
desarrollo en los que no esté directamente implicado un producto de naturaleza isoprenoide. Asi,
entre los que podriamos clasificar como primarios se incluyen algunos metabolitos esenciales
para el crecimiento y desarrollo de la planta. Por su parte, conformando los denominados
metabolitos secundarios aparecen compuestos isoprenoides con funciones no esenciales, y con

frecuencia especificos de determinados grupos de plantas.

La unidad mas sencilla a partir de la cual se forman los restantes terpenoides es referida
como isopreno, de ahi el origen etimolégico del término isoprenoide para referirse
colectivamente a estos compuestos, caracterizados muchos de ellos por la capacidad de
descomponerse térmicamente en ese gas. El isopreno forma parte de los isoprenoides mas
sencillos, los llamados hemiterpenos (Cs). Adiciones secuenciales de unidades de isopreno dan
lugar a isoprenoides mas complejos. En primer lugar, los monoterpenos de 10 carbonos (C), que
fueron los primeros terpenoides caracterizados y en los que se basa la nomenclatura.
Seguidamente, los sesquiterpenos (Cis) y los diterpenos de 20 carbonos. Estos tres ultimos
grupos son los que distinguen a los sistemas vegetales como productores de la fabulosa variedad

de isoprenoides conocidos. Se trata generalmente de metabolitos secundarios
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fundamentalmente implicados en la interaccién planta-entorno. Algunos de ellos actlan como
substancias atrayentes para la polinizacién como los aceites esenciales y los aromas, o en las
respuestas de defensa frente a agresiones bioldgicas como las fitoalexinas o las piretrinas. Otros
diterpenos incluyen las giberelinas (GAs) o la cadena lateral de la clorofila y las filoquinonas. A
continuacién, aparecen los triterpenos, de 30 carbonos, entre los que encontramos los
fitoesteroles, fundamentales para el mantenimiento de la estructura y fluidez de las membranas
bioldgicas, y los brasinosteroides, derivados de estos ultimos. Por su parte, los tetraterpenos,
que contienen 40 carbonos, desarrollan importantes funciones en la fotosintesis de la mano de
los carotenoides, los mas abundantes de entre todos los terpenoides sintetizados por las plantas.
El acido abscisico (ABA) es, asimismo, un derivado de los carotenoides. Los denominados
politerpenos se encuentran formados por mas de 8 unidades isopreno, entre los que se incluyen
las fracciones terpénicas de las quinonas implicadas en los sistemas de transferencia de
electrones (plastoquinonas o ubiquinonas), o los dolicoles, asociados a la glicosilacién de
proteinas. Algunos de estos compuestos pueden formar polimeros tan complejos como los del
caucho, de hasta 1500 carbonos. Finalmente, los compuestos de naturaleza mixta tales como las

proteinas preniladas o las citoquininas reciben el nombre de meroterpenos.

Muchos de estos compuestos eran conocidos y apreciados desde muy antiguo como
aromatizantes, substancias medicinales, perfumes, pigmentos o narcéticos. Consecuentemente,
numerosos productos isoprenoides representan un indudable interés econdémico. Entre ellos
destacan el caucho, aromas como el de la uva variedad moscatel, el mentol o el limoneno,
nutracelticos como las vitaminas A, D3, K y E o los fitoesteroles y compuestos
farmacolégicamente activos como el taxol o la digitonina. Recientemente han sido registrados

los carotenos licopeno y luteina como agentes oncoprotectores.

Animales, hongos y arqueobacterias sintetizan el IPP en exclusiva a partir del acetil-CoA
a través de la ruta del mevalonato (MVA). De hecho, esta ruta, descubierta en los afios 50, se
consideraba proveedor Unico para la sintesis del intermediario comin a todos los isoprenoides
también en organismos fotosintéticos y eubacterias. Sin embargo, la Ultima década ha sido
testigo del descubrimiento de una nueva via de sintesis de IPP. Efectivamente, se ha constatado
la capacidad de utilizar el gliceraldehido 3-fosfato y un derivado C, del piruvato para su sintesis.
Estos precursores son utilizados en una reaccion dependiente de la pirofosfato de tiamina (TPP)
catalizada por la enzima 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS) que produce la pentosa 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP), la cual, y mediante una original capacidad catalitica que
implica una reordenacién del esqueleto carbonado y una reduccién, origina 2-C-metil-D-eritritol
4-fosfato (MEP). La enzima responsable de este proceso, la 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
reductoisomerasa (DXR) cataliza el primer paso especifico de esta nueva ruta en tanto que la
DXP serd a su vez precursora de los cofactores tiamina y piridoxol [131, 145]. Las siguientes
etapas han sido caracterizadas recientemente, en el esfuerzo sinérgico de diversos grupos de

investigacion (revisado en [94, 238]). Una particularidad de esta ruta es la capacidad para
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sintetizar simultdneamente IPP y DMAPP, en contraste con la del mevalonato que conduce

exclusivamente hasta la sintesis de IPP.

Esta nueva via biosintética, recientemente bautizada como del MEP, fue puesta de
manifiesto originalmente en eubacterias y ha sido confirmada en diversos organismos autétrofos
fotosintéticos, como las plantas superiores, las algas (excepcion hecha de las euglenofitas) o las
briofitas (revisado en [171, 173, 247]). Nuestro grupo ha sido pionero, en colaboracién con el
del Dr. Rohmer de la “Université Louis Pasteur” de Estrasburgo, en verificar la existencia de la
ruta MEP en plantas, probablemente una de las Ultimas grandes ruta anabdlicas por dilucidar.
Adicionalmente, esta ruta ha sido confirmada también en los apicoplastos del organismo
responsable de la malaria (Plasmodium falciparum) [142], asi como en otros muchos organismos
patégenos. Por todo ello, esta nueva ruta se erige en una diana ideal para el desarrollo de

nuevos herbicidas y antibidticos.

El nuevo paradigma enunciado para la sintesis de isoprenoides en las células vegetales
contempla la coexistencia de dos rutas biosintéticas de IPP localizadas en compartimentos
distintos dentro de la célula vegetal. Segun este modelo, los triterpenos y los sesquiterpenos son
sintetizados en el reticulo endoplasmatico (RE)/citosol a partir del IPP producido via MVA,
mientras que mono, di y tetraterpenos lo haran desde el IPP originado a través de la ruta MEP,
confiriéndole autonomia plena a los plastidos para la sintesis del IPP. Evidencias crecientes
apuntarian hacia la cooperaciéon de estas dos rutas biosintéticas en la consecucion de procesos
biosintéticos y morfogénicos particulares, aunque la relacion entre ellas estd adn pendiente de

clarificarse convenientemente.

A pesar de la importancia de las funciones sefialadas desempefiadas por los
isoprenoides, y del evidente interés que despierta su estudio, muchos aspectos de la bioquimica
de estos productos y en particular de la regulaciéon de su propia biosintesis son relativamente
poco conocidos, particularmente en lo que se refiere a aquellos sintetizados por la via plastidica
del MEP. La extrema complejidad de su metabolismo, por un lado, y la ocasionalidad de su

biosintesis tanto a nivel espacial como temporal, por otro, justifican la dificultad de su estudio.

Este trabajo pretende ser una introduccién al estudio de los genes que codifican para las
enzimas (DXS y DXR) que catalizan las dos primeras etapas de la ruta MEP de sintesis de IPP,
utilizando para ello Arabidopsis thaliana, modelo universal de la genética molecular vegetal. De
acuerdo con estos antecedentes se han planteado los siguientes objetivos que enunciamos a

continuacion.
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1.1.2. Objetivos.
1.-Identificar, aislar y caracterizar los genes DXS y DXR de A. thaliana.

2.-Resolver la funcién de las proteinas DXS y DXR en relacién con las dos primeras

etapas enzimaticas de la recientemente descubierta ruta MEP de sintesis de IPP.
3.-Analizar el patrén de expresion de los genes DXS y DXR.
4.-Determinar la localizacién subcelular de las proteinas DXS y DXR.

5.-Generar y examinar plantas transgénicas de sobreexpresion DXS y DXR, con el
proposito de obtener informacion acerca de posible papel regulador en la biosintesis de los
isoprenoides plastidicos.

6.-Introducir el estudio de la interaccion entre las vias MEP y del MVA de sintesis de IPP

coexistentes en la célula vegetal.
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1.2. BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES.

1.2.1. Naturaleza quimica de los isoprenoides.

Los isoprenoides, también llamados terpenos o terpenoides (derivado del inglés
“turpentine”, trementina [127]) representan la mayor familia de productos naturales conocidos
[51]. En consecuencia, la diversidad quimica estructural de estos compuestos es enorme. A
pesar de ello, todos derivan de una unidad estructural comidn de 5 atomos de C, observacion
que, en 1910, le valié al Profesor Otto Wallach para ser galardonado con el premio Ndbel. No
obstante, el modelo postulado no permitia justificar la enorme complejidad de los compuestos de
naturaleza isoprenoide. De esta manera, L. Ruzicka y cols. propusieron hacia 1953 la “regla
biogénica del isopreno”, modelo de racionalizacién del origen biosintético de todos los
isoprenoides por el que en 1939 recibieron el premio Ndbel de Quimica. Dicha regla hacia énfasis
en los mecanismos de reaccién bioquimica ignorando la propia estructura del precursor. Asumia
la implicacion de reacciones electrofilicas que generaban intermediarios carbocationicos a partir
de aquel precursor Cs. De este modo, las diversas subfamilias de compuestos isoprenoides
derivarian de un Unico intermediario comun siguiendo una compleja y ramificada ruta bioquimica
que incluia ciclaciones, reordenamientos y conjugacion de diversos grupos funcionales,
modificaciones todas ellas perfectamente conocidas por la quimica organica. Como verificaria
afnos después F. Lynen, es el isopentenilpirofosfato (2-metil-1,3-butadienofosfato: IPP, Figura
I.1) la molécula de 5 C considerada el precursor biosintético activo, originandose todos los
isoprenoides a partir de la condensacién secuencial de unidades de IPP sobre su isémero alilico
el dimetilalilpirofosfato ( DMAPP).

DimetilalilPP IsopentenilPP

— Jd_-
/I\/\cw P — OPP

Figura I.1: El isopentenilpirofosfato y su isomero alilico, el dimetilalilpirofosfato:

Cada subfamilia de isoprenoides se clasifica en funcion del grado de complejidad quimica
que asuma, esto es, del nimero de unidades de isopreno que han debido adicionarse para
construir el esqueleto basico correspondiente. Estas moléculas parentales tendran, por lo tanto,
un numero de carbonos multiplo de 5. Los miembros de una misma subfamilia han venido
designandose convencionalmente sobre la base de los monoterpenos (Cig), primeros
isoprenoides identificados ya a mediados del siglo XIX, de ahi la nomenclatura empleada y que

aparece reflejada en la Tabla I.1.
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Cn NOMBRE MOLECULA PARENTAL SUBFAMILIAS

5 Hemiterpenoides IPP Isopreno, citoquininas e isopentenil-ARNt

10 Monoterpenoides GPP Iridoides y aceites esenciales.

15 Sesquiterpenoides FPP Fitoalexinas, piretrinas y fraccion terpénica

de proteinas preniladas.

20 Diterpenoides GGPP Giberelinas, vit. A, fraccion terpénica de
proteinas preniladas, cadena lateral de las
clorofilas (fitol) y de la vit. K (filoquinona) y E

(tocoferol) y resinas de gimnospermas.
25 Sesterpenoides GFPP Ceras.

30 Triterpenoides Escualeno Fitoesteroles y derivados esteroidicos
(brasinosteroides y saponinas), triterpenos

pentaciclicos.
40 Tetraterpenoides Fitoeno Carotenoides, xantdfilas y ABA.

>40/103-10* Politerpenoides GGPP Caucho, latex, dolicol y fraccion terpénica

de la plastoquinona y la ubiquinona.

Tabla 1.1: Clasificacion de los terpenoides y las subfamilias correspondientes presentes en el reino vegetal

(adaptado de [52, 315]).
1.2.2. La ruta del acetato/mevalonato: la “via clasica” de sintesis de IPP.

Siguiendo un criterio meramente histdérico, estudiaremos en primer lugar algunos
aspectos relativos a la sintesis de IPP por la llamada ruta del mevalonato, para centrarnos a
continuacién en la ruta alternativa o del MEP, objeto de esta memoria. La via anabdlica de
sintesis de IPP a partir del acetato/mevalonato lleva siendo ampliamente estudiada desde hace
décadas, razén por la cual es referida también como via clasica. Bloch y Rittenberg establecieron
las bases para la elucidacion de esta ruta biosintética al confirmar al acetil-CoA como precursor
para la sintesis de esteroles [230], trabajos por los cuales se hicieron merecedores del premio
Nobel de Medicina en 1964. El mevalonato es formado a partir de la condensacién secuencial
de 3 moléculas de acetil-CoA en dos pasos enzimaticos que rendiran sucesivamente
acetoacetil-CoA y 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), seguidos por un paso
de reduccién catalizado por la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa
(HMGR). A esta enzima se le ha atribuido el papel de catalizar la etapa limitante de esta ruta
bioquimica. Se trata de la primera reaccidon irreversible y responsable de la produccién del
primer intermediario especifico de la ruta, razén por la cual se ha venido designando
convencionalmente como ruta del mevalonato. A partir de este compuesto, y mediante dos

pasos sucesivos de fosforilacion dependientes de ATP seguidos de una descarboxilacion, tiene
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lugar la formacién del IPP. La Figura 1.2 ilustra todas las reacciones implicadas asi como las

enzimas involucradas en la ruta del MVA de sintesis de IPP.

) ) Hidroximetil
Acetil-CoA Acetoacetil-CoA glutaril-CoA Mevalonato

9 Acetil-CoA CoASH Q OAcetil—CoA CoASH 9 2NADPH 2NADP

5-CohA S-Col S-Coh

AAT HMS HMG OH

ATP

MVK[

P ADP

DimetilalilPP IsopentenilPP Mevalonato 5-PP Mevalonato 5-F
ADP ATEO ¢ OH ADP AT§O P OH

)\/\m-]_» — OPP OPP opP

Figura 1.2: Representacion esquemdtica de las reacciones implicadas en la biosintesis de IPP por la
denominada ruta del mevalonato. Las abreviaturas de las distintas enzimas involucradas reflejan la notacion
acordada para cada una de los genes correspondientes en Arabidopsis thaliana. AAT: AcetoacetilCoA-
Tiolasa, HMS: HMG-CoA Sintasa, HMG: HMG-CoA reductasa, MVK: Mevalonato kinasa, PMK:
fosfomevalonato Kinasa, MVD: difosfomevalonato kinasa, IDI: isopentenildifosfato isomerasa. Sin embargo,

esta comunmente aceptado HMGR y AACT para los productos de los genes HMG y AAT respectivamente. PP,

pirofosfato.
1.2.3. La via del metileritritolfosfato (MEP) de sintesis de IPP.

Desde los afios 50, en los que se establecid la via del acetato/mevalonato en levaduras y
animales, esta ruta metabdlica se ha considerado como exclusiva para la sintesis del IPP ademas
de ubicua en toda de la escala evolutiva [279]. Los Ultimos afios, y gracias al esfuerzo sinérgico
de muchos investigadores, han permitido clarificar la que es considerada como la ultima gran
ruta bioquimica por caracterizar, y que permite la sintesis independiente del mevalonato del
intermediario comun a todos los isoprenoides, el IPP. El congreso celebrado en Barcelona del 21
al 23 de abril de 1999 ("4 European Symposium on Plant Isoprenoids”) acordé denominar a
esta ruta, ruta del MEP (metileritritolfosfato), por analogia con la ruta del mevalonato, tomando
ambas asi el nombre del primer intermediario especifico. No obstante, la bibliografia utiliza
indistintamente via de Rohmer, del DXP, alternativa, mevalonato independiente o plastidica para

referirse a esta nueva ruta de sintesis de IPP.

1.2.3.1. Antecedentes histéricos en la elucidacion de la via del MEP. Los organismos procariotas

como modelo.

Los primeros trabajos que apuntaban hacia la no universalidad de la via del mevalonato
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en la sintesis de IPP aparecieron en los afios 60 [171, 173], tempranamente después del
descubrimiento de la misma, pero no fue hasta 1981 cuando un primer modelo alternativo fue
propuesto [218]. Este se basaba en la imposibilidad de seguir el marcaje radioactivo sobre las
cadenas laterales de la ubiquinona de modo coherente a lo esperado seglin la ruta del
acetato/mevalonato, utilizando para ello diferentes especies procariotas (Azotobacter vinelandii,
Pseudomonas sesami, Escherichia coli y Rhodopseudomonas capsulata) suplementadas con
14C-acetato. Los autores sugerian una via alternativa a través del acetolactato, utilizando el
equipo enzimatico implicado en el metabolismo de la leucina y la valina, para sintetizar HMG-
CoA a partir de piruvato y acetaldehido. Con posterioridad, Zhou y White refutaron ese modelo
basandose en observaciones realizadas sobre experimentos de marcaje en los que combinaban
diferentes sustratos radioactivos, concretamente !3C,-acetato y !3Cg-glucosa [331]. Los
resultados por ellos obtenidos relativos a la sintesis de ubiquinona en E. coli, apuntaban ya hacia
el piruvato mas que hacia el acetil-CoA como precursor en la sintesis de IPP en esta especie. Se
anadian asi evidencias que excluian al mevalonato como intermediario en la biosintesis de
isoprenoides en estos organismos. Otras de estas evidencias derivarian de los trabajos con
células de E. coli permeabilizadas para la entrada del IPP o el mevalonato, que confirmaron la
imposibilidad de éste para incorporarse a los isoprenoides, o de la ausencia de efecto paralizador
en el crecimiento de E. coli de la mevinolina, inhibidor especifico de la HMG-CoA reductasa
[107]. Finalmente, diversos autores intentaron infructuosamente detectar in vitro actividades
enzimaticas relacionadas con la ruta del mevalonato a partir de extractos crudos de distintas
bacterias como E. coli y Zymomonas mobilis utilizando como sustratos los intermediarios desde
el HMG-CoA hasta el MVAPP (Figura 1.2) [134].

1.2.3.2. La 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa: primera enzima de la via MEP.

En la linea de los experimentos descritos en el epigrafe anterior, fue observado un
marcaje de los hopanoides y la cadena lateral de la ubiquinona incompatible con el
acetato/mevalonato como precursores. Los hopanoides son triterpenoides bacterianos que
constituyen los analogos funcionales de los esteroles propios de las membranas eucariotas.
Fueron los estudios de incorporacién de distintos precursores marcados (*3C-glucosa, -acetato, -
eritrosa y -piruvato) en aquellos isoprenoides, efectuados sobre cultivos celulares de diversas
eubacterias (E. coli, Methylobacterium organophilum, Rhodopseudomonas palustris vy
acidophila), los que llevaron a Rohmer a proponer un modelo alternativo de sintesis de IPP que
implicaba a las triosas fosfato [248]. Pero no seria hasta 1996 cuando se confirmaria la
naturaleza exacta de los precursores de esta nueva via, postulandose el origen preciso de los
carbonos presentes en la molécula de IPP asi sintetizada. Para ello, utilizaron mutantes de E. coli
defectivos para enzimas del metabolismo de las triosas-fosfato. Basandose en aquellos estudios
se propuso que el esqueleto isoprénico pentacarbonado original se formaria en una reaccién
enzimatica dependiente de tiamina similar a las de las transcetolasas y que implicaria la

condensacion de la hidroxietiltiamina (C,) derivada del piruvato con el grupo aldehido de la
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subunidad C; del gliceraldehido 3-fosfato (Figura 1.3) [249]. El producto asi formado seria la 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DXP), sustrato ya conocido como precursor en la biosintesis de
tiamina y piridoxina: vitaminas Bl y B6 respectivamente [131, 145]. Este descubrimiento
permitié explicar el marcaje preferencial de los atomos de C en posicidén 1 y 5 observado hasta
el momento para la unidad IPP en numerosos productos isoprenoides, tal y como muestra la
Figura 1.3, y que resultaria incompatible con el marcaje en los C 2, 3 y 4 esperable de originarse
via acetato/mevalonato. La enzima responsable de aquella actividad enzimatica se denomind 1-
desoxi-D-xilulosa 5-fosfato sintasa (DXS), y el gen responsable ha sido identificado y
clonado en E. coli incluido en un operdn que codifica por al menos otra enzima implicada en la

sintesis de isoprenoides [177, 278].

1.2.3.3. La 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa cataliza la produccion del primer

intermediario exclusivo de la via de Rohmer.

Experimentos de incorporacion utilizando ['3C]-1-desoxi-D-xilulosa confirmaron el
esquema biogénico apuntado ya por Rohmer y colaboradores y que anticipaba que el esqueleto
carbonado lineal de la pentosa DXP seria modificado para dar lugar a los precursores ramificados
de la unidad isoprenoide [14, 91, 249]. Se propuso un proceso que implicaba un reordenamiento
intramolecular de la DXP en el intermediario hipotético de reaccién 2-C-metileritrosa 4-
fosfato el cual a su vez, y tras un paso de reduccién dependiente de NADPH, se convertiria en el
2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), siguiente intermediario y primer metabolito especifico
de la via de sintesis de IPP independiente de MVA [91] (Figura I.3). La actividad enzimatica
responsable de la catalisis de esta segunda etapa en la nueva ruta de sintesis de IPP seria
similar a la observada en las cetoacido reductoisomerasas implicadas en la biosintesis de
aminodacidos de cadena ramificada tales la valina, la leucina o la isoleucina, que fue designada
como 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (DXR). La identificacién de mutantes
auxotrofos para el producto de reaccién defosforilado, el metileritritol (ME), permitié el
aislamiento e identificaciéon del gen correspondiente en E. coli [158, 291]. La elecciéon de ME en
lugar de MEP vino motivada por la capacidad probada de la forma defosforilada para

incorporarse eficientemente en las cadenas laterales de las quinonas en E. coli [91].

Figura 1.3: Representacion esquemdtica de las reacciones catalizadas por las dos primeras enzimas en la
biosintesis de IPP por la ruta del MEP. El marcaje originado por la *C-glucosa aparece representado por
puntos negros, apareciendo en los C 1y 5 de la molécula final de IPP. Por su parte, los C en las posiciones 2,
4y 5 enriquecidas en "C correspondientes al IPP derivado del acetato/mevalonato aparecen sefialados por
circulos. Aparece también representada la estructura del inhibidor especifico de la reaccion catalizada por la

DXR, la fosmidomicina. TPP, pirofosfato de tiamina.
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1.2.3.4. Las sintesis de IPP via MEP en plantas: Las dos primeras etapas.

Una vez confirmada la viabilidad bioquimica de la sintesis de IPP de manera
independiente del mevalonato por esta nueva ruta del MEP, se revisaron los abundantes trabajos
que apuntaban en esta direccion en organismos vegetales [94, 171-173]. Entre ellos destacaban
los relacionados con la utilizacién de la mevinolina. Asi, a principios de los 80 se observé como
este inhibidor afectaba el desarrollo de plantulas de trigo (Triticum aestivum) y rabano
(Raphanus sativus), bloqueando la sintesis de esteroles, mientras que la produccién plastidica
de pigmentos fotosintéticos permanecia inalterada [20, 19, 259]. Resultados similares fueron

también obtenidos con Sylibum marianum [88].

Otro conjunto de evidencias se basd en los resultados relativos a los estudios de
incorporacion de precursores radioactivos en isoprenoides, en una aproximacion analoga a la
seguida para las bacterias. Asi se observd como plastidos aislados de narciso (Narcissus
pseudonarcissus) y espinaca (Spinacea oleracea) eran incapaces de producir IPP a partir de
mevalonato o sus derivados fosforilados ([153, 182] y revisado en [150]). Mas aun, en cultivos
de Ginkgo biloba y Salvia miltiorrhiza suplementados con !3C-mevalonato fue encontrada una
incorporacion preferencial del marcaje en los esteroles respecto de la observada en los
ginkgdlidos [264]. En cambio, en presencia de glucosa marcada en diferentes posiciones con *3C
se observé un patron de incorporacidn coherente con el observado en eubacterias segun la
recién descubierta ruta MEP. Otro tanto se constatd para el esqueleto terpénico de los taxanos

en Taxus chinensis [93], y para la marrubina sintetizada por la lamiacea Marrubium vulgare
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[151].

Pero fueron los trabajos en otras especies vegetales (Lemna gibba, Hordeum vulgare y
Daucus carota) los que pusieron definitivamente en evidencia el origen independiente del
mevalonato del IPP implicado en la sintesis del fitol (cadena lateral de la clorofila), el g-
caroteno y la cadena poliprenilica de la plastoquinona, al contrario de lo que ocurriria para los
esteroles citosdlicos [174]. Se demostraba de esta forma la coexistencia de las dos vias de
sintesis de IPP en células vegetales, confirmando la autonomia de los plastidos para su sintesis.
Por medio de una aproximacion similar se mostré como varios de los aceites esenciales de
naturaleza monoterpenoide sintetizados por Mentha x pipperita, como el geraniol, la mentona, la

pulegona y el timol eran producidos siguiendo la ruta del MEP [95].

A continuacién, y una vez identificada la 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato como primer
intermediario en esta nueva ruta de sintesis de IPP, se sucedieron los experimentos que
estudiaban su incorporaciéon en distintos isoprenoides. Se confirmd de este modo como la via del
DXP seria también la responsable de la biosintesis de p-caroteno, luteina y fitol sobre cultivos
celulares de Catharanthus roseus [14]. Igualmente, y mediante la administracién directa del
precursor radioactivo en las flores de la manzanilla (Maricaria recutita), se constaté su
incorporacion en algunos sesquiterpenos especificos [2]. Sin embargo, en este caso, se observo
como las unidades isoprénicas tenian un origen mixto derivado de ambas vias de sintesis de IPP,
aspecto sobre el que incidiremos en el apartado I1.3.2. Algo parecido ocurria con el isopreno
liberado por el alamo (Populus nigra), el sauce (Salix viminalis) y la celidonia (Chelidonium
majus), producido primariamente via IPP plastidico, pero con una contribucidn significativa de la
via del MVA [330].

Aproximaciones de otro orden se han seguido con el objeto de obtener evidencias
directas de la presencia de los genes que codifican para las enzimas de la ruta MEP de
biosintesis de IPP en plantas. En 1996 se describia un mutante albino de Arabidopsis thaliana
(mutante clai-1), con importantes alteraciones en el desarrollo morfogénico de los
cloroplastos debidas, presumiblemente, a un déficit en la sintesis de pigmentos fotosintéticos
[187]. Aungue originalmente no se relaciond al gen CLA1 con la via del MEP, la homologia de la
proteina con DXS bacterianas y vegetales clonadas ulteriormente confirmaron que efectivamente
se trataba de un mutante de las DXS de Arabidopsis [101]. El mutante chs5 ha sido también
identificado como afectado en la DXS y posee un fenotipo albino singular, que Unicamente se
manifiesta cuando es crecido a temperaturas restrictivas, esto es, por debajo de 16 °C [11]. En
los Ultimos afios hemos asistido al clonaje y caracterizacion de ADNc correspondientes al gen
DXS en diversas especies vegetales, como en Mentha x pipperita [165], Capsicum annuum [30],
Lycopersicon esculentum [178] Catharanthus roseus [50, 303], Medicago truncatula [308,
309] y Tagetes erecta [198].
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Por su parte, ortélogos de la DXR de E. coli han sido clonados y caracterizados en mayor
0 menor detalle en varias especies vegetales como Mentha x pipperita [161, 185] , Arabidopsis
thaliana [48, 266], Oryza sativa [308], Catharanthus roseus [303] o Lycopersicon esculentum
[237]. No obstante, y aun a pesar de constatarse la actividad enzimatica DXR en hojas de
Liriodendron tulipifera [254], no ha sido posible incorporar el producto de la reaccidon
correspondiente en su forma defosforilada (ME) marcado radioactivamente en especies de
plantas. Las razones esgrimidas apuntan a la no traslocacién del ME a plastidos, o bien a la
ausencia o ineficacia de la kinasa responsable de su fosforilacién. Esta segunda hipétesis parece
ser la mas fundada tras conseguir incorporar MEP a isoprenoides presentes en cromoplastos

aislados de Capsicum annuum entre otras especies [102].

Un denominador comun a todos las enzimas DXS y DXR vegetales identificadas hasta el
momento es la presencia en el extremo amino-terminal de un dominio con caracteristicas de
péptido de transito a plastidos, no presente en los homélogos procariotas, y que resultaba

coherente con la localizacidn subcelular que se habia asignado a la ruta de MEP en plantas.

1.2.3.5. La via MEP de sintesis de IPP en otros organismos fotosintéticos:

Con el propésito de estudiar la distribucion de la via del MEP en organismos
fotosintéticos distintos de las plantas superiores, diversos autores plantearon una estrategia
para evitar el reciclaje del CO, que tiene lugar como consecuencia de la fotosintesis y que podia
alterar los resultados. Para ello, se crecian los sistemas a estudio bajo condiciones heterotréficas
suministrando una fuente de carbono marcada en condiciones de luminosidad tales que, si bien
no permitian la fotosintesis, eran aun compatibles con la morfogénesis de los plastidos v,
consecuentemente, con la produccion de todos sus compuestos isoprenoides. Los primeros
resultados basados en estas aproximaciones se obtuvieron con el alga verde Scenedesmus
obliquus, siguiendo el marcaje en 3C de la glucosa y el acetato. Los datos obtenidos ratificaron
el origen independiente del mevalonato de diversos isoprenoides, incluyendo los esteroles [267,
268]. El mismo comportamiento fue posteriormente observado con Chlamydomonas reinhardtii y
Chlorella fusca [87] y recientemente se hizo extensivo a muchas otras especies del taxon
Clorophyta [265]. Estos y otros resultados permitieron a los autores presentar a las clorofitas
como el Unico grupo de organismos eucaridticos fotosintéticos que utilizan exclusivamente la
recientemente descubierta via MEP de sintesis de IPP [265]. Entre estos resultados destacaban,
adicionalmente, las observaciones efectuadas sobre la incapacidad del inhibidor mevinolina para
alterar el crecimiento y multiplicacion de estas algas [267], unido a la imposibilidad de aislar,
mediante técnicas de biologia molecular, ninguno de los genes implicados en la via del

mevalonato de sintesis de IPP [265].

Por su parte, la misma dualidad observada en las plantas superiores en cuanto a la

sintesis de IPP fue también encontrada en las algas rojas de la especie Cyanidium caldarium vy la
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criséfita Ochromonas danica [87]. Algo parecido ocurre con las diatomeas marinas de los
géneros Phaeodactylum o Nitzschia [79]. Para la euglénofita Euglena gracilis sin embargo, esta
dicotomia estaba ausente. Todos los isoprenoides analizados, tanto plastidicos como

citoplasmaticos, aparecian sintetizados a través de la via del acetato/mevalonato [87].

No abundan los trabajos referidos a especies de briofitas y helechos. No obstante, se ha
observado el mismo comportamiento que las plantas superiores en cuanto a la sintesis del IPP
en diversas especies de hepaticas [3, 137, 204, 295] o musgos [137]. Las hepaticas tienen el
interés afiadido de producir, al igual que las plantas, grandes cantidades de aceites esenciales.
Coherentemente con ello, la DXS y varias preniltransferasas de Marchantia polymorpha han sido
identificadas como asociadas a estructuras celulares especializadas en la sintesis de los

isoprenoides especificos de dichas hepaticas (apdo. 1.3.1.2.; [286]).

1.2.3.6. Etapas enzimaticas posteriores a la DXR en la sintesis via MEP del IPP.

Durante el Ultimo lustro se han identificado las reacciones enzimaticas, mas alla de la
catalizada por la DXR, que conducen hacia la sintesis de IPP por esta nueva via del MEP (Figura
1.4). Diversos sistemas bacterianos han constituido, en todos los casos, el modelo de origen.
Una de las mejor estudiadas, E. coli, se ha desvelado como un poderoso sistema para la
identificacién de los diversos genes implicados en la ruta del MEP. A partir de ahi, el esfuerzo
multidiscplinar de diversos grupos de investigacion ha rentabilizado el conocimiento de genomas
completamente secuenciados y las colecciones de secuencias genéticas expresadas (ESTs) para
la rapida dilucidacién de la ruta del MEP en distintas especies de bacterias y plantas. Las
aproximaciones bioinformaticas y de genémica comparativa, sumadas a las estrategias basadas
en la ingenieria genética, han tenido un papel determinante en la consecucion con éxito de esta
empresa. Asimismo, sistemas vegetales como el de los cromoplastos purificados de pimiento (C.
annuum) o narciso (Narcissus pseudonarcissus) se han revelado como extremadamente
versatiles para el seguimiento del marcaje de intermediarios de esta ruta, previamente

identificados en los sistemas bacterianos, en diversos isoprenoides, tales como los carotenoides.
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Figura 1.4: Ruta del metileritritol fosfato de sintesis de IPP. Aparecen representados todos los pasos desde
los precursores gliceraldehido 3-fosfato y piruvato hasta isopentenil pirofosfato y dimetilalil pirofosfato. Cada
etapa enzimatica, excepcion hecha de las catalizadas por la DXS, DXR e IDI, se han denominado segun la

nomenclatura original del gen bacteriano correspondiente.

A pesar de que tedricamente restaba una etapa de reduccion, de deshidratacién y otra
de fosforilacion hasta la produccion de IPP desde el MEP, el primer producto identificado a
continuacidon de dicho intermediario resultaba de la transformacion del MEP en una reaccién
dependiente de citidin trifosfato (CTP). Las busquedas en las bases de datos de enzimas con
capacidades enzimaticas como la resefiada alumbraron al gen ygbP (también designado ispD),
del que se ha mostrado la capacidad de catalizar la formacién de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol a partir de MEP y CTP [245], recibiendo asi el nombre de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol sintasa (Figura I.4). Mas aun, se ha confirmado la capacidad de este nuevo
intermediario de incorporarse eficientemente a carotenoides de cromoplastos aislados de C.
annuum [245]. Por su parte, el ADNc del gen correspondiente en Arabidopsis thaliana ha sido

recientemente clonado y expresado, confirmandose la actividad del dominio catalitico [244].

La identificacion de esta tercera etapa de la ruta MEP de sintesis de IPP sentd las bases
para la busqueda “in silico” de genes conservados entre las secuencias gendmicas de eubacterias
y plantas (en este caso con un extremo N-terminal adicional con caracteristicas de péptido de
transito a plastidos) y que estuviesen ausentes de arqueobacterias. Estas aproximaciones
bioinformaticas permitieron descubrir candidatos a intervenir en esta nueva ruta de sintesis de

IPP, entre los que se encontraron los responsables de las dos siguientes etapas (ychB e ygbB).
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El producto del gen ychB (luego designado ispE) fue sobreexpresado en E. coli,
mostrandose la capacidad de catalizar la fosforilacién del grupo hidroxi en posicion 2 del 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol para formar 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 2-fosfato
en una reacciéon con el ATP como donador de grupos P [183] (Figura 1.4). El ADNc del gen
ortélogo en L. esculentum fue clonado, expresado y la proteina correspondiente purificada
confirmandose la actividad enzimatica, que recibié el nombre de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol 2-fosfato kinasa [246]. Curiosamente, habia sido referida, afios atrads, la induccién de
la expresidon de este gen durante el proceso de maduracion organoléptica del fruto de tomate
[166]. Fue aislado en el contexto de la busqueda de genes asociados a la morfogénesis de
cromoplastos, en los que se produce la acumulacién masiva de carotenoides como el licopeno.
Por otra parte, se ha detectado la capacidad de esta enzima, residual aunque metabdlicamente
relevante, para fosforilar isopentenil monofosfato en E. coli y M. Pipperita en una reaccion
propuesta en su momento como paso terminal de la via [162]. Otros resultados refutarian esto

Gltimo, ratificando la actividad enzimatica propuesta originariamente [45].

A continuacidon se demostrd la implicacion del gen ygbB de E. coli (posteriormente
llamado ispF) en la ruta MEP. De hecho su distribucion se ajustaba a la de aquellos organismos
donde esta ruta habia sido descrita. Aparecia, ademas, frecuentemente unido o fusionado a los
genes ispD. El gen correspondiente fue aislado y expresado, observandose su capacidad para
catalizar la conversién de 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol 2-fosfato en 2-C-metil-D-eritritol
2,4-ciclodifosfato liberando CMP (Figura 1.4). La participacion en la ruta MEP de dicho
producto, conocido anteriormente por acumularse en algunas bacterias bajo condiciones de
estrés oxidativo [217], se ha verificado por medio de experimentos de incorporacion de dicho
metabolito en carotenoides, realizados con el modelo de cromoplastos de C. Annuum [103, 129]
o del intermediario fitoeno, en cromoplastos de Narcissus pseudonarcissus [103]. El homologo
en Plasmodium falciparum ha sido, por su parte, recientemente clonado y la actividad catalitica

de la proteina recombinante correspondiente ratificada mediante expresiéon en E. coli [242] .

A todas las herramientas presentadas hasta el momento para la identificacion de las
etapas enzimaticas de la ruta del MEP, se sumo otra que proporcionaria una evidencia directa de
la implicacion de los genes correspondientes. Se trataba de cepas bacterianas modificadas
genéticamente que resultaban dependientes del mevalonato en cuanto a la sintesis de IPP.
Fueron obtenidas integrando un operdén sintético (operéon MVA) conteniendo las secuencias
codificantes para la MVD de levadura, la PMK humana y la MVK de levadura (ver Figura 1.2)
[45]. Esta cepa, al poseer todas las etapas enzimaticas necesarias para sintetizar IPP a partir del
mevalonato suplementado exdgenamente, permite rescatar mutantes letales para cada una de
los enzimas de la via del DXP. Siguiendo esta elegante aproximacién, se confirmé la implicacion
de los genes dxs, dxr, ygbP, ychB e ygbB de E. coli en la ruta de sintesis de IPP independiente
de MVA [45]. La inclusién facultativa en el operén MVA del gen para la isopentenil difosfato

isomerasa (IDI) permitiria discriminar la ubicacidén del gen en la zona troncal de la ruta, o bien
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después del supuesto punto de ramificacion [45, 239].

En efecto, la utilizacién de aquellas cepas permitié solventar una cuestién que quedaba
pendiente y sobre la que se planted cierta controversia. Se trataba de la existencia de un punto
de ramificacion en la parte baja de la ruta MEP de sintesis de IPP, ramificacién que conduciria a
la sintesis independiente de IPP y DMAPP, de modo distinto a lo que ocurre en la ruta del MVA.
Ya se sabia que el DMAPP no era el precursor exclusivo del IPP plastidico en plantas [13], lo cual
ademas resultaba coherente con que la pérdida de la actividad IDI en E. coli no resultase letal
[239]. En este sentido, fue postulada la sintesis del IPP de modo independiente respecto de su
isémero DMAPP. Esta hipétesis se propuso en base al estudio del marcaje de los isoprenoides
producidos por una cepa bacteriana defectiva en la actividad DXS, la cual habia sido
suplementada con isémeros del ME marcados con deuterio [55]. Recientemente, y utilizando
formas deuteradas de DX, ha sido corroborado la existencia de dicha ramificacion en la
biosintesis de IPP y DMAPP, asi como la funcionalidad de una IPP isomerasa plastidial para

interconvertir ambas formas isoméricas [132].

El siguiente paso enzimatico en la ruta MEP fue descubierto gracias a la constatacion de
que la disrupcién del gen gcpE (también ispG), sobre el fondo genético de la cepa de E. coli
portadora del operén MVA, provocaba la acumulacién de 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
[269], el ultimo producto de reaccion descrito. Este hecho, sumado a la capacidad de revertir
dicho mutante suplementando el medio de cultivo con mevalonato, apuntaba inequivocamente
hacia la implicacion del enzima codificada por el gen gcpE en la parte troncal de la ruta de
sintesis de IPP [46]. La sobreexpresion de la proteina recombinante correspondiente permitid
identificar la naturaleza del producto de reaccion: se trata de la 1-hidroxi-2-metil-2-(E)-
butenil 4-difosfato resultante de la apertura del anillo del 2-C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato en un paso de reduccion [123] (Figura 1.4). La enzima correspondiente fue
denominada, consecuentemente, 1-hidroxi-2-metil-2-(FE)-butenil 4-difosfato sintasa. El
clonaje del ADNc homdlogo en Arabidopsis, asi como la confirmacion de la localizacion plastidial
del producto correspondiente de modo coherente con la funciédn a asumir dentro de la célula

vegetal, completan la informacion hasta la fecha sobre el gen GCPE [225].

Los trabajos llevados a cabo con una cepa mutante de la cianobacteria Synechocystis
permitieron presentar las primeras evidencias experimentales del rol de /ytB en la via del MEP
[78]. La capacidad de revertir el mutante con analogos alcohol del IPP y el DMAPP apuntaba
hacia un papel de la actividad resultante mas alla o en el propio punto de ramificacion de la ruta.
Evidencias ulteriores sobre la funcion de la proteina se obtuvieron a partir del clonaje del gen
correspondiente E. coli [6]. En efecto, el gen lytB (alternativamente designado ispH) cataliza la
reaccion responsable de la ramificacion por la que simultdneamente se sintetizaba tanto el IPP
como el DMAPP, segun una relacién 5:1, a partir del Gltimo intermediario reconocido 1-hidroxi-2-

metil-2-(E)-butenil 4-difosfato. No obstante, los requerimientos exactos de cofactores para el
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desarrollo de esta reacciéon no se conocen aun totalmente. En cualquier caso, esta Ultima etapa
constituye una diferencia fundamental con la ruta de mevalonato, en la que el DMAPP es
generado secuencialmente desde el IPP gracias a la enzima IDI. El papel de esta enzima,
ausente por otra parte en numerosas especies bacterianas que operan segun la ruta del MEP
[243], seria el de balancear o equilibrar los valores de IPP y DMAPP optimizando las

disponibilidades de los intermediarios en la sintesis de isoprenoides [239].

Se terminaba asi la elucidacion completa de los pasos biosintéticos que conducen a la
sintesis de IPP, por esta ruta del MEP, de manera independiente del mevalonato. La presentacion
de esta nueva via permitié, a su vez, una interpretacién razonable de resultados parciales
obtenidos anteriormente, y que habian sido explicados en el marco de modelos basados en la
compartimentacion subcelular de la via del MVA, aspecto que serd desarrollado en el apartado
I.3.

1.2.3.7. La via del MEP de sintesis de IPP representa una atractiva diana para el ensayo de

antibidticos y herbicidas.

La existencia de la ruta del MEP en plantas superiores y algas hacen a las distintas
enzimas implicadas dianas ideales para el ensayo de herbicidas. Mas aln, la presencia de esta
nueva via de sintesis de IPP en organismos patdgenos hace de todos sus inhibidores potenciales
antibidticos. La ausencia de ortdlogos entre los huéspedes mamiferos las hacen todavia mas

atractivas para dicho proposito.

En este contexto, son destacables los trabajos relativos a la fosmidomicina, primer
inhibidor caracterizado de esta nueva ruta bioquimica (Figura 1.3). Este antibiético,
originalmente aislado de Streptomyces lavendulae, actia como un inhibidor competitivo de la
DXR. Su analogia estructural con el intermediario propuesto de la reaccion catalizada por la DXR,
la 2-C-metileritrosa 4-fosfato, le permitiria competir con éste por el sitio de unién de la enzima
[157, 329]. Su eficacia como potente herbicida es bien conocida a partir de trabajos
desarrollados en numerosos sistemas vegetales que confirman la alteracion de diversos aspectos
del desarrollo y crecimiento, debidos a la inhibicién en la formacidn de isoprenoides sintetizados
a partir del IPP plastidico [102, 157, 175, 214, 237, 329]. Sus aplicaciones farmacoldgicas son,
ademas, evidentes y pasan por los prometedores trabajos relativos al tratamiento contra el
agente responsable de la malaria, el parasito Plasmodium falciparum, responsable de millones
de muertes anuales en todo el mundo [142]. Diversos agentes patodgenos, tales como las
enterobacterias o Mycobacterium tuberculosis representan otras tentadoras dianas para el

ensayo de este inhibidor [175].

En el mismo sentido se dirigen los estudios en torno al clomazén, otro herbicida

conocido ya desde los afios 80 y con un efecto similar al de la fosmidomicina en cuanto al
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bloqueo en la acumulacién de los isoprenoides plastidicos [72]. Estudios recientes apuntan a que
este inhibidor, o al menos algunos de sus productos de degradacién, tendrian un efecto inhibidor
sobre la actividad DXS [202, 328].

En cualquier caso, el disefo racional de compuestos con capacidades inhibidoras de las
enzimas responsables de la ruta del MEP pasa, necesariamente, por el esclarecimiento de los
mecanismos cataliticos intimos de las mismas. En esta linea, los ultimos afios han sido testigos
de importantes avances en la resolucién de las estructuras cristalograficas de muchas de las
proteinas bacterianas de la ruta MEP (revisado en [238]). En concreto, la estructura del cristal
de la proteina DXR de E. coli ha sido resuelta recientemente, en un caso acomplejada a los
cofactores NADP(H) correspondientes [234, 324].

1.2.4. Las dos rutas de sintesis de IPP estan integradas en puntos centrales del metabolismo de

las células vegetales.

Las dos rutas de sintesis de IPP que coexisten en las células vegetales aparecen
estrechamente relacionados con el resto de rutas bioquimicas, ocupando sus precursores puntos

centrales en el metabolismo (Figura I1.5).

La confirmacion del gliceraldehido 3-fosfato (GA3P) y del piruvato como precursores de
la sintesis de DXP en la nueva ruta de sintesis de IPP ha permitido encontrar una explicacién a
los resultados anteriores que apuntaban al [1*C]-CO, antes que al *C-acetato como precursor de
los isoprenoides producidos por plastidos (revisado en [171]). El nuevo modelo contempla que el
acetato suministrado exdgenamente se incorporaria, via acetil-CoA a través de la
correspondiente ruta anabdlica plastidica, a los acidos grasos [127] (Figura 1.5). Por su parte, el
proceso de fijacion fotosintética del carbono seria responsable de la incorporaciéon del CO, en el
3-PGA y el GA3P (Figura I.5). Finalmente, el piruvato ocupa un lugar central en el metabolismo
plastidico. Su origen estaria en el 3-fosfoglicerato (3-PGA) plastidico o bien en una actividad
residual de la enzima ribulosa bisfosfato carboxilasa, aunque un origen citosdlico parcial también
parece posible. En cualquier caso, ademas de servir de sustrato para la sintesis de DX, precursor
a su vez de las vitaminas tiamina y piridoxina [131, 145, 160], derivara también en acetil-CoA
utilizado en la sintesis de novo de acidos grasos o en aminoacidos ramificados tales la valina, la
leucina o la isoleucina (ver Figura 1.5). De este modo, la formacion de IPP y DMAPP via GA3P y
piruvato explicaria la rapida incorporacion del CO, fijado fotosintéticamente observada en los
isoprenoides [171, 318].

En este sentido, es interesante anotar como la rapida incorporacién del [*C]-CO, en el
isopreno confirma que su biosintesis esta intimamente asociada con la fisiologia plastidica a
través del proceso de fijacion fotosintética del C. Este esquema resultaria coherente con el hecho

de que este compuesto volatil es liberado a la atmdsfera por muchas plantas C3 cuando las
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hojas son expuestas a radiaciones luminosas elevadas o a excesivo calor, de ahi que al isopreno
se le haya atribuido una doble funcién protectora del aparato fotosintético, secuestrando las
especies reactivas de oxigeno dafinas en el primer caso, o bien estabilizando las membranas
tilacoidales en el segundo [318, 330]. Estas observaciones cuadrarian con la localizacién
plastidica recientemente demostrada para la enzima responsable de la sintesis de isopreno a
partir del dimetilalilipirofosfato: la isopreno sintasa [318]. Las emisiones foliares de isopreno
resultan, por otro lado, fundamentales para la quimica troposférica, ya que constituye un

reactivo esencial en la formacion del ozono.

Mas controversia plantea el origen del acetil-CoA citosdlico utilizado como precursor en la
sintesis de IPP via mevalonato. La ruta mas sencilla para la formacién del acetil-CoA implicaria la
conversiéon del 3-PGA en piruvato mediante las enzimas glicoliticas, seguido de la
descarboxilacion oxidativa de éste llevada a cabo por la piruvato deshidrogenasa. El problema
deriva de que no se conocen formas citosolicas de esta enzima. Alternativamente, ha sido
propuesta la actividad de la ATP-citrato liasa citosélica como proveedora de dicho precursor
[114], aunque la activacién del acetato en acetil-CoA mediado por la enzima acetil-CoA sintasa o
su transporte desde los organelos hacia el citosol no pueden ser descartados (Figura I1.5). El
primer producto especifico de esta ruta es el mevalonato, en tanto que el HMG-CoA es a su vez
intermediario en la ruta de degradacion de determinados aminodacidos, tales la leucina, la lisina o
el triptéfano [18].

Figura 1.5: Modelo de integracion de las rutas plastidica y citosdlica de sintesis de IPP en el metabolismo de
una célula vegetal fotosintética. Las abreviaturas corresponden a OAA: oxalacetato, PEP: fosfoenolpiruvato y
PGA: fosfoglicerato. Las letras en rojas indican actividades enzimaticas, concretamente a, DXS; b, piruvato
deshidrogenasa; c, ATP-citrato liasa; d, citrato sintasa; e, acetolactato sintasa, f, dcido graso sintetasa y g,

HMGR.

21



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

Ribui % jA‘ ic:.ucous;s
\

PIRUVATO

Acetil-CoA

HMG-CoA CITRATO
G)

[“C]-ACETAT® MEMNLONITD

ISOPRENOIDES IPP
ISOPRENOIDES

b O

1.2.5. Etapas enzimaticas posteriores a la sintesis de IPP en la formacién de

isoprenoides.

El IPP sintetizado por cualquiera de las dos rutas descritas es utilizado en la formacién de
los precursores inmediatos de las diferentes familias de terpenoides. El isémero alilico del IPP
(DMAPP) constituye la forma reactiva de las dos gracias precisamente a la capacidad de
ionizarse que le confiere su doble enlace alilico. De este modo, el isopentenil pirofosfato (IPP),
mediante condensaciones secuenciales con el dimetilalil pirofosfato (DMAPP) conducird, segun
una secuencia de reacciones de elongacion electrofilicas, hacia la produccién de los denominados
prenildifosfatos, de longitud creciente. El estudio del conjunto de procesos bioquimicos que a
partir del IPP y el DMAPP desembocan en la sintesis de los distintos isoprenoides nos permite

constatar la enorme variabilidad que caracteriza a esta humerosa familia de compuestos.

1.2.5.1. Las preniltransferasas.

Las enzimas responsables de reacciones de elongacién cabeza-cola a partir de unidades
prenilo que utilizan al IPP como molécula aceptora representan una primera categoria dentro de
las enzimas designadas colectivamente con el nombre de preniltransferasas. En esta categoria
se encuentran las enzimas responsables de la condensacién del DMAPP con el IPP que
proporcionan el primer intermediario Cyq, el geranildifosfato (GPP). Asimismo, incluye aquellas
enzimas que, mediante reacciones similares de adicion sobre 1 6 2 moléculas de IPP
respectivamente, producen farnesildifosfato (FPP) de C;s y geranilgeranildifosfato (GGPP)

de C, (Figura I1.6). Los genes correspondientes a las enzimas geranildifosfato sintasa

22



I. INTRODUCCION

(GPPS), farnesildifosfato sintasa (FPS) y geranilgeranildifosfato sintasa (GGPS) han sido
clonadas vy caracterizadas en diversas especies. Particularmente en Arabidopsis se ha aislado 1
isoforma de la GPPS [31], 2 isoformas de la FPS [84], [75] y hasta 5 de la GGPS [215], aunque
el andlisis de la secuencia del genoma completo ha revelado recientemente la presencia de al
menos otras 7 secuencias homdlogas de esta uUltima [163]. Todas estas enzimas se caracterizan
por llevar a cabo la formaciéon de un enlace C-C entre 2 unidades prenilo en un proceso,
dependiente de iones Mg?*, que transcurre con una substitucién nucleofilica y que implica la

liberacién de un residuo de pirofosfato.
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Figura 1.6: Representacion esquemdtica de la sintesis de isoprenoides a partir del IPP y el DMAPP. Los
prenildifosfatos de peso molecular creciente son formados por la condensacion cabeza-cola de unidades de
isopreno activas en reacciones catalizadas por las correspondientes enzimas preniltransferasas (seiialadas en

rojo).

Pero también son destacables otras enzimas, incluidas dentro de esta primera categoria
de preniltransferasas, que catalizan reacciones de adicidon atipicas. Tal es el caso de las enzimas
involucradas en la sintesis de las cadenas laterales de las quinonas [169], o de la dehidrodolicol
difosfato (dedol-PP) sintasa, responsable en plantas de la sintesis de los poliprenil difosfatos
precursores de los dolicoles y que pueden llegar a formar cadenas de hasta 90 carbonos [74] .
Un ejemplo mas extremo viene representado por las preniltransferasas propias de los laticiferos
de Hevea brasiliensis, que pueden llegar a condensar hasta 1500 moléculas de IPP para la
produccion del caucho [212]. Resta afiadir que estas dos Ultimas enzimas son representantes de
una poco conocida subcategoria de preniltransferasas capaces de catalizar la formacién de

enlaces en cis, a diferencia de las restantes, susceptibles de sintetizar compuestos isoprenoides
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segun una estereoquimica en trans [169].

Pero las enzimas preniltransferasas engloban otras dos categorias: la de aquellas
encargadas de dimerizar el FPP o el GGPP y otra, mas heterogénea, implicada en catalizar
reacciones de condensacién entre 2 unidades en la que una de ellas no es de naturaleza

prenilica.

Las reacciones de dimerizacion representan un paso previo en la formacién de
triterpenos y tetraterpenos:

Efectivamente, una reaccion de condensacion cabeza-cabeza entre dos moléculas de FPP
es la responsable de la formacidn del escualeno, primer precursor especifico en la sintesis de los
triterpenos. La preniltransferasa escualeno sintasa utiliza el NADP(H) como cofactor y constituye
el primer punto de la ramificacion que conduce hacia la biosintesis de esteroles vy

brasinosteroides.

Los tetraterpenos, por su lado, se generan a través de la uniéon cabeza-cabeza de dos
moléculas de GGPP para sintetizar fitoeno, seglin un mecanismo analogo al que tiene lugar para
la formacién del escualeno, catalizado por la fitoeno sintasa, y que transcurre en dos pasos
con el prefitoeno como intermediario. Se trata del primer metabolito especifico con la estructura
en Cy4o caracteristica de carotenoides y xantofilas, adonde nos conducira dicho esqueleto basico
tras una serie de conversiones quimicas que veremos mas detalladamente en el apartado
1.2.5.5.

Las cadenas prenilo confieren capacidad a productos de diversa naturaleza para

anclarse en las membranas bioldgicas:

Esta ultima categoria de preniltransferasas es capaz de transferir cadenas laterales de

naturaleza prenilica a sustratos no terpenoides. Veamos tres ejemplos:

En efecto, reacciones similares a las catalizadas por las demds preniltransferasas son las
responsables de introducir cadenas prenilo de diferentes longitud a los precursores de los
transportadores de electrones ubiquinona, plastoquinona y citocromo A. Gracias a ellas resultan
solubles en las estructuras de membrana. Algo parecido sucede con la incorporacién de las
cadenas poliprenilicas en la clorofila (fitol), tocoferol (vitamina E) y filoquinona (vit. K).
Estas cadenas poliprenilicas derivan de la GGPP y se incorporan a sus sustratos respectivos tras
un paso de reduccion dependiente del NADP(H) [127].

Por otra parte, la unién covalente de grupos prenilo confiere mayor hidrofobicidad a las
proteinas, facilitando su asociaciéon con membranas o con otras proteinas y resultando esenciales

para la funcion y localizacidon subcelular de las mismas. De igual modo que en animales y
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levaduras, el proceso transcurre gracias a preniltransferasas particulares que unen, por medio
de enlaces tioester, derivados alcohol del FPP y GGPP a 1 6 2 cisteinas cercanas al extremo
COOH-terminal del péptido. Una peptidasa liberara los residuos terminales unidos a la ultima
cisteina modificada, cuyo grupo carboxilo sera, por ultimo, metilado [240, 241]. Recientemente
ha sido detectada una segunda categoria de procesos de prenilacion dependiente,
especificamente, de productos del genoma plastidico, y por lo tanto exclusiva de las plantas
[219]. El isoprenoide modificante seria, aparentemente, una cadena fitol y la asociacién con la

proteina no tendria lugar, en este caso, a través de enlaces tioester.

Muchas proteinas de membrana estan glicosiladas por oligosacaridos ramificados. Los
dolicoles, isoprenoides de cadena larga asociados a las estructuras de membrana subcelulares,
estan involucrados en la sintesis y ensamblaje de dichas estructuras oligosacaridicas. Estos
mismos compuestos promoveran, finalmente, la transferencia de los glicanos hacia residuos

especificos de asparragina de la proteina de membrana diana [40].
1.2.5.2. Las terpenosintasas.

Las enzimas de esta familia reciben el nombre de mono-, sesqui- o di-terpeno
sintasas segun sea el GPP, el FPP o el GGPP el sustrato de las mismas. Estas enzimas utilizan
las unidades terpénicas lineales de GPP, FPP o GGPP para sintetizar los esqueletos carbonados
propios de las distintas familias de terpenoides finales. Para ello, catalizan reacciones de
condensacién intramolecular siguiendo una orientacion cabeza-cola, aunque también son
frecuentes fusiones cabeza-cabeza e incluso cabeza-medio que rendirdn los llamados terpenos
irregulares. La mecanistica de las reacciones catalizadas por estas enzimas es basicamente la
misma de las preniltransferasas, hasta el punto de mantener en su secuencia peptidica dominios
conservados ricos en Asp [169]. Sin embargo, variaciones particulares en las reacciones
carbocatidnicas de las que son responsables les conceden entidad propia. La mayoria de estas
enzimas son capaces de producir productos ciclicos recibiendo en este caso el nombre de

ciclasas. Ademas, en muchas ocasiones son capaces de producir mas de un producto final.

Las monoterpeno sintasas son responsables de sintetizar una gran variedad de aceites
esenciales y resinas en numerosas especies de angiospermas y gimnospermas respectivamente.
Dos ejemplos relevantes son la limoneno sintasa [29, 320], y la pineno sintasa [29]. Las
piretrinas constituyen un ejemplo de monoterpenos irregulares en tanto que se sintetizan tras
una condensacién cabeza-medio. Se trata de sustancias con capacidad insecticida encontradas
en especies de los géneros Chrysanthemum y Tanacetum [38]. Su limitada toxicidad hacia los
mamiferos, asi como la escasa persistencia en el ambiente, han hecho atractivas a estas

substancias como insecticidas de uso comercial.

Las sesquiterpeno sintasas estan frecuentemente relacionadas con la sintesis de diversos

compuestos implicados en las respuestas de defensa de la planta, llamados genéricamente
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fitoalexinas. Una de las mas estudiadas es la epiaristoloqueno sintasa implicado en la sintesis de

capsidiol, fitoalexina caracteristica de la familia de las solanaceas [227].

Por su parte, las diterpeno sintasas catalizan dos tipos distintos de reacciones de
ciclacién. La primera tiene lugar a través de un mecanismo similar al de otras terpeno sintasas.
Ejemplos interesantes serian la casbeno sintasa responsable de la sintesis de la fitoalexina
especifica de Ricinus communis [190] y la taxadieno sintasa, que cataliza el primer paso
especifico en la sintesis del taxol, compuesto propio de Taxus brevifolia de interés farmacoldgico
por sus propiedad quimioterapéuticas en el tratamiento del cancer [319]. La segunda clase de
reacciones de ciclacion pasaria por la formacion de un intermediario biciclico (copalil difosfato) y
corresponde, por ejemplo, a las enzimas de localizacién plastidica que catalizan los 2 primeros
pasos especificos en la sintesis de giberelinas a partir de GGPP. Se trata de la copalil-difosfato
sintasa [287], y de la ent-kaureno sintasa [326], cuyo producto es transportado mediante un
mecanismo desconocido hacia el citosol, donde se completa el conjunto de reacciones que
culminan con la sintesis de las giberelinas biolégicamente activas (GAs) [124]. Las giberelinas
son hormonas vegetales relacionadas con la elongacién y divisidon celular, amén de distintos
procesos morfogénicos Finalmente, la abietadienosintasa, implicada en la sintesis de
diterpenoides propios de la resina de algunas coniferas, pertenece también a este subgrupo de

enzimas [305].
1.2.5.3. Reacciones de modificacion de los esqueletos terpénicos.

Raramente los productos de reaccion de las preniltransferasas o las terpenosintasas
constituyen por si mismos los productos isoprenoides finales. Los esqueletos terpénicos sufriran
una serie de modificaciones (genéricamente reacciones redox) que conferiran las propiedades
funcionales y la diversidad estructural de esta gran familia de productos naturales. Estas
transformaciones secundarias comprenden oxidaciones, reducciones, isomerizaciones y
reacciones de conjugacién llevadas a cabo por enzimas distintas de las preniltransferasas. Entre
las secuencias de reacciones mas importantes para los sistemas vegetales se encuentran

aquellas que conducen hacia la produccién de esteroles, carotenoides o aceites esenciales.
Esteroles:

En las plantas, el escualeno es usualmente oxidado y ciclado en 2 reacciones sucesivas
para dar el cicloartenol, primer intermediario especifico de la compleja e interconectada
secuencia de mas de 30 etapas que llevan, a partir de dicho metabolito, hacia la formacién de
los algo mds de 200 esteroles vegetales conocidos. A diferencia de en animales u hongos los
esteroles mas abundantes en las plantas son el sitosterol, el estigmasterol y el campesterol, éste
Gltimo punto de partida a su vez para la sintesis de brasinosteroides, nutrido grupo de derivados
esteroidicos polihidroxilados con importantes funciones reguladoras del crecimiento y desarrollo

vegetales [67]. Por su parte, de los esteroles mayoritarios en animales y hongos: el colesterol y
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el ergosterol, se encuentran solamente trazas. Los esteroles libres son sustancias responsables
del mantenimiento de la arquitectura de las membranas bioldgicas, gracias a su capacidad de
regular la fluidez y permeabilidad de las mismas. Las formas esterificadas de esteroles pueden
representar un porcentaje importante de los esteroles totales y se han adscrito a procesos de
regulacion, transporte y almacenamiento de los mismos [112]. La Figura 1.7 ilustra la estructura

basica de los esteroles.

Figura L7: Estructura de los esteroles: la ilustracion

representa el esqueleto carbonado basico. Se trata de un
anillo perhidro-1,2-ciclopentanoperhidrofenantreno con
un grupo hidroxilo substituyendo al C-3, dos grupos
metilo a los C-10 y C-13 y una cadena de 8 a 10
carbonos al C-17. Los numeros indican la notacion

convencional para identificar las posiciones de los

atomos de C en la cadena.

Carotenoides:

Los carotenoides de las plantas desempefian dos grupos de funciones diferentes segun el
tejido en que estén localizados. En tejidos fotosintéticos aparecen formando parte de los
complejos antena, en las membranas tilacoidales cloroplastidicas, donde actuan como pigmentos
accesorios en la captacién de la energia luminica. Adicionalmente, el papel desempefiado por los
carotenoides en la fotoproteccién del aparato fotosintético viene evidenciado por el fenotipo
albino de los mutantes afectados en su biosintesis [47, 187]. La energia luminica absorbida por
la clorofila puede ser transferida al oxigeno molecular, acumuldndose en forma de especies
reactivas que pueden provocar dafio fotooxidativo en el aparato fotosintético. Los carotenoides,
junto con otros compuestos y enzimas, participan en el secuestro de dichas especies reactivas
[211]. Por su parte, los carotenoides que se encuentran en tejidos no fotosintéticos aparecen
englobados dentro de los cromoplastos, plastidos especializados en el secuestro de moléculas
lipofilicas [109]. En ausencia de clorofila, pierden sentido las funciones anteriormente descritas,
especializdndose fundamentalmente en la pigmentacion de tejidos con el objeto de atraer

insectos y otros animales para la polinizacidn.

Bioquimicamente, una serie de 4 reacciones de desaturacidn sobre el fitoeno originan,
gracias a la creacion de los dobles enlaces conjugados que caracterizan al grupo cromoéforo, los
diversos intermediarios coloreados (Figura 1.8). Concretamente, 2 enzimas dependientes del
cofactor FAD, la fitoeno desaturasa (PDS) y la (-caroteno desaturasa (ZDS), son las
responsables de llevarlo hasta el licopeno. El siguiente paso es el responsable de la estructura
biciclica de los carotenoides presentes en el aparato fotosintético de las plantas y constituye el
primer punto de ramificacién de esta ruta. Dicho proceso conduce, gracias a distintas licopeno

ciclasas (LYC), hacia la formacion de anillos en conformacién B, pero también ¢, y mas
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raramente g,e. De este modo, la cadena lineal del licopeno se transforma en -, a- o finalmente
g-caroteno respectivamente. Por Ultimo, diversas reacciones de hidroxilacién que corren a cargo
de la carotenohidroxilasa (CHY) conducen hasta la sintesis de las xantofilas, familia de
compuestos extraordinariamente diversa que se generan a través de numerosas reacciones de
oxigenacion, epoxi- y deepoxi-dacion. Los dos compuestos principales del ciclo de las xantofilas,
la violaxantina y la zeaxantina, se interconvertirdn mediante la enzima zeaxantina epoxidasa
(ZEP) (Figura I1.8). A partir de ellos, y mediante diversas reacciones de lisis oxidativa, tiene lugar
la biosintesis del acido abscisico (ABA) [24, 104, 195], fitohormona relacionada, entre otros

procesos, con la regulacion de las disponibilidades de H,0 vy el retraso de la dormancia.
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Figura 1.8: Ruta simplificada de biosintesis de los carotenoides, xantofilas y ABA. Los nombres completos de

las principales enzimas involucradas (sefialadas en rojo) aparecen en el texto.

Aceites esenciales:

Los aceites esenciales constituyen una amplia familia de isoprenoides, generalmente
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monoterpenoides, cuya naturaleza lipidica y caracter volatil les ha hecho adoptar ese nombre
genérico. Sus funciones estan relacionadas con la interaccién planta-entorno: defensa vegetal,
interacciones alelopaticas y polinizaciéon. Todas son substancias aromaticas, abundantes en las
flores de numerosas especies, cuya biosintesis ocurre simultdneamente al proceso de floracion

donde actiian como potentes atrayentes para la polinizacion.

Numerosas son las modificaciones quimicas que dan lugar a estos productos. Algunas de
ellas pasan por la hidrolisis del GPP para dar geraniol, linalol cuando aquella transformacién va

acompafiada de un reordenamiento, y otros muchos derivados de ambos.

La enzima limoneno sintasa, a través de una ciclacion acompafiada de una isomerizacion
sintetiza, a partir del GPP, limoneno como producto mayoritario, aunque la misma actividad
catalitica es susceptible de producir mirceno, a- y B-pineno. Estos productos constituyen, por
ejemplo, los componentes esenciales de la resina de las coniferas, mezcla de terpenos de
distintos origenes que desarrollan una funcién central en la defensa frente a insectos y otros
herbivoros [127, 184]. Asimismo, reacciones de hidroxilaciéon, oxigenacion y reordenamientos
varios a partir del limoneno conducen a la biosintesis de una serie de metabolitos relacionados
estructuralmente, entre los que destacan el mentol, la piperitona o la pulegona, componentes
principales de los aceites esenciales producidos por la especie Mentha x pipperita, aunque
comunes a un gran numero de especies [38]. Finalmente, otras transformaciones posibles
incluyen acetilaciones, carbonilaciones y carboxilaciones, contribuyendo a la enorme diversidad

estructural de esta familia de compuestos biolégicamente relacionados.

1.2.6. Origen evolutivo y significado biolégico de la existencia de la ruta del

MEP y del MVA de sintesis de isoprenoides.

Los compuestos isoprenoides son los productos naturales mas antiguos de los que se
tienen conocimiento. Esta afirmacidon viene corroborada por el descubrimiento de sedimentos
fésiles de hopanoides, tales los 2a-metilhopanos caracteristicos de las cianobacterias, con una
edad estimada en 2,7 miles de millones de afios [33]. Este hecho, junto a la complejidad del
entramado biosintético subyacente a la produccién de los distintos isoprenoides ha hecho
especialmente atractivo el estudio de su historia evolutiva, maxime considerando la interesante
distribucién taxondmica de las 2 rutas que conducen hacia la biosintesis del primer precursor

comun, el IPP.

Se ha propuesto que las plantas superiores hayan heredado la via plastidica de sintesis
de IPP de sus ancestros procariotas fotosintéticos, de acuerdo con la teoria de la endosimbiosis
[188, 284], hipdtesis que se veria apoyada por la existencia de dicha via en cianobacterias [87].
Por su parte, la célula huésped eucariota conservaria la ruta del mevalonato, del mismo origen

gue la presente en animales y levaduras y derivada presumiblemente de las arqueobacterias,
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donde aun la conservarian como fuente exclusiva del IPP necesario para la produccién de los
prenil-lipidos presentes en la membrana. Dos procesos completarian este modelo. Uno vendria
constituido por la transferencia en bloque hacia el nlcleo de aquellos genes plastidicos
implicados en la sintesis de IPP [164, 229]. Por su parte, los fenédmenos de transferencia
horizontal de genes explicarian las anomalias en la distribucidn de las vias biosintéticas entre
eubacterias. Efectivamente, han sido encontradas excepciones a la existencia de la ruta del MEP
de sintesis de IPP entre las eubacterias. Algunos ejemplos vienen dados por eubacterias
parasiticas obligadas que utilizan el IPP de sus hospedadores [164], la especie Streptomyces
aeriouvifer que dispone de la ruta MEP para la sintesis de monoterpenos especificos y de la del
MVA para producir la cadena prenilo de las quinonas [270] u otras excepciones de variada

localizacidon taxondmica [164, 247].

Se ha confirmado que la ruta del MEP estd ampliamente distribuida entre todos los
organismos fotosintéticos, donde es la principal responsable de la sintesis de los isoprenoides
propios de los plastidos. La existencia de 2 vias independientes de sintesis del mismo
intermediario multiplica las posibilidades de regulacion de la biosintesis de compuestos
isoprenoides, tanto mas importante en aquellos organismos donde mayor sera la diversidad de
dichos compuestos. Por ello, resulta chocante el uso exclusivo del IPP derivado de la via del MEP
o del mevalonato para la sintesis de todos sus isoprenoides entre las algas clorofitas o las
euglenofitas respectivamente [87, 265]. Se ha sugerido que la explicacién a esto venga dada por
el propio desarrollo de la teoria endosimbidtica. La pérdida, en cada caso, de una u otra via
habria tenido lugar durante los reordenamientos genéticos que acompafiaron a los episodios
endosimbidticos secundarios que terminaron configurando la envuelta plastidica tal y como la
conocemos hoy o a los terciarios, responsables de que las algas euglenofitas presenten la
singularidad de poseer cloroplastos con una triple envuelta [171, 284]. Estos fendmenos exigian,
por otro lado, la flexibilidad estructural de las membranas conferida por la aparicién de los
esteroles [229]. Parece que el linaje de las clorofitas habria perdido durante dichos eventos
varias actividades enzimaticas correspondientes a distintas rutas bioquimicas citosodlicas [265].
Los diferentes grupos taxondmicos de algas habrian seguido durante la evolucién diferentes

estrategias de reordenamiento genético y metabdlico.

En cualquier caso, la diversidad de patrones de marcaje encontrados entre los
isoprenoides de todos los organismos fotosintéticos, en funcidon del origen del precursor IPP
utilizado, refleja el origen polifilético de los mismos. Este extremo queda patente en la variada
composicion de sus pigmentos fotosintéticos, de naturaleza isoprenoide. A pesar de ello, el
analisis de la distribucion de ambas vias por taxones parece ajustarse a las relaciones
filogenéticas actualmente aceptadas, basadas en comparaciones de secuencias de ARNr-18s y

caracteres ultraestructurales [284].

Otro aspecto interesante y con indudables aplicaciones biomédicas de la distribucion
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taxondmica de las vias de sintesis de IPP deriva de la ausencia de la ruta del MEP en animales.
Consecuentemente, los intermediarios a partir del MEP en la sintesis de IPP seran especificos de
esta ruta y, por tanto, exclusivos de aquellos grupos que la posean. Algunas de ellos, como el 1-
hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil 4-difosfato, ademas de otros intermediarios tales el propio
metileritritol, tienen la capacidad de activar determinadas subpoblaciones de células T humanas
[7]. Los autores estudiaron la estimulacion de estas células implicadas en la respuesta inmune y
la producciéon concomitante de factores de crecimiento frente a la presencia de extractos de una
cepa de E. coli deficiente en lytB que acumulaba hidroximetilbutenil 4-difosfato [92]. La posesidn
de los intermediarios de la ruta del MEP se constituye en un caracter taxonémico afiadido a la

hora de establecer relaciones filogenéticas entre grupos bioldgicos.

1.3. ORGANIZACION/LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA
BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES.

1.3.1. Localizacion de la biosintesis de isoprenoides.

1.3.1.1. Compartimentacién espacial y temporal de la biosintesis de isoprenoides: Una perspectiva
histoérica.

La localizacién espacial y temporal de la biosintesis de isoprenoides ha constituido una
de las areas de investigacion que mayor discusion cientifica ha planteado los Ultimos afios.
Ciertamente, la posibilidad de la existencia de una ruta biosintética de IPP localizada en plastidos
y actuando de modo independiente a la citosdlica del mevalonato ha motivado histéricamente
amplia controversia. Aunque varios modelos explicativos han ido sucediéndose, la informacion
obtenida en este contexto ha ido apuntando paulatinamente hacia la autonomia plastidica en la
sintesis del IPP, erigiéndose en uno de los argumentos mas soélidos para la elucidacion de la ruta
del MEP.

El primer modelo presentado proponia la estricta segregacién/compartimentacién de
plastidos, mitocondrias y RE/citosol para la sintesis de IPP a partir del acetil-CoA, por medio de
dotaciones enzimaticas propias de la ruta del mevalonato (Figura I.10). La impermebilidad de los
plastidos para intermediarios de la ruta explicaria los resultados contradictorios de marcaje por
los cuales Unicamente el [*C]-CO,, no asi el *C-mevalonato, era capaz de incorporarse a los
isoprenoides propios de este organulo [113, 150]. Otras investigaciones abundarian

posteriormente en la misma direccidn (revisado en [114]).

A pesar de la existencia de varias isoformas para muchos de los genes implicados en la
sintesis de IPP (aspecto sobre el que incidiremos mas adelante), fue imposible detectar en
plastidos actividades enzimaticas asociadas con la sintesis de IPP via mevalonato [153, 182].

Los mismos autores comprobaron también que los cloroplastos [153] y las mitocondrias [182]
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aislados eran incapaces de sintetizar isoprenoides de novo a partir del mevalonato o sus
derivados fosforilados pero si a partir del IPP. Todos estos elementos llevaron a postular un
nuevo modelo alternativo de segregacion en el que los distintos orgénulos subcelulares
utilizarian el IPP sintetizado exclusivamente en el citosol (Figura I1.10). Sin embargo, este

modelo chocaba frontalmente con la dificultad de detectar sistemas activos de traslocacién para

el IPP en las envueltas plastidicas y mitocondriales [150], a pesar de los intentos realizados en
este sentido [277].

Figura 1.10: Modelos preliminares de compartimentacion de la biosintesis de isoprenoides en células
vegetales (adaptado de [114]). El primer modelo propone la coexistencia de 3 rutas biosintéticas
independientes en cada uno de los organulos involucrados en la sintesis de isoprenoides [113]. El segundo
propone la sintesis exclusiva de IPP en citosol y su posterior translocacion al interior de plastidos y

mitocondrias [153].

Sin embargo, experimentos llevados a cabo en los afos 80 y basados en la utilizacién de
la mevinolina, no encajaban en ninguno de los modelos planteados (ver apdo. 1.2.3.4; [20, 19,
88, 114, 259]). Si la sintesis de isoprenoides plastidicos dependia del IPP citosdlico, como se
postulaba, deberia verse afectada por el tratamiento con mevinolina al igual que los restantes.
En aquel momento, la ausencia de efecto sobre los niveles de aquellos isoprenoides se atribuyo
a una posible impermeabilidad de la envuelta plastidica para la mevinolina. Por el contrario, la
cuestion relativa a la biosintesis de ubiquinona si estaba de acuerdo con este modelo. La sintesis
de ubiquinona parecia ser dependiente del IPP citosdlico en tanto que los tratamientos con
mevinolina eran capaces de reducir su concentraciéon, aunque nunca por debajo del 50%. Los
autores argumentarian distintas afinidades de las enzimas preniltransferasas por sus
intermediarios respectivos para explicar las diferencias en los cambios encontrados para los

esteroles y la ubiquinona en respuesta a la mevinolina [259].

A finales de los afios 80 se encontraron otras evidencias inexplicables desde la
perspectiva de los dos modelos planteados y que empujaron hacia un cambio de paradigma. En

el grupo del Dr. Schultz se observé como cloroplastos aislados de espinaca eran incapaces de
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incorporar acetato o mevalonato a los carotenoides, pero si por el contrario CO,, fosfoglicerato o
piruvato [261]. Estos datos fueron interpretados por los autores hipotetizando la existencia de 2
subpoblaciones plastidicas de acetil-CoA originadas respectivamente por la accién de la acetil-
CoA sintetasa o el complejo plastidico de la piruvato deshidrogenasa, vy utilizados
fundamentalmente como precursores para la sintesis de acidos grasos o de IPP plastidico
respectivamente [262]. Todos estos argumentos, en asociacién con otros obtenidos tomando al
alga verde Acetabularia como modelo, reafirmaban una vez mas la autonomia de los cloroplastos

en cuanto a la sintesis de IPP [200].

Basandose en estas investigaciones fue propuesto, en el afio 1990, un tercer modelo
dindmico de compartimentacién de la sintesis de IPP que conciliaba las 2 hipétesis anteriores
planteando la variacion de la fuente del IPP plastidico con el estadio de desarrollo del organulo o
tejido. Como modelo se utilizaron secciones transversales practicadas a diferentes niveles sobre
hojas de cebada (Hordeum vulgare), desde la parte basal, donde se acumulan los cloroplastos
en los primeros estadios de desarrollo, hasta la region apical, donde los cloroplastos ya estan
totalmente maduros tanto estructuralmente como en cuanto a eficacia fotosintética. Con este
modelo observaron como la incorporacion del CO, en distintos isoprenoides plastidicos tenia
lugar de modo eficiente Unicamente en los cloroplastos inmaduros de la regiéon basal,
desapareciendo hacia la zona apical paralelamente a un aumento simultaneo de la incorporacién
del *C-mevalonato. La maduracién del cloroplasto conllevaria, segln los autores, una pérdida
paulatina de autonomia en cuanto a la sintesis del IPP, sintesis que se llevaria a cabo
originalmente a través de un compuesto de 2 carbonos derivado de la actividad del complejo
piruvato deshidrogenasa sobre el piruvato y diferente del acetil-CoA. El decaimiento de la
actividad de dicho complejo enzimatico con el desarrollo de cloroplasto y el aumento observado

en la dependencia del IPP traslocado desde el citoplasma apoyarian este modelo [125, 126].

Este modelo de cooperacion entre las distintas vias de sintesis de IPP en procesos y
momentos concretos del desarrollo resultaba sugerente y cuadraba con las observaciones
relativas, por ejemplo, a que dosis elevadas del inhibidor mevinolina, y en un proceso
dependiente de la edad de la plantula, eran capaces de afectar limitadamente la acumulacion de
clorofilas y carotenoides sobre hojas primarias de trigo [20], o a la variacion con el
tiempo/estadio de desarrollo del origen del IPP utilizado en la sintesis de los terpenos propios de
los aceites esenciales sintetizados por células especializadas secretoras de Menthaxpipperita

[191], como estudiaremos mas adelante.

La confirmacion de la actuacion de la nueva ruta MEP biosintética de IPP permitid
reinterpretar todos estos resultados, y muchos otros, asignando autonomia metabdlica plena a
los plastidos en cuanto a la biosintesis de isoprenoides. En la actualidad, estda cominmente
aceptado que la biosintesis de isoprenoides en células vegetales tiene lugar en tres

organulos/compartimentos subcelulares distintos. En plastidos, via MEP, tiene lugar la formacién
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de mono-, di- y tetraterpenos entre los que destacan los carotenoides, el ABA y las cadenas fitol
de la clorofila o la nonaprenil de las plastoquinonas. El IPP sintetizado, via MVA, a nivel de
Reticulo Endoplasmatico (RE)/citosol conducird hacia la sintesis via FPP de sesquiterpenos, de
triterpenos como los esteroles y los brasinosteroides o de politerpenos formados por la
elongacion secuencial de la cadena terpénica, como los dolicoles. Finalmente, en mitocondrias, y
a partir del IPP citosélico, tendra lugar la sintesis de la ubiquinona [86] (Figura 1.9). La ubicacién
dentro de la célula vegetal de las preniltransferasas responsables de la sintesis de las unidades
terpénicas (GPP, FPP y GGPP) precursoras de cada una de estas subfamilias de compuestos
resulta coherente con este esquema [31, 73, 286]. Los crecientes estudios acerca de la
localizacidn subcelular de otras preniltransferasas corroboran este modelo, tal es el caso de la

SQS, detectada en RE/citosol [83], o la PSY, asociada a las membranas tilacoidales [313].

MITOCONDRIAS\
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Figura 1.9: Representacion esquemdtica del modelo actual de compartimentacion de la biosintesis de
isoprenoides en la célula vegetal. El color marron corresponde a los principales productos isoprenoides
sintetizados por las plantas. Las 2 primeras etapas de la via MEP aparecen en rojo, asi como los 2 mutantes
conocidos afectados en la DXS: el chs5 y el clal [11, 187]. Por su parte, las vitaminas tiamina y piridoxina
destacan en color violeta. Algunos de los inhibidores caracterizados de distintos pasos especificos de la
biosintesis de isoprenoides, utilizados en la parte experimental de esta memoria, estan destacados en azul.
Finalmente, la interrogante sefiala uno de los aspectos mas discutidos actualmente en relacion con el modelo

presentado de compartimentacion, y que hace referencia a la interaccion entre las dos rutas de sintesis de IPP.
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1.3.1.2. Otros organulos subcelulares implicados en la biosintesis de isoprenoides.

Hemos apuntado en otros puntos de esta introduccién al papel de las mitocondrias en la
biosintesis de isoprenoides. Efectivamente, las mitocondrias son capaces de sintetizar las
cadenas prenilo de las ubiquinonas, particularmente la 9 y la 10 que son las que aparecen en
plantas, asi como del grupo hemo del citocromo, si bien dependiendo, en ambos casos, del
mismo IPP que el utilizado para la sintesis de esteroles, formado en el RE/citosol via MVA [86].
El blogueo en la acumulacién de las ubiquinonas como consecuencia del tratamiento con
mevinolina, asi como la también referida incapacidad por parte de mitocondrias aisladas de
incorporar MVA o sus derivados fosforilados en los isoprenoides mitocondriales asi lo corroboran
[19, 182].

Una excepcion a este modelo lo constituyen las algas verdes (clorofitas), cuyas
ubiquinonas se producen a partir del IPP sintetizado por la ruta del MEP [87]. Quedaria por
dilucidar si las mitocondrias de estos organismos poseen la maquinaria biosintética para la

sintesis de IPP o si, por el contrario, éste es importado del plastido.

La reciente demostracién de la presencia en los peroxisomas de mamiferos de enzimas
implicadas en la sintesis mevalonato dependiente de IPP, han desvelado este organelo como una
nueva ubicacién para la biosintesis del colesterol [216]. Por su parte, en plantas, ha sido
sugerida la localizaciéon peroxisomal de la isoforma 2 de la AACT [4]. La existencia en plantas de
determinados tipos de peroxisomas originados a partir de subdominios de membrana del RE
impulsa al autor de este trabajo a proponer que aquél seria el destino de, al menos, algunas de
las otras enzimas implicadas en la biosintesis de IPP por la llamada ruta del MVA. Experimentos
de inmunolocalizacién apuntaron originalmente hacia dichos organelos como ubicacion de
algunas de las isoformas de la HMGR de A. thaliana. Sin embargo, el uso de marcadores
especificos para dicho organelo obligaron a revisar la naturaleza de las vesiculas identificadas,
en cualquier caso, intimamente asociados al RE (Leivar-Rico, P., Fernandez-Busquets, X.,

Gonzalez, V., Campos, N., Ferrer, A. y Boronat, A.; resultados no publicados).

La produccion y almacenamiento de monoterpenoides se venia asociando en exclusiva a
estructuras plastidicas no fotosintéticas englobadas dentro de estructuras secretoras, y ello
debido a la toxicidad que concentraciones elevadas de estos compuestos podrian tener para las
estructuras bioldgicas [299]. Un ejemplo es el de la sintesis de monoterpenos para los aceites
esenciales propios de Mentha x pipperita, que tiene lugar en los leucoplastos de las células de
los tricomas glandulares, estructuras foliares especializadas en funciones secretoras [191, 299].
Sin embargo, otros autores han concluido que la sintesis de monoterpenos no esta
necesariamente limitada a los leucoplastos, sino que también puede ubicarse en cloroplastos de
células fotosintéticas. Las afirmaciones que han permitido reconsiderar el asiento de la

biosintesis de los monoterpenos se han basado en estudios de inmunohistoquimica que han
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permitido detectar la enzima DXS, GPPS y monoterpenosintasa en plastidos fotosintéticos y no
fotosintéticos de distintos tejidos, secretores y no secretores pertenecientes a diversas especies
de plantas [31].

Otros ejemplos de organelos especificos para la sintesis de isoprenoides lo constituyen
los plastidos que se han observado en las raices micorrizadas y cuya morfologia inusual los situa
mas cerca de los cromoplastos. Dichas estructuras, rebautizadas como gerontoplastos [309],
han sido relacionadas con la formaciéon de los apocarotenoides, derivados de los carotenoides
por rotura oxidativa cuya produccién se ve estimulada durante la infeccidn por hongos

micorrizicos [308].

Por otro lado, se conocen estructuras especializadas para la sintesis de isoprenoides
propias de determinados grupos taxondémicos dentro del reino vegetal. Los cuerpos oleicos son
estructuras de secrecidn exclusivas de las hepaticas originadas a partir de las cisternas del
reticulo endoplasmatico. Estos organulos subcelulares han sido propuestos como lugares donde
tendria lugar la sintesis y acumulacion de grandes cantidades de aceites esenciales. La
identificacion mediante técnicas inmunocitoquimicas de diversas preniltransferasas en
Marchantia polymorpha corroborarian esta afirmacién [286]. No obstante, la cuestién relativa al

origen del IPP utilizado por estos organelos quedaria, también en este caso, sin resolver.

En definitiva, todos estos datos enriquecen el modelo aceptado, ampliando las
posibilidades de regular especificamente la biosintesis de isoprenoides asociados a uno u otros
organelos. De este modo, el andlisis de la localizaciéon subcelular de las diversas enzimas
implicadas en dichos procesos biosintéticos deviene un aspecto esencial para la comprensién de

la regulacién de la biosintesis de isoprenoides.

1.3.2. ; Existe interaccion entre las dos vias de sintesis de isoprenoides?.

La existencia de dos rutas biosintéticas de IPP localizadas en compartimentos
subcelulares independientes sugiere una segregacion estricta entre ambas. Sin embargo, se
anaden evidencias en el sentido de una interaccion entre las dos vias durante el desarrollo de

procesos morfogénicos o biosintéticos particulares.

En este sentido, la primera evidencia viene dada por los ya referidos trabajos que
postulaban una pérdida de autonomia metabdlica en cuanto a la sintesis del IPP necesario para
la biosintesis de isoprenoides plastidicos en hojas de cebada [125]. Recordemos que el modelo
propuesto planteaba que los cloroplastos maduros dependerian del transporte de IPP
extraplastidico como sustrato para la sintesis de isoprenoides. Observaciones ulteriores en el
sentido de la incorporacién de tanto el acetato como el piruvato en los isoprenoides plastidicos
de espinaca obligaron a revisar el marco propuesto, en el contexto ademas del descubrimiento

de la nueva via de sintesis de IPP. Los autores anticipaban la posibilidad de una cooperaraciéon
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entre distintas vias de sintesis de IPP para la produccién de los isoprenoides plastidicos [126].

Las investigaciones realizadas sobre los tricomas glandulares de Mentha x pipperita
constituyen otro interesante ejemplo de colaboracidn entre ambas vias. Estos 6rganos estan
especializados en la sintesis, acumulacién y/o secrecidon de aceites esenciales compuestos
principalmente de mono- y algunos sesqui-terpenos. Las células secretoras de estos sistemas
son no fotosintéticas y Unicamente contienen leucoplastos, organulos donde tendria lugar la
sintesis del IPP necesario para la produccién de ambas familias de terpenos [191]. Recordemos
que, segun el modelo de la Figura 1.9, los sesquiterpenos se sintetizarian en el citosol. Sin
embargo, en el sistema de los tricomas glandulares de Mentha x pipperita, la ruta del
mevalonato seria inoperante y el IPP necesario para la sintesis de sesquiterpenos via FPP seria
translocado desde los leucoplastos (sintetizado via MEP) al citoplasma. Las células secretoras
Unicamente serian capaces de utilizar el IPP sintetizado en el citoplasma a partir del mevalonato
en momentos tempranos del desarrollo, momento donde el requerimiento de esteroles para la
formacion de las membranas es especialmente importante. Todo este esquema sugiere, ademas,
una compartimentacién temporal en la sintesis del IPP, tal y como apuntdbamos anteriormente.
Posteriormente, la identificacidon en plantas superiores del origen via MEP del IPP necesario para
la sintesis de los aceites esenciales de Mentha x pipperita anadié argumentos en favor del
modelo [95].

Por otro lado, la naturaleza dual de la localizacidon subcelular de la enzima GPPS de A.
thaliana, detectada en los compartimentos plastidico y citosdlico, permitié presentar un original
modelo de colaboracidn en la produccién del IPP necesario para la sintesis de monoterpenos. Los
autores postulan el intercambio de IPP o GPP a través de la envuelta plastidica, preferiblemente
aquél en tanto que potencialmente mas resistente a la accidn de las fosfatasas celulares [31]. En
cada compartimento, el IPP sintetizado por una y otra via seria encauzado, a través de la enzima

GPPS, hacia la sintesis de monoterpenoides especificos.

Pero las primeras evidencias quimicas a favor de una cooperacién entre las dos vias en la
sintesis de productos isoprenoides especificos aparecen en 1994, de la mano de los estudios
efectuados acerca de la biosintesis de los ginkgdlidos en cultivos de Ginkgo biloba [264]. Por
medio de experimentos de marcaje con !3C se observé como 3 de las 4 unidades
isoprénicas/prenilo de aquellos diterpenos provenian de la ruta del mevalonato no asi la 43,
marcada de acuerdo con la via del MEP. Aparentemente, una unidad de FPP de origen citosolico
se uniria a un IPP plastidico para dar lugar al diterpeno final (C,), aunque restaba por confirmar
en que organulo tendria lugar este proceso [264]. Resultados de patrones de marcaje mixtos,
analogos a los anteriormente descritos, han sido también presentados en el caso de la cadena
fitol, diterpenos o carotenoides de las hepaticas Heteroscyphus planus, Conocephalum conicum o
Lophocolea heterophylla [203, 204, 295], asi como la cadena fitol de la clorofila A de Anthocerus
punctatus [137].
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Todos estos datos relativos a la cooperacion de la via del MVA en la sintesis de
isoprenoides sintetizados en los plastidos integran la explicacién racional definitiva para las
evidencias anteriores en el sentido de la deteccién del *C procedente del MVA marcado en la
biosintesis de muy diversos compuestos isoprenoides, como carotenoides, monoterpenoides o
diterpenoides. Un interesante ejemplo afiadido se refiere a los alcaloides indol terpénicos
producidos en Catharanthus roseus, compuesto mixto cuya fraccién terpénica deriva de un
intermediario de naturaleza monoterpenoide llamado secologanina. Las trazas de !“4C-
mevalonato encontradas en dicho metabolito han sido atribuidas al intercambio de

intermediarios entre las dos rutas biosintéticas [50, 69].

Los sesquiterpenos especificos producidos por la asterdcea Maricaria recutita
presentaban 2 de las 3 unidades prenilo del FPP marcadas de acuerdo con el patron previsto
segun la ruta plastidica, no asi la Ultima, que tendria un origen mixto a partir de la via del MVA o
del MEP [2]. Asimismo, ha sido encontrada una contribucién menor del IPP sintetizado via MEP

para la biosintesis de esteroles en cultivos de Salvia miltiorrhiza [34] y Catharanthus roseus.

Este solapamiento en los patrones de marcaje de diversos isoprenoides a partir de IPP
de origenes distintos, obligaba a replantear el paradigma existente en relacion con la
segregacion en compartimentos estancos de la biosintesis de IPP e isoprenoides. En efecto,
todos estos resultados apuntan hacia un posible mecanismo de intercambio/transporte activo de
IPP y/o prenilfosfatos entre los distintos organulos involucrados. De esta manera, va
afianzandose la hipétesis de una distribucion flexible y variable con el tiempo, lugar y situacién
fisioldgica de la sintesis de isoprenoides, en consonancia con la gran diversidad de compuestos

isoprenoides sintetizados por los organismos fotosintéticos.

Quedan en el aire, no obstante, muchas preguntas encontradas con este modelo
aparentemente versatil de la biosintesis de isoprenoides. Resulta paraddjico el hecho de que la
busqueda de un transportador activo de IPP o algun otro intermediario comun entre las dos
rutas biosintéticas de IPP no se haya traducido, hasta el momento, en resultados concluyentes.
También resulta dificil de explicar, de acuerdo con este modelo, la incapacidad de la ruta
plastidica de sintesis de IPP de revertir la inhibicion especifica observada para la via del
mevalonato durante los tratamientos con el inhibidor mevinolina ([20, 259] y revisado en
[114]). Finalmente, existe aun cierta controversia acerca de la existencia en plastidos de
actividades enzimaticas ligadas a la sintesis de IPP via acetato/mevalonato. No deben
despreciarse los numerosos experimentos efectuados en este sentido que, bien mediante
fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial, bien estudiando la respuesta al
tratamiento con inhibidores enzimaticos, sugieren la existencia de isoformas plastidicas de la

HMGR con propiedades cinéticas especificas [18, 114, 281].
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1.4. REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ISOPRENOIDES.

Bajo este epigrafe se pretende dar una aproximacién a los diferentes aspectos
concernientes a la regulacion de la biosintesis de isoprenoides. La fabulosa diversidad de
compuestos isoprenoides sintetizados por las plantas, asi como la multiplicidad de funciones que
han de desempefar, las han obligado a desarrollar un exquisito conjunto de mecanismos de
control de la biosintesis de estos compuestos. Sin embargo, la mayoria de los estudios al
respecto se centran en las enzimas de la llamada ruta del MVA de sintesis de IPP y a los
terpenoides derivados de ella. Su analisis nos servird, sin duda, para orientarnos en el estudio
de la regulacién de la biosintesis de isoprenoides plastidicos, maxime en el contexto de la cada
vez mas evidente interaccion que habria de verificarse con la ruta MEP. La regulacion de la
biosintesis de isoprenoides plastidicos, por razén de la proximidad en el tiempo transcurrido
desde la elucidacion de todos los pasos enzimaticos implicados, constituye uno de los aspectos

mas apasionantes, aun por profundizar en el futuro, dentro del campo de la biologia vegetal.

1.4.1. La existencia de familias multigénicas constituye un primer punto de

control en la biosintesis de isoprenoides citosélicos: Dos ejemplos.

La existencia de multiples isoformas para una enzima dada es un fenémeno comun en
plantas, derivada de la importancia que los procesos de duplicaciéon tienen en la evolucion de los
genomas vegetales [197] . De acuerdo con esto, numerosas enzimas responsables de la sintesis
de isoprenoides segun la via del mevalonato estan codificadas por otras tantas familias
multigénicas, afiadiendo un punto de complejidad adicional a la del propio entramado
biosintético. En lo que respecta a Arabidopsis thaliana se encuentran numerosas evidencias en

este sentido en la literatura, tal y como aparece reflejado en la Tabla I.2.

La presencia de familias multigénicas que codifican para las distintas enzimas
biosintéticas de isoprenoides se constituye en un primer nivel de control de dicho proceso
biosintético. Este mecanismo permite diversificar y optimizar el control sobre la sintesis de la
enorme variedad de isoprenoides producidos por las plantas, facilitando enormemente la
respuesta a sefiales ambientales de uno u otro tipo o a coyunturas fisiolégicas o de desarrollo
determinadas. Para ello, cada una de las distintas isoformas de una actividad enzimatica
determinada sufrird una modulacién particular de su expresidén y/o actividad para hacer frente a
las necesidades diferenciales de intermediarios requeridos en cada momento. La localizacion
subcelular de cada una de ellas deberia, ademas, resultar coherente con el papel especifico

atribuido. Analizaremos dos ejemplos profusamente estudiados.
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ENZIVA GEN N° ISOFORMAS IDENTIFICADAS REFERENCIA
Acetoacetil-CoA tiolasa AAT 2:1y2 [4]
HMG-CoA sintasa HMS 1 [199]
HMG-CoA reductasa HMG 3L, 1Cy 2 [42, 98]
Mevalonato kinasa MVK 1 [176]
Mevalonato fosfato kinasa PMK 1 [163]
Mevalonato difosfato descarboxilasa MVD 2 [70]
Isopentenil difosfato isomerasa IPP 2 [43]
Geranil difosfato sintasa GPPS 1 [31]
Farnesil difosfato sintasa FPS 31L,1Cy 2 [73, 75]
Geranilgeranil difosfato sintasa GGPS 5 [215]

Tabla 1.2: Numero de isoformas de varios de los genes implicados en la sintesis de isoprenoides en A.

thaliana.

Fue precisamente en A. thaliana donde se constatdé por primera vez la existencia de
familias multigénicas codificantes para la HMGR [42, 98, 180]. A partir de entonces, se ha
observado el mismo fendmeno en distintas especies, como el tomate, que contaria con 4
isoformas, o el tabaco, donde se han identificado 2, aunque los andlisis de Southern-blot
apunten hacia la existencia de isoformas adicionales. Mas numerosa resulta la familia génica de
HMG encontrada en guisante, donde se ha contabilizado un nimero de 5 a 7 genes o en patata,
especie de la que se llevan aislados 7 clones genémicos donde han sido identificados al menos 9
genes [281], a pesar que algunos de ellos pudieran ser pseudogenes o simples variantes
alélicas. Weissenborn y cols. han revisado gran nuimero de estas familias multigénicas en
diferentes especies de plantas superiores, evidenciando lo general de este fendmeno que da una
idea de la importancia del paso catalizado por la HMGR en el control de la ruta del MVA de
sintesis de IPP [312].

Existen abundantes trabajos que versan sobre la regulacion diferencial de las distintas
isoformas de los genes HMG. Dichas investigaciones, sobre las que insistiremos en el apartado
siguiente, ponen de manifiesto como cada isoforma desarrollaria un patréon especializado de
expresion en relacién con un contexto fisiolégico concreto o bien en respuesta a diferentes

seflales ambientales.

Cifiéndonos a la especie de referencia en este trabajo, encontramos abundante literatura
relativa a la identificaciéon y caracterizacién de las 2 copias génicas presentes en el genoma de

Arabidopsis que codifican para la HMGR [42, 98]. Tales copias se denominan 1 y 2. La
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comparacion entre sus secuencias peptidicas y las correspondientes a otros homédlogos vegetales
revelan el alto grado de conservacién evolutiva existente. De hecho, la homologia sera
curiosamente mayor entre la HMGR1 y las HMGR de otras especies que entre las dos HMGR de
Arabidopsis. La isoforma 2 de Arabidopsis parece representar una isoforma divergida menos

comun.

Adicionalmente, el uso de promotores alternativos permite al gen HMG1 codificar 2
transcritos distintos cuyos inicios de transcripcién estan separados 121 pares de bases en el
extremo 5’. Consecuentemente, tendra lugar la traduccion de dos proteinas, la llamada forma
larga o HMGR1L que tendra una extension NH,-terminal adicional de 50 aminoacidos respecto de
la denominada isoforma corta o HMGR1C [180].

Del estudio de los patrones de expresion de las 3 isoformas del gen HMG se ha concluido
que el transcrito responsable de codificar para la HMGR1C es abundante y aparentemente
ubicuo, detectandose por northern-blot a niveles elevados en todos los tejidos de la planta
analizados. Por el contrario, los ARNm correspondientes a las isoformas HMGR1L y HMGR2
presentan niveles mas reducidos y restringidos a plantulas, raices e inflorescencias [98, 99,
180].

Pero esta cualidad no es exclusiva del gen HMG. Ha sido también estudiado el patron de
expresion diferencial de las 3 isoformas conocidas para la FPS, codificadas a su vez por 2 genes
[73]. En efecto, fue detectado un nuevo ARNm (FPS1L), derivado de la utilizacién de un
promotor alternativo en la transcripcién de FPS1 que proporcionaria un inicio de traduccion
adicional situado 123 pares de bases corriente arriba de la forma anteriormente descrita (FPS1C)
[75]. De modo similar a lo observado para HMG, la expresion del gen FPS1 estaria ampliamente
generalizada en diversos tejidos y estadios de desarrollo aunque mas acusadamente en raices e
inflorescencias. Por el contrario, el mensajero FPS2 aparece mas restringido a inflorescencias
[73, 75, 76].

Otro de los aspectos asociados a la existencia de familias multigénicas es el de la variada
localizacion subcelular de las distintas formas isoenzimaticas codificadas. Aunque el caso de la
HMGR es una cuestion objeto aun de debate, existe consenso acerca de la asociacion de la
enzima con membranas microsomales derivadas del RE, conclusién derivada de los
experimentos de transcripcidon-traduccién in vitro que muestran la integraciéon cotraduccional en
el RE de las 3 isoformas de la HMGR de Arabidopsis [44, 98, 180] o tomate [85]. Estas
observaciones estarian de acuerdo con un mecanismo de insercion de la HMGR en las
membranas del RE, como destino primario, mediado por la interaccion de las 2 secuencias
hidrofébicas presentes en su secuencia peptidica con las llamadas SRP (“Signal Recognition
Particle”), deviniendo asi proteinas integrales de membrana. Ha sido definida también la

topologia que aquellas enzimas adoptarian en el RE. La proteina contendria los dos dominios
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altamente hidrofébicos anteriormente citados atravesando la membrana con una corta regién
conectora dispuesta hacia el lumen, mientras que los extremos N- y C-terminal se situarian
hacia el lado citosdlico de la membrana, este Ultimo conteniendo el dominio catalitico. Para
terminar, una corta region hidrofilica se proyectaria hacia el lumen del reticulo endoplasmatico
[44]. Las sefiales de retencidn en RE identificadas entre las secuencias peptidicas de diferentes
HMGR, ademas del alto grado de conservaciéon evolutiva de las regiones transmembrana de las
HMGR vegetales, apuntarian a que la misma disposicién espacial es adoptada por los homdlogos
de otras especies vegetales [44, 85, 263]. Se ha propuesto, adicionalmente, que las diferencias
entre estas supuestas sefiales de retencién en RE reflejarian destinos en subdomios especificos
dentro del RE [44]. Esta subcompartimentacién de las distintas HMGR en el sistema de
endomembranas resulta coherente con la existencia de canales metabdlicos para la sintesis de
isoprenoides (ver apdo. siguiente), que sugiere la especializacion de distintas regiones del RE en
la sintesis de isoprenoides especificos. Por ultimo, no puede descartarse el redireccionamiento de
las HMGR desde el RE hacia otras estructuras de membrana asociadas. Este seria el caso de
alguna de las isoformas de la HMGR (concretamente la 1C) que ha sido localizada
adicionalmente en estructuras vesiculares de naturaleza desconocida asociadas al RE (Leivar-
Rico, P., Fernandez-Busquets, X., Gonzalez, V., Campos, N., Ferrer, A. y Boronat, A.; resultados
no publicados). En esta contexto, las diferencias entre el proceso de direccionamiento de las
proteinas hacia el RE/sistema de endomembranas o hacia plastidos/mitocondrias refutan los
trabajos que sostenian la deteccion de la actividad HMGR en dichos organelos y desechan la
extension NH,-terminal de la isoforma HMGR1L como péptido de transito a organulos

subcelulares [18].

Mas concluyentes son los resultados relativos a la ubicacion de la FPS dentro de la célula
vegetal. Las sospechas que apuntaban a la extension NH2-terminal de la forma isoenzimatica
FPS1L como péptido de transito a mitocondrias se han verificado siguiendo diversas
aproximaciones. Estas incluyen la capacidad de aquella extension de dirigir la subunidad CoxIV
de la citocromo C oxidasa hacia mitocondrias, rescatando mutantes de levadura disruptados en
dicho marcador, o experimentos de importe in vitro utilizando mitocondrias purificadas de patata
[75]. Mas recientemente, otras aproximaciones basadas en la deteccion de la proteina por
inmunocitoquimica utilizando anticuerpos especificos anti-FPS, asi como observaciones por
microscopia confocal de células de Arabidopsis que expresan la proteina quimérica resultante de
la fusidn del supuesto péptido de transito con la proteina delatora GFP han afianzado la cuestion
(D. Manzano-Alias y A. Ferrer; resultados no publicados). Las mismas aproximaciones han
verificado la localizacidon citosodlica, en forma soluble, de los otros miembros de la familia de las
FPS.

En conclusién, la regulacion diferencial de los distintos genes pertenecientes a una
misma familia multigénica, asi como lo diverso de las localizaciones subcelulares de sus

respectivos productos, sugieren la especializacién funcional de las distintas isoenzimas en
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relacidon con la sintesis de determinados isoprenoides. Mas aun, ha sido evidenciada la regulacion
armonizada de la expresién de distintos genes implicados en la sintesis de determinados
isoprenoides citosdlicos, particularmente el encargado de codificar para la HMGR y aquellos otros
responsables de los puntos de ramificacion de la via, como el FPS o el SQS [60, 61, 306]. Estos
resultados han dado pie a un atractivo modelo de organizaciéon de las enzimas de sintesis de

isoprenoides citosolicos en los llamados canales metabdlicos [52].

.4.2. Familias multigénicas y canales metabdlicos en la biosintesis de

isoprenoides citosdlicos.

Era conocido ya desde los afios 80 como la biosintesis de sesquiterpenos y esteroles
(ambos derivados del precursor comun FPP) estaban regulados independientemente durante los
eventos de respuesta de defensa inducidos en las plantas (revisado en [52]). Un ejemplo muy
estudiado es el basado en el modelo de patata (Solanum tuberosum). El mecanismo
desencadenado en respuesta a una herida o a tratamientos con metiljasmonato (sustancia
identificada como mediador de aquel mecanismo) se manifestaba con un acimulo de esteroles
en el tejido tuberoso. Por su parte, el tratamiento con un elicitor faingico como el acido
araquidonico o la inoculacién directa con el hongo patégeno Phytophthora infestans bloqueaban
dicho acumulo e inducian la produccion de fitoalexinas sesquiterpénicas, sustancias antibidticas
propias de la respuesta frente a una infeccion por patégeno [60, 61]. Si en aquella situacion
tenia lugar la induccion de la expresion del gen HMG1, la produccién de fitoalexinas en esta otra
correlacionaba con un aumento de la expresidon de las otras 2 isoformas de la HMGR
caracterizadas en patata. Ain mas, habia sido demostrada la regulaciéon coordinada de HMG1
con el gen responsable de codificar para la escualeno sintasa, primera enzima de la rama que
dirige el FPP hacia la sintesis de esteroles, asi como la induccién simultdnea de la expresién de
los genes HMG2 y HMG3 y el correspondiente a la enzima sesquiterpeno ciclasa, a su vez
primera enzima especifica de la sintesis de sesquiterpenos [306, 327]. La induccion de patrones
de expresion diferencial de las distintas isoformas del gen HMG en respuesta a las diferentes
situaciones de estrés planteadas representaria una estrategia coordinada para adaptarse a los
requerimientos cambiantes de mevalonato destinados a la sintesis de los distintos isoprenoides
celulares. Otras especies de plantas pertenecientes a la familia de las solanaceas presentan un
comportamiento similar. Los 4 genes conocidos en tomate responsables de codificar por la HMGR
han mostrado una separacion analoga en las funciones desempefiadas. Si la isoforma 2 se veia
activada en respuesta a herida o frente a la agresién de un patégeno sugiriendo su implicacién
en la sintesis de antibioticos de naturaleza sesquiterpénica, la isoforma 1 estara asociada con la
biosintesis de esterol y el crecimiento celular [312]. Al tiempo, los trabajos sobre cultivos

celulares de tabaco [53], y pimiento [116], han convergido hacia conclusiones similares.

Todos estos resultados, que postulan la especializacion funcional de distintas isoformas

de la HMGR en la sintesis de isoprenoides especificos, plantean un cambio de paradigma
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respecto de la visidn tradicional que entendia la biosintesis de isoprenoides en el citosol/RE como
ocurriendo en un entorno homogéneo en el que los intermediarios difundirian libremente,
interaccionando entre si y expuestos a los diferentes enzimas que competirian por ellos. Por el
contrario, serian mas consistentes con la idea de los canales metabdlicos y los llamados
“metabolones”, segun la cudl, en el RE habria agrupaciones de isoenzimas concretas dedicadas a
la produccion de isoprenoides especificos, cada una de ellas reguladas de forma independiente
[52]. Cada metaboldén controlaria la sintesis de familias concretas de productos isoprenoides
finales mediante la insercién de enzimas en subdominios especificos del RE, la interaccion entre
los distintos elementos y la regulacién de la actividad de las mismas por mecanismos
postraduccionales comunes. Este modelo, que hasta el momento Unicamente se ha observado
entre las solandceas, contemplaria la existencia de un metabolén dedicado a la sintesis de
esteroles y otro asociado especificamente con la produccién de fitoalexinas sesquiterpénicas. Las
distintas isoenzimas implicadas en uno u otro canal metabdlico no competirian asi por el mismo
“pool” de sustrato, confiriéndole significado bioldgico al modelo. La visién del RE en plantas
como un sistema dindmico compuesto de numerosos subdominios con funciones especializadas
dotaria de mayor peso a esta hipdtesis [280]. La Figura I1.10 presenta el modelo de los canales
metabdlicos, tal y como fue originalmente postulado, e integrando la ruta MEP de sintesis de

isoprenoides.

i

_ESTERO’-Es SESQUITERPENOS

Figura 1.10: Modelo de organizacion en canales metabélicos de la sintesis de isoprenoides. A la izquierda se
representa el modelo de canales metabdlicos tal y como fue presentado originalmente, con un tercer
metabolon destinado a la produccion del IPP necesario para la biosintesis de los isoprenoides organelares. El
esquema de la derecha representa el mismo modelo integrando el descubrimiento de la ruta MEP de

isoprenoides plastidicos (adaptado de [52]). La notacion es la misma que la empleada en la Figura 1.9.

Numerosos resultados encontrados ad hoc pueden encuadrarse en este modelo. Entre
ellos estan los obtenidos con plantas transgénicas de tabaco disefiadas por Chapell y cols. que
sobreexpresan la HMGR de hamster [54]. Los niveles de actividad del enzima sobreexpresado
correlacionaban con limitados aunque significativos aciimulos en los niveles de esteroles; por el

contrario, no ocurria lo mismo con los sesquiterpenoides. No obstante, la existencia de puntos
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adicionales de regulacion mas allda de la HMGR en la sintesis de isoprenoides especificos no
puede descartarse. El sistema responsable de la produccion del latex, la euforbidcea Hevea
brasiliensis, posee una pequefia familia génica codificante para la HMGR formada por 3
miembros. Se ha sugerido la implicacion de la isoforma 1 en la produccién del latex, en tanto
gue su expresion reacciona a la presencia del etileno y esta restringida a los laticiferos, érganos
responsables de la produccién de dichos politerpenos. Por el contrario, el gen HMG3 presenta un
patrén de expresion constitutivo. Patrones de expresion diferenciales han sido también
encontrados durante el proceso de maduracion del fruto de tomate para los genes HMG1 y
HMG2 [209], o del pimiento [116]. Aunque ninguno de estos trabajos da cuenta de la asociacion
fisica entre las distintas enzimas implicadas en la produccién de terpenoides particulares, propia
de los metabolones, si apunta nitidamente hacia la imbricacion de distintas enzimas HMGR en

canales metabdlicos concretos [64, 65].

A pesar de todo, este modelo no ha podido ser demostrado de forma concluyente.
Constituye, en cualquier caso, un interesante paradigma que ha enmarcado gran nimero de las
lineas de investigacion referidas al control de la biosintesis de isoprenoides. Ha propiciado, por
ejemplo, la busqueda de motivos estructurales implicados en interacciones proteina-proteina o
proteina-subdominio del RE en un intento de descubrir elementos comunes a las distintas partes
implicadas en la organizacién de un metabolén. Los motivos conservados, localizados en el
extremo N-terminal e identificados como senales de retencién en RE encontrados entre
homodlogos de la HMGR de distintas especies, constituirian un interesante ejemplo [263]. Por
otro lado, se han identificado sitios de glicosilacion comunes en subpoblaciones de HMGR
asociadas con funciones especificas. Se ha sugerido un rol biolégico para los glicanos,

posiblemente dirigiendo al enzima hacia una regidn concreta dentro del RE [85].

El modelo del metabolén y los canales metabdlicos estaria intimamente ligado a la
existencia de las familias multigénicas, asi como a la existencia de multiples puntos de
ramificacion de la ruta de biosintesis de isoprenoides, necesidad derivada de la gran variedad de
isoprenoides posibles. Aunque ambas circunstancias concurren casi exclusivamente en plantas
superiores, se han encontrado evidencias de la posible participacion de la SQS en la organizacion
de canales metabdlicos en la levadura Saccharomyces cerevisiae [154]. El extremo C-terminal,
en este caso, resultaria indispensable para la localizacion del enzima en el lugar apropiado del
RE que permita al escualeno ser utilizado eficazmente como precursor para la sintesis de
esteroles. La segregacion fisica de las dos isoformas de la HMGR presentes en dicho organismo,
asi como la aparente compartimentacion citosélica de la sintesis de isoprenoides en células de

levadura, apoyarian tal hipdtesis [25, 49, 321].
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1.4.3. Las enzimas implicadas en la sintesis de isoprenoides citosolicos

responden a muy diversas sefales ambientales o de desarrollo.
1.4.3.1. El papel de la luz:

Las condiciones de iluminacidon influyen decisivamente en la expresion y actividad de
muchas de las enzimas relacionadas con la sintesis de isoprenoides citosolicos. Tal es el caso de
los genes HMG de Arabidopsis o de Morus alba, para los que se ha constatado una disminucion
de los niveles de ARNm cuando las plantas eran crecidas en luz [98, 99, 137, 138].
Adicionalmente, el crecimiento en condiciones de oscuridad provoca una importante induccién de
la actividad HMGR en plantulas de maiz (revisado en [281]), y es responsable de desencadenar
el mismo efecto estimulador sobre la expresién de otros genes como el SQS de A. thaliana [83].
El desarrollo de las llamadas plantas etioladas es un buen ejemplo de como la ausencia de luz
afecta a la morfogénesis vegetal. El papel desempenado por los brasinosteroides asi como los
requerimientos de esteroles para la elongacidon del hipocotilo, entrenudos y peciolos
caracteristicos de este programa de desarrollo podrian justificar los elevados niveles de

expresion y actividad detectados para algunos de los genes de la ruta del MVA [67, 83, 201].

Por el contrario, se ha observado que el transcrito del gen AAT1 de A. thaliana se
acumula cuando la planta es crecida en luz [4]. Por su parte, la actividad HMGR de guisante

resulta también estimulada en respuesta a la luz (revisado en [281]).

La ya referida especializacion funcional de las distintas isoformas de la HMGR de
Arabidopsis podria contribuir a solventar esta aparente controversia, ya que también parece
tener su reflejo en el control diferencial mediado por luz. De este modo, se ha observado que los
perfiles de expresidon de la isoforma HMGR1 de Arabidopsis varian autdbnomamente en cada
organo de la planta en funcion de las condiciones de luz u oscuridad, en un complejo proceso

aparentemente regulado por los brasinosteroides y mediado por el fitocromo [167].

Finalmente, ha sido descrito en tabaco como el momento de desarrollo puede determinar
una variacion del efecto de la luz sobre la HMGR [152]. Si en plantas jovenes es detectable una
inhibicion de la actividad correspondiente, las plantas maduras verian una activacién de la

misma mediado por mecanismos postraduccionales.

1.4.3.2. Respuestas a otros factores ambientales:

Un interesante ejemplo, ya indicado anteriormente, viene constituido por la induccién
coordinada de los genes implicados en la sintesis de sesquiterpenos y esteroles en solandceas,
en el contexto de la respuesta frente a heridas, elicitores o patégenos fungicos [53, 60, 61, 116,
306, 312]
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En tabaco, se conocen dos isoformas de la IPP isomerasa, la 1 y la 2, localizadas
respectivamente en plastidos y citosol. Se han presentado resultados que muestran patrones
diferenciales de induccién de la expresién de los genes correspondientes en respuesta a
diferentes situaciones de estrés, como tratamientos con NaCl o exposiciones a intensidades
elevadas de luz [208]. También ha sido referida la respuesta de naturaleza opuesta desarrollada
por HMS en Brassica juncea en situaciones de estrés hidrico u osmético, en este caso, ademas,

aparentemente dependiente de ABA [5].

1.4.3.3. Regulacion por fitohormonas:

La naturaleza isoprenoide de muchos de los reguladores del crecimiento vegetal hace
esperable una relacion con el control y actividad de las enzimas a estudio. Una vez mas, se
encuentran referencias en este sentido para la enzima HMGR. Por un lado, se ha observado
como la inhibicién por mevinolina puede ser revertida mediante la adicién de ciertas citoquininas
como la kinetina. Diversos autores sefialan la inhibicién de la actividad de la enzima como
consecuencia del tratamiento con ABA, reversible con la administracidn combinada de la
giberelina GAs o la citoquinina isopenteniladenina ( revisado en [281]). Algunos de estos trabajos
han sido efectuados sobre el fruto del aguacate (Persea americana Mill.) [71], o plantulas de
guisante (Pissum sativum) [253]. Asimismo, estd documentada una represion de HMS de
Brassica juncea dependiente de ABA [5]. Ambas enzimas, la HMGR y la HMS, parecen responder
coordinadamente al ABA con el objetivo de reducir los niveles de mevalonato vy
consecuentemente la actividad metabdlica global, en un proceso que conduciria finalmente a la
paralizacion del crecimiento. No obstante, ha sido observada la respuesta contraria para HMG1
de Morus alba [138]. Los intensos niveles de expresion de dicho gen verificados en las células
guardia estomaticas llevan a sugerir a los autores una mediacion en la respuesta al estrés

hidrico mediado por ABA que condujese al cierre de los estomas.

En cualquier caso, quedaria por averiguar si estos efectos estarian mediados por
mecanismos “feedback” derivados de la naturaleza isoprenoide de las fitohormonas
mencionadas, o bien a su acciéon como reguladores del crecimiento. En este contexto, se ha
sefialado también la induccion de HMG1 en Hevea brasiliensis por el etileno, hormona gaseosa

de naturaleza no isoprenoide implicada en numerosos procesos de desarrollo vegetal [65].

1.4.3.4. Correlacion con procesos de desarrollo:

Se ha sugerido la especializacion de alguna isoforma de la HMGR de Arabidopsis en
procesos de divisidn celular activa que requieren un aporte excepcional de esteroles para la
biogénesis de membrana [98]. Concretamente, el examen detallado de plantas transgénicas
HMG2:GUS ha revelado un patrén de expresion restringido a tejidos meristematicos apicales de
tallos y raices, zonas de emergencia de raices secundarias y otras regiones propias de flores,

todals ellas en intensa division y crecimiento celulares [99]. Tampoco puede descartarse la
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relacién de la intensa expresiéon del gen HMG2 observada en tejidos meristematicos con la
prenilacion de proteinas, proceso que ha sido asociado con la division y el crecimiento celulares
[37, 110]. Este fendmeno se hace extensible a HMGR de otras especies como la isoforma 1 de
mora, la HMGR1 de tomate o la forma 2 del arroz [117, 138, 312], e incluso a otras enzimas

tales la HMS de Brassica juncea [5].

En este contexto, el patrén de expresion desplegado por el gen FPS2 de A. thaliana en
las flores podria interpretarse por su dedicacion a la sintesis de FPP destinado a isoprenoides con
funciones especificas, como la farnesilaciéon de proteinas relacionadas con la morfogénesis floral
[76], los esteroles y brasinosteroides que acompafan al crecimiento del tubo polinico [221,
222], o los dolicoles responsables de la glicosilacion de las glicoproteinas que median la
interaccion polen-papilas estigmaticas [293]. Algo parecido ha sido argumentado en relacién con
el gen SQS, que muestra importantes elementos de similitud en su perfil de expresion con HMG2
y FPS2 [83].

1.4.3.5. Mecanismos de regulacion feed-back:

Este aspecto de la regulacion de la sintesis de isoprenoides estd poco estudiado, aunque
son destacables los resultados que postulan mecanismos “feed-back” de control de la expresion
de HMG en plantas en respuesta a los niveles intracelulares de ubiquinona o esteroles tales
como el estigmasterol y el colesterol [71, 253, 281] de modo andlogo a lo propuesto ya en 1980

para la enzima de mamiferos [37, 110].

1.4.3.6. Diversos mecanismos de regulacion postraduccional modulan el estado de activacién de

las enzimas implicadas en la ruta del MVA.

Se han observado procesos reversibles de activacién por defosforilacién e inactivacion
por fosforilacién mediado por fosfatasas y quinasas especificas, respectivamente, en un proceso
similar al previamente observado en mamiferos (revisado en [110]). Los dominios cataliticos de
la HMGR1 y 2 de Arabidopsis parecen estar controlados de este modo [81]. Adicionalmente,
existen evidencias que presentan a la fosforilacion como un mecanismo dependiente de Ca’*
[89].

Por otro lado, diferentes trabajos apuntan hacia la existencia de un proceso de
degradacién proteolitica controlado mediado por cistein-proteasas y asociado con la existencia
de secuencias PEST en las HMGR vegetales [281]. En este sentido, un mecanismo de
degradacién proteolitica regulada parece ser el tipo de control utilizado también en la
modulacién de los niveles de actividad HMGR en patata en respuesta a la luz y el estadio de
desarrollo [152].
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1.4.4. La enzima HMGR cataliza la etapa limitante en la regulacion de la
biosintesis de isoprenoides citosolicos en plantas, aunque podrian existir

puntos adicionales de control.

Estd ampliamente aceptado el modelo que presenta a la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A reductasa (HMGR) en mamiferos [110] y hongos [25] como la enzima responsable
de catalizar el paso regulatorio clave en el control de la biosintesis de isoprenoides. Este hecho
justificaria el gran ndmero de publicaciones referidos a esta enzima, habida cuenta de la
evidente atencién biomédica que suscitan cuestiones como el control de la colesterolhemia o la
regulacion de la prenilacion de proteinas involucradas en el control del ciclo celular [110]. Todos
estos trabajos atestiguan el fino y complejo entramado de niveles de regulaciéon soportado por la
HMGR.

En los Ultimos afos van sumandose evidencias en la direccién de un papel andlogo de la
HMGR en el control global de la biosintesis de los isoprenoides vegetales producidos en el citosol.
Se han constatado abundantes elementos de similitud con sus homoélogos de mamiferos, tanto
en sus mecanismos de accidén enzimatica, comportamiento frente a diversos agentes reductores
e inhibidores presentes en el medio, conformacidon espacial adoptada en relacién con su
localizacidn subcelular, asi como la existencia de mecanismos comunes de control de su sintesis
y actividad, reflejo todos ellos del alto grado de conservacién evolutiva existente [112]. Estos
elementos permiten hipotetizar un rol de la HMGR vegetal en el control de la biosintesis de
isoprenoides citosodlicos similar al acreditado para la enzima animal y fungica. La importancia
cualitativa y cuantitativa de los esteroles para la célula vegetal explican por qué la mayoria de
los trabajos se centren también en aquellos isoprenoides de entre todos los producidos bajo la
tutela de la HMGR.

No obstante, el papel de la HMGR como primera enzima limitante de la regulacién de la
biosintesis de esteroles en plantas ha sido motivo de amplia discusién. Los resultados
proporcionados por las aproximaciones de genética reversa han agitado la cuestién. Y es que si
la sobreexpresion del dominio catalitico de la HMGR de hamster en plantas de tabaco no
conseguia provocar grandes cambios en las concentraciones intracelulares de esteroles finales,
mas si del intermediario cicloartenol [54], la misma aproximacién experimental realizada
sobreexpresando la HMGR1 de Hevea brasiliensis en plantas transgénicas de tabaco, si se
tradujo en la acumulacion de diversos esteroles. Algunos de ellos eran esteroles finales como el
sitosterol o el campesterol, que terminaban almacenados en forma esterificada, englobados
dentro de unas vesiculas especificas de naturaleza lipidica [257]. Las plantas exhibian una copia
del fenotipo observado en el mutante de tabaco LAB1-4, cuyos niveles extraordinarios de
esteroles han sido asociados con los valores incrementados de actividad HMGR detectados en él

[111, 186]. La misma linea de investigacién llevada a cabo sobre A. thaliana habia
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proporcionado resultados contradictorios. Re no fue capaz de detectar incrementos significativos
de esteroles, aun cuando la actividad enziméatica era 3 veces superior a la de las plantas control
[232]. Finalmente, trabajos llevados a cabo en nuestro laboratorio bajo la direccién del Dr.
Boronat han contribuido a aportar luz sobre la cuestion. Los investigadores obtuvieron plantas
de A. thaliana modificadas genéticamente que presentaban importantes incrementos de
actividad HMGR [112]. Concretamente, plantas transformadas que sobreexpresaban los
dominios cataliticos de la HMGR1S y la HMGR2 presentaban valores 15 veces superiores de
actividad HMGR, lo que se veia reflejado en aumentos de hasta 10 veces en el contenido de
esteroles, fundamentalmente en forma esterificada. El autor concluye que la actividad
enzimatica HMGR es limitante para la sintesis de los esteroles en Arabidopsis. Ademas, arguye,
muy probablemente el control de la misma representaria el principal punto de regulacién del

flujo de metabolitos entre acetil-CoA y los pasos finales de sintesis de esteroles [112].

En cualquier caso, la acumulacién diferencial de distintos esteroles intermediarios
observados en los analisis de plantas con niveles incrementados de actividad HMGR reflejaria la
existencia de puntos adicionales de regulacidon entre las etapas especificas a la biosintesis de
esteroles. Dicho papel ha sido atribuido, por ejemplo, a la 24-metiltransferasa responsable de
catalizar la conversiéon del cicloartenol en 24-metilen-cicloartenol, lo cual explicaria la
acumulaciéon observada de dicho sustrato [54]. Una segunda enzima 24-metiltransferasa esta en
la encrucijada que dirige la ruta hacia la sintesis de etil-esteroles (como el sitoesterol y el
campesterol) o los metil-esteroles (como el campesterol y los brasinosteroides). La
sobreexpresion obtenida en N. tabacum de la enzima responsable de esta actividad catalitica
conduce hacia alteraciones en la ratio entre los etil-esteroles y los metil-esteroles, amén de una

reduccion en el tamafio de la planta [256].

Otras enzimas situadas en puntos de ramificacion de la biosintesis de isoprenoides han
sido propuestas como puntos adicionales de control. Algunas investigaciones centradas en torno
a la FPS partirian de dicha premisa. En efecto, estd descrito que la sobreexpresidon de la FPS de
Sacharomyces cerevisiae en plantas transgénicas de tabaco conduce a un incremento de la
sintesis de esteroles de hasta un 400 %, sin que los niveles de actividad HMGR se vean
modificados sustancialmente [82]. Algo parecido ha sido apreciado sobreexpresando la FPS
correspondiente directamente en cepas de levadura [290]. No obstante, la observacion de que
plantas de Arabidopsis transformadas con la FPS1S bajo el control del promotor de expresion
35S-CaMV y plantas de genotipo silvestre no presentaban diferencias apreciables en los
contenidos de esteroles apuntaria en sentido contrario [189]. Los autores concluyen que los
niveles de esta isoforma no han de resultar limitantes para la biosintesis de esteroles. Por el
contrario, las hojas de estas plantas presentaban una reduccién en las cantidades de
citoquininas supuestamente responsable, al menos en parte, de las alteraciones fenotipicas
observadas, y que pasaban por procesos de muerte celular y senescencia acelerada [189]. Este

efecto vendria originado por una reduccién de los intermediarios necesarios para la biosintesis
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de estas hormonas, debidos a la competicidn por el sustrato entre la FPS sobreexpresada vy las

enzimas que dirigen el IPP y el DMAPP hacia la sintesis de citoquininas (ver Figura 1.9).

Otra enzima dispuesta estratégicamente en el entramado biosintético de isoprenoides
citosdlicos estd representado por la SQS, en tanto que situada en el punto responsable de
reconducir el flujo metabdlico de carbono desde la parte troncal de sintesis de IPP hacia la
sintesis de esteroles (y brasinosteroides). La disrupciéon del gen codificante para la SQS en S.
cerevisiae afecta a la actividad de la HMGR y la FPS, reprimiéndolos, lo cual indicaria, a juicio de
los autores de este trabajo, que la SQS es la enzima responsable de modular el flujo de
intermediarios de la ruta del mevalonato en levadura [290]. Sin embargo, los cambios de la
actividad SQS de A. thaliana conseguidos en plantas transgénicas de sobreexpresion no

afectaron al contenido en esteroles totales [83].

1.4.5. Regulaciéon de la biosintesis de los isoprenoides plastidicos. El papel

de las enzimas de la ruta MEP esta poco estudiado.
1.4.5.1. La DXS y la DXR en la regulacién de la biosintesis de carotenoides.

La secuencia de etapas enzimaticas que conduce hasta la formacién de los compuestos
conocidos como carotenos en las plantas superiores estd ubicada en los plastidos. A pesar de
ello, todos los genes implicados son codificados por el genoma nuclear y las proteinas
correspondientes procesadas e importadas hacia dicho organelo. Asimismo, la caracterizacién
bioguimica de estas enzimas se complica por el hecho de que algunas de ellas estén integradas
en las membranas tilacoidales, dificultando su purificacion. Este extremo ha llevado a postular
un modelo por el que algunas de las enzimas carotenogénicas aparecen formando complejos
multienzimaticos asociados con las membranas plastidicas [77], modelo que posee interesantes
semejanzas con el del metaboldn para las enzimas responsables de la sintesis de los
isoprenoides citosdlicos que examindbamos en el apartado 1.4.2 ([52], Figura 1.10), y que, de
igual modo, permitiria optimizar la redistribucion del precursor IPP hacia la produccion de los

diversos carotenoides.

La extraordinaria importancia de las funciones desempefiadas por los carotenoides ha
sido evidenciada en otros puntos de esta introduccién. Consecuentemente, los mecanismos de
regulacion por los que se regira su biosintesis seran extremadamente finos, biosintesis que, a su
vez, estara asociada a un buen numero de procesos de desarrollo. A su vez, muchos de ellos
estdn condicionados por la luz, conformando el llamado programa de desarrollo
fotomorfogénico que englobard procesos como la diferenciacion/morfogénesis de los
cloroplastos durante el desarrollo de las hojas o la conversién de los etioplastos a cloroplastos
que tiene lugar durante la desetiolacién. Ambos procesos estan caracterizados por la

acumulacién de carotenoides y otros pigmentos que de modo coordinado se asocian con el resto
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de componentes necesarios para la formacién de un aparato fotosintético funcional [307]. Por
otra parte, una combinacién de carotenoides (y/o antocianinas) es comunmente el responsable
del color final de muchos frutos, cuya aparicion estd encuadrada dentro del programa de
desarrollo morfogénico de estos o6rganos y donde, frecuentemente, seran protagonistas del

proceso de maduracién organoléptica de los mismos [24, 109].

Los estudios sobre la regulacién de la biosintesis de carotenoides se han centrado, por el
momento, en los dos primeros enzimas de la rama que dirige hacia su producciéon: la fitoeno
sintasa (PSY) y la fitoeno desaturasa (PDS). De esta manera, ha podido ser observada la
correlacién de la expresion de los genes correspondientes en aquellos tejidos o procesos

anteriormente descritos que se caracterizan por una acumulacién de carotenoides [24].

En este sentido, ha sido descrita una regulacién dependiente de la luz de la expresion del
gen PSY en A. thaliana y Sinapsis alba, en un proceso mediado por el fitocromo [307]. Lo
riguroso del control al que se ve sometido el gen PSY es patente también a nivel
postraduccional. Lo acredita el sugerente modelo dindmico de regulacion del estado de
activaciéon de la PSY que ha sido propuesto en Sinapsis alba y que estaria basado en la
distribucién topoldgica de la enzima [313]. En ausencia de luz, la proteina se deslocaliza en los
llamados cuerpos prolamelares de los etioplastos en una forma enzimaticamente inactiva. Por el
contrario, la iluminacion de las plantas propicia un redireccionamiento de la PSY hacia las
membranas tilacoidales, donde adquirira la forma enzimaticamente activa. En lo que respecta al
tomate, se ha constatado la existencia de dos isoformas de la PSY que siguen patrones de
expresion oérgano-especificos: mientras la isoforma 1 sigue un patrén de expresién cefiido a

flores y frutos en desarrollo, la 2 esta asociada a tejidos fotosintéticos [23, 109].

Investigaciones recientes han demostrado que la sobreexpresion o inhibicion de la
expresion del gen PSY1 en plantas transgénicas de tomate conduce a alteraciones tanto
cualitativas como cuantitativas del contenido en carotenoides [106, 231]. Mas aun, el fenotipo
resultante incluia la aparicidon de enanismo, que los autores discuten como derivado de la
sobreexpresion de la enzima que transforma GGPP a fitoeno y que desviaria intermediarios
otrora dirigidos a la biosintesis de giberelinas, fitol, filoquinona o tocoferol [106].
Coherentemente con esto, las plantas con este fenotipo (llamadas “dwarf’) presentan niveles
reducidos de GAs, cuya implicacién en la regulacion del crecimiento de tallos y hojas es bien
conocida [229], o de clorofila, con la consiguiente disminuciéon de la eficacia fotosintética.
Finalmente, un ligero aumento en los niveles de ABA, fitohormona sintetizada a partir de los
carotenoides, fue también anotado. Algo similar ha sido asimismo observado analizando plantas
transgénicas de sobreexpresion de los ADNc sentido y antisentido para las dos isoformas de la
PSY identificadas en N. tabacum [41]. Este papel clave de la PSY en la regulacion de la
carotenogénesis le ha sido asignado también en otros modelos tales como A. thaliana [307] o

pimiento [251], sistemas en los que, sin embargo, solo se conoce una isoforma para dicha
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actividad enzimatica.

El descubrimiento de la ruta del MEP ha abierto un atractivo campo para el estudio del
papel de las enzimas implicadas en la regulacién de la formacion del IPP necesario para la
biosintesis de los carotenoides. Los escasos trabajos presentados hasta ahora en este contexto
se cifien, en exclusiva, a las 2 primeras etapas de la ruta plastidica de sintesis de IPP y apuntan,
decididamente, hacia la regulacion coordinada de la expresion de los genes responsables

correspondientes con aquellos otros asociados especificamente con la carotenogénesis.

De hecho, el mutante clal de Arabidopsis, originalmente caracterizado en 1996 como un
gen indispensable para el desarrollo de los cloroplastos, presenta un fenotipo albino derivado de
la severa reduccidn en los niveles de sus pigmentos fotosintéticos, tales como los carotenoides
[187]. El alto grado de homologia existente con otras DXS, asi como la complementacién del
mutante con la regién codificante para la DXS confirmaron la naturaleza del paso realmente
bloqueado [101]. El fenotipo manifestado por el segundo mutante del gen DXS identificado en
Arabidopsis, el chs5, resulté similar, aunque menos acusado y dependiente de la temperatura de
crecimiento [11]. Otros sistemas han dado cuenta de la correlacion entre las concentraciones de
carotenoides y los niveles de expresion y/o actividad DXR. Algunos se basan en el examen de
plantas transgénicas de M. Pipperita que sobreexpresa el ADNc correspondiente [185]. Otros, en
las variaciones del color de las flores, del blanco al naranja oscuro, de diferentes variedades de
Tagetes erecta (caléndula) debidas a diferencias de hasta 100 veces en su contenido en
carotenoides y que estarian correlacionados, en cierta medida, con los niveles del ARNm de la
DXR [198].

La hipdtesis que postula la regulacién transcripcional coordinada de los genes
involucrados en la ruta MEP y aquellos otros especificos de la carotenogénesis se ha visto
recientemente reforzada por el descubrimiento de un elemento actuante en cis comun a los
promotores de dichos genes, elemento que fue originalmente caracterizado en la regién 5’
flanqueante al gen PSY de A. thaliana [314].

Otros procesos que precisan de la biosintesis de carotenoides especificos requieren
también del concierto con las enzimas responsables de las dos primeras etapas de la ruta MEP.
La colonizacidon de las raices de muchas plantas terrestres por endomicorrizas arbusculares
constituye un proceso ampliamente estudiado [229]. Se ha observado como la toma de contacto
del hongo simbionte Glomus intraradices con la raiz de Medicago truncatula, maiz, arroz, cebada
o trigo huésped induce la acumulacién de diversos apocarotenoides, derivados de la degradacién
de las xantofilas y algunos de los cuales serian responsables del color amarillo de las raices
micorrizadas. Pues bien, este fendmeno estd a su vez correlacionado espacial y temporalmente
con la induccion de los dos primeros genes de la via del MEP de sintesis de IPP, DXR y DXS

[308]. Particularmente, el gen DXS2 de M. truncatula responde a la colonizacion de la raiz por
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hongos del género Glomus, no asi la otra copia caracterizada, que presentaria un patron de
expresion aparentemente constitutivo [309]. La misma especializacién funcional ha sido puesta
de manifiesto en raices de maiz, tomate y tabaco, especies que también presentan, al menos, 2

copias del gen DXS.

Otro interesante aspecto deriva de la regulacién coordinada de las dos rutas biosintéticas
de IPP. Un ejemplo vendria dado por el propio proceso de desetiolacidn, en el que tiene lugar la
conversién de etioplastos a cloroplastos. Los requerimientos de esteroles para la biogénesis de
las estructuras de membrana tilacoidales justificaria la sobreexpresion de genes relacionados con
la sintesis de esteroles, como el HMS de Brassica juncea [5] o el AAT1 de A. thaliana [4]. La
estimulacion en respuesta a luz de la expresién del gen DXS observado en plantas etioladas de
A. thaliana resulta coherente con su papel en la sintesis del IPP necesario para la produccién de
los pigmentos fotosintéticos indispensables para la morfogénesis de los cloroplastos maduros
[187]. Por otra parte, Gruissem y cols., estudiando el proceso de maduracién del fruto de
tomate, efectuaron la observacién de que durante estadios iniciales del mismo se producia un
incremento del ARNm y actividad correspondientes a la HMG-CoA reductasa. También era
notable un decaimiento de la misma en estadios avanzados del proceso de maduracion,
proporcional al decaimiento de la capacidad de la mevinolina para reprimir este proceso [209].
En el contexto del descubrimiento de la nueva ruta plastidica de biosintesis de IPP, propusieron
un modelo en el que las dos vias se sucederian en el suministro del precursor. Los primeros
momentos de crecimiento del tomate, en el que tiene lugar un aumento del volumen del mismo,
coincide con la intensa produccion de fitoesteroles para la biogénesis de membranas.
Coherentemente, durante esta etapa, la via del MVA de sintesis de IPP tendria un papel
protagonista. En los estadios posteriores del proceso, esto es, durante la llamada maduracion
organoléptica del tomate, la via MEP se ocuparia de la sintesis de IPP [178, 237]. El proceso de
maduracion organoléptica del fruto de tomate (en inglés “ripening”) lleva aparejado la
transformacion de los cloroplastos hacia cromoplastos, paralelamente a una acumulacién masiva
en estos organulos de pigmentos carotenoides, principalmente licopeno, responsables de la

transicion del color del fruto del verde al rojo.

El papel de la DXR como responsable de la primera etapa especifica la ruta MEP de
produccion de IPP habia sustentado su candidatura como primer paso regulatorio del proceso
[161, 291]. Sin embargo, y basadndose en la estricta correlacién observada entre la acumulacion
del ARNm del gen DXS y la sintesis de carotenoides durante la maduracion del fruto en tomate
siguiendo un patrén similar al de la PSY1, ha sido propuesta la actividad enzimatica DXS como
primer paso potencialmente regulatorio [178]. Experimentos de inyeccion in vivo de
desoxixilulosa en el fruto de tomate resultaron en una subida de la expresidon de PSY1 y DXS, lo
cual apoyaria dicho modelo. Este asume un papel coordinado de la DXS y la PSY1 en el control
de la biosintesis de carotenoides, al menos en lo que se refiere a los primeros pasos de la

maduracion organoléptica del fruto de tomate [178]. Las mismas aproximaciones constataron
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que la acumulacién de carotenoides durante dicho proceso no requeria de una induccion de la
expresion del gen DXR, puesto que los niveles de ARNm y proteina permanecian inalterados
[237]. Los autores de este modelo discuten que algunos resultados obtenidos en procariotas
modificados mediante ingenieria metabdlica de isoprenoides podrian ampliar el papel limitante
de la DXS a otros organismos. En efecto, la sobreexpresion de la DXS en una cepa de E. coli
portadora de un plasmido que permite la biosintesis de licopeno conduce a la acumulacién de
dicho carotenoide vy, paralelamente, de ubiquinona-8 [120]. Estos resultados fueron
posteriormente confirmados por diferentes autores, en un caso anadiéndoles la posibilidad de
incrementar la produccién de licopeno al sobreexpresar simultdneamente la DXS y la DXR [22,
148] en otro, no observando variaciones sustanciales en los niveles de DMAPP al sobreexpresar

en E. coli la DXR de la cianobacteria Synechococcus leopoliensis [196].

Pero, hasta el momento, los trabajos mas reveladores en este ambito se basan en el
analisis de plantas de A. thaliana modificadas mediante genética reversa para sobreexpresar el
ADNCc sentido y antisentido del gen DXS [100]. Varias de estas lineas transgénicas presentaban
valores alterados de diferentes isoprenoides plastidicos en comparacién con los encontrados en
las plantas silvestres no modificadas. En el caso de los carotenoides éstos correlacionaban
perfectamente con los niveles de ARNm y proteina DXS detectados. Los autores asumen que la
DXS seria una de las enzimas limitantes de la ruta del MEP de sintesis de isoprenoides en
Arabidopsis. Lo moderado de los cambios observados, particularmente para los carotenoides, asi
como la variabilidad de los mismos entre las distintas familias de isoprenoides, reflejarian la gran
complejidad de las distintas ramas biosintéticas que surgen del IPP plastidico y apuntarian hacia

la existencia de pasos reguladores y limitantes de cada uno de ellas [100].
1.4.6.2. La DXS y la DXR en la regulacion de la biosintesis de otros isoprenoides plastidicos.

El Ultimo lustro transcurrido desde la identificacion de la DXS y la DXR como enzimas
responsables de los 2 primeros pasos de sintesis de IPP via MEP ha visto algunos otros trabajos
centrados en el estudio de su posible papel regulador. Los perfiles de expresion de los genes
DXS y DXR en cultivos celulares de C. roseus serian coherentes con el papel de candidatos a
enzimas reguladoras para la produccion de alcaloides indol-terpénicos. Esta conclusion se deriva
de la coincidencia en la acumulacion de los transcritos respectivos de aquellos genes con las

condiciones de cultivo de las células que estimulan la produccidn de dichos productos [50, 303].

El grupo del profesor Croteau ha centrado gran parte de sus esfuerzos en el estudio de la
biosintesis de monoterpenos, utilizando los aceites esenciales producidos por M. pipperita como
modelo [184]. La activacion del gen DXS tiene lugar durante los primeros estadios de desarrollo
de la hoja, precediendo al pico de produccién de monoterpenos, con el objeto de suministrar una
poblacion de IPP suficiente para llevar a cabo dicho proceso biosintético [165]. Adicionalmente,

el analisis fenotipico de plantas de menta que sobreexpresan el gen para la DXR ha demostrado
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que la alteracidon de este primer paso especifico de la ruta MEP de sintesis de IPP aumentaria el
flujo metabdlico global y conduciria a un incremento en la producciéon de monoterpenos [185], lo

cual le concederia un papel regulador en este proceso biosintético.

En conclusion, del anadlisis de toda la informacion disponible hasta el momento no
pueden realizarse generalizaciones sobre un posible papel regulador de las enzimas DXS y DXR
en la biosintesis de isoprenoides plastidicos analogo al desempefado genéricamente por la
HMGR en la produccién de isoprenoides citosélicos. No obstante, y al igual que para ellos, las
evidencias apuntan hacia la existencia de etapas adicionales de control en las distintas ramas

biosintéticas que divergen del IPP plastidico.

I.5. ELECCION DE Arabidopsis thaliana COMO MODELO DE ESTUDIO.

Arabidopsis thaliana fue descubierta en las montafas Harz (Alemania) hacia el siglo XVI
por Johannes Thal quien la denominé originalmente Pilosella siliquosa. Pertenece a la familia de
las cruciferas (o brassicaceas), lo cudl la emparenta con mas de 3000 especies. Entre todas ellas
destacan las englobadas en el género Brassica que incluye la mostaza negra, el nabo o la col (B.
Nigra, B. Napus o B. oleracea var. Oleracea, respectivamente), la mostaza blanca (Sinapsis alba)
o el rdbano (Raphanus sativus). Con ellas comparte las caracteristicas diferenciales del taxon
entre las que destacan el caracter de plantas dicotiledéneas herbaceas que poseen flores
bisexuales con un perianto de 4 elementos. El androceo estara compuesto de 6 estambres
siendo los 2 externos mas cortos, mientras que el gineceo consta de 2 carpelos con el ovario
compartimentado. Por su parte, los frutos seran secos y dehiscentes tipo silicua (o silicula en

otras especies).

Pero son otros los muchos atributos que la han erigido en un organismo atractivo para la
biologia vegetal. Entre ellos destacan su rapido ciclo de vida. Efectivamente, una semilla
germinada y crecida en condiciones idoneas de cultivo es capaz de regenerar una planta adulta
en 6-8 semanas, la cudl serd ademas capaz de producir mas de 10.000 semillas. Su pequeno
tamafio (alrededor de 30 cm) permite crecer docenas de individuos en una maceta. Por otra
parte, su cultivo es altamente adaptable, lo cual viene reflejado por el hecho de que se haya
conseguido con éxito la regeneracion de plantas adultas a partir de callos e incluso células, y que
ademas creceran bien en medios estériles de composicién quimica definida y bajo luz artificial.
La abundancia de herramientas genéticas completaria su atractivo. En fecha tan antigua como
1873 (A. Braun) se describié un mutante de A. thaliana, probablemente correspondiente al gen
AGAMOUS [135], lo cual por su parte da una idea del interés que histéricamente ha despertado
esta especie. F. Laibach, quien estimd por primera vez la dotacién cromosdémica de la especie en
1907, sefaldé en 1943 su potencial. Las colecciones de mutantes empezaron a generalizarse de
la mano de alguno de sus discipulos a partir de los afios 50 y 60. Entonces eran obtenidos bien

por mutagénesis masiva de semillas por exposicion a radiaciones ionizantes, bien por
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tratamiento de las mismas con agentes alquilantes. La facilidad para disponer de mutantes
homocigotos deriva, ademas, de la autofecundacién como modo habitual de reproducciéon de

esta especie.

Pero no seria hasta los afios 80 y en el contexto del surgimiento explosivo de la genética
molecular cuando Arabidopis se confirma, en detrimento de otras especies tales como la petunia,
el tomate o el tabaco, como modelo de estudio en genética molecular de plantas, alzandose asi
junto a la Drosophila, E. coli, el raton o Sacharomyces cerevisiae al pedestal de los sistemas
preferidos por los bidlogos para desentrafiar los procesos basicos de la vida. Lo pequeiio del
genoma de esta planta en relacién con el de otras especies (Tabla 1.3), que facilita notablemente
el clonaje de cualquier secuencia genética, asi como la consecucién con éxito de la
transformacion con ADN exdgeno, terminaron por inclinar la balanza a su favor. Los anos
siguientes verian afadir a todas estas razones el primer mapa de RFLP (siglas en inglés de
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion) [194], el convertirse en rutinario
en cualquier laboratorio la transformaciéon por infiltracion con Agrobacterium [26, 66], o la
identificacién y clonaje de mutantes insercionales resultantes de la transformacién con ADN-T,

“transposon tagging” o “activation tagging” [39, 311].

ORGANISMO TAMANO DEL GENOMA N° GENES DENSIDAD GENICA MEDIA
Homo sapiens 3000 megabases >30000 1.9gen/100000 bases
Mus musculus 3000 megabases 30000 1.9en/100000 bases
Drosophila melanogaster 135,6 megabases 13061 1.9en/13781 bases
Arabidopsis thaliana 125 megabases 25500 1 gen/4900 bases
Caenorhabditis elegans 97 megabases 19099 1 9en/5079 bases
Saccharomyces cerevisiae 12,1 megabases 6034 1 9en/2005 bases
Escherichia coli 4,67 megabases 3237 1. gen/1443 bases
Haemophilus influenzae 1,8 megabases 1740 1.9en/1034 bases
Zea mays 3900 megabases - -
Vicia faba 14500 megabases - -

Tabla 1.3: Tabla comparativa de los tamarios de los genomas de distintos organismos completamente
secuenciados y de diversas especies vegetales. Se acomparia también la estimacion en el numero de genes y la
densidad génica media. Notese que el tamario del genoma no correlaciona necesariamente con el status

evolutivo de la especie.

Por todo esto, no es de extrafiar que el de Arabidopsis haya sido el primer genoma
vegetal completamente secuenciado. En efecto, a finales del ano 2000 se completd la
secuenciacion de su genoma, desvelando la secuencia de 125 megabases que contendrd unos
25.500 genes correspondientes a 11.000 familias [136] (Tabla I.3). Toda la informacion
contenida resultard obviamente un recurso incomparable para estudios en todos los ambitos de
la biologia vegetal y la mejora genética de cultivos de interés agroalimentario. Ha propiciado

ademas la creacién de bases de datos especificas con secuencias y librerias de ADNc y gendmico
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o de cajas consenso identificadas en promotores de genes de plantas, recursos con informacion
integrada sobre expresién basados en micromatrices de ADN o chips génicos y bancos de
semillas silvestres y mutagenizadas. Muchas de ellas utilizan potentes y versatiles herramientas
de busqueda tales BLAST o FASTA, estdn integradas en las bases de datos publicas y son
accesibles en su mayoria desde la direccién electrénica del TAIR (siglas de “The Arabidopsis

Information Resource”; http://www.arabidopsis.org/) (Tabla 1.4).

ORGANISMO DIRECCION ELECTRONICA

The Arabidopsis Information Resource http://www.arabidopsis.org/

The Institute for Genomic Research (TIGR) A. thaliana database. | http.//www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/

LEHLE seeds. http://www.arabidopsis.com/

Nottingham Arabidopsis Stock Center. http://nasc.nott.ac.uk/

ASPB-Publications-The Arabidopsis Book. http.//www.aspb.org/publications/arabidopsis/toc.cfm
The Arabidopsis cDNA Sequence Analysis Project. http://www.cbc.umn.edu/ResearchProjects/Arabidopsis/

Munich Information center for Protein Sequence. A. thaliana | http./mips.gsf.de/proj/thal/proj/thal_overview.html

database.

Arabidopsis information on the World Wide Web http.//weeds.mgh.harvard.edu/atlinks.htm/

Tabla 1.4: Relacion de paginas web con informacion sobre Arabidopsis thaliana.

Para terminar, y no menos importante, las conferencias internacionales sobre
Arabidopsis se han convertido en periddicas y en ellas cientos de investigadores se intercambian
materiales e informacion de todo tipo haciendo de esta especie vegetal una herramienta

bioldgica cada vez mas potente en la que se multiplican los genes clonados y caracterizados.
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11.1. CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS GENES
DXS2Y DXR DE Arabidopsis thaliana.

1.1.1. Identificaciéon del gen DXS1 que codifica para la 1-desoxi-D-xilulosa 5-
fosfato sintasa (DXS).

Con el objeto de clonar el ADNc del gen DXS de Arabidopsis thaliana se efectlo una
busqueda mediante el algoritmo TBLAST-N en las bases de datos de ESTs (“"Expressed Sequence
Tags”), utilizando como sonda la secuencia correspondiente al gen dxs de E. coli [177]. Dicha
busqueda dio como resultado el clon gendmico C2814 que incluia el marco abierto de lectura del
gen DXS incluido en la region relacionada con funciones fotosintéticas (cluster) del cromosoma
de Rhodobacter capsulatus [119], asi como la EST G11B5T7 de A. thaliana. Utilizando este
ultimo EST en una nueva busqueda, fueron identificados dos EST mas de Arabidopsis, el
G5A12T7 y el H2A12T7. Los tres clones fueron remitidos desde el “Arabidopsis Biological
Resource DNA Stock Center" de la Universidad de Ohio y secuenciados en su totalidad. El
analisis de las secuencias reveld que Unicamente el inserto correspondiente al clon H2A12T7
contenia la secuencia codificante completa del gen DXS de A. thaliana En concreto, dicho clon
presenta una longitud de 2151 pb, extendiéndose 127 pb hacia el extremo 5’ desde el inicio de
traduccién y 325 pb por 3’ desde el codon de parada. La secuencia de nucledtidos contiguas al
inicio de traducciéon (TCCAATGGC) se ajustaba a la secuencia AACAATGGC, caracterizada como
consenso del entorno del inicio de traduccidon en genes de plantas [181], regidon que ha sido
descrita como importante en cuanto a la eficiencia de traduccién [128]. La comparacion con la
secuencia del gen CLA1 (DXS1 de A. thaliana var. Wassilewskija, WS [187]), identificado
durante el transcurso de este trabajo, permitié detectar 3 substituciones nucleotidicas puntuales
en las posiciones +1124, +1149 y +1393, de las cuales la primera (Val-Glu) y la segunda (Glu-

Lys) representaban un cambio aminoacidico (Figura II.1).

Seguidamente, y con el propdsito de determinar el extremo 5’ del ARNm correspondiente
al ADNc identificado, se utilizé la técnica de RACE 5'. La primera cadena de ADNc fue sintetizada
a partir de ARN de plantulas de 12 dias crecidas en dia largo y al oligonucledtido DXS1.GSP1,
utilizado como cebador (ver Tabla de oligonucleétidos, apdo. V.7). A continuacion, y tal y como
se describe en el apartado V.5.4.2 de Materiales y Métodos, le fue adicionada una cola poli-C.
Como resultado de una etapa de amplificacién por PCR a partir de la cadena de ADNc original
mediante el cebador especifico DXS1.GSP2 y el oligonucleétido AAP suministrado por la casa
comercial, seguido de una nueva reamplificacion con el juego de cebadores DXS2.GSP2/AUAP
(este ultimo también provisto por la casa), se rescaté un fragmento de unos 580 pb que fue
clonado en el vector pGEM-T. El analisis mediante secuenciacién de 17 de los clones resultantes

puso de manifiesto cierta heterogeneidad en el tamafio de los productos amplificados. Sin
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embargo, dos familias de cinco clones cada uno coincidian en las posiciones mas distales
respecto al extremo 5’ conocido, situadas entre 10 y 30 pb corriente abajo de una secuencia
TATA, comun a los inicios de transcripcién eucariotas [127, 230]. Se confirmaron asi aquellos
dos residuos de citosina, ubicados a 182 y 205 pb respectivamente hacia 5' del codén ATG,
como principales inicios de transcripcion (Figura II.1). Este primer residuo sera considerado
como posicién +1 del ADNc del gen DXS1. Adicionalmente, y como reveld el analisis de la regién
gendmica correspondiente, tales posiciones se encontraban a 107 y 130 pb hacia 3’
respectivamente de la secuencia TAATTCATC, que coincide en 8 de sus 9 posiciones con el

consenso definido para la llamada caja CAAT [127].

Por su parte, y con el objetivo de analizar el extremo 3’ del ADNc, se llevdé a cabo una
aproximacion analoga. En efecto, gracias a la técnica de RACE 3’, y utilizando al oligonucledtido
DXS1.S8 como cebador especifico, se obtuvieron 20 clones cuyos insertos finalizaban en 7
posiciones diferentes que desvelaban otros tantos sitios de poliadenilacion situados entre 275 y
305 pb en direccién 3’ del codén UGA de parada. En la region 3’ UTR (regidn transcrita no
traducida, siglas en inglés de “Untranslated Transcribed Region”) fue identificada la secuencia
AATAAT, localizada a su vez a 245 pb del codén UGA de parada, y coherente con el motivo
candnico AATAAA frecuentemente descrito como sefial responsable de dirigir la poliadenilacion
[21, 143, 168]. Resulta destacable la presencia de multiples sitios de poliadenilacién, coyuntura
profusamente descrita para numerosos ARNm nucleares de plantas, y que ha sido relacionada
con mecanismos de regulacion de la expresion a nivel postranscripcional [21, 168] (Figura II.1).
Alguna de los sitios de poliadenilacion identificados en el extremo 3’, caso de la primera citosina

sombreada en gris en la Figura II.1, se repetian hasta 5 veces.

Figura I1.1: Secuencia nucleotidica del ADNc correspondiente al gen DXS1 (completado con los extremos
5’ y 3’ deducidos de los experimentos de RACE) y secuencia aminoacidica codificada. En mayuscula,
aparece la secuencia codificante. En minuscula figuran las regiones UTR 5’y 3’ respectivamente. Sombreadas
en gris aparecen las posiciones identificadas mediante el andlisis de RACE 5° como extremos del ARNm DXSI
vy para el que fueron empleados los oligonucleétidos DXSI1.GSPI1 y DXSI.GSP2 respectivamente, cuya
secuencia se encuentra subrayada. Por su parte, se resaltan, también sombreadas, las posiciones identificadas
como sitios de poliadenilacion por los experimentos de RACE 3°. La secuencia del oligonucledtido DXS1.S8,
empleado en esta técnica, se encuentra también subrayada. La hipotética senial de poliadenilacion aparece en
blanco sobre fondo negro. Finalmente, resaltadas en negrita, aparecen las bases que se encontraron

sustituidas respecto de la secuencia del ADNc del gen CLAI [187].
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Iaactctccaccaccaccattgtlaccaccacatttaaacacacactttcacttgtagtgggattcgaaagtgcg
ttttattcatttgttttactgtttttgataacctcaaaatttgcctaaattttattctctataaatccttatatg
ttttacttacattcctaaagttttcaactttcttgagcttcaaaaagtacctccaATGGCTTCTTCTGCATTTGC
M A S S A F A
TTTTCCTTCTTACATAATAACCAAAGGAGGACTTTCAACTGATTCTTGTAAATCAACTTCTTTGTCTTCTTCTAG
F P s Yy I I T K G G L s T D s C K s T s L S S S R
ATCTTTGGTTACAGATCTTCCATCACCATGTCTGAAACCCAACAACAATTCCCATTCAAACAGAAGAGCAAAAGT
s L v T DL P S P C L K P N NN S H S N R R A K V
GTGTGCTTCACTTGCAGAGAAGGGTGAATATTATTCAAACAGACCACCAACTCCATTACTTGACACTATTAACTA
c A sS L A E K G E Y Y s N R P P T P L L D T I N Y
CCCAATCCACATGAAAAATCTTTCTGTCAAGGAACTGAAACAACTTTCTGATGAGCTGAGATCAGACGTGATCTT
P I H M K N L S V K E L K ¢ L s D E L R S D V I F
TAATGTGTCGAAAACCGGTGGACATTTGGGGTCAAGTCTTGGTGTTGTGGAGCTTACTGTGGCTCTTCATTACAT
N Vs K T GG GGH L G S s L GV V E L TV A L H Y I
TTTCAATACTCCACAAGACAAGATTCTTTGGGATGTTGGTCATCAGTCTTATCCTCATAAGATTCTTACTGGGAG
F N T P Q DK I L W D V G H Q s Y P H K I L T G R
AAGAGGAAAGATGCCTACAATGAGGCAAACCAATGGTCTCTCTGGTTTCACCAAACGAGGAGAGAGTGAACATGA
R G K M pP T M R Q TNGUL S G F T K R G E S E H D
TTGCTTTGGTACTGGACACAGCTCAACCACAATATCTGCTGGTTTAGGAATGGCGGTAGGAAGGGATTTGAAGGG
c ¥ G T G H s s T T I s A G L GM AV G R D L K G
GAAGAACAACAATGTGGTTGCTGTGATTGGTGATGGTGCGATGACGGCAGGACAGGCTTATGAAGCCATGAACAA
K N NNV VAV I G D GAMTAG QA AYEA AMNDNN
CGCCGGATATCTAGACTCTGATATGATTGTGATTCTTAATGACAACAAGCAAGTCTCATTACCTACAGCTACTTT
A G YL DS DM IV I L NDNI KQV s L P T A T L
GGATGGACCAAGTCCACCTGTTGGTGCATTGAGCAGTGCTCTTAGTCGGTTACAGTCTAACCCGGCTCTCAGAGA
b 6 p S P PV GAL S S AL S RUL Q S N P A L R E
GTTGAGAGAAGTCGCAAAGGGTATGACAAAGCAAATAGGCGGACCAATGCATCAGTTGGCGGCTAAGGTAGATGT
L R E VA K GGM T K QI G G P M H QUL A A K V D V
GTATGCTCGAGGAATGATAAGCGGTACTGGATCGTCACTGTTTGAAGAACTCGGTCTTTACTATATTGGTCCAGT
Y A R G M I §$ G T GG S s L F E E L G L Y Y I G P V
TGATGGGCACAACATAGATGATTTGGTAGCCATTCTTAAAGAAGTTAAGAGTACCAGAACCACAGGACCTGTACT
b G H NI DDUIL VA I L K EV K S TR T T G P V L
TATTCATGTGGTGACGGAGAAAGGTCGTGGTTATCCTTACGCGGAGAGAGCTGATGACAAATACCATGGTGTTGT
I H Vv v T E K G R G Y P Y A ERAUDDI K Y H G V V
GAAATTTGATCCAGCAACGGGTAGACAGTTCAAAACTACTAATGAGACTCAATCTTACACAACTTACTTTGCGGA
K ¥ D P ATGIROQUF K T TN ETQ S Y T T Y F A E
GGCATTAGTCGCAGAAGCAGAGGTAGACAAAGATGTGGTTGCGATTCATGCAGCCATGGGAGGTGGAACCGGGTT
AL V A E A E V D K DV VA I HAAMGG G T G L
AAATCTCTTTCAACGTCGCTTCCCAACAAGATGTTTCGATGTAGGAATAGCGGAACAACACGCAGTTACTTTTGC
N L ¥F Q R R F P T R C F DV G I A E Q H A V T F A
TGCGGGTTTAGCCTGTGAAGGCCTTAAACCCTTCTGTGCAATCTATTCGTCTTTCATGCAGCGTGCTTATGACCA
A G L A CE G L K P F CATI Y S S FM QR A Y D Q
GGTTGTCCATGATGTTGATTTGCAAAAATTACCGGTGAGATTTGCAATGGATAGAGCTGGACTCGTTGGAGCTGA
v v H DV DL 9 K L P V R F A M DR A G L V G A D
TGGTCCGACACATTGTGGAGCTTTCGATGTGACATTTATGGCTTGTCTTCCTAACATGATAGTGATGGCTCCATC
G p T H CGAVF DVTFMACTLPNMTIVMA P S
AGATGAAGCAGATCTCTTTAACATGGTTGCAACTGCTGTTGCGATTGATGATCGTCCTTCTTGTTTCCGTTACCC
b E A DL FF NMVATAV A I DDIR P S C F R Y P
TAGAGGTAACGGTATTGGAGTTGCATTACCTCCCGGAAACAAAGGTGTTCCAATTGAGATTGGGAAAGGTAGAAT
R G N G I GV AL P P G N K GV P I E I G K G R I
TTTAAAGGAAGGAGAGAGAGTTGCGTTGTTGGGTTATGGCTCAGCAGTTCAGAGCTGTTTAGGAGCGGCTGTAAT
L K E G E R VAL L G Y G S AV Q SsS C L G A A V M
GCTCGAAGAACGCGGATTAAACGTAACTGTAGCGGATGCACGGTTTTGCAAGCCATTGGACCGTGCTCTCATTCG
L E E R G L NV TV ADA AWIRF CZ K P L DR ATL I R
CAGCTTAGCTAAGTCGCACGAGGTTCTGATCACGGTTGAAGAAGGTTCCATTGGAGGTTTTGGCTCGCACGTTGT
s L A K S H E VL I TV EEG S I G G F G S H V V
TCAGTTTCTTGCTCTCGATGGTCTTCTTGATGGCAAACTCAAGTGGAGACCAATGGTACTGCCTGATCGATACAT
Q ¥ L AL DG L L D G K L KW R P M V L P D R Y I
TGATCACGGTGCACCAGCTGATCAACTAGCTGAAGCTGGACTCATGCCATCTCACATCGCAGCAACCGCACTTAA
b H G A PADOQOQULAZEA ASGTULMU®P S HI A AT AL N
CTTAATCGGTGCACCAAGGGAAGCTCTGTTTTGAgagtaagaatctgttggctaaaacatatgtatacaaacact
L I G A P R E A L F *
ctaaatgcaacccaaggtttcttctaagtactgatcagaattcccgeccgagaagtcctttggcaacagectatata
tatttactaagattgtgaagagaaaggcaaaggcaaaggttgtgcaaagattagtattatgataaaactggtatt
tgttttgtaattttgtttaggattgtgatggagatcgtgttgtacgEsEEltctaacatcttgtaaaaatcaatta
catctltttgtglatltttlalagctttgtgtgacalattttggtacgagcagtgttttt
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11.1.2. Identificacidon de los genes DXS2 y DXS3 con homologia al gen DXS1.

Organizacion genémica.

La técnica de Southern-blot permitié determinar la existencia de secuencias con similitud
al gen DXS1. Se utilizé para ello la sonda descrita en Materiales y Métodos (apdo. V.5.2.1) y
ADN gendmico de A. thaliana digerido con las endonucleasas de restriccion Xhol, Xbal, HindIII y
EcoRI (Figura II.2a y b). El patrén de bandas obtenido bajo condiciones de alta (a) y baja
severidad (b) reveld la presencia de bandas adicionales, no interpretables a partir del mapa de
restriccion de la region gendmica homdloga a la sonda utilizada, region que habia sido
previamente identificada a partir de buUsquedas bioinformaticas. El anadlisis de estos resultados
confirma que, efectivamente, la sonda reconoce los fragmentos especificos correspondientes al
gen DXS1. Sugiere ademas la existencia de al menos dos copias de genes relacionados con DXS,
y que corresponderian (de acuerdo con la coincidencia en los patrones de restriccién) con los dos
genes hipotéticos DXS2 y DXS3, posteriormente identificados a partir de la blUsqueda de
homodlogos sobre la secuencia del genoma de A. thaliana. Sin embargo, es digno de atencién el
resultado de la digestién con la enzima EcoRI, donde aparecen 3 bandas de tamafio menor al
esperado que no son coherentes con los mapas de restriccién de las regiones de ADN gendmico
para ninguna de las 3 copias detectadas del gen DXS. Este resultado no puede ser interpretado
por la ocurrencia de actividad “star” que haya podido provocar cortes sobre el ADN gendémico en
sitios distintos de los especificos a la enzima EcoRI, puesto que los resultados obtenidos con
otras sondas sobre las mismas muestras de ADN digerido (como la correspondiente al ADNc del
gen DXR y que veremos mas adelante) no reprodujeron dicho patréon de bandas. Puede inferirse,
por lo tanto, la existencia de alguna secuencia adicional homoéloga a la de los genes DXS1, DXS2

y DXS3, no identificada hasta el momento.

La busqueda sobre la secuencia del genoma de Arabidopsis permitiéo definir la
localizacidon del gen DXS1. En concreto, se confirmd como éste gen aparece ubicado en la regién
contenida en el clon genémico p1C10AP64 del cromosoma 4, originado a su vez a partir del
cosmido YUP5B11.1B1C10. De la comparacion de la secuencia de ADNc obtenida con la region
gendmica correspondiente se dedujo la organizacidn del gen DXSI como compuesto por 9
exones y 8 intrones que se extendian sobre 3,5 kb (Figura II.4a). Las secuencias limitantes
entre exones e intrones estan de acuerdo, en todos los casos, con las secuencias consenso para
los sitios dadores (C/AAG:GUAAGU) y aceptores (UGCAG:G) [36]. Es interesante anotar que,
con respecto al gen CLA1 (DXS1, [187]), Unicamente aparecen conservadas cinco de las
posiciones sefaladas de procesamiento de los intrones, reflejo de la alta variabilidad existente

entre los distintos ecotipos de A. thaliana.
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Figura 11.2: Anadlisis mediante experimentos de Southern-blot de la complejidad genomica del gen DXS de
Arabidopsis thaliana. Se muestran los resultados obtenidos con hibridaciones bajo condiciones de alta (a) y
baja (b) severidad. El panel ¢ muestra los mapas de restriccion de las regiones genomicas correspondientes a
cada una de las copias detectadas del gen DXS, de acuerdo, en cada caso, con el patron de bandas obtenido.
Las flechas negras indican las ubicaciones sobre las regiones genomicas correspondientes de cada uno de los

genes detectados. A su vez, la region reconocida por la sonda utilizada se representa con una flecha blanca.

Seguidamente, y con el propdsito de aislar la secuencia de ADNc correspondiente al gen
DXS2, se llevaron a cabo RT-PCR utilizando como molde ARN extraido a partir de diversos

tejidos de la planta adulta (Materiales y Métodos, apdo. 11.5.4.2). Unicamente a partir de los
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ARN precedente de inflorescencias y frutos, y tras dos amplificaciones por PCR encadenadas, se
obtuvieron bandas del tamafio esperado. En ambos casos, y paralelamente, se efectuaron
reacciones de PCR control con varios juegos de oligonucledtidos internos, que confirmaron en
cada etapa la identidad del producto esperado. El fragmento originado a partir de la muestra de
inflorescencias fue purificado y clonado en el vector pBLUESCRIPT-SK", obteniéndose el plasmido
pLBSDXS2.2. Finalmente, la secuenciacion del inserto correspondiente confirmé la presencia de
un marco abierto de lectura de 1857 pb flanqueado por 43 pb hacia el extremo 5"y 147 en
direccién 3’ (Figura II.3). La secuencia se correspondia con los tres clones de ESTs existentes en
las bases de datos, que habian sido obtenidos en todos los casos a partir de muestras de silicuas
inmaduras (numeros de acceso “GenBank”, AV563200, AV557239 y 559551). Ninguno de ellos

contenia el marco de lectura completo del gen DXS2.

Al igual que en el caso del gen DXS1, observamos como la secuencia de bases contiguas
al triplete de inicio de traduccion (TCAAATGGC) se adaptaba al consenso propuesto [181]
(Figura II1.3). Asimismo, el andlisis de la regién gendémica correspondiente al extremo 5’ del
ADNCc clonado para el gen DXS2 permitié detectar la presencia de una secuencia CAAAATACATT
situada a 190 nt del extremo conocido, y que coincidia en 10 de sus 11 posiciones con la
secuencia candnica de la caja CAAT, caracterizada como secuencia reguladora de la actividad
transcripcional [127]. Finalmente, una caja TATATA aparecia también flanqueando el extremo 5’
del ADNc clonado [127, 230].

Figura 11.3: Secuencia nucleotidica del ADNc clonado del gen DXS2 y secuencia aminoacidica codificada.
Como en la Figura Il.1, las posiciones en minuscula representan las regiones transcritas no traducidas,
mientras que en mayuscula aparece la region codificante cuya secuencia aminoacidica correspondiente
aparece también indicada. Los oligonucledtidos DXS2.S1 (5°, sentido) y DXS2.54 (3°, antisentido) utilizados

en el clonaje por RT-PCR se muestran subrayados.
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1951 ctcacattgcagccactgcacttaacttaatgggaacacctagagaagcattgttttgggagtaacgggatctcce

2026 atgagtgctctttccacaaaaaacctatatgcgagagaacccacttagaagaag

El gen DXS2 estd localizado en el clon gendmico AB019232.1 perteneciente al
cromosoma 3. Del alineamiento con la regién genémica correspondiente se dedujo la estructura
del gen DXS2, constituido por 9 exones y 8 intrones y ocupando 3,1 kb (Figura II.4b). Ademas,
al igual que para la DXS1, las secuencias presentes en los sitios de procesamiento exdén-intrén

se ajustaban en todos los casos el consenso propuesto para Arabidopsis [36].

La comparacién entre las secuencias nucleotidicas de los genes DXS1 y la DXS2 reveld
un alto grado de identidad (74,5 %), si bien la organizacion de los exones presentaba ciertas

diferencias. Los exones III y IV del gen DXS2 se corresponden con el exén IV del gen DXS1
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mientras que los exones IV y V del gen DXS1 se corresponden con el exén V del gen DXS2. Es
destacable la ausencia en este Ultimo exdén del gen DXS2 de una secuencia de 96 pb situada en
la region conectora de los exones IV y V del gen DXS1. El hecho de que el gen DXS2 posea el
primer y ultimo exdn sensiblemente mas cortos que los de su homélogo DXS1 completan las
variaciones mas significativas entre ambos genes encontradas a nivel de la secuencia

nucleotidica (Figura 11.4).

Por su parte, la tercera copia identificada del gen DXS aparece localizada sobre el
cromosoma 5 (Figura II.2). La secuencia nucleotidica supuesta para el ADNc correspondiente
reveld un mayor grado de divergencia respecto de las otras 2 formas de la DXS (la identidad con
la ORF de la DXS1 se reducia hasta el 68,6%), divergencia que, como veremos mas adelante, se

vio confirmada al comparar las secuencias peptidicas respectivas.

Figura 11.4: Organizacion genémica representada a escala de los genes DXS1 y DXS?2 de A. thaliana. Las
cajas negras corresponden a las secuencias exonicas codificantes separadas por los intrones, que aparecen
como lineas. Las cajas blancas reflejan las secuencias transcritas no traducidas de los extremos 5’y 3. Las
flechas indican, en el caso del gen DXSI, los inicios de transcripcion principales definidos por la
aproximacion de RACE 5°. Aparece también representado el ARNm y la estructura de la secuencia peptidica
codificada correspondiente, en la que la proteina madura aparece sefialada con color rojo, y la extension N-

terminal respecto de los homologos procariotas en verde (ver apdo. 11.1.3.).
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1.1.3. Caracterizacion de las proteinas DXS1, DXS2 y DXS3.

El ADNc clonado para el gen DXS1 codifica para una proteina de 717 aminoacidos que
corresponde a una peso molecular teérico de 76,8 KDa y un punto isoeléctrico, también tedrico,
de 6,9 (6,28 para la proteina madura). Por su parte, el marco abierto de lectura del ADNc de la
DXS2 codifica para un péptido tedrico de 629 aminoacidos con 68,3 kDa de peso molecular y
que presenta un punto isoeléctrico estimado de 7,98 (6,26 para la proteina procesada). En
ambos casos, los analisis de los perfiles de hidrofobicidad pusieron de manifiesto que se trataba

de dos proteinas solubles.

El alineamiento de las proteinas DXS1 y DXS2 con la secuencia hipotética de la proteina
codificada por el gen DXS3, otras DXS de plantas publicadas hasta el momento y la DXS
correspondiente de E. coli, puso en evidencia la elevada homologia existente, reflejo a su vez del
alto grado de conservacion evolutiva entre todas ellas (Figura II.5). En efecto, la DXS1 vy la
DXS2 presentan un 72,8% de identidad (77,3% de similitud), que se ve reducida hasta el 52,9%
con la DXS3, la cual, y como puede apreciarse en el alineamiento, es la que con mayor
frecuencia rompe el consenso con el resto de DXS representadas. La presencia de dos dominios
delecionados en el caso de la DXS2 y de uno en el de la DXS3, junto con la presencia de un

extremo C-terminal mas corto en la DXS2, constituyen las diferencias apreciables mas
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importantes en relacién con la secuencia peptidica correspondiente a la DXS1. Curiosamente, el
porcentaje de identidad de la DXS1 con la DXS2 y DXS3 de Arabidopsis es menor que con el
resto de homdlogos de DXS de otras especies vegetales analizadas y que alcanza, por ejemplo,

hasta un 83,8% (similitud del 90,3%) con la DXS correspondiente a Lycopersicon esculentum.

La Figura IL.5 revela ademas la existencia de regiones particularmente conservadas
entre todas las secuencias peptidicas, algunas de las cuales corresponden a dominios
caracteristicos de las transcetolasas, familia de enzimas dependientes de pirofosfato de tiamina
(TPP) a las que pertenece la DXS [260]. El consenso general [Gly-Asp-Gly-(X);-g-Glu-(X)11-13-
Asn-Asn] (donde X representa cualquiera de los residuos hidrofébicos Ala, Val y Met),
establecido como motivo de unién al cofactor TPP de este tipo de enzimas, se mantiene también
en esta nueva subfamilia de transcetolasas (residuos 217-252 de la DXS1 de Arabidopsis) [122].
Adicionalmente, los residuos aminoacidicos correspondientes al motivo que contiene la histidina
(His114 de la DXS1 de A. thaliana) supuestamente implicada en la transferencia del protén
durante la catalisis enzimatica [226], aparecen también sefialados. El alineamiento de las DXS
con otras enzimas de la misma familia, tales como las transcetolasas o las subunidades E1 de la
piruvato deshidrogenasa, revelan otras numerosas regiones conservadas. Particularmente
aparece un dominio de 36 aminodcidos altamente conservado con las transcetolasas de plantas,
designado motivo transcetolasa, que ha sido identificado como esencial para la actividad
catalitica de dichas enzimas [258]. Sin embargo, la homologia desaparece los cuatro primeros
aminoacidos, en los que la secuencia Thr-His-Asp-Ser del motivo propio de todas las
transcetolasas es sustituida por Asp-Arg-Ala-Gly (posicion 498 de la DXS1 de Arabidopsis),
comun a todas las DXS, excepto, una vez mas, a la DXS3. Esta singularidad de la DXS3 de A.

thaliana es compartida Unicamente por la DXS de Plasmodium falciparum.

Figura IL5: Alineamiento miultiple de las secuencias peptidicas de DXS de distintas especies. Se incluyen las
secuencias correspondientes a la DXS1 y DXS2 de A. thaliana, la secuencia hipotética deducida para la
DXS3, y todas las DXS de plantas referidas hasta el momento tales como la de Mentha x pipperita (N°acceso
AF019383, [165]), Capsicum annuum (Y15782, [30]), Lycopersicon esculentum (AF143812, [178]),
Catharanthus roseus (AJ014480, [50]), Tagetes erecta (AF251020, [198],) Medicago truncatula 1 (47430047,
[309]) vy 2( AJ430048, [308, 309]) y el homdlogo de E. coli (AF035440, [177]). Las posiciones conservadas en
todas las secuencias aparecen sobre fondo negro, mientras los aminodcidos conservados en todas las
secuencias salvo en una de ellas destacan sobre fondo gris. Se seiiala en verde los motivos conservados
correspondientes de union al cofactor, y en rojo aquellos otros implicados en la actividad catalitica (alrededor
del residuo de His114 implicado en la transferencia de proton [226]). Por su parte, la punta de flecha sefiala
el inicio de la proteina madura DXS1 de A. thaliana tal y como se deduce del punto de corte predicho por la
aplicacion ChloroP V1.1. Aparece indicado, con un punto negro sobre la posicion correspondiente (Asp627-
Asn, A.thall), el residuo aminoacidico sustituido en la DXS1 del mutante chs5 [11]. Los dominios ausentes en
DXS2 y DXS3 respecto de DXS1 se representan con signos +. Finalmente, los cuatro primeros aminodcidos

del llamado “motivo transcetolasa” aparecen serialados en cursiva y subrayada la posicion correspondiente.
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A.thall 554
A.thal2 501
A.thal3 535
M.pipper 557
C.annuum 553
L.esculent : 553
C.roseus 552
T.erecta H 558
M. truncatl : 551
M. truncat2 : 547
E.coli 475
* 580
A.thall PPGN! PIEI 634
A.thal2 H SI!PPGN! PLQT| 581
A.thal3 : FIzleSTVNMNYLVP-TeLPIET 614
M.pipper : PSNNKEeTPLET] 637
C.annuum H PAGNKEIPLE 633
L.esculent : PAGNKEeIPLE 633
C.roseus PPNNKEeTPLE]] 632
T.erecta : SI)PANNKETLIE 638
M. truncatl : PTEYKEIPLE] 631
M. truncat2 : PLNNKETPLE]] 627
E.coli TPL-EK--LPI 547
660 680 720

A.thall : Ks@vEI Es:GEEVQELAEDCIEKI&WRPMVERYEDHGAPADQLAEA@APSHIAATALNLIGAPRE : 713
A.thal2 H RTWITNGSTS---—-—-————————————————————————— : 629
A.thal3 H A EASPREQ: TGHHIAATALSLLGRTRE : 693
M.pipper HGAQSDQIE SPKHIAGTVVSLIGGGKD : 716
C.annuum : HGSPADQ: TPSHIAATVENILGQTRE : 712
L.esculent : HGSPVDQ: TPSHIAATVENILGQTRE : 712
C.roseus HGAPVDQIE SSRHICATILSLLGKPKE : 711
T.erecta H HGAQSDQIE SSKHIAATVLSLIGGSKE : 717
M. truncatl : HGSPADQL! TPSHIAATVFNILGQTRE : 710
M. truncat2 : HGAPNDQID! SSKHILATVLSLLDMPKE : 706
E.coli H A GNNEVLMAH——RK PVPVLNIGIH 7y FFIiPQGTQEEMRAEL I DAAGMEAKIKAWLA---- : 620
A.thall : ALF----- : 716

A.thal2 e : -

A.thal3 : ALLLMS-- : 699

M.pipper : SLHLINNL : 724

C.annuum : ALEVMT-- : 718

L.esculent : ALEVMT-- : 718

C.roseus : ALKLQ--- : 716

T.erecta : TLHALNV- : 724

M. truncatl : ALEVMS-- : 716

M.truncat2 : ALLFK--- : 711

E.coli Dommm————— : -

Del analisis del alineamiento se infiere también la existencia de una extensiéon N-terminal
en todas las enzimas de plantas respecto de su homodloga procariota, aqui representada por la
DXS de E. coli. Estas extensiones, de 66 residuos para la DXS1 y de 44 para la DXS2,
constituyen las regiones mds escasamente conservadas, presentando ademas caracteristicas
propias de los péptidos de transito a plastidos [108]. Entre ellas, destacan una alta frecuencia de
residuos de Ser, Thr y Ala (23 en total para la DXS1 y 15 para la DXS2), un escaso niumero de
Asp, Glu y Tyr, y finalmente un extremo C-terminal con el potencial de formar una lamina p-
amfifilica. Adicionalmente encontramos, proxima a dicho extremo y en ambas proteinas,
secuencias similares al motivo consenso descrito como sitio de procesamiento para proteinas
plastidicas (Val/Ile)-X-(Ala-Cys)J{Ala, donde la flecha indica el punto de corte, y que
corresponderia a las posiciones 59 y 35 de la DXS1 y DXS2 respectivamente [108]. El analisis

posterior mediante el programa ChloroP V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP)

confirmd las predicciones realizadas sobre ambas secuencias peptidicas en relacion con la

existencia y localizacidn del posible punto de corte [97].
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El estudio filogenético de las dos isoformas de la DXS clonadas y la secuencia peptidica
hipotética correspondiente al gen DXS3 aparece reflejado en la Figura I1.6. Se han incluido en el
dendrograma aquellas DXS de plantas para las que los ADNc correspondientes que contenian el
marco abierto de lectura completo habian sido clonadas, asi como la correspondiente a la
clorofita Chlamydomonas reinhardtii, a la bacteria autoétrofa facultativa R. capsulatus (que posee
2 isoformas de la DXS, [119]),a P. falciparum, agente responsable de la malaria, y a E. coli
[177, 278]. Asimismo, se han considerado todas las secuencias de DXS de plantas, deducidas a
partir de las EST correspondientes, suficientemente largas para poder ser reconocidas por el
algoritmo a la hora de elaborar el dendrograma (Figura II.6a). De la observacién del
dendrograma resulta notorio como las enzimas aparecen agrupadas siguiendo las relaciones
evolutivas entre las distintas especies representadas. Tanto es asi, que las DXS correspondientes
a especies de la familia de las solanaceas o aquellas otras pertenecientes a las leguminosas
aparecen agrupadas en la misma rama. Por otro lado, las DXS de plantas se encuentran
separadas en 2 grupos (I y II), uno de las cuales engloba a la DXS1 y a la DXS2 de Arabidopsis.
El analisis del alineamiento del que deriva el dendrograma permite establecer el conjunto de
residuos que marca la diferencia entre los dos subgrupos de DXS y que, presumiblemente,
permitird asignar una DXS dada a uno o al otro. Las especies M. truncatula [309], L. esculentum
y S. tuberosum, poseen representantes en ambas ramas. La busqueda en las bases de datos
confirmé este fendmeno también para G. max y Z. mays, indicando que la existencia de

multiples isoformas de la DXS seria un fendmeno generalizado entre los genomas vegetales.

Por su parte, la secuencia peptidica tedrica correspondiente a la DXS3 aparece bastante
alejada del resto de las DXS vegetales, y mas aun que aquella de Chlamydomonas o
Rhodobacter, situandose muy cercana a E. coli. Este hecho podria verse justificado por la
observacion, efectuada sobre el alineamiento correspondiente, de las grandes diferencias con el
resto de DXS vegetales (Figura II.5). Finalmente, también es sefalable la ausencia de un

dominio en la DXS3 presente en el resto de formas presentadas en el alineamiento.

En una segunda aproximacion filogenética, y con el proposito de acotar el parentesco de
la isoforma divergida DXS3, procedimos a elaborar un nuevo arbol que incluia, ademas de las
DXS de plantas presentes en el alineamiento de la Figura II.5, las secuencias de varias
transcetolasas y de la subunidad E1 del complejo de la piruvato deshidrogenasa, enzimas todas
ellas pertenecientes a la familia de enzimas dependientes de pirofosfato de tiamina (TPP) [260]
(Figura II.6b). Como era de esperar, las enzimas aparecen agrupadas coherentemente de
acuerdo con su naturaleza catalitica, ademdas de conservar las relaciones evolutivas
correspondientes. Resulta destacable como la DXS3 de A. thaliana aparece mas cercana al resto

de DXS que a aquellas otras enzimas incluidas en el dendrograma.
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Figura I1.6: Andlisis filogenético de las DXS y otras transcetolasas. Los arboles filogenéticos fueron
efectuados mediante el programa ‘“Molecular Evolutionary Genetics Analysis” (MEGA), version 2b2
utilizando el algoritmo de “Neighbor-joining”. La longitud de los brazos refleja el niimero de substituciones
aminoacidicos entre secuencias, excluyendo aquellas posiciones en las que al menos una de ellas presenta una
delecion. El algoritmo asume que la frecuencia de aparicion de los aminoacidos es la misma para todos ellos.
(a), alineamiento de las DXS vegetales completas clonadas hasta el momento y aquellas deducidas a partir de
EST que resultaron suficientemente largas para ser consideradas por el algoritmo, entre las que se encuentran
Oryza sativa (T02208 ), Artemisia annua (AF182286), DXS2 de Lycopersicon esculentum (TC85474 y
TC85473), DXS1 de Glycine max (TC69708 y TC62913), DXS1 de Solanum tuberosum (TC16033), DXS2 de
S. tuberosum (TC17144) Narcissus pseudonarcissus (AJ279019), Morinda citrifolia (AF443590), Stevia
rebudiana (CAD22155). Se incluyen también las DXS de Rhodobacter capsulatus (4, N° acceso: Z11165 y B,
[119]), de Plasmodium falciparum (AF111814), Escherichia coli y Chlamydomonas reinhardtii (T08140). Se
han sefialado en verde las DXS de A. thaliana. (b), drbol filogenético que incluye las DXS de plantas
completas clonadas en el momento,varias transcetolasas (TK), sefialadas en rojo, entre las que se incluyen las
correspondientes a Homo sapiens (PH0845), Xenopus laevis (AAF76194), Mus musculus (BAB30335),
Capsicum annuum (Y15781) y A. thaliana (Y15782); y diversas piruvato deshidrogenasas (subunidad E1,
PDH) tales las de M. musculus (AK011810), H. sapiens (P11177), Zea mays (AAC72192) y A. thaliana
(038799) resaltadas en azul, todas ellas pertenecientes a la misma familia de enzimas dependientes de

pirofosfato de tiamina.
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1.1.4. Identificacion del gen DXR que codifica para la 1-desoxi-D-xilulosa 5-

fosfato reductoisomerasa (DXR) de A. thaliana.

La busqueda de ESTs en las bases de datos disponibles utilizando como “anzuelo” la
secuencia peptidica correspondiente a la DXR de E. coli (N° acceso: AB013300), resulté en la

identificaciéon de los clones 120E8T7 y 65F11XP3’. La secuenciacién de los mismos reveldé que
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ambos correspondian a versiones truncadas del ADNc correspondiente al gen DXR de A.

thaliana.

Con el objetivo de obtener un ADNc completo del gen DXR de A. thaliana se emprendid
el analisis de los extremos 5’ y 3’ del ARNm correspondiente. Utilizando como molde ARN de
plantulas de Arabidopsis de 12 dias crecidas en luz y el oligonucleétido DXR.GSP1 se sintetizé un
ADNCc especifico, a partir del cual se planted una estrategia de RACE 5’ analoga a la acometida
para la DXS1. Dos reacciones de PCR anidadas llevadas a cabo sobre este molde y empleando
los oligonucledtidos DXR.GSP2 y DXR.GSP3 como cebadores especificos, generaron un patron de
bandas del que aquella de mayor tamafio fue seleccionada, purificada y finalmente clonada en el
vector pGEM-T. El ADN resultante se utilizd para transformar E. coli, lo que dié como resultado
numerosos transformantes, cuatro de cuyos insertos fueron secuenciados. De esta manera, se
confirmd como el extremo 5’ de todos aquellos insertos coincidia en una adenina situada 89 pb
en direccidon 5’ del codén ATG de inicio de traduccién (Figura I1.7). No obstante, en este caso, la
secuencia que rodea al triplete de iniciaciéon de la traduccién no coincidia con las previamente
descritas para los ARNm de plantas [181]. Asimismo, se llevd a cabo la determinacion del
extremo 3’ del ARNm DXR a través de un experimento de RACE 3’, con el oligonucledtido
DXR.S2 como cebador especifico. Los extremos de los 10 clones obtenidos sefialaban 5 sitios de
poliadenilacién distintos, 4 de los cuales se situaban préoximos a la secuencia candnica AATAAA

identificada como sefial de poliadenilacién (Figura I1.7) [21, 143, 168].

Con la informacién disponible se disefiaron cebadores que permitieran clonar un ADNc
con la secuencia codificante completa del gen DXR. De esta manera, los oligonucleétidos DXR-34
y DXR-E2, respectivamente, fueron utilizados en una reaccion de PCR llevada a cabo en dos
etapas consecutivas a partir de una libreria de ADNc obtenida a partir de la linea celular T87
[16] (apdo. V.4.5.1). El producto de amplificacion finalmente obtenido fue purificado y clonado
en el pldsmido pBLUESCRIPT-SK*. La construccién resultante fue denominada pDXRAt.3 y su
identidad confirmada mediante la secuenciacién completa del inserto. El ADNc clonado contenia
un marco abierto de lectura de 1431 pb (Figura I1.7) [48].

Figura I1.7: Secuencia nucleotidica y peptidica de la DXR de A. thaliana. La secuencia nucleotidica ha sido
deducida a partir del ADNc clonado y los extremos resultantes de los experimentos de RACE. La
nomenclatura es la misma que la empleada en las Figuras II.1 y I1.3. Sobre las UTR 5’ y 3’ aparecen
sefialados con doble subrayado los oligonucleotidos DXR.34 (5°, sentido) y DXR.E2 (3°, antisentido)
respectivamente, utilizados en el clonaje del ADNc. Con subrayado grueso aparecen los oligonucledtidos
especificos antisentido DXR.GSP3, DXR.GSP2 y DXR.GSP1 por 5°, y DXR.S2 sentido por 3°, respectivamente,

utilizados en los experimentos de RACE.
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1 Icactgtttatctgattcgtcttctctgataatcaaqaqtaqtaqtchqttctctqqaaaatattcgattttta

76 aaagactctgatgATGACATTAAACTCACTATCTCCAGCTGAATCCAAAGCTATTTCTTTCTTGGATACCTCCAG

M T L N S L S P A E S K A I S F L D T S R

151 GTTCAATCCAATCCCTAAACTCTCAGGTGGGTTTAGTTTGAGGAGGAGGAATCAAGGGAGAGGTTTTGGAARAAGG

F N P I P K L S G G F S L R R R N Q G R G F G K G

226 TGTTAAGTGTTCAGTGAAAGTGCAGCAGCAACAACAACCTCCTCCAGCATGGCCTGGGAGAGCTGTCCCTGAGGC

v K ¢ s v K v Qg 0 ¢ 0 o p P P A W P G R A V P E A

301 GCCTCGTCAATCTTGGGATGGACCAAAACCCATCTCTATCGTTGGATCTACTGGTTCTATTGGCACTCAGACATT

P R Q0 S w D G P K P I S I V G S T G S I G T Q T L

376 GGATATTGTGGCTGAGAATCCTGACAAATTCAGAGTTGTGGCTCTAGCTGCTGGTTCGAATGTTACTCTACTTGC

p r v A E N P D K F RV V AL A A G S N V T L L A

451 TGATCAGGTAAGGAGATTTAAGCCTGCATTGGTTGCTGTTAGAAACGAGTCACTGATTAATGAGCTTAAAGAGGC

b 9 vV R R F K P A L V A V RN E S L I N E L K E A

526 TTTAGCTGATTTGGACTATAAACTCGAGATTATTCCAGGAGAGCAAGGAGTGATTGAGGTTGCCCGACATCCTGA

L A DL DY K L E I I P G E O G V I E V A R H P E

601 AGCTGTAACCGTTGTTACCGGAATAGTAGGTTGTGCGGGACTAAAGCCTACGGTTGCTGCAATTGAAGCAGGAAA

AV T v v T G I VG C A G L K P T V A A I E A G K

676 GGACATTGCTCTTGCAAACAAAGAGACATTAATCGCAGGTGGTCCTTTCGTGCTTCCGCTTGCCAACAAACATAA

p r A L A N K EE T L I A G G P F V L P L A N K H N

751 TGTAAAGATTCTTCCGGCAGATTCAGAACATTCTGCCATATTTCAGTGTATTCAAGGTTTGCCTGAAGGCGCTCT

v K I L.Pp A D S E H S A I F 0 C I 0 G L P E G A L

826 GCGCAAGATAATCTTGACTGCATCTGGTGGAGCTTTTAGGGATTGGCCTGTCGAAAAGCTAAAGGAAGTTAAAGT

R XK 1T 1T L. T A S G G A F R D W P V E K L K E V K V

901 AGCGGATGCGTTGAAGCATCCAAACTGGAACATGGGAAAGAAAATCACTGTGGACTCTGCTACGCTTTTCAACAA

A D A L K H PN WDNMSGZK K I T V D S A T L F N K

976 GGGTCTTGAGGTCATTGAAGCGCATTATTTGTTTGGAGCTGAGTATGACGATATAGAGATTGTCATTCATCCGCA

G L E Vv I E A H Y L ¥ G A E Y D D I E I V I H P Q

1051 AAGTATCATACATTCCATGATTGAAACACAGGATTCATCTGTGCTTGCTCAATTGGGTTGGCCTGATATGCGTTT

s 1 I H s M I E T ¢ D s s v L A Q L G W P D M R L

1126 ACCGATTCTCTACACCATGTCATGGCCCGATAGAGTTCCTTGTTCTGAAGTAACTTGGCCAAGACTTGACCTTTG

p I L Yy T M S w pPp D R V P C S E V T W P R L D L C

1201 CAAACTCGGTTCATTGACTTTCAAGAAACCAGACAATGTGAAATACCCATCCATGGATCTTGCTTATGCTGCTGG

K L G s L T F*F K K P DNV K Y P S M D L A Y A A G

1276 ACGAGCTGGAGGCACAATGACTGGAGTTCTCAGCGCCGCCAATGAGAAAGCTGTTGAAATGTTCATTGATGARAA

R A G G T M T GV L S A A NE KAV EMF I D E K

1351 GATAAGCTATTTGGATATCTTCAAGGTTGTGGAATTAACATGCGATAAACATCGAAACGAGTTGGTAACATCACC

I s Yy . bl ¥ K V V E L T CDI K HRNE L V T S P

1426 GTCTCTTGAAGAGATTGTTCACTATGACTTGTGGGCACGTGAATATGCCGCGAATGTGCAGCTTTCTTCTGGTGC

s L E £E I v H Y D L W A R E Y A A N V Q L S S G A

1501 TAGGCCAGTTCATGCATGAagaattggttgttggaagaacataaggaagcttctgaggaaatgttgaaagaagat

R P V H A *

1576 tagtgtagagaatggggtactacttaatagcgtttttggcaaggattatggattgtgtagctaatttatctgtga

1651 tccqaacaaqccaaactqataatttgaaaccatttttacaccgagcttaattgtttlalatlatatga
1726 Elaattacattcatctaagggttcttgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

A continuacidn, y con el objeto de identificar el nimero de copias del gen DXR presentes
en el genoma de Arabidopsis, se abordd la misma estrategia de Southern-blot referida para las
DXS. No obstante, y a diferencia de lo observado en el caso del gen DXS, el patron de bandas
obtenido en este caso, desarrollando la hibridacién bajo condiciones de alta y baja severidad, no
reveld ninguna diferencia, y resultaba ademas congruente con el mapa de restriccion de la
region de ADN gendmico reconocida por la sonda de ADNc utilizada (ver apdo. V.5.2.1). Estos
resultados mostrarian que el genoma de Arabidopsis contiene una Unica copia del gen DXR
(Figura I1.8). Ademas, estan de acuerdo con los resultados negativos obtenidos en la busqueda
bioinformatica de homdlogos para el gen DXR sobre la secuencia completa del genoma de A.

thaliana.

El estudio de la localizacion del gen DXR en el genoma de Arabidopsis mostré su
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emplazamiento en el cromosoma 5, correspondiendo concretamente a la secuencia nucleotidica
del clon genémico MQB2. El alineamiento de la secuencia de ADNc obtenida y la regiéon genémica

correspondiente puso de manifiesto una organizacién estructural del gen DXR en 12 exones y 11
intrones, extendiéndose sobre 3,2 kb (Figura I1.8c).
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Figura I1.8: Andlisis mediante Southern-blot de la complejidad genomica del gen DXR de Arabidopsis
thaliana. (a), resultado del experimento de Southern-blot; b, mapa de restriccion a escala de la region
genomica donde esta localizado el gen DXR, marcandose, con una flecha blanca, la posicion de la sonda
utilizada, c, representacion esquematica de la organizacion en exones e intrones del gen DXR, asi como la

estructura del ARNm correspondiente y del péptido codificado. La nomenclatura es la misma que la utilizada

en las Figuras I1.2 y I11.4.
1.1.5. Analisis de la proteina DXR.

El ADNc clonado del gen DXR codifica para una proteina de 477 residuos aminoacidicos,

con un peso molecular estimado de 52 kDa y un punto isoeléctrico tedrico de 6,61 (5,66 en la
proteina madura).

El alineamiento de las secuencias peptidicas deducidas para homdlogos de la DXR de

varias especies vegetales y con su homdlogo procariota en E. coli, refleja el alto grado de
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conservacion existente (Figura I1.6). Este hecho es particularmente evidente entre las enzimas
de plantas, de tal modo que si entre la enzima de Arabidopsis y la de E. coli el porcentaje de
identidad alcanza el 34,9% (54,3% de similitud), la identidad se eleva hasta valores del 83,1%

con su homoélogo en L. esculentum, o del 83,2% con el correspondiente a O. sativa.

El examen del alineamiento permite, ademas, identificar algunas secuencias conservadas
de acuerdo con la actividad enzimatica desempefiada por la DXR. Concretamente, y como es de
esperar para enzimas que utilizan el NADP(H), aparece conservado el dominio responsable de la
unién con aquel cofactor, y que viene caracterizado por el motivo consenso (Ile/Leu)-(Leu/Val)-
Gly-X-Thr-Gly-Ser-Ile-Gly situado préximo al extremo N-terminal (posicién 85 de la DXR de A.
thaliana; X representa cualquiera de los residuos hidrofébicos Ala, Val y Met) [228]. Aldn mas, el
analisis de la comparacion entre todas las secuencias revela la existencia de 3 residuos de
histidina altamente conservados entre todas las proteinas y que han sido relacionados con la
actividad catalitica del enzima [159]. En la DXR de Arabidopsis dichos residuos estan localizados

en las posiciones 232, 278 y 326.

Por otra parte, y a pesar de que el mecanismo de reaccidon propuesto para la DXR
comparta cierta semejanza con el correspondiente a las ceto acido reductoisomerasas (enzimas
involucradas en la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada a partir del piruvato), las
secuencias aminoacidicas deducidas para ambos grupos de enzimas no guardan un grado de
similitud significativo. En concreto, La acetohidroxi-acido isomeroreductasa (N° de acceso
X69880, [90]) de A. thaliana muestra un reducido porcentaje de identidad (11,9%,

correspondiente a un 24% de similitud) con la DXR.

Para caracterizar mas en detalle la secuencia correspondiente al extremo N-terminal, se
efectué un alineamiento comparando las regiones correspondientes a otras DXR de plantas
conocidas hasta el momento, deducidas a partir de sus ADNc completos clonados. Asimismo, se
consideraron aquellos EST cuyas secuencias se hubiesen confirmado por al menos 2 entradas
independientes. A primera vista, destaca la existencia de una secuencia N-terminal en el caso de
las DXR de plantas que no esta presente en la DXR de E. coli, y que representa 79 residuos en el
caso de la enzima de A. thaliana. El analisis de dichas secuencias revela las caracteristicas
propias de un péptido de transito a plastidos y que incluyen, tal y como se reflejo en el caso de
las DXS1 y DXS2, una alta proporcién de residuos de Ser, Thr y Ala (concretamente 16 sobre las
79 totales). De acuerdo con la deduccion efectuada por el programa ChloroP V1.1., el sitio de
procesamiento para la proteina de Arabidopsis se situa entre los residuos Lys49 y Cys50 [97].
Resulta destacable como en 11 de los 14 péptidos de transito el punto de corte propuesto se
disponga hacia el extremo N-terminal del motivo conservado Cis-Ser-X (donde X representa
cualquiera de los residuos hidrofébicos Ala, Val y Met). Un anadlisis pormenorizado de las
secuencias correspondiente a estos supuestos péptidos de transito arroja todavia mas datos. En

efecto, si la region dispuesta hacia el extremo N-terminal del punto de corte estd pobremente
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conservada y particularmente enriquecida en residuos de Ser, caracteristicas, por otro lado,
propias de los péptidos de transito [108], la zona que se extiende hacia el extremo C-terminal,
aproximadamente entre las posiciones 50-80, estd especialmente conservada y es
significativamente rica en residuos de Pro. Concretamente se pueden contabilizar de 6 a 8
residuos que permiten definir el motivo Pro-(Pro/GlIn)-Pro-Ala-Trp-Pro-Gly-(Arg/Thr)-Ala en la
regién mas rica en Pro. Este andlisis sugiere que las proteinas correspondientes a las formas
maduras de las DXR vegetales poseen, hacia la regién N-terminal, una extension rica en Pro que

no esta presente en las DXR procaridticas.

Finalmente, resaltar que los analisis de los perfiles de hidrofobicidad efectuados sobre la
proteina DXR apuntaron a que, al igual que la DXS1, podria tratarse de una proteina soluble.
Estos datos, junto con los obtenidos en relacion con la flexibilidad estructural, anfipatia,
exposicion a la superficie e hidrofilicidad, permitieron definir el dominio Glu-Ala-Pro-Arg-GIn-Ser-
Trp-Asp-Gly-Pro-Lys dispuesto entre las posiciones 71 y 81 de la proteina DXR de A. thaliana
como el mas antigénico. Consecuentemente, dicho péptido fue sintetizado y utilizado para la

obtencién de anticuerpos, tal y como se describe en el apartado V.5.3.1.

Figura 9: (a) Alineamiento maultiple de las DXR vegetales publicadas hasta el momento y el homdlogo
correspondiente de E. coli. Se incluyen las secuencias peptidicas de A. thaliana (N° acceso AF148852, [48]),
Oryza sativa (AF367205), Lycopersicon esculentum (LEBS8MI11, [237]), Catharanthus roseus (AAF65154,
[303], Mentha x pipperita (AF116825, [161]) y Escherichia coli (AB013300, [291]). En negro aparecen
sombreadas las posiciones conservadas en todas las secuencias, y en gris solo las que estan presentes en 5 de
las 6 entradas. Por su parte, el motivo caracterizado como de union al cofactor NADP(H) aparece sombreado
en verde, y en rojo, los residuos de His descritos como implicados en la actividad catalitica DXR [159]. La
flecha indica el origen de la proteina madura a partir del sitio de corte deducido por el algoritmo Chloro-P
v.1.1. Finalmente, se sefiala también, con una barra negra, la region correspondiente el péptido utilizado para

generar los anticuerpos anti-DXR.

(b), Alineamiento multiple de secuencias correspondientes a los extremos N-terminal de 14 DXR de plantas
y la correspondiente al homdélogo en E. coli. Una barra negra seiiala la region correspondiente al péptido
utilizado para generar los anticuerpos anti-DXR. El fondo gris tras los residuos en blanco refleja las
posiciones en las que se han encontrado dos residuos distintos. Los ultimos residuos del péptido de transito,
predichos en cada caso por el programa ChloroP VI1.1., aparecen subrayados. El sitio hipotético de
procesamiento proteolitico deducido del andlisis global de las secuencias alineadas aparece indicado con una
punta de flecha. Las secuencias de ADNc y de las ESTs correspondientes son accesibles desde el “GenBank”
con los siguientes N° de acceso: Artemisia annua (AF182287), C. roseus (AF250235), Glycine max (EST 1,
BES804032; EST2, BE211397 y EST3, BG839054), Lycopersicon hirsutum (EST, AW617386), Medicago
truncatula (EST 1, BG456710 y EST 2, BG450566), Mentha x pipperita (AF116825), Solanum tuberosum
(EST, BE924278), Zea mays (AJ297566) y E. coli (AB013300).
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I.2. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS DXS1, DXS2 Y
DXR.

Con el objeto de estudiar la localizacién subcelular de las proteinas DXS1, DXS2 Y DXR
se plantearon dos estrategias independientes. La primera se basdé en la transformacion,
mediante microbombardeo, de células vegetales con construcciones que expresan la proteina
delatora GFP (abreviatura en inglés de proteina fluorescente verde) y en la observacién de la
fluorescencia por ella emitida. La segunda consistié en la deteccidén directa de la proteina por
medio de técnicas de inmunocitoquimica sobre cortes ultrafinos de microscopia electrénica.
Ambas aproximaciones se detallan a continuacion en los dos epigrafes siguientes, de manera tal
que el conjunto de observaciones realizadas permitié ratificar la localizacion plastidica de las
proteinas DXS1, DXS2 y DXR, de modo coherente con la funcién propuesta para dichas enzimas
en la ruta MEP.

1.2.1. Estudio de la distribucion subcelular de las proteinas DXS1, DXS2 y
DXR.

Con el propésito de estudiar la distribucién subcelular de las proteinas DXS1, DXS2 y
DXR, se generaron construcciones en las que las secuencias codificantes completas de la DXS1 y
la DXR fueron fusionadas traduccionalmente al extremo N-terminal de una version optimizada de
la proteina fluorescente verde (sGFP, [59]). En el caso de la DXS2, la construccidn utilizada era
la resultante de la fusién traduccional de los 45 primeros residuos (dominio correspondiente al
hipotético péptido de transito) con la GFP (Figura I1.5). En todos los casos, la expresion de la

proteina quimérica resultante estuvo dirigida por el promotor CaMV-35S (apdo. V.4.6.1).

La expresion transitoria de aquellas construcciones en células foliares subepidérmicas se
llevo a cabo mediante microbombardeo con un aparato de biolistica, tal y como se describe en el
apartado V.4.6.2. La muestra fue observada con la ayuda del microscopio laser confocal con el
objeto de determinar la localizacidon intracelular de la proteina quimérica expresada. La primera
deduccién resefable tras los primeros analisis de microscopia fue la baja eficiencia de
transfeccion obtenida. La optimizacion del proceso vino de la mano de la elecciéon de hojas
particularmente jovenes, concretamente hojas vegetativas de unos 0,5 cm de diametro
procedentes de plantulas de Arabidopsis de 15-20 dias. En estas muestras, presumiblemente, el
sistema de translocacion de proteinas codificadas por el genoma nuclear hacia los distintos
organulos subcelulares (tales como los plastidos) seria particularmente activo, sistema que, por
otro lado, podria verse desbordado como consecuencia de la sobreexpresion de las proteinas

quiméricas. Otros cambios que permitieron incrementar la eficacia de transfeccién pasaron por
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optimizar los pardmetros asociados especificamente con el proceso de biolistica.

La Figura II.10 muestra el patrén de localizacion encontrado en cada caso.
Concretamente, y como era de esperar, el control, efectuado con la proteina GFP, mostraba una
distribucién citosodlica y nuclear. La distribucién nuclear de la GFP esta justificada por no superar
la masa molecular definida por el tamafio de exclusién de los poros presentes en la envuelta
nuclear, difundiendo libremente a través de los mismos (Figura II.10a). En los tres casos
estudiados, la emision de la fluorescencia debida a la GFP se correspondia con una localizacién
cloroplastidica, lo cual venia corroborado por su colocalizacion con la autoflorescencia de la
clorofila. En efecto, la superposicién de las imagenes obtenidas utilizando un filtro especifico
para la emision en verde de la GFP, con aquellas otras capaces de absorber selectivamente la

autoflorescencia en rojo propia de la clorofila resultaba en una coloraciéon amarilla.

Era apreciable, sin embargo, una diferencia en relacion con el tamafio de los plastidos
identificados en el caso de la GFP dirigida por el supuesto péptido de transito de la DXS2. Aln a
pesar de coincidir espacialmente con la clorofila (Figura 11.10j), es apreciable como, en este
caso, el tamafo de los plastidos marcados con GFP era menor (Figura II.10h). Esta
particularidad se hace aun mas evidente cuando se observan las estructuras andlogas en la
imagen de autofluorescencia, donde, por otro lado y por regla general, la intensidad de la misma
era menor. Por su parte, el analisis de ultraestructura de células del meséfilo foliar reveld que la
relacion de tamafio entre los cloroplastos maduros y los proplastidos (Figura II.10k, | y m) se
ajustaba a la existente entre los plastidos marcadas por la proteina DXS2.PT:GFP y los
cloroplastos maduros, como se deduce de la observacién de las imagenes de microscopia

confocal correspondientes (Figura II.10h, iy j).

Figura I1.10: Experimentos de localizacion subcelular de la DXS1, la DXS2 y la DXR fusionadas a la GFP.
Hojas jovenes de A. thaliana fueron microbombardeadas con construcciones que codifican para las proteinas
DXS1 y DXR o la region que contenia el péptido de transito de la DXS2 fusionadas traduccionalmente a la
SGFP [59]. Las células que expresaban la proteina quimérica de fusion resultante fueron analizadas mediante
microscopia laser confocal. Las imdgenes muestran: a, localizacion de la proteina GFP; b, ¢ y d, experimentos
realizados con la proteina DXS1:GFP; e, fy g, DXR:GFP y h, i y j, DXS2.PT:GFP. Por su parte, b, e y h
corresponden a la observacion de la fluorescencia verde emitida por la GFP en las células transfectadas con
las muestras problema; c, f e i, autoflorescencia roja correspondiente a la clorofila de aquellas mismas
células; d, g y j imagen resultante de la superposicion de las dos imdgenes anteriores. Aparecen también
representadas a escala las construcciones utilizadas en cada caso, asi como los sitios de clonaje
correspondientes. Las imdgenes k, | y m muestran micrografias electronicas obtenidas a partir de cortes
ultrafinos de las primeras hojas verdaderas de A. thaliana, en un estadio temprano de desarrollo. Cp,

representa a los cloroplastos maduros,; Pp, proplastidos, C, citosol y Mt, mitocondria.
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1.2.2. Inmunodeteccién de las proteinas DXS1 y DXR mediante microscopia

electronica.

Como estrategia alternativa en el estudio de la localizacidn intracelular de la DXS vy la
DXR, se desarrollaron experimentos de inmunolocalizacion utilizando los anticuerpos anti-DXR y
anti-DXS1 descritos en el apartado V.5.3.1. Con dicho propdsito, se obtuvieron cortes ultrafinos
a partir de hojas verdaderas emergentes, procedentes de plantulas de 10-12 dias, las cuales
fueron finalmente incluidos en resina Lowicryl K4M (apdo. V.4.5.2). La eleccién de dichas
muestras vino motivada por ser células con un elevado nimero de cloroplastos en desarrollo vy,
consecuentemente, con la maquinaria de translocacion de proteinas funcionando activamente.
Con el objetivo de determinar cual era la diluciéon del anticuerpo que ofrecia una relacion optima
de marca especifica respecto del ruido de fondo, se ensayd un rango de concentraciones de
anticuerpo comprendidas entre 1/100 y 1/500 para los experimentos con anti-DXR, y 1/500 a
1/2000 en el caso de los anticuerpos generados contra la DXS1 (apdo. V.4.5.3). Las diluciones
seleccionadas fueron de 1/200 para anti-DXR y de 1/500 para anti-DXS1. Como controles
negativos a los experimentos de inmunolocalizacién se realizaron incubaciones con suero

preinmune o sin suero.

Las particulas de oro coloidal acopladas al anticuerpo secundario dirigido contra aquellos
anticuerpos a estudio se manifiestan, al microscopio electrénico, como estructuras ultradensas
de 15 nm de didmetro. La observacidn por microscopia electrénica de las muestras obtenidas,
refleja como dichas particulas son perceptibles fundamentalmente en los cloroplastos,
distribuyéndose en la matriz estromatica del mismo, tanto para el caso de la DXR (Figura II.11c
y d) como de la DXS1 (Figura II.10f). Sin embargo, cierta marca fue observada también al
exterior de dicho organulo, especialmente en el caso de la DXS1, tal y como muestra la imagen
obtenida (Figura II.11f). En cualquier caso, los distintos controles realizados no mostraron sefal

alguna (Figura II.11a, b y e).

Figura I1.11: Experimentos de inmunocitoquimica en el estudio de la localizacion intracelular de las
proteinas DXS1 y DXR. Las flechas indican particulas de oro de 15 nm, confirmando la inmunolocalizacion
de la DXS1 y la DXR en los cloroplastos. Se ha utilizado, en cada caso, a, suero preinmune obtenido a partir
del conejo inmunizado contra la DXR a una dilucion 1/500; b, hibridacion control sin anticuerpo primario ni
secundario; ¢, hibridacion control sin anticuerpo primario y con anticuerpo secundario anti-IgG de conejo, d,
suero anti-DXR a una concentracion de 1/200; e, hibridacion control sin anticuerpo primario y con anticuerpo
secundario anti-IgG de raton; f, micrografia electronica resultante de la incubacion con anti-DXS1 (1/500),
obtenidas a partir de ascitas de raton inmunizadas con la DXS1 [101]. Para el protocolo de
inmunocitoquimica ver apartado V.4.5.3. Las letras sobre las imagenes sefialan, respectivamente: Al, granulos
de almidon cloroplastidicos; A, citoplasma; E, estroma; CG, complejo de golgi; Mt, mitocondria; N, nucleo;

RE, reticulo endoplasmatico; T, membranas tilacoidales y V, vacuolas.
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I.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LOS GENES DXS7 Y DXR de

Arabidopsis thaliana.

La utilizacion de técnicas de northern-blot o western-blot, asi como aquellas derivadas
de la utilizacion del gen delator GUS permitieron obtener una idea detallada y precisa del patrén
de expresion espacial y temporal de los genes DXS1 y DXR, tal y como se describe a

continuacioén.

1.3.1. Analisis de la expresion de los genes DXS71 y DXR de Arabidopsis

thaliana.

1.3.1.1. La expresion de los genes DXS1y DXR durante etapas tempranas del desarrollo: Estudios

de northern-blot y western-blot.

En primer lugar, se abordd el estudio de la expresion de los genes DXS1 y DXR durante
el desarrollo de plantulas jévenes. Se siguid para ello una aproximacién mediante western-blot,
por la cual se estudio el patréon de distribucidn de las proteinas codificadas por los genes DXS1 y
DXR sobre muestras obtenidas a partir de extractos de plantulas crecidas bajo un ciclo de
luz:oscuridad de 16:8 horas (condiciones de dia largo). Para ello, dichas proteinas fueron
detectadas sobre las diferentes muestras analizadas con anticuerpos especificos. En ambos
casos, las bandas de proteina detectadas por los respectivos anticuerpos presentaron un tamafio
coherente con la masa molecular deducida para las hipotéticas proteinas, una vez sufrido el
procesamiento asociado con la translocacién a los plastidos. En efecto, la masa molecular
aparente de las bandas detectadas en cada caso fue de en torno a 70 kDa en el caso del
anticuerpo anti-DXS1, y de 46 kDa con el anticuerpo anti-DXR. De este modo, se pudo observar
como los niveles de proteina DXS1 y DXR no variaban durante el desarrollo vegetativo de
plantulas en los diferentes estadios analizados, esto es, desde el dia 4 al 21 después de la

germinacién (Figura I1.12).

4 8 12 16 21 Figura I1.12: Estudios de los niveles de la proteina DXS1 y
DXR durante el desarrollo de plantulas de A. thaliana.
DXS1l > e = . s d
Western-blot efectuado sobre 30 ug de proteina obtenida a
partir de plantulas crecidas bajo un ciclo de 16 horas luz:8

DXR > & e «n &= o horas oscuridad (fotoperiodo de dia largo) utilizando
anticuerpos especificos anti-DXSI y anti-DXR.
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La Figura II.13 muestra el analisis por northern-blot efectuado mediante sondas
especificas para los ADNc de los genes DXS1 y DXR sobre muestras de ARN total obtenidas a
partir de plantulas crecidas durante 7 dias en oscuridad, o durante 9 dias bajo condiciones de
fotoperiodo de dia largo. Se detecté la presencia de transcritos de 2,65 kb en el caso de la DXS1
y de 1,8 kb para la DXR, de acuerdo con los tamafos esperados segun los ADNc
correspondientes. En ambos casos los niveles de ARNm eran ostensiblemente menos elevados
en las muestras de ARN de oscuridad. Este extremo fue verificado a su vez por los experimentos
de western-blot (Figura II1.13b), los cuales delataron un mayor acimulo de la proteina DXS1 vy
DXR en las plantulas crecidas en presencia de luz. Adicionalmente, dichos experimentos
revelaron que las diferencias detectadas bajo una u otras condiciones a nivel de proteina eran

menores que aquellas encontradas a nivel de los ARNm correspondientes.

a 1 o b L o Figura I1.13: Anadlisis de la expresion de los genes

ARNm DXS1-+ DXS1y DXR en plantulas crecidas en condiciones

DXS1-+ [ s
de luz y oscuridad. (a), experimentos de northern-

blot sobre 10 ug de ARN extraido de plantulas
ARNm DXR "‘-!l DXR+» - crecidas durante 9 dias en ciclo de dia largo (L, 16

h luz:8 h oscuridad) o durante 7 dias en oscuridad

(O) utilizando las sondas indicadas en el apartado

Br-Et V.5.2.3; b, experimento andlogo realizado

mediante western-blot sobre 20 ug de proteina.

Seguidamente, y con el objeto de discernir si este comportamiento era debido a cambios
en el programa morfogenético particular o si tenia lugar una inducciéon de la expresién en
respuesta a la luz, se midieron los niveles del transcrito correspondiente a la DXR sobre
muestras crecidas en oscuridad y posteriormente transferidas a luz durante 6 y 24 horas (Figura
I1.14a). De este modo, se constaté un incremento en las cantidades del ARNm DXR asociado al
proceso de desetiolacién. Mediante experimentos de western-blot, fue estudiado el proceso
analogo a nivel de acumulacién de la proteina DXS1 (Figura I1.14b), observandose un fendémeno
de induccién durante el proceso de desetiolacién similar al previamente descrito para el ARNm
[187].
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= O 6hL 24hL b o enroenn

ARNm DXR +
" == =|eDxs1

Br-Et

Figura I1.14: Acumulacion del transcrito DXR y la proteina DXS1 durante el proceso de desetiolacion. (a),
20 ug de ARN de plantulas crecidas 7 dias en oscuridad (O) y posteriormente expuestas durante 6 (6hL) 6 24
horas (24hL) a la luz fueron utilizados en un experimento de northern-blot con una sonda especifica para el
ARNm DXR (apdo. V.5.2.3); b, experimento andlogo de western-blot con 20 ug de proteina utilizando el

anticuerpo especifico frente a la DXS]1.

1.3.1.2. La expresion de los genes DXS1y DXR en la planta adulta: Estudios de northern-bloty

western-blot.

El andlisis de la distribucién en diferentes tejidos y 6rganos de la planta adulta de los
transcritos correspondientes a los genes DXS1 y DXR se muestra en la Figura II.15. Se puede
observar cémo tanto el mensajero de la DXS1 (a) como el de la DXR (b) se detecta en todos los
tejidos analizados, asi como en la suspensién celular de la linea T-87 [16]. Particularmente, y en
lo que concierne a DXS1, los niveles de mensajero eran particularmente elevados en tejidos
verdes, tales como las hojas y los tallos, aunque también eran apreciables en inflorescencias,
silicuas, y, en bastante menor medida, en raices (Figura II.15a). Por su parte, la linea celular T-
87 mostrd también importantes niveles de expresion [16]. Sin embargo, en el caso del gen DXR
(Figura II.15b), los acumulos del transcrito correspondiente resultaron mas elevados en
inflorescencias y hojas, aunque los niveles mas destacados de expresién fueron detectados en la
supension celular de la linea T-87 [16]. También resultaron subrayables los niveles de expresion
detectados en las raices, en este caso de una abundancia relativa mayor que la observada para
DXS1. Los menores acumulos del transcrito DXR fueron observados en tallos. En general, las
variaciones en los niveles del ARNm DXR entre los distintos tejidos se revelaron menores que los
observados para el mensajero correspondiente al gen DXS1. Resulta importante sefialar, en este
punto, la diferente procedencia de las muestras de raiz utilizadas en cada uno de los casos, y
que para el experimento de northern-blot efectuado con la sonda especifica para la DXR procedia
de plantas jévenes crecidas en placa y cuyas raices estaban, consecuentemente, expuestas a la
luz. Finalmente, recalcar la aparicion de un mensajero adicional de alrededor de 1,4 kb en
inflorescencias y plantulas en proceso de desetiolacién (Figura II.14a, carril 24hL y Figura I1.15),
ademas del esperable de 1,8 kb de acuerdo con el ADNc del gen DXR que aparece en todas las

muestras analizadas.
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La Figura II.15 muestra también los resultados de los analisis de western-blot efectuados
con muestras procedentes de distintos tejidos y érganos de planta adulta. Una vez mas, fue
detectada una banda Unica, de un tamafio en torno a los 70 kDa, correspondiente a la forma
madura de la DXS1, en todos los tejidos analizados, tal y como refleja la imagen de la Figura
II.15c, y de modo parecido a lo observado anteriormente para el ARNm. Sin embargo, la
abundancia relativa en cada una de ellos diferia de los observados para el ARNmM
correspondiente en los experimentos de northern-blot. Destacan, en este sentido, los mayores
niveles alcanzados en las muestras de frutos e inflorescencias, sobre todo con respecto a los
detectados en hojas, particularmente las de la roseta basal. Una mejor correlacion fue
encontrada en cuanto a la distribucion tisular del transcrito de 1,8 kb correspondiente a la DXR y
la proteina de 46 kDa detectada por western-blot (Figura II. 15d). La proteina DXR se acumula a
niveles relativamente elevados en inflorescencias y en frutos. Una vez mas, las hojas,
particularmente las de la roseta, presentaron acumulos menores de proteina en relacién con los

observados para el ARNm en los experimentos de northern-blot.

a
I H T R

b
s I H T R ¢ c
ARNm DXSI-»-m .J ‘----—-ﬂ q—i,i g S——
‘“f

S e N e iy

Figura I1.15: Estudio del patron de expresion de los genes DXS1 y la DXR en la planta adulta. Experimentos

de northern-blot a partir de 20 (a) y 15 (b) pgs de ARN precedente de diversos tejidos de A. thaliana (sondas,
apdo. V.5.2.3). Las imagenes muestran la pelicula autorradiografica resultante de una exposicion de 6 horas
(a) y 48 horas (b) en las que se detectan los transcritos correspondientes a los ARNm de la DXSI (a) y la DXR
(b) respectivamente. Se sefiala la banda adicional de 1,4 kb detectada con la sonda especifica para DXR. Se
incluye también el gel correspondiente, teiiido con Br-Et previamente al proceso de transferencia. Paneles ¢ y
d, anadlisis por western-blot sobre 30 ug de extracto crudo de proteina de los tejidos indicados, utilizando los
anticuerpos policlonales especificos contra la DXSI y la DXR. El tiempo de exposicion fue de
aproximadamente 1 minuto. Las abreviaturas corresponden a: S, Silicuas; I, Inflorescencias; H, Hojas; HC,

Hojas Caulinares; HR, Hojas de Roseta; T, tallo; R, Raices y C, Suspension celular de la linea T87 [16].
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11.3.1.3. Andlisis del patrén de tincion histoquimica de plantas transgénicas portadoras de genes
quiméricos DXS1:GUS y DXR:GUS.

Para analizar detalladamente la expresion de los genes DXS1 y DXR de forma tejido- u
organo-especifico, asi como en momentos y condiciones concretas del desarrollo, se optd por la
determinacion de la actividad histoquimica de plantas transgénicas portadoras de la fusién del
promotor correspondiente con el gen delator GUS. Con dicho propésito, se planteé el clonaje de
la regidon 5’ flanqueante de los genes DXS1 y DXR, siguiendo las estrategias detalladas en el
apartado V.4.1.2. De esta manera, unas 2 kb de la regiéon 5’ flanqueante del gen DXS1 que
comprenden 1738 pb de la secuencia situada hacia 5’ del sitio de inicio de la transcripcién
definido por el experimento de RACE 5’, la region transcrita no traducida (5° UTR) en su
totalidad, asi como los primeros 12 pb de la regién codificante, se fusionaron con el gen GUS.
Por su parte, se recuperd un fragmento de 1,3 kb de la regidén 5’ flanqueante del gen DXR que
incluye 1,2 kb de la secuencia situada hacia 5’ del inicio de transcripcion, la UTR 5’ completa y
las 6 primeras pb de la region codificante, fusionados a su vez con el gen GUS. Dichas
contrucciones fueron realizadas en el vector binario pBI121, obteniéndose los plasmidos (-
1738/4+217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS, respectivamente, que fueron utilizados para
transformar plantas de A. thaliana var. Col. 3 siguiendo el protocolo de infiltracion al vacio con

Agrobacterium tumefaciens (apdo. V.4.1.3).

De cada episodio de transformacion fueron recuperados individuos resistentes al
antibidtico correspondiente al marcador de seleccién (kanamicina). El patrén de expresion de los
respectivos genes quiméricos fue determinado mediante la deteccion histoquimica de la
actividad GUS con el sustrato X-Gluc en individuos de al menos seis lineas diferentes, (apdo.
V.4.7.1). De este modo, se confirmd que las diferencias de expresion entre las distintas lineas
transformadas con una misma construccidn eran meramente cuantitativas, esto es, ligeros
matices en cuanto a la intensidad de tincion. Se escogié en cada caso una de ellas que fue
considerada como representativa y para la que el caracter resistencia al antibidtico seguia una
segregacion mendeliana, con el objeto de Illevar a homocigosis. Sobre estas lineas
genéticamente uniformes se llevaron a cabo los estudios definitivos de tincién histoquimica que

se muestran en las Figuras I1.16 y 17.

El analisis de la linea 5.8 de las plantas (-1738/+217)DXS1:GUS confirmo la distribucion
generalizada de la tincién GUS. Aln mas, los bajos tiempos de incubacién con el sustrato X-Gluc
necesarios para obtener niveles perceptibles de tincién (2-3 horas) revelaron que la region
analizada del promotor DXS1 resultaba en una expresidon particularmente fuerte. El analisis
detallado de estas plantas durante estadios tempranos del desarrollo vegetativo revelé como la
expresion del transgén tenia lugar desde el dia 1, esto es, desde los primeros momentos de la
germinacion (Figura II.16a). A los 6 dias de crecimiento la expresidn se hacia generalizada en

todos los tejidos de la plantula (Figura II.16b). Cabe destacar cémo la actividad GUS detectada
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en los haces vasculares de los cotiledones era particularmente elevada, observacion que podia
hacerse extensiva también para las hojas verdaderas, tanto basales (Figura II.16e), como
caulinares (Figura II.16g). Posteriormente, y como ilustra el examen sobre pléntulas de 15 dias
(Figura II.16c), la actividad GUS aparecia en las primeras hojas verdaderas, manteniéndose

también por toda la raiz.

En lo que respecta a la fase reproductiva, los estudios realizados denotaron una
expresion igualmente intensa y generalizada en todos los 6rganos de la planta adulta. Caben
destacar los elevados niveles de expresion detectados en hojas de roseta (Figura II.16e), y
hojas caulinares (Figura II.16g), tanto en el limbo como en el peciolo. Pero no menos
importantes resultaron en otros 6rganos de la planta adulta, como en las inflorescencias (Figura
I1.16i y j), silicuas (Figura I1.16k y |), e incluso raices (Figura I1.16f). Por otra parte, subrayar la
elevada expresidn en tejidos en intenso crecimiento y diferenciacién, tales como los vastagos o

los brotes axilares y terminales (Figura I1.16g, h e i).

Todos los tejidos de las inflorescencias manifestaron actividad GUS, revelandose
particularmente intensa en los haces vasculares de sépalos y pétalos, en los drganos sexuales y
en los granos de polen (Figura I1.16j), asi como durante todos los estadios de desarrollo de las
mismas (Figura II.16i). Los pedunculos florales mostraron una intensidad de tincidn proporcional
al grado de madurez en el desarrollo de las flores (Figura II.16i). Un analisis mas en detalle se
obtuvo analizando muestras sometidas a diferentes tiempos de incubaciéon con el sustrato X-
Gluc. De esta manera se aprecié como en flores tefiidas durante tiempos cortos la expresién se
restringia a la zona cercana a las papilas estigmaticas y la base del ovario, a las anteras y a los
sépalos desapareciendo practicamente de los pétalos (resultados no mostrados) y extendiéndose
al resto de tejidos sélo después de incubaciones a tiempos mas largos. Del mismo modo, pudo
observarse como el perfil de expresidn en el gineceo se conservaba aln después de la
fecundacién. Si a tiempos cortos de incubacidon la expresion se concentraba en las zonas apical y
basal de las silicuas en desarrollo (Figura 1I1.16k), incubaciones a tiempos mas largos revelaron
como la expresion en frutos jovenes y maduros se extendia por toda la vaina, aunque
particularmente en la zona de abscisidon (Figura I1.16i y |). Por el contrario, no se detectaba
actividad GUS en las semillas (Figura II.16l) circunstancia que podria, no obstante, ser debida a

la impenetrabilidad de la cuticula para el sustrato.

El examen de tincion GUS realizado en las plantas transgénicas portadoras de la
construccion (-1158/+94)DXR:GUS mostrd un patrén similar al obtenido con el promotor DXS1,
aunque revelaba sutiles diferencias, tal y como se muestra en la Figura II.17. Hay que afadir
que, a diferencia de lo que anotdbamos para la regién estudiada del promotor DXS1, en el caso
de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS fueron necesarios tiempos prolongados de incubacion con

el sustrato X-Gluc para obtener niveles apreciales de tincién (16-24 horas).

92



Il. RESULTADOS

El patron de distribucion de la actividad GUS de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS
durante el desarrollo vegetativo reproducia el observado para la DXS1, con la particularidad de
que la expresién en raices decaia hacia el apice de la misma (Figura II.17b y c). En cualquier
caso, los perfiles de expresion dirigidos por uno u otro promotor no mostraron variaciones
cualitativas significativas en ninguno de los estadios de desarrollo de la plantula examinados,

examenes que se prolongaron hasta los 21 dias.

En cuanto a la expresidon del gen GUS dirigida por el promotor DXR durante la fase
reproductiva destacaba la elevada tincidn mostrada por las hojas de la roseta basal (Figura
II.17e), hojas caulinares (Figura II.17g) y, en menor nivel, inflorescencias (Figura II.17i y j).
Esto contrasta con lo observado en los tallos, donde la expresidn se cefiia exclusivamente a
aquellas zonas préximas a los brotes terminales y, de manera semejante a lo que observamos
para DXS1, resultaba proporcional al grado de desarrollo de los mismos (Figura I1.17i). En este
sentido, sefalar la aparente ausencia de actividad en los brotes axiales o laterales (Figura
I1.17g), a diferencia de en las terminales (Figura II.17h). Finalmente, subrayar la escasa aunque
significativa actividad GUS mostrada por las raices de la planta adulta, fundamentalmente en las
raices principales, de forma que dicha actividad se hacia mas intensa cuanto mas cerca estaba

de la parte aérea de la planta (Figura II.17f).

La actividad GUS observada en las inflorescencias de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS
se mostré durante todos los estadios de desarrollo de las mismas (Figura II.17i), en los érganos
sexuales y sépalos (Figura I1.17j), resultando ausentes en pétalos, salvo en la regién préxima al
pie de los mismos. El anadlisis a distintos tiempos de incubaciéon con el sustrato X-Gluc, revelo
como la tincién histoquimica se concentraba en los sépalos, las papilas estigmaticas y las
anteras, resultando especialmente intensa en los granos de polen (resultados no mostrados).
Los frutos, y sus pedunculos, presentaron también niveles notables de tincion, concentrandose
mayoritariamente en la zona apical a medida que avanzaban en el desarrollo (Figura II. 17k y I),

a diferencia de lo generalizado de la expresion de la DXS1 detectada en fruto.
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Figura 11.16: Localizacion histoquimica de la actividad GUS en plantas de A. thaliana portadoras de la
construccion (-1738/4217)DXS1:GUS. Las imdgenes representan, respectivamente: a, semillas en
germinacion de 1 dia; b, plantulas de 6 dias; c, plantulas de 15 dias; d, plantas de 9 dias crecidas en
oscuridad; e, roseta basal de 40 dias; f, raiz de planta adulta (6 semanas); g, hoja caulinar y brote lateral con
primordios; h, brote terminal e inflorescencias jovenes; i, inflorescencias en distintos momentos de desarrollo;
J, flor; k, silicua en desarrollo y I, silicua madura. Las muestras fueron incubadas 16 horas en solucion de

tincion con el reactivo X-Gluc a excepcion de la representada por k, que fue incubada 6 horas.

Figura 11.17: Deteccion de la actividad GUS en plantas de A. thaliana portadoras de la construccion (-
1158/494)DXR:GUS. Las imagenes corresponden, en cada caso: a, semillas en germinacion de 1 dia; b,
plantulas de 6 dias, c, plantulas de 15 dias; d, plantas de 9 dias crecidas en oscuridad, e, roseta basal de 2
meses; f, raiz de planta adulta (6 semanas); g, hoja caulinar y brote lateral con primordios foliares; h, brote
terminal e inflorescencias jovenes; i, inflorescencias en distintos momentos de desarrollo, j, flor; k, silicua en
desarrollo y 1, silicua madura. Las muestras fueron incubadas 16 horas en solucion de tincion con el reactivo

X-Gluc a excepcion de la representada por k, que fue incubada 6 horas.

11.3.1.4. Estudio del efecto de la luz en plantas transgénicas portadoras de las construcciones (-
1738/+217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS.

Hemos observado los acumulos diferenciales de mensajero y proteina DXS1 y DXR en
plantas crecidas en luz y en oscuridad, asi como la induccién de ambos genes durante el proceso
de desetiolacion (Figuras 11.13 y I1.14). En este sentido, el patrén de tincion histoquimica de la
actividad GUS dirigida por los dos promotores estudiados no diferia entre aquellas plantulas
crecidas en completa oscuridad respecto de las crecidas bajo un ciclo de 16 horas luz:8 horas
oscuridad. Efectivamente, se observdé como la tincién GUS se distribuia de forma generalizada
por todos los tejidos de la planta etiolada, al igual que las plantas crecidas en luz, aunque
resultaba moderadamente mas abundante en los cotiledones, tanto para los individuos (-
1738/+217)DXS1:GUS (Figura I1.16d) como para los (-1158/+94)DXR:GUS (Figura II.17d).
Asimismo, la expresion de los transgenes durante el proceso de desetiolacién no mostré ninguna

diferencia cualitativa significativa (resultados no mostrados).

Sin embargo, si se apreciaron diferencias en cuanto a la intensidad de tincidon de las
plantulas transgénicas. Con el objeto de cuantificar estas diferencias de actividad GUS entre las
plantulas crecidas en luz y aquellas otras crecidas en oscuridad se empled el método
fluorométrico descrito en el apartado V.4.7.2 sobre las lineas homozigotas, anteriormente
descritas, para los transgenes (-1738/217)DXS1:GUS y (-1158/+94)DXR:GUS. Los resultados
muestran como, de modo coherente con lo obtenido en los experimentos de northern y western-
blot, los valores de actividad GUS eran ostensiblemente menores en aquellas plantas crecidas en
oscuridad, reduciéndose, hasta un 27 % en el caso de las plantas (-1158/+94)DXR:GUS,
respecto de los medidos cuando eran crecidas en luz (Figura II.18). Adicionalmente, estos

resultados confirman que las diferencias observadas entre los niveles de expresion de los genes
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DXS1 y DXR corresponden, en cada caso, a la actividad transcripcional de la regién promotora

analizada.

Figura 11.18: Actividad

140% GUS relativa de plantas

transgénicas portadoras de
120%

las construcciones (-
10p% 10%
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o
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[ ]
2

método  fluorométrico  de

0%

(1738/217)DXS1:GUS (-1158/+94)DXR:GUS cuantificacion de actividad
GUS descrito en el apartado

V.4.7.2. Las columnas representan los promedios de las mediciones de actividad GUS efectuadas sobre 3
réplicas por cada muestra referidas, para mayor claridad, como porcentajes respecto de los valores obtenidos
para las plantas crecidas en luz. Las barras representan, en cada caso, las desviaciones estandar. La

concentracion protéica del extracto se determino segun el método de Bradford, apartado V.4.4 [32].

1.3.2. Analisis del patron de actividad GUS dirigida por deleciones seriadas
de la region -1738/+217 del gen DXS1 y definicion de la region minima del

promotor necesaria para su expresion.

Con el objetivo de definir la regidn minima del promotor responsable de la expresién del
gen DXS1, asi como identificar posibles elementos reguladores en el mismo, se generaron
construcciones en las que cuatro fragmentos de la regiéon promotora de referencia (-1738/+217)
del gen DXS1, delecionados progresivamente por su extremo 5’, fueron fusionados al gen GUS.
Para ello, se llevaron a cabo cuatro reacciones de PCR utilizando como molde el ADN purificado
de la construccién (-1738/+217)DXS1:GUS, segun la estrategia descrita en el apartado V.4.1.2.
Los fragmentos purificados fueron clonados en el vector pBI121, sustituyendo la regién
correspondiente al promotor 35S-CaMV. Una vez mas, la integridad de los insertos fue verificada
mediante andlisis del patrén de restriccion y la posibilidad de errores en el clonaje desechada
mediante secuenciacion de la zona de fusién. De esta manera, se obtuvieron las construcciones
pLBI1PS11, pLBI1PS8, pLBI1PS6 y pLBIPS4 que contenian en cada caso las regiones del
promotor DXS1 extendiéndose desde la posicion -860/+217, -605/+217, -359/+217 y -

188/+217 fusionadas traduccionalmente con el gen GUS (Figura II.19). Tales construcciones
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conservaban, en todos los casos, la region 5’ UTR completa asi como los primeros 12 nucleétidos

de la regién codificante del gen DXS1.

(-860/+217)DXS1:GUS (-359/+217)DXS1:GUS

Sstl Ecorl
Hindlll g~

XbalBamHISmal XbalBamHIiSmal

(-605/+217)DXS1:GUS (-188/+217)DXS1:GUS

Ssti  Ecor sstl Ecorl

¥balBamHISmal XbalBamHISmal

Figura I1.19: Representacion a escala de las construcciones (-860/+217)DXS1:GUS, (-
605/+217)DXS1:GUS, (-359/+217)DXS1:GUS y (-188/+217)DXS1:GUS. Los sitios de restriccion utilizados
para el clonagje final aparecen sefialados en rojo. Las estrategias de clonaje utilizadas en cada caso estin

detalladas en el apartado V.4.1.2.

Las construcciones obtenidas fueron utilizadas para transformar Arabidopsis, siguiendo el
método abreviado de infiltracion descrito en el apartado V.4.1.3. El analisis de tincion
histoquimica de actividad GUS, para cada una de las diferentes lineas transgénicas obtenidas a
partir de cada construccién, mostré un patrén que no revelaba diferencias cualitativas mas
débiles variaciones relativas a la intensidad de tincion. La Figura II.20 representa el estudio

detallado efectuado sobre 10 a 20 de las lineas obtenidas para cada construccion.

No se apreciaron diferencias cualitativas entre los patrones de expresion del gen
quimérico correspondiente al comparar las plantas transformadas con la construccion de
referencia (-1738/+217)DXS1:GUS, y aquellas portadoras de las tres primeras construcciones
analizadas: (-860/4+217)DXS1:GUS, (-605/+217)DXS1:GUS, (-359/4+217)DXS1:GUS (Figuras
II.16 y II.20). No obstante, y aunque el método de deteccion no permita realizar
determinaciones absolutas de tipo cuantitativo, pudo apreciarse un decaimiento de la expresion
entre las plantas portadoras de la construccion (-860/+217)DXS1:GUS vy las (-
605/+217)DXS1:GUS. En efecto, en estas Ultimas, la intensidad de tincién de las muestras
analizadas disminuia manifiestamente, y de modo particular en las plantas etioladas (Figura
I1.20h) o en germinacién (Figura II.20e). El fendmeno inverso tenia lugar entre las muestras
procedentes de la linea (-605/+217)DXS1:GUS vy las de la linea (-359/+217)DXS1:GUS,
retornando a intensidades de tincidon comparables a los de las plantas (-860/+217)DXS1:GUS y

aquellas portadoras del promotor de referencia. Del andlisis de todos estos resultados puede
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deducirse que las distintas secuencias cis implicadas en la regulacién transcripcional del
promotor DXS1 aparecen distribuidas en una regién muy amplia que, presumiblemente, engloba
regiones con capacidad reguladora positiva (incluida entre las posiciones -860/-607), y otras

aparentemente represoras de la transcripciéon (-605/-361)

Sin embargo, lo mas destacable de la observacidn de la Figura I1.20 es la total
desaparicion de actividad GUS detectable en las plantas portadoras de la construccidon (-
188/+217)DXS1:GUS (Figura I1.20). En efecto, en estas ultimas, no fue detectada actividad
GUS en ninguno de los drganos, tejidos y momentos de desarrollo estudiados,. Puede inferirse,
por lo tanto, que los elementos minimos responsables de la actividad del promotor aparecen
concentrados en la region situada entre las posiciones -359 a +217. No obstante, y en tanto que
desconocemos el umbral de detecciéon de la actividad GUS dirigida por el promotor que nos
proporciona esta técnica, no puede descartarse la existencia de otras regiones esenciales para la
actividad transcripcional del gen DXS1 en la zona que se extiende desde la posicion -188 a
+217, esto es, las englobadas en la construccién (-188/+217)DXS1:GUS.

Como consecuencia del conjunto de resultados presentado en los apartados 11.3.1.1 y
11.3.1.4, se suscité el analisis del promotor DXS1 con el objeto de identificar secuencias en cis
conservadas que hubiesen sido caracterizadas previamente como reguladoras de la expresién
génica. En el apartado III.3.3 se detallan y analizan algunos de estos motivos consenso
identificados en el promotor DXS1, muchos de ellos estrechamente relacionados con la funcién

biolégica desempeiiada por la DXS1.

Figura I1.20: Localizacion histoquimica de la actividad GUS durante las fases vegetativa y reproductiva de
plantas transgeénicas de A. thaliana transformadas con los genes quiméricos (-860/+217)DXS1:GUS, (-
605/+217)DXS1:GUS, (-359/4217)DXS1:GUS y (-188/+217)DXS1:GUS. Las imagenes corresponden a
plantulas emergentes de 2 dias (a, e, i e m), plantulas de 15 dias (b, f, j y n), brotes terminales con

inflorescencias maduras (c, g, ky o) y plantas crecidas en oscuridad durante 7 dias (d, h, l y p).
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I.4. ANALISIS FUNCIONAL DE LA DXS1, DXS2 Y DXR de Arabidopsis

thaliana.

11.4.1. Complementacién funcional de mutantes insercionales de E. coli.
11.4.1.1. La expresion de la DXR de A. thaliana rescata al mutante de E. coli defectivo en el gen dxr.

Con la finalidad de demostrar la actividad enzimatica de la DXR de A. thaliana, el ADNc
aislado para el gen DXR fue expresado en la cepa mutante de E. coli ECAB1-2 en la que el locus
correspondiente al gen dxr habia sido disruptado con un gen marcador de resistencia a la
tetraciclina [239]. Esta cepa resulta letal y Unicamente es capaz de crecer en medio
suplementado con intermediarios de la ruta MEP, tales como el metileritritol (ME), o bien
transformandola con un plasmido que codifique para la DXR. De este modo, y como era
previsible, la transformacién de la cepa EcAB1-2 con una construccion que contenia el gen
codificante para la DXR de E. coli clonado en el vector pTAC (pTAC-Ec.DXR; Besumbes, O. y

cols., resultados no publicados), permitia revertir dicho mutante (Figura 1I.21).

Asimismo, el mutante EcAB1-2 pudo ser rescatado mediante la transformacion con los
plasmidos pBAD-At.DXR-L y pBAD-At.DXR-C en presencia de arabinosa. Estas construcciones
estan basadas en pBADM1 [45], una version modificada del vector pBAD-GFPuv cuyo promotor
presenta la particularidad de poder ser inducido con arabinosa y reprimido con glucosa (Figura
I1.21, ver apdo. V.5.1.1 para la estrategia de clonaje). El plasmido pBAD-At.DXR-C contenia la
forma delecionada en todo el extremo N-terminal especifico de la proteina DXR de A. thaliana
(residuos aminoacidicos 81-477, At.DXR-C) mientras que el plasmido pBAD-At.DXR-L codificaba
para una versién truncada de la DXR de A. thaliana defectiva en el hipotético péptido de transito
de dicha proteina y los primeros 7 residuos de la proteina madura (residuos aminoacidicos 57-
477, At.DXR-L) (Figura II 9a), en ambos casos bajo el control del promotor pBAD. El resultado
obtenido permite concluir que ambas formas ensayadas de la DXR eran funcionales. Sin
embargo, el crecimiento observado con la forma larga (At.DXR-L) era ostensiblemente mas
rapido que el resultante de la transformacion con At.DXR-C, como se dedujo del analisis del

tamafo de las colonias obtenidas.

101



DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L.

pTAC
PBADML | o pxr
pBAD pBAD

At .DXR-LAt.DXR-C

Figura I1.21: Experimentos de complementacion funcional de mutantes dxr de E. coli con la DXR de A.
thaliana. Se utilizo el mutante EcAB1-2 (dxr::TET) para transformar con las construcciones pBADMI, como
control negativo, los derivados del mismo que codifican para la forma larga (pBAD-At.DXR-L) y corta
(pBAD-At. DXR-C) de la DXR de A. thaliana o un plasmido de expresion que codifica para la DXR de E. coli
(pTAC-Ec.DXR) como control positivo. Las transformantes resultantes fueron plaqueadas en medio LB
suplementado con 6 ug/ml de tetraciclina para seleccionar por el marcador de disrupcion presente en el
mutante, 100 ug/ml de ampicilina para seleccionar por el plasmido correspondiente, 100 uM de IPTG para
inducir la expresion de Ec.DXR y 0,02% de glucosa (+GLUC) o arabinosa (+ARA) en cada caso. Las

imagenes fueron tomadas después de incubar a 37 °C durante 17 horas.

11.4.1.2. La expresion de la DXS1 de A. thaliana rescata al mutante de E. coli defectivo en el gen
dxs, no asi la DXS2.

Para esclarecer la actividad enzimatica de la DXS1 y la DXS2 de A. thaliana se utilizé la
cepa EcAB4-2 de E. coli, en la que el gen dxs endogeno esta disruptado mediante una insercion
en el locus correspondiente con el gen marcador de resistencia al cloranfenicol [45]. La
presencia del operon sintético MVA+ en el cromosoma bacteriano de dicha cepa [45], facultaba
para la sintesis de IPP y DMAPP a partir de MVA suplementado exégenamente (apdo. 1.2.3.6).
De este modo, el mutante podia ser rescatado adicionando MVA al medio de cultivo o
alternativamente mediante la transformacién con un plasmido que expresase una forma activa
de la DXS.

La transformacion de la cepa EcAB4-2 con la construccion pTAC-At.DXS1 permitid
revertir la auxotrofia del mutante para el mevalonato (Figura I1.22b). El vector pTAC-At.DXS1
contiene la secuencia codificante de la DXS1 de Arabidopsis clonado en el vector pTACTAC, que
permite la expresion de la proteina cuando es puesto en presencia del inductor isopropil p-D-
tiogalactosido (IPTG). En este sentido, es interesante anotar como el crecimiento de la cepa
EcAB4-2 transformada con pTAC-At.DXS1 era tanto mejor cuanto menor era la concentracion de

IPTG suplementado al medio de cultivo, y que incluso tenia lugar en ausencia del inductor. Este
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fendmeno fue puesto de manifiesto en experimentos preliminares que permitieron optimizar la
técnica, de manera que los resultados mostrados en la Figura II1.22b fueron desarrollados en
ausencia del inductor, obteniéndose un crecimiento 6ptimo bajo tales condiciones. La toxicidad
de la DXS1 de Arabidopsis cuando es sobreexpresada en E. coli podria explicar esta coyuntura,
bastando los niveles basales de expresiéon de la DXS1 bajo el control del promotor pTAC para la
reversion del mutante. En cualquier caso, la aproximacion seguida permitié verificar como la
proteina DXS1 de Arabidopsis era funcional cuando se expresaba en E. coli, ratificando su

actividad enzimatica.

No obstante, los diversos intentos efectuados para revertir la auxotrofia para el MVA del
mutante EcAB4-2 con la DXS2 de Arabidopsis no dieron resultado, como muestra la Figura
I1.22b. Con dicho objetivo, se habian generado las construcciones pLBAD-At.DXS2, que
codificaba para la proteina completa, pLBAD-At.DXS2-C, que codificaba para la proteina
truncada en el extremo N-terminal a partir del residuo 33 (lugar de procesamiento predicho por
el algoritmo CHLORO-P v1.1), y pLBAD-At.DXS2-CC, defectiva en los 44 aminoacidos del
extremo N-terminal extra respecto del homélogo procariota, en todos los casos clonados bajo la
direccién del promotor pBAD (Figura II. 22a; estrategia de clonaje, ver apdo. V.5.1.1; secuencia
peptidica DXS2, ver Figura I1.5). La transformacion de la cepa ECAB4-2 con las 3 construcciones
presentadas no condujo, en ninguno de los casos, al rescate del mutante. La separacion
electroforética en geles SDS-PAGE de extractos crudos de la proteina procedente de aquellas
cepas crecidas en presencia del inductor permitié en todos los casos la sobreexpresion, en
mayor o menor grado, de las proteinas recombinantes en forma soluble (resultados no

mostrados).

El analisis del alineamiento multiple entre las secuencias peptidicas de DXS de distintos
origenes habia revelado la ausencia de una regidn de 33 aminoacidos en la DXS2 de A. thaliana.
Dicho dominio, presente en el resto de proteinas DXS descritas hasta el momento (Figura II.5),
se extendia concretamente entre los aminoacidos que ocupan las posiciones 277 y 310 de la
secuencia correspondiente a la DXS1 de A. thaliana. La busqueda en la base de datos “Blocks"

(bttp://www.blocks.fhcrc.org/), de dominios conservados previamente caracterizados en otras

enzimas, no desveld ninguna homologia significativa, con lo que, aun siendo una regidn
particularmente conservada, no aparecia asociada a ninguna funcién previamente descrita. A
pesar de ello, se planted la insercion del dominio extra correspondiente de la DXS1 de
Arabidopsis en el lugar correspondiente de la DXS2, siguiendo una estrategia de mutagénesis
dirigida sobre la construccién pLBAD-At.DXS2-CC basada en la utilizacion de la Pfu ADN
polimerasa y la endonucleasa de restriccion Dpnl (ver apdo. V.5.1.1). La reaccion de PCR
correspondiente logré amplificar el vector completo utilizado como molde, introduciendo el
dominio deseado en el inserto, como asi fue comprobado mediante la secuenciacion completa
del mismo. La imagen b de la Figura II1.22 muestra como la transformacién de la cepa EcAB4-2

con la construccién resultante, bautizada pLBAD-At.DXS2-CCdom, no logré complementar al
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mutante.

En resumen, ninguna de las variantes de la DXS2 de A. thaliana ensayadas para
transformar el mutante de E. coli defectivo en dxs lograron rescatarlo, lo cual significaba la
inactividad de dicha enzima, al menos cuando es expresada en un sistema bacteriano. Queda

abierta, por tanto, la diluciacién del papel bioquimico desempefiado por esta proteina

Q pTAC-At.DXS1 (717 aas)
pLBAD-At.DXS2 (629 aas)
pLBAD-At.DXS2-C (596 aas)

pLBAD-At.DXS2-CC (571 aas)

pLBAD-At.DXS2-CCdom (604 aas)

pTAC-At.
DXS1

PTAC-At.
DXS1

Figura 11.22: Ensayos de complementacion del mutante EcAB4-2 de E. coli con la DXS1 o la DXS2 de A.
thaliana. (a), representacion esquemdtica de las secuencias peptidicas expresadas en cada caso, y en las que
las cajas rojas representan la proteina madura, las cajas verde los péptidos de transito a cloroplastos
deducidos por el programa Chloro-P v.1.1, y la caja amarilla el dominio extra de la DXS1 integrada en la
posicion correspondiente de la DXS2. (b), La cepa mutante de E. coli EcAB4-2 (dxs::CAT; MVA") [45], fue
transformada con el vector pBAD-GFPuv como control negativo; pTAC-At.DXS1, que contiene la secuencia

codificante completa de la DXS1 de A. thaliana; pLBAD-At.DXS2, que codifica para la proteina DXS2

104



Il. RESULTADOS

completa; pLBAD-At.DXS2-C, que codifica para la region de la proteina DXS2 comprendida entre los aas 33
y 629; pLBAD-At.DXS2-CC, comprendida entre los aas 44 y 629 y pLBAD-At.DXS2-CCdom, comprendida
entre los aas 44 y 629 con el dominio adicional de 33 aas (procedente de la DXS1) integrado entre las
posiciones 255 y 256. Las transformantes fueron crecidas hasta 24 horas a 37°C en 2xTY adicionado con 100

pg/ml de ampicilina, 25 pg/ml de kanamicina, 17 ug/ml de cloranfenicol, arabinosa al 0,2%.

11.4.2. La sobreexpresion del gen DXS2 no revierte el fenotipo del mutante
chs5 (DXS1) de A. thaliana.

Los resultados anteriores han mostrado la imposibilidad de rescatar un mutante de E.
coli defectivo en dxs mediante la expresion de la DXS2 de A. thaliana. Dado que estos ensayos
se han llevado a cabo en un sistema heterélogo de expresion, podian arglirse problemas de
plegamiento u estabilidad que limitasen la funcionalidad de la DXS2. Se hacia necesario llevar a
cabo el experimento analogo utilizando algin mutante de Arabidopsis afectado en la DXS. En
este contexto, se planted abordar la reversion del mutante chs5. El mutante chs5 de A. thaliana
fue caracterizado en el afo 2000 como portador de una substitucion aminoacidica puntual en la
posicién 627 (Asp627Asn) de la DXS1 [11]. Este mutante desarrolla hojas cloréticas cuando es
crecido a temperaturas inferiores a 16 °C, fenocopiando lo observado para el mutante clal del
gen DXS1 [187]. El fenotipo observado resulta de una reduccidén en las cantidades de pigmentos
fotosintéticos sintetizados, aunque menos drastica que la descrita para el mutante clal [101,
187].

En estos experimentos de complementacion se transformd un individuo del mutante chs5
con la construccién resultante de la fusion del promotor 355-CaMV con el ADNc completo del gen
DXS2. Asimismo, otra planta chs5 se transformdé con la construccion 35S:DXS1 (para una
descripcion de ambas estrategias de clonaje, ver apdo. V.4.1.2). Resultados publicados
previamente habian descrito el rescate del mutante clal con la DXS1 de A. thaliana [187]. La
transformacion del mutante con cada una de las construcciones a examen, utilizando el método
simplificado de infiltracion de Arabidopsis, permitié obtener numerosas lineas transgénicas.
Dichas lineas positivas se germinaron a temperaturas restrictivas (15-16 °C) o permisivas (22-
24 °C) en las que el fenotipo caracteristico del mutante chs5 no se manifestaba. La imagen g de
la Figura I1.23 muestra como la sobreexpresién de la DXS2 en el mutante chs5 no modificaba
substancialmente el fenotipo albino caracteristico desarrollado a temperaturas restrictivas. Sin
embargo, a temperatura permisivas (Figura II.23c) crecia correctamente y de forma similar al
control con individuos de genotipo silvestre (Columbia 3) (Figura II.23a) o del propio chs5
(Figura I1.23b). La imagen muestra una de las lineas representativas analizadas, aunque el
mismo comportamiento se repetia con hasta 6 de las lineas chs5(355:DXS2) que fueron
estudiadas. Por su parte, la presencia de la construccidon 35S5:DXS1 en el fondo genético chs5
revertia nitidamente el aspecto clorético de las mismas, recobrando las hojas verdaderas la

pigmentacion propia de los individuos silvestres o de los mutantes crecidos por encima de 22 °C
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(Figura II1.23h). El mismo efecto era conseguido cuando las plantas chs5 eran crecidas a 15-

16°C en medio suplementado con una concentracion 1 mM de DX (Figura I1.23e).

22-24 °C

Figura I1.23: Ensayos de complementacion del mutante chs5 de A. thaliana [11]. Plantas de las lineas
silvestres Col.3 (a), chs5 (b, e y f), chs5(35S:DXS2-A) (c y g) y chs5(355:DXSI-F) (d y h) fueron crecidos a
temperaturas de 22-24°C (a-d) y 15-16°C (e-h) en medio de germinacion sin suplemento adicional (a-d, f-h) o
suplementado con ImM de DX (e).

11.4.3. Utilizacion de mutantes e inhibidores en el estudio de la funcién de la
DXS1 y la DXR de A. thaliana.

1.4.3.1. La expresion del gen DXR es inducida en respuesta al tratamiento con los inhibidores

fosmidomicina y mevinolina.

En una primera aproximacion al estudio del posible papel regulador de la DXS1 y la DXR
en el control de la sintesis de isoprenoides en A. thaliana, fueron analizados los cambios en la
expresion de los genes correspondientes en respuesta al tratamiento con diversos inhibidores de
las dos vias de sintesis de IPP que coexisten en las células vegetales, la ruta MEP y la ruta del
MVA. Los tratamientos fueron aplicados a plantulas crecidas durante 7-9 dias en medio liquido y
bajo luz continua. Transcurrido ese tiempo, se adicionaron cada uno de los inhibidores y se
recogieron muestras a diferentes tiempos, procesandose con el objeto de obtener ARN y
proteinas. A partir de ellos se realizaron los experimentos de northern-blot y western-blot que se

detallan a continuacion.
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Los resultados de los experimentos realizados con fosmidomicina (Fm), inhibidor
especifico de la DXR, se muestran en la Figura II.24. Resulta notorio el enérgico incremento en
los niveles de proteina DXR en respuesta a la presencia de fosmidomicina 100 uM, incremento
que tenia lugar desde, al menos, una hora después del tratamiento (Figura I1.24b). Por el
contrario, los valores de proteina DXS1 no se veian modificados sustancialmente (Figura I1.24b).
La disminuciéon progresiva en los niveles de proteina, especialmente pronunciada para la DXS1,

pudo venir justificada por un efecto citotéxico general del inhibidor.

Cuando se analizaron los niveles respectivos de ARNm en las mismas muestras, se
observé similar comportamiento en cuanto a la induccién del transcrito DXR. La Figura I1.24a
muestra como, efectivamente, el perfil de respuesta era similar al encontrado para la proteina,
aunque menos acusado. Estos resultados sugieren que la respuesta del gen DXR frente a la
fosmidomicina es de naturaleza transcripcional. Sin embargo, los cambios encontrados a nivel de
mensajero resultaban menos acusados que los verificados para la proteina, apuntando hacia la
existencia de mecanismos adicionales de control postranscripcional. Por su parte, los niveles de

mensajero DXS1 permanecieron inalterados (Figura I1.24a).

a +Fm 100pM b +Fm 100pM
0O 1h 3h 6h1l2h 0 1h 3h 6hl1Z2h

- | - DXR

ARNm DXR-»

Br—Eta‘EE‘

Figura 11.24: Estudio de la expresion de los genes DXSI y DXR en respuesta a fosmidomicina. (a),
experimento de northern-blot sobre 10 ug de ARN obtenido a partir de cultivos en medio liquido de A. thaliana
crecidos durante 8 dias bajo luz continua, y posteriormente suplementadas durante los tiempos indicados con
fosmidomicina 100 puM (descripicion de las sondas utilizadas, apdo. V.5.2.3). (b), Andlisis andlogo por

western-blot con 20 ug de proteina por muestra.

La adicién de mevinolina (inhibidor especifico de la HMGR vy, por lo tanto, de la ruta
citosolica del MVA de sintesis de IPP) al medio de cultivo a una concentracion 2,5 uM, también

determind una induccién en los niveles de proteina DXR, aunque en este caso mas lenta vy
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moderada (Figura II.25b). Una vez mas, este efecto era manifestado exclusivamente por la
proteina DXR, alcanzandose el pico en el acimulo de proteina Unicamente transcurridas 6 horas
después el tratamiento. Por el contrario, no fueron observadas diferencias significativas de los
valores de mensajero DXS1 y DXR en los experimentos analogos de northern-blot (Figura
I1.25a).

C +Mv 2,5uM d +Mv 2,5uM
0 1h 3h 6h12h 0 1h 3h 6h12h

ARNm DXSI-rl'.'"I

— . —— | 4~ DXS]

_---—|+DXR

ARNm DXR-»

2
Br-Et .

Figura 11.25: Estudio de la respuesta de los genes DXS1 y DXR a la presencia de mevinolina. (a),

experimento de northern-blot sobre 20 ug de ARN obtenido a partir de cultivos en medio liquido de A. thaliana
crecidos durante 8 dias bajo luz continua, y posteriormente suplementados durante los tiempos indicados con
mevinolina 2,5 uM (sondas utilizadas, apdo. V.5.2.3). (b), experimento andlogo de western-blot con 20 ug de

proteina en cada caso.

Por su parte, tratamientos con Fm y Mv andlogos a los anteriormente descritos fueron
también realizados sobre plantulas transgénicas de las lineas (-1738/+217)DXS1:GUS vy (-
1158/+94)DXR:GUS, sin que se observasen cambios cualitativos apreciables en el patrén de

expresion GUS con respecto a las mismas plantas sin tratar (resultados no mostrados).

Habida cuenta de la respuesta protagonizada por la DXR a la presencia de los inhibidores
fosmidomicina y mevinolina, nos propusimos profundizar en la posible capacidad de respuesta
de la DXR frente a cambios en las concentraciones de productos isoprenoides finales sintetizados
a través de la via MEP y la via del MVA. Para ello fueron planteados experimentos utilizando los
inhibidores norflurazéon (Nf) [23, 109, 274, 317] y acido =zaragdzico (ZA) [4, 27]

respectivamente. Se trata aquél de un herbicida que ejerce un efecto especifico sobre la
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actividad fitoeno desaturasa (PDS), provocando la aparicidon de un fenotipo albino, consecuencia
directa de un bloqueo total en la biosintesis de carotenoides. Por su parte, el acido zaragdzico es
un inhibidor que actla bloqueando especificamente la reaccidon catalizada por la escualeno
sintasa (SQS), primer paso exclusivo de la ruta que dirige el IPP citosdlico hacia la sintesis de
esteroles. La aproximacién metodoldgica era similar a la planteada en los experimentos con Fm
y Mv. El resultado se muestra en la Figura II.26a, y permite constatar como no existen cambios
aparentes en cuanto a las cantidades de proteina DXR en respuesta a ninguno de los dos

inhibidores.

En la misma linea, se estudiaron posibles cambios en la expresién del gen DXR en
respuesta al acido abscisico (ABA). El ABA es una fitohormona sintetizada como producto de
degradacién de los carotenoides, es decir derivada de IPP plastidico, y que actla a su vez como
un regulador del crecimiento implicado particularmente en procesos fisioldgicos desencadenados
frente a situaciones variadas de estrés que pueda sufrir la planta. No resultaron apreciables
cambios significativos en los niveles del transcrito correspondiente al gen DXR cuando fue

observado después de un tratamiento de 3 horas con ABA (Figura II1.26b).

a 4+Nf 50 nM +ZA 1 uM b 0 +ABA

0 1h 3h 6h1l2h l1h 3h 6h 12h

ARNm DXR-|8 4

Br-Et .

Figura 11.26: Estudio de la respuesta del gen DXR a la presencia de norflurazon, dcido zaragozico y dcido

abscisico (ABA). (a), experimento de western-blot con el anticuerpo especifico frente a la DXR y 10 ug de
proteina extraidos a partir de plantulas crecidas 8 dias en medio liquido bajo luz continua y sometidas
posteriormente a un tratamiento con concentraciones de 50 nM de Nf'y 1 uM de ZA. (b), Deteccion mediante
northern-blot del transcrito correspondiente a la DXR sobre muestras crecidas durante 3 horas con una

concentracion de dcido abscisico (ABA) de 10 uM, junto al control correspondiente a tiempo 0.
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11.4.3.2. Herramientas para el estudio de la funcion de las proteinas DXS1 y DXR en el desarrollo

de los plastidos.

Una de las aproximaciones que se plantearon con el objetivo de definir el papel bioldgico
de los genes DXS1 y DXR fue la de estudiar el fenotipo de las plantas tratadas con
fosmidomicina, en tanto que inhibidor especifico de la DXR capaz de bloquear la ruta de sintesis
de isoprenoides plastidicos, asi como el del mutante chs5, previamente caracterizado como
afectado en el paso catalizado por la DXS (apdo. 11.4.2; [11]), o la linea 35S:DXR-b1.A, en la
que el gen DXR enddgeno se encuentra silenciado, y que examinaremos en detalle mas adelante
(apdo. 11.4.4.3). El analisis del fenotipo originado por el tratamiento con norflurazén sirvié como
control para verificar la especificidad de las alteraciones observadas, particularmente aquellas

encontradas a nivel de ultraestructura.

Estudio del fenotipo resultante del tratamiento con fosmidomicina y norflurazén.

Los experimentos realizados germinando Arabidopsis en presencia de diferentes
concentraciones de los inhibidores fosmidomicina y norflurazéon permitieron delimitar las
concentraciones minimas susceptibles de bloquear por completo el crecimiento de las plantulas.
Y es que, si bien la germinacién no aparecia interrumpida como consecuencia de ninguno de los
dos tratamientos, el desarrollo de hojas verdaderas aparecia restringido por encima de 50 uM de
fosmidomicina y de concentraciones de 10 a 25 nM de norflurazén. En cualquier caso, el bloqueo
en la biosintesis de pigmentos fotosintéticos provocado por ambos inhibidores, concretamente
de los carotenoides en el caso del norflurazén, provocaba la aparicién de un fenotipo albino tanto
mas acusado cuanto mayores eran las concentraciones del inhibidor. No obstante la naturaleza
del fenotipo observado era distinta en uno en otro caso. El albinismo inducido por el norflurazén
es originado por la degradacion fotooxidativa de la clorofila consecuencia de la ausencia de
pigmentos carotenoides. Por su parte, el fenotipo clorético, caracteristico del tratamiento con
fosmidomicina es originado por un bloqueo global de la biosintesis de los pigmentos

fotosintéticos, compuestos de naturaleza isoprenoide producidos en los plastidos.

Las imagenes a, b y ¢ de la Figura II.27 muestran los cloroplastos de una célula de
plantula no sometida a ningun tratamiento, con los grana y acumulos de almiddn caracteristicos,
propios de una hoja vegetativa emergente. Concretamente, la imagen c permite estimar el
nimero de cloroplastos que pueden encontrarse en un corte de célula foliar subepidérmica
tipica, presumiblemente del mesodfilo. Por su parte, el estudio por microscopia electrénica de
cortes ultrafinos obtenidos a partir de las primeras hojas verdaderas de plantas crecidas a
concentraciones subletales de los inhibidores fosmidomicina y norflurazén permitié observar
defectos a nivel ultraestructural, asi como una reduccién en el nimero de plastidos por célula
que en algunos casos extremos pueden llegar a desaparecer por completo, al menos en algunas

células, (Figura II.27f). El tamafio de los plastidos observados (o mas correctamente
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pseudocloroplastos) en las plantas tratadas era sensiblemente menor al de los cloroplastos
silvestres, aunque en cualquier caso mayor que el de los proplastidos (3-5 um versus 0,5-1 um).
También desaparecia la forma caracteristica de los mismos, tornandose deformados y con un
perfil irregular. Sin embargo, aunque ambos inhibidores afectasen el desarrollo de los
cloroplastos, las alteraciones producidas en cada caso no resultaban idénticas, como se observa
en las imagenes d, e y f que refleja las muestras crecidas con fosmidomicina, o g, h e i para el
norflurazén. La ausencia generalizada de membranas tilacoidales correctamente organizadas era
una caracteristica compartida en ambos casos, si bien, ciertas estructuras de membrana eran
aun apreciables en algunos pseudocloroplastos, sobre todo en aquellos procedentes de plantas
tratadas con Fm 25 uM. Por su parte, los plastidos de las plantas crecidas a concentraciones de
Nf de 10 nM, aparecen generalmente como estructuras vacuoladas, destacando ademas la
presencia de numerosas vesiculas esféricas agrupadas y fuertemente electrodensas, similares a
los plastoglobuli, aunque mas heterogéneos en cuanto al tamafio, estructuras estas Ultimas
detectadas también en plastidos tratados con fosmidomicina aunque Unicamente en aquellos
particularmente afectados. Dichas estructuras han sido descritas en distintos mutantes alterados
en el desarrollo de los cloroplastos, tales el mutante immutans [8, 47, 144, 316, 317] afectado
en una oxidasa terminal de naturaleza plastidica cuya actividad estd asociada a la de la fitoeno
desaturasa [47], o “yellow variegated” [57, 58], bloqueado en una proteasa dependiente de ATP
implicada en mecanismos plastidicos de degradacién proteolitica. Se trata en ambos casos de
mutantes de A. thaliana de naturaleza variegada, en los que aparecen cuerpos esféricos
intraplastidicos que han sido caracterizados como acumulos de quinonas, carotenoides,

tocoferoles u otros isoprenoides plastidicos, asi como intermediarios en la sintesis de todos ellos.

Por su lado, es interesante sefialar como, y en las plantas sometidas a ambos
tratamientos, coexisten células adyacentes con plastidos en variados estadios de desarrollo, que
muestran una graduacion en cuanto a lo rudimentario de las estructuras lamelares y en cuanto

al nimero y tamafio de las vacuolas.

Finalmente, destacar como las alteraciones citoldgicas observadas en ambas muestras
aparecen limitadas a la estructura de los cloroplastos. La micrografia i de la Figura I1.27
muestra, por ejemplo, una mitocondria morfolégicamente madura con un desarrollo correcto de

las membranas internas procedente de una planta crecida en presencia de norflurazén 10 nM.

El analisis ultraestructural del mutante chs5 revelé malformaciones plastidicas

similares a las observadas con el tratamiento con fosmidomicina.

Atendiendo al fenotipo albino caracteristico manifestado por el mutante chs5 (Figura
I1.23f), resultaban esperables los desarreglos ultraestructurales en los cloroplastos, del modo
como ilustran las micrografias electrénicas de la Figura 11.27j, k y |. Tales alteraciones
morfoldgicas parecen corresponderse con las observadas para las plantas silvestres tratadas con

fosmidomicina. En efecto, el aspecto deformado de los cloroplastos abortados en el desarrollo
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propios del fenotipo anteriormente observado con el inhibidor de la DXR resultaba también
notable en este mutante. Ain mas, una cierta heterogeneidad en el aspecto de los plastidos
estudiados asi como de las estructuras de membrana generadas parece también observarse en
el caso del mutante chs5, a pesar de tratarse de muestras homogéneas en cuanto a lo
pronunciado del fenotipo (Figura II. 27j y k). De la misma manera, era patente una reduccién en
el nimero de organulos plastidicos en el mutante crecido a 16 °C (Figura I1.27l). Sin embargo,
en este caso, no fueron observados los cuerpos esféricos caracteristicos de los plastidos mas
severamente afectados por cualquiera de los dos inhibidores empleados (Figura I1.27e, g y h),
estructuras que también estaban ausentes del mutante c/al [187]. Finalmente, y del modo como
ocurria en las células de plantas tras el tratamiento con los inhibidores, ningin otro organulo,
aparte de los cloroplastos, aparece alterado en el mutante chs5, como muestran las

mitocondrias morfolégicamente maduras de las imagenes k y | de la Figura I1.27.

A la luz de todos estos resultados puede inferirse que el bloqueo en la sintesis de
isoprenoides plastidicos (originado por el inhibidor fosmidomicina o en el mutante chs5 crecido a
temperaturas restrictivas), o mas concretamente de carotenoides (derivados del tratamiento con
norflurazén) provoca alteraciones graves en el desarrollo de los cloroplastos que serian,
presumiblemente, responsables de la letalidad de los individuos correspondientes. A estos
resultados se uniran los obtenidos tras el exdmen microscopico de la linea 35S:DXR-b1.A y que

seran expuestos en el apartado 11.4.4.3.

Figura I1.27: Anadlisis ultraestructural de células de plantulas de A. thaliana tratadas con fosmidomicina o
norflurazon, no tratadas y procedentes del mutante chs5 [11]. Las micrografias electronicas se obtuvieron a
partir de cortes ultrafinos (apdo. V.4.5.1) de las primeras hojas vegetativas de plantulas crecidas durante 10-12
dias y corresponden a las siguientes muestras: (a, b, c¢) plantas de A. thaliana ecotipo Col. 3 crecidas sin
tratamiento; plantas crecidas en presencia de fosmidomicina 25 uM (d, e y f) o norflurazon 10 nM (g, h e i) y,
finalmente, aquellas pertenecientes al mutante termosensible chs5 crecidas a temperaturas restrictivas (15-16
°C) (j, k y 1). Las abreviaturas sobre las imagenes senialan respectivamente: Al, granulos de almidon
cloroplastidicos; C, citoplasma; CE, cuerpos esféricos;, E, estroma; Mt, mitocondria;, Pg, plastoglobuli; T,
membranas tilacoidales; V, vacuola y VI, vacuolas intraplastidicas. Las flechas indican membranas tilacoidales

presuntamente abortadas durante el desarrollo.
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.4.4. Estudio de la funcion de los genes DXS1 y DXR mediante

aproximaciones de genética reversa.

Una estrategia cominmente utilizada para el estudio de la funcién bioldgica de un gen es
la basada en la genética reversa, aproximacién que permite modificar los niveles de expresion
de un gen a través de la generacion de plantas transgénicas que expresan el ADNc
correspondiente a dicho gen en direccién sentido o antisentido. El estudio del fenotipo resultante
permite profundizar en la funcidon desempefiada en la planta por la proteina codificada por el gen

correspondiente.

1.4.4.1. La sobreexpresion de la DXR conduce a un significativo incremento en los niveles de

clorofilas y carotenoides.

Con el propésito de abordar el estudio del fenotipo resultante de la sobreexpresion del
gen DXR, fue generada una construccién basada en el sistema de vectores binarios pBI121 en la
que la secuencia codificante completa del gen DXR fue puesta bajo el control del promotor 35S-
CaMV. Dicho promotor ha sido ampliamente caracterizado por desencadenar una expresion
fuerte y constitutiva en diversos sistemas vegetales, incuido A. thaliana. Una vez mas, se
confirmé la integridad de la construccion mediante estudio del patrén de restriccion y se reviso,

mediante secuenciacion, la regién de clonaje (apdo. V.4.1.2).

Dicha construcciéon, denominada pLBI1DXR10 (Figura II.28a), fue la utilizada para la
transformacién de plantas adultas de A. thaliana var. Col. 3. Al final del proceso se recuperaron
5 lineas positivas seleccionadas por su resistencia a la kanamicina, cuyo marcador aparece
acompafiando al transgén en el ADN-T. Los estudios de segregacién revelaron que el caracter
resistencia al antibidtico seguia una herencia mendeliana en 3 de estas lineas, en las que
aparecia una relacién de 1:3 descendientes Km®:KmR, indicativo de la presencia de una Unica
copia del transgén (Tabla II.1) . Estas 3 lineas, que fueron designadas 35S:DXR-1, 35S:DXR-2 y
35S:DXR-b1, derivaban de episodios independientes de transformacién. A partir de ellas se
acometié la obtencién de segregantes homocigoticos para el caracter resistencia al antibidtico
(generacion T3), resultando en las lineas 35S:DXR-1.C, 35S5:DXR-2.B y 35S:DXR-b1.A. Sobre

estos ejemplares se realizaron los estudios que se detallan a continuacion.

35S:DXR1 35S:DXR-2 35S:DXR-B1A
Relacion KmR:Km?$ 65:25 61:21 40:15

Tabla V.1: Andlisis de la segregacion T2 de las lineas 355:DXR mediante el recuento de la relacion entre el

. Lo . .. R . .. s
numero de individuos resistentes a kanamicina (Km") o sensibles a kanamicina (Km°).

Los analisis de northern-blot sobre muestras obtenidas a partir de hojas de plantulas de

12 dias de cada una de las 3 lineas transgénicas estudiadas y la variedad silvestre Columbia 3,
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revelaron niveles incrementados del mensajero Unicamente para la linea 2.B (Figura I1.28b). Por
su parte, los niveles de transcrito observados para la linea 1.C resultaban similares a los del
control. Finalmente, la linea 35S:DXR-b1.A presentaba niveles reducidos de ARNm, apuntando
hacia un fendmeno de cosupresién. Subsiguientemente, fueron analizados en las mismas 3
lineas los niveles de proteina DXR mediante western-blot, confirmandose las variaciones
respecto al control segln el patréon observado para los niveles de ARNm respectivos (Figura
I1.28c. De igual modo fueron analizados la niveles de transcrito y proteina DXS1 en las mismas
lineas transgénicas 35S:DXR, no observandose ningun cambio significativo respecto de lo
verificado por el control (Figura 11.28b y c). Por lo tanto, la presencia del transgén 35S:DXR no
era responsable de cambios concomitantes en la expresién del gen responsable de la actividad

enzimatica DXS.

Por otra parte, y a pesar de que hasta el momento no se ha puesto a punto ningun
método fiable para detectar la actividad enzimatica DXR en extractos de Arabidopsis, obtuvimos
una estimacién indirecta de dicha actividad catalitica gracias a los estudios de la resistencia
mostrada por cada una de las lineas 35S:DXR al inhibidor fosmidomicina (Figura II.28d). La
linea 35S:DXR-2.B, esto es, aquella que mostraba niveles acrecentados de mensajero y proteina
DXR manifestaba una mayor resistencia desde una concentraciéon 25 uM de Fm, concentracion a
la que se aprecia ya un cierto retraso en el crecimientos de las demas lineas. La diferencia en
cuanto a las resistencia mostradas por las distintas lineas se hacia mas evidente a partir de
concentraciones de 50 uM. A 100 uM del inhibidor la despigmentacion resultaba patente en todas
las lineas excepto en la 35S:DXR-2.B, algunos de cuyos individuos conservaban cierta coloracion
verde incluso a una concentracion 200 uM de Fm (resultados no mostrados). Coherentemente, la
linea 35S:DXR-bl.A, supuestamente cosuprimida, resultaba mas sensible a la Fm. Una
estimacién cuantitativa de este fendmeno aparece reflejado en la grafica de la Figura I1.36
(apdo. I1.4.5.1).

Figura I1.28: Caracterizacion molecular de las plantas transgénicas 35S:DXR. (a), representacion
esquematica a escala de la region de ADN-T del vector pLBIDXR 10, mostrando los sitios de clonaje utilizados.
(b), experimentos de northern-blot con 20 ug de ARN procedentes de las primeras hojas verdaderas de
plantulas de las lineas 35S:DXR-1.C, 2.B y bl.A y de un control de genotipo silvestre (Col. 3). La membrana
resultante fue hibridada con sondas obtenidas a partir del ADNc de los genes DXS1 y DXR (apdo. V.5.2.3); c,
analisis por western-blot con 20 ug de proteina detectados con los anticuerpos ANTI-DXSI y ANTI-DXR; d,
fotografias de plantulas de cada una de las lineas transgénicas analizadas crecidas durante 10 dias (Fm 0) ¢

14 dias (imdagenes restantes), a las concentraciones indicadas del inhibidor fosmidomicina.
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El fenotipo de aquellas lineas que mostraban variaciones significativas de mensajero,
proteina y resistencia a la fosmidomicina, esto es, las lineas 35S5:DXR-2.B y 35S:DXR-b1.A, no
manifestaba ningun cambio morfolégico relevante, como se dedujo de la observacidon de las
plantulas en diferentes momentos de desarrollo asi como de los tejidos y 6rganos de la planta
adulta. Sin embargo, un examen mas minucioso permitié observar una intensificacién del color
verde en las primeras hojas verdaderas de la linea 35S:DXR-2.B. Por su parte, la linea
cosuprimida 35S:DXR-b1.A presentaba un fenotipo albino particular que se manifestaba de
forma variegada, alternando sectores verdes y blancos distribuidos de modo aparentemente
estocastico a partir del primer par de hojas verdaderas. El fenotipo de estas plantas sera

descrito con mas detenimiento en los 2 epigrafes siguientes.
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Las observaciones en cuanto a las diferencias en la pigmentacién verde entre las
diferentes lineas fueron corroboradas mediante la cuantificacién de pigmentos fotosintéticos. En
efecto, la gréfica de la Figura I1.29 refleja como la linea 35S:DXR-2.B presenta un incremento
significativo en las cantidades de clorofilas y carotenoides totales, alcanzando en el caso
particular de la clorofila A un 142,6 % de los valores obtenidos para la planta control.
Coherentemente, dichos valores aparecen disminuidos en las muestras procedentes de la linea
35S:DXR-b1.A, reduciéndose los valores de clorofila A en aquellos sectores particularmente
afectados hasta un 30 % de los medidos en la planta silvestre. De esta forma, los cambios en el
contenido en pigmentos parecian correlacionar con los niveles de expresion detectados en este
caso. Finalmente, en ninguno de los casos parecian observarse cambios en las ratios clorofila a/b
o clorofilas/carotenoides respecto de las medidas para la variedad silvestre Col. 3 de
Arabidopsis, ratios que, por otro lado, reflejan el estado fisiolégico de la planta (datos no

mostrados).

|_ICoI. 3 W355:DXR1.C 0355:DXR-2.B
035S:DXR-b1.A (verde) 035S:DXR-b1.A (blanco)

1142
12041 1000

100 1 79.0

% PIGMENTOS/Col.3
©
S

CAROT+XANT Clf B Clf A

PIGMENTOS

Figura I1.29: Andlisis cuantitativo de clorofilas y carotenoides de plantas 35S:DXR (parte aérea).
Cuantificacion realizada sobre muestras de hojas procedentes de las lineas 35S:DXR-1.C, 355:DXR-2.B,
358:DXR-b1.A y Col. 3 de A. thaliana, midiendo 3-4 réplicas para cada una de ellas segun una adaptacion del
método de Lichtenthaler [170] (apdo. V.4.8). Las muestras correspondientes a la linea 35S:DXR-b1.A fueron
clasificadas en dos grupos en funcion de la severidad del fenotipo que presentaban (blanco y verde). Las
columnas representan las cantidades de pigmento asi estimadas, que, para mayor claridad en la exposicion de
los datos, han sido representadas como valores porcentuales relativos a los obtenidos para la variedad Col. 3
silvestre. Las barras representan, en cada caso, las desviaciones estandar. CAROT+XANT, carotenoides y

xantofilas; CIf B, clorofila B y CIf 4, clorofila A.

Otro aspecto del fenotipo de las lineas 35S:DXR estudiado fue el referido al desarrollo de
las radiculas, habida cuenta de la notoria expresion alcanzada en dichos tejidos por el gen DXR.

Con el objeto de facilitar la observacion y medicion de las mismas, las plantulas de cada una de
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las lineas fueron crecidas durante 2 semanas en placas dispuestas perpendicularmente al suelo.
No pudo apreciarse ninguna alteracion en el patrén de desarrollo morfogenético en ninguno de
los casos durante el tiempo en que se efectud el seguimiento. AGn mas, tampoco fueron
apreciadas variaciones significativas en cuanto a la longitud alcanzada por las raices de las

diferentes lineas, tal y como refleja la gréafica de la Figura I1.30.

HCol. 3
035S:DXR-1.C
[035S:DXR-2.B
[035S:DXR-b1.A

Longitud radiculas (cm)

Figura 11.30: Estudio de la longitud de las radiculas de las plantas 355:DXR. Medicion efectuada sobre 15-
25 raices de plantulas de 11 dias de cada una de las lineas crecidas bajo condiciones de fotoperiodo de dia
largo. Las columnas representan las medias correspondientes a cada una de las mediciones, y las barras, las

desviaciones estandar correspondientes.
11.4.4.2. La linea 35S:DXR-b1.A manifiesta un fenotipo variegado.

Como acabamos de ver, la linea 35S:DXR-b1.A presenta unos niveles reducidos del
mensajero y proteina DXR, asi como de resistencia a la fosmidomicina (Figura I1.28 y 35), muy
probablemente debidos a un fenémeno de cosupresion. A través de este fendomeno, y por medio
de un mecanismo poco conocido, la planta reprime los niveles de expresién del gen enddgeno,
homoélogo al introducido mediante la transgénesis [83, 236, 302]. Por todo esto, y de acuerdo
con el papel que la enzima DXR tiene en la biosintesis de pigmentos fotosintéticos, resultaba
esperable la aparicidon de un fenotipo albino en la linea 35S:DXR-b1.A, ya desde las primeras
hojas verdaderas, como confirmaron los andlisis de pigmentos. Curiosamente, este fenotipo
seguia una distribucion irregular de unos individuos a otros, afectandolos con variada intensidad,
y resultando letal en aquellos casos extremos. AUn mas, dicha variabilidad se manifestaba
dentro de un mismo tejido u érgano, como reflejan las imagenes de la Figura 11.31, en las que
se aprecian sectores verdes, blancos y un conjunto de matices intermedios siguiendo una
distribucién aparentemente estocastica. A pesar de ello, no eran apreciables alteraciones
morfoldgicas resefiables en aquellos érganos afectados, al margen de una reducciéon en el
tamafio de los mismos. Las inflorescencias mostradas en las imagenes b y c de la Figura I1.31

resultaban bioldgicamente funcionales, esto es, fértiles, pudiendo generar silicuas (Figura II.31e)
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con semillas totalmente viables, aunque producidas en menor nimero. El estudio mediante lupa
de fluorescencia de sectores blancos y verdes de las hojas del mutante, utilizando un filtro capaz
de absorber especificamente a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorbancia
del espectro de la clorofila, reveld una reduccion en la intensidad de la fluorescencia emitida en
relacion con la imagen correspondiente de una hoja de la planta silvestre, reducciéon que ademas
correlacionaba con aquellos sectores mas severamente albinos (Figura II.31a). Sin embargo,
aun en las zonas de la hoja aparentemente blancas, seguia apareciendo cierta emision propia de

la clorofila, indicativa de la presencia de cloroplastos pigmentados.

35S:DXR-b1.A

Figura I1.31: Observacion del fenotipo variegado caracteristico de la linea 35S:DXR-bIA. (a), imagenes
obtenidas mediante lupa confocal provista de un filtro especifico para la clorofila a partir de hojas jovenes y
aumentadas 40 veces; b, brotes terminales con primordios florales; c, brotes terminales con inflorescencias
maduras; d, hojas caulinares; e, silicuas y f, plantulas de 14 dias. En cada caso, las imdgenes de la izquierda
corresponden a individuos de la linea silvestre Columbia 3 de A. thaliana, mientras que a la derecha aparecen

las muestras procedentes de la linea 35S:DXR-b1.A.

11.4.4.3. La linea 35S:DXR-b1.A posee alteraciones en los plastidos analogas a las del mutante

chsby a las provocadas por el tratamiento con fosmidomicina o norflurazén.

El exdmen al microscopio dptico de secciones transversales de hojas de A. thaliana var.
Col. 3 (Figura II.32c) y de la linea 35S:DXR-b1.A (Figura I1.32d), en este caso procedentes de

sectores particularmente afectados, denotaron una reduccién en el nimero de cloroplastos, los
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cuales ademas presentaban niveles reducidos de tincion con azul de metileno, reflejo de la
deficiencias en las estructuras internas de membranas. Pero lo mas destacado de esta
observacion era la alteracion en el perfil histolégico de la hoja de Arabidopsis. La reduccién en
los niveles de DXR correlacionan con una desorganizacién en la morfologia tipica de las células
epidérmicas y del mesofilo, tanto las que conforman el parénquima en empalizada como el

esponjoso.

Para obtener mads informacién acerca de las alteraciones citoldégicas de las hojas de la
linea 35S:DXR-b1.A se llevaron a cabo observaciones por microscopia confocal y electrénica.
Para ello, se seleccionaron hojas vegetativas emergentes provenientes de plantulas de 12 dias
agrupadas en 3 tipos en funcién de la severidad del fenotipo que presentaban, junto a otras

muestras obtenidas a partir de la linea silvestre de referencia.

La observacibn en un microscopio confocal, provisto de filtros que detectaban
especificamente la autofluorescencia emitida por la clorofila, de las hojas 35S:DXR-b1l.A
denotaba alteraciones en la forma y tamano de los cloroplastos y una autofluorescencia
reducida, corroborando lo ya apuntado tras la observacidn con la lupa de fluorescencia. Ademas,
estas particularidades eran tanto mas evidentes cuanto mayor era el grado de albinismo
presentado (Figura I1.32f-h). A pesar de ello, aun en las zonas completamente blancas, aparecia
sefial roja correspondiente a la autofluorescencia de la clorofila, indicativa de la presencia de
plastidos con cierto grado de pigmentacidn. A continuacién, todas estas observaciones fueron
detalladas gracias a los estudios de microscopia electrénica (Figura I1.32j-1). En efecto, el
analisis de la ultraestructura revelé la aparicion de cloroplastos que, si bien presentaban un
tamano no muy inferior al de los correspondientes al control, estaban desposeidos de granas
correctamente formados. Otro fendmeno destacable era la apariciéon de heteroplastidia (Figura
I1.32k), esto es, células en las que coexisten plastidos con sus estructuras membranarias
internas en diversos estadios del desarrollo, en un rango que incluia desde aquellos con un
grado de desarrollo andlogo al de las plantas silvestres hasta otros con alteraciones similares a
las observadas tras el tratamiento con fosmidomicina o norflurazén y aquellas propias del
mutante chs5 (Figura I1.28j y k). A medida que se acentuaba el fenotipo, aumentaba la
desestructuracién de los cuerpos lamelares, abortandose la formacién de los grana en un estadio
anterior. Era destacable, asimismo, la aparicidn de vacuolas intraplastidicas y cuerpos esféricos
similares a los encontrados en aquellas muestras tratadas con norflurazén. En cualquier caso, no
fueron observadas alteraciones en organulos distintos de los descritos, tales como las
mitocondrias.
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Figura 11.32: Estudios de microscopia odptica, laser confocal y electronica de plantas 355:DXR-bl.A. La
imagen a corresponde a una hoja procedente de la variedad Columbia 3 de A. thaliana y b, a 3 hojas
representativas de los fenotipos encontrados en la linea 355:DXR-bl.A, con intensidad creciente en la
severidad del fenotipo variegado de arriba a abajo; (c) Examen al microscopio dptico de cortes transversales
procedentes de hojas Col. 3 tefiidos con azul de metileno y 35S:DXR-bl.A (d) (magnificacion 60x);
observacion por microscopia confocal (e, f; gy h) y electronica (i, j, k y 1) de la citologia de células foliares de
plantas silvestres de A. thaliana var. Col.3 (c y g) y provenientes de la linea 35S:DXR-bl.A (d, e, f, h, i y j),
clasificadas en 3 grupos en funcion de la severidad del fenotipo observado (d—f, y —j). Las flechas en las
micrografias electronicas indican grana abortados en diversos estadios del desarrollo. La notacion es la
siguiente: Al, granulos de almidon; T, tilacoides; Pg, platoglobuli; Mt, mitocondria; CE, cuerpos esféricos y

VI, vesiculas intraplastidicas.
11.4.4.4. Expresion de la DXS1 bajo el control del promotor inducible pTA7002.

La utilizacién de sistemas de expresion inducible incrementa las posibilidades derivadas
de las técnicas de transgénesis en plantas, posibilitando, por ejemplo, la obtencion de mutantes
condicionales. La generacidén de plantas transgénicas que permiten la expresion modulada del
transgén permite el estudio del fenotipo originado aldn cuando la expresion estable de dicho gen
resulte en un efecto letal para la planta. Finalmente, constituye una herramienta util para
regular la expresion del trangén de modo espacio-temporal o incluso dosis-dependiente respecto

del inductor.

En este ambito, se generaron plantas que contenian la construccidon resultante de la
fusion traduccional del promotor inducible del vector pTA7002 [10] con el marco abierto de
lectura completo para la DXS1 (ver apdo. V.4.1.2). La transformacién de plantas de Arabidopsis
con aquella construccidén, designada pLTAS1, permitié rescatar 5 lineas en las que el caracter
resistencia a higromicina (marcador de seleccién que aparecia acompafiando al transgén en la
region de ADN-T) seguia una segregacion mendeliana (Tabla II.2). Dichas lineas fueron
seleccionadas para llevar a homocigosis, momento en el que se observé como dos de ellas
presentaban problemas desde la germinaciéon mientras que las restantes no sufrian ninguna
alteracion fenotipica apreciable como resultado del tratamiento con el inductor. Sobre estas tres
lineas, designadas TA:DXS1-6.1.3, TA:DXS1-b.1.1 y TA:DXS1-4t.3.1 fueron realizados los

estudios que se detallan a continuacion.

TA:dxs1-6.1. TA:dxs1-b.1. TA:dxs1-4t.3.

Relacion HgR:Hg® 43:18 27:8 36:18

Tabla I1.2: Andlisis de la segregacion T2 de las lineas TA:DXS1 mediante recuento de la relacion

resistentes a higromicina (Hg") frente a sensibles al antibiético (Hg").

La Figura II.33 muestra el resultado obtenido en el analisis de northern-blot efectuado a
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partir de ARN de la parte aérea de plantulas de 12 dias de las 3 lineas homocigotas
seleccionadas crecidas en presencia de 30 uM del inductor dexametasona. Plantas transgénicas
transformadas con el vector vacio pTA7002 fueron utilizadas como control. En este analisis
resulté destacable los acrecentados niveles de expresion del mensajero DXS1 en respuesta a la
presencia de dexametasona para las tres lineas TA:DXS1, en especial para la linea TA:DXS1-
4t.3.1. Asimismo, se remarcé la ausencia de cambios en los niveles de ARNm entre las plantas
control crecidas con y sin el glucocorticoide sintético utilizado como inductor, confirmando la
ausencia de efectos pleiotrépicos debidos a la presencia del inductor o del factor de transcripciéon
quimérico responsable de la induccidn. A pesar de ello, los analisis cuantitativos de los
carotenoides y las clorofilas (A+B) no reflejaron cambios significativos entre las distintas lineas
inducidas, ni con respecto al control sin tratar (Figura II.33b). Por otro lado, la ausencia de
cambios significativos para los niveles de proteina DXS1 entre las distintas muestras analizadas
resulté lo mas destacado de la aproximacion de western-blot mostrada en la Figura I1.33a.
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Figura I1.33: Andlisis de las lineas TA:DXS1. (a), caracterizacion molecular, mediante aproximaciones de
northern y western-blot. Se utilizaron, en cada caso, 20 ug de ARN total o proteina extraidas de la parte aérea
de plantulas de cada una de las lineas TA:DXSI1 crecidas durante 12 dias bajo ciclo 16 horas luz:8 horas
oscuridad en presencia de una concentracion final de 30 uM de dexametasona (DEX) y, como control, plantas
transgénicas portadoras del vector vacio pTA7002 crecidas con o sin inductor. (b), cuantificacion de
carotenoides y clorofilas. Las columnas representan la media de 2 muestras independientes expresadas en %

respecto de los valores obtenidos por la linea TA7002 crecida en ausencia de tratamiento. Las barras
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corresponden a las desviaciones estandar. CAROT+XANT, carotenoides y xantofilas; CIf A+B, clorofilas A y
B. (c), representacion esquematica a escala de la region de ADN de transferencia integrada en las plantas de

la linea TA:DXS1. Se indican, asimismo, los sitios de restriccion utilizados en el clonaje.

11.4.5. Aproximaciones al estudio del intercambio de intermediarios entre las
rutas del MEP y del MVA de sintesis de IPP.

La posible interaccién entre las dos vias de sintesis de IPP que coexisten en la célula
vegetal constituye una de las cuestiones mas intrigantes en relacidon con el estudio de la
regulacion de la biosintesis de isoprenoides en plantas. Con el objeto de abundar en dicha
cuestion, se han planteado una serie de abordajes experimentales sobre la base de las

herramientas generadas en este trabajo, que pasaremos a analizar a continuacién.

1.4.5.1. El fenotipo originado por el tratamiento con mevinolina puede ser revertido por la adicion

exdgena de desoxixilulosa.

Como se ha referido abundantemente en otros puntos de esta memoria, la mevinolina es
un potente inhibidor de la ruta del MVA de sintesis de isoprenoides, bloqueando especificamente
la enzima HMGR. El fenotipo originado por la mevinolina es manifiesto desde concentraciones de
2,5 uM y pasa por el malogramiento o aborto del meristemo primario (cono vegetativo)
responsable de la formacidn de las primeras hojas vegetativas, una paralisis casi total en el
desarrollo de la radicula, asi como una acumulacién de antocianinas que le confieren un
caracteristico color rojo. De este modo, la presencia de mevinolina en el medio de germinacién

origina un bloqueo en el crecimiento de las plantulas de A. thaliana.

En este contexto, se planted la posibilidad de revertir el bloqueo causado por la
mevinolina con mevalonato (MVA), producto especifico de la reaccién catalizada por la HMGR, o
bien con metabolitos de la recientemente descubierta ruta del MEP de sintesis de IPP, como la

desoxixilulosa (DX).

De acuerdo con lo esperado, el MVA, adicionado al medio de crecimiento a una
concentracion de 1mM revierte el bloqueo originado por mevinolina (Figura II1.34c). Sin
embargo, resultaba inédita la capacidad de la DX, identificada como primer intermediario de la
ruta plastidica del MEP de sintesis de IPP, de rescatar el efecto de la mevinolina cuando era
afiadido a concentraciones de 1mM, aln no siendo tan efectiva como el MVA, sobre todo en lo
referido a las radiculas (Figura 11.34d). Era resefable también el efecto letal sobre las plantas de
la DX adicionada a concentraciones finales de 5 mM, letalidad que pasaba por la aparicion de un
fenotipo similar al mostrado cuando eran crecidas a una concentracion de Fm superior a 50 uM

(datos no mostrados).

Cuando fueron extraidas las proteinas procedentes de dichas muestras e identificadas
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sobre ellas las proteinas DXS1 y DXR mediante western-blot, se observé como la mevinolina
determinaba una disminucién en los niveles de proteina respecto del control, probablemente
como consecuencia del bloqueo metabdlico global generado por el inhibidor. Asimismo, la adicién
de los intermediarios DX o MVA junto a la mevinolina originaba una acumulacién de las proteinas
DXS1 y DXR que alcanzaban los valores obtenidos por el control, y que incluso los superaban en
el caso de la proteina DXR, particularmente en lo concerniente al tratamiento con MVA (Figura
I1.34e).

Sin embargo, no se destacd ninguna caracteristica fenotipica diferencial entre las plantas
crecidas en presencia de los intermediarios DX o MVA a una concentracién de 1mM o en
ausencia de los mismos (resultados no mostrados). La Figura II.34f refleja como, en las
muestras extraidas de plantulas crecidas durante 21 dias en presencia de MVA o DX
suplementada al medio de cultivo a una concentracién de 1mM, no fue detectable ningdn cambio
significativo en los niveles de proteina DXS1 o DXR en relaciéon con las detectadas en plantas
crecidas en ausencia de intermediarios. Por lo tanto, quedaban descartados eventuales efectos
de regulacién “feed-back” de los intermediarios DX y MVA en la DXS1 y DXR, las 2 primeras
enzimas implicadas en la sintesis via MEP de IPP.
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Figura 11.34: Experimentos de reversion de la mevinolina (Mv). (a), plantulas de A. thaliana var. Col. 3
crecidas durante 21 dias bajo fotoperiodo de dia largo (16 h luz:8 h oscuridad) en ausencia de suplementos en
el medio; b, en presencia de 2,5 uM de mevinolina (Mv); c, de 2,5 uM de Mv suplementada con mevalonato
ImM (MVA) y d, 2,5 uM de Mv suplementada con desoxixilulosa (DX) 1 mM. Las flechas sefialan las
aberraciones que ocurren en los meristemos foliares como consecuencia del tratamiento con mevinolina. (e),
western-blot sobre proteinas extraidas de las muestras a, b ¢ y d, con los anticuerpos anti-DXS1 y anti-DXR.
(), western-blot efectuado a partir de proteinas de plantas crecidas 21 dias con 1 mM DXy 1 mM MVA, o en

ausencia de intermediarios.
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Desde otro abordaje experimental, nos planteamos examinar si la sobreexpresion de la
DXR de A. thaliana incrementaba la resistencia frente al inhibidor mevinolina. Para ello, se
utilizaron las plantas transgénicas 35S:DXR (apdo. 11.4.4.1) y, con el objeto de obtener una
apreciacion cuantitativa del proceso, ante la variabilidad de respuesta observada, se cuantificé el
porcentaje de individuos de las lineas 1.C y 2.B que eran capaces de desarrollar hojas
verdaderas frente a concentraciones crecientes de mevinolina. Se empleé6 como control una
planta transgénica de A. thaliana que sobrexpresaba el dominio catalitico de la HMGR1 bajo el
control del promotor 35S-CaMV (linea 35S:HMG1-24.3, [112]). Los resultados obtenidos
aparecen reflejados en la Figura I1.35 y, como era esperable, la linea 355:HMG1-24.3 mostrd un
elevado porcentaje de individuos resistentes a concentraciones de hasta 5 mM de mevinolina.
Sin embargo, ninguna de las dos lineas 35S:DXR examinadas (1.C y 2.B) presentaron niveles
aumentados de resistencia con respecto al control Columbia 3 de cara al bloqueo originado por

la mevinolina.
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Figura 11.35: Anadlisis cuantitativo de la resistencia a mevinolina de plantas transgénicas 35S:DXR y
358:HMG1. La grafica representa el porcentaje de plantulas (sobre un recuento de aproximadamente 100 en
cada caso) de cada una de las lineas capaces de desarrollar hojas verdaderas a las concentraciones indicadas
de mevinolina (Mv). Se utilizaron como control las variedades silvestres Col. 3 y C-24 de A. thaliana, sobre las

que se generaron, respectivamente, las plantas transgénicas de las lineas 35S:DXR y 35S:HMG1-24.3 [112].

1.4.5.2. La sobreexpresion de la HMGR1 de A. thaliana resulta en un ligero incremento en la

resistencia frente a la fosmidomicina.

Una serie de experimentos analogos a los descritos con la mevinolina fueron, asimismo,
planteados con la fosmidomicina, el inhibidor de la DXR. En este caso, ninguno de los
intermediarios analizados, desoxixilulosa (DX), metileritritol (ME) y mevalonato (MVA) a 1y 5
mM, fueron capaces de revertir el fenotipo originado por el inhibidor de la DXR (resultados no

mostrados).

Seguidamente, fue analizada la resistencia de lineas transgénicas de sobreexpresion de
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la HMGR1 y DXR a la presencia de fosmidomicina. Para ello, fue elegido el criterio de contabilizar
el numero de individuos que eran capaces de desarrollar hojas verdes tras 14 dias creciendo a
distintas concentraciones de la droga. Como ya habiamos apuntado en el apartado I1.4.4.1
(Figura 11.28), las plantas de la linea 35S5:DXR-2.B, que mostraba niveles incrementados de
ARNm y proteina DXR, presentan una resistencia aumentada a la fosmidomicina respecto de las
plantas control del mismo fondo genético (Col. 3). Por su parte, la linea 355:DXR-1.C, que
mostraba unos niveles de ARNm y proteina DXR similares a los del control, presentd un ligero
incremento en la resistencia frente a bajas concentraciones de fosmidomicina, especialmente
perceptible a Fm 25 uM. Finalmente, la linea 35S:DXR-b1.A, cosuprimida para la expresién de la
DXR, era la que presentaba menor resistencia a la fosmidomicina, sensiblemente por debajo de

las plantas Col. 3 control (Figura II.36).

En la grafica de la Figura I1.36 aparecen reflejados también los niveles de resistencia
verificados por la linea 24.3 que sobreexpresa del dominio catalitico de la HMGR1 respecto de los
obtenidos por los individuos de su fondo genético C-24 [112]. Se pudo constatar, de este modo,
como aumentos en la actividad HMG-CoA reductasa correlacionaban con ligeros incrementos en
la resistencia a la fosmidomicina. Este extremo resultaba especialmente notorio en el rango de
concentraciones de 50 a 75 uM del inhibidor Fm. Nétese, por uUltimo, la resistencia de las plantas

silvestres de la variedad C-24, considerablemente incrementada respecto de las de Col. 3.
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Figura 11.36: Andlisis cuantitativo de la resistencia frente a la fosmidomicina de plantas transgenicas
358:DXR y 358S:HMGI. La grdfica representa el porcentaje de individuos (sobre un recuento de
aproximadamente 100 en cada caso en 2 réplicas independientes) de cada una de las lineas capaces de
desarrollar hojas verdes, después de crecer durante 14 dias a las concentraciones de fosmidomicina indicadas
(Fm). Se utilizaron como control las variedades silvestres Col. 3 y C-24, sobre las que se generaron,

respectivamente, las plantas transgénicas de las lineas 35S:DXR y 35S:HMG1-24.3 [112].
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11.4.5.3. El fenotipo albino de las plantas 35S:DXR-b1.A no puede ser revertido por la adicion
exdgena de metileritritol.

Se ha descrito que el mutante de E. coli defectivo para la DXR es revertido con el
metieritritol (ME), forma defosforilada del producto de la reaccién catalizado por la DXR [239].
Presumiblemente, dicho metabolito seria fosforilado e incorporado eficientemente a la ruta MEP
de sintesis de IPP [55]. En base a estos antecedentes, se planted la posibilidad de revertir el
fenotipo observado para el mutante 35S:DXR-b1.A con ME, asi como con el producto de la

reaccién catalizada por la HMG-CoA reductasa, el mevalonato (MVA).

Para ello, fueron crecidas plantulas de Arabidopsis provenientes de la linea 35S:DXR-
b1l.A, cosuprimida en la DXR y de la variedad silvestre Col. 3, como control, en medio
suplementado con concentraciones de 1 mM de ME y de MVA. Después de 10 dias de crecimiento
bajo condiciones de luz continua no se observaron diferencias apreciables en ninguna de las 2
lineas analizadas bajo los distintos tratamientos. Para descartar la aparicion de algin cambio
cuantitativo en la despigmentacion caracteristica de la linea 35S:DXR-b1.A en respuesta a la
presencia de ninguno de los dos intermediarios, fueron medidos los pigmentos en cada uno de
los casos. El resultado se muestra en la grafica de la Figura I1.37, y permite concluir como,
ninguno de los tratamientos llevados a cabo desemboca en reversion del fenotipo, aun cuando el
mevalonato produzca un limitado aumento en los valores de pigmentos de la linea 35S:DXR-
b1l.A.
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Figura I1.37: Andlisis cuantitativo de clorofilas y carotenoides de plantas 355:DXR-b1.A (parte aérea)
crecidas en presencia de ME y MV A o en ausencia de tratamiento. Cuantificacion realizada sobre muestras
de hojas procedentes de las lineas 355:DXR-bl.A y Col. 3, midiendo 3 réplicas para cada una de ellas segun
una adaptacion del método de Lichtenthaler [170] (apdo. V.4.8). Las plantas fueron crecidas durante 10 dias a
luz continua en medios sin suplementar o suplementados con metileritritol y mevalonato a las concentraciones

indicadas. CAROT+XANT, carotenoides y xantofilas; CIf A+B, clorofilas A y B.
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11.4.5.4. El mutante termosensible chs5 pudo ser rescatado con la DX, no asi con el ME ni con el
MVA.

Para terminar con estos experimentos relativos a la interaccién entre las dos vias de
sintesis de IPP, se utilizéd el mutante chs5, abundantemente referido a lo largo de esta memoria,
y blogueado en el paso catalizado por la DXS1. Coherentemente con ello, y como ya habia sido
descrito [11], la DX, a una concentracién de 1mM rescataba el fenotipo caracteristico del chs5
(Fig