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Resumen y palabras clave

.- RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

En los metazoos, las proteinas Phosphorylated Adaptor for RNA Export (PHAX)
actuan como exportadoras de los precursores de los ARN pequefios nucleares (sSnARN) y
nucleolares (snoARN), que participan en el splicing y la biogénesis del ribosoma,
respectivamente. En este Trabajo de Fin de Master se ha iniciado el estudio funcional del
gen AT3G20430, que codifica la presunta ortdloga de las PHAX en Arabidopsis, que no se
han estudiado en las plantas y muy poco en los animales. Se han caracterizado dos alelos
insercionales de PHAX, phax-1 y phax-2, cuya homocigosis produce un fenotipo
pleiotrépico muy aberrante y poco viable. Se han obtenido tres transgenes para rescatar el
fenotipo de los mutantes insercionales, determinar los efectos de la sobreexpresion de
PHAX, y localizar su producto proteico. Mediante analisis de northern, se han detectado
defectos en el procesamiento del pre-ARNr 45S en los mutantes phax. Se han iniciado
analisis transcriptomicos y de interacciones genéticas para encontrar relaciones
funcionales entre PHAX y genes implicados en la biogénesis del ribosoma o el splicing.
Nuestros resultados preliminares en Arabidopsis, sugieren la conservacion evolutiva de la
funcion de PHAX entre los distintos reinos.

Palabras clave: Arabidopsis, biogénesis del ribosoma, snoARN, snARN, PHAX,

mutante insercional.

In metazoans, Phosphorylated Adaptor for RNA Export (PHAX) proteins act as
exporters of precursors of small nuclear RNAs (snRNAs) and nucleolar RNAs (snoRNAs)
involved in splicing and ribosome biogenesis, respectively. In this Master's Thesis, the
functional study of the AT3G20430 gene has been initiated, which encodes the putative
ortholog of PHAX in Arabidopsis, which have not been studied in plants and very little in
animals. Two insertional alleles of PHAX have been characterized, phax-1 and phax-2,
whose homozygosity results in a highly aberrant and barely viable pleiotropic phenotype.
Three transgenes have been obtained to rescue the phenotype of the insertional mutants,
to determine the effects of PHAX overexpression, and to localize its protein product. Gel
blot analyses have revealed defects in the processing of pre-rRNA 45S in the phax mutants.
Transcriptomic and genetic interaction analyses have been initiated to identify functional
relationships between PHAX and genes involved in ribosome biogenesis or splicing. Our
preliminary results in Arabidopsis, suggest cross-kingdom conservation of PHAX function.

Keywords: Arabidopsis, ribosome biogenesis, SnoRNA, snRNA, PHAX, insertional

mutant.
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I.- INTRODUCCION
I.1.- La biogénesis del ribosoma eucariético citoplasmico

Los ribosomas constituyen una maquinaria ancestral y evolutivamente conservada,
que se encarga de la traduccion de los ARN mensajeros (ARNm) a proteinas en todos los
organismos vivos. Los eucariotas cuentan con hasta tres tipos de ribosomas distintos: el
citoplasmico, el mitocondrial y, en los fotosintéticos como Arabidopsis, el del cloroplasto. El
ribosoma citoplasmico u 80S (en adelante, el ribosoma) es el responsable de traducir los
ARNmM de los genes nucleares y esta formado por las subunidades menor o 40S y mayor
o 60S, ambas constituidas por ARNr y proteinas ribosémicas (PR). La subunidad 40S
contiene, en todos los eucariotas, el ARNr 18S y mas de 30 PR, mientras que la 60S
contiene el ARNr 25S (en las plantas y las levaduras) o 28S (en los metazoos), asi como
los ARNr 5.8S y 5S, y unas 50 PR (revisado en Weis et al., 2015).

La biogénesis del ribosoma es un proceso muy complejo y conservado en todos los
eucariotas, que transcurre en el nucleolo, el nucleoplasma y el citoplasma, y requiere una
gran aportacion energética, asi como la estricta regulacion y coordinacion de los factores
que participan en la sintesis, el ensamblaje y la exportacién de todos sus componentes: las
tres polimerasas de ARN (ARN pol) eucariéticas, cuatro ARNr, ARN pequefios nucleolares
(snoARN), decenas de PR, y cientos de factores denominados conjuntamente factores de
la biogénesis del ribosoma (FBR) (revisado en Saez-Vasquez y Delseny, 2019).

La biogénesis del ribosoma se inicia con la transcripcién, por parte de la ARN pol |,
del ADNr 45S/35S/47S (en las plantas, las levaduras y los metazoos, respectivamente),
cuyas numerosas copias se localizan en las regiones organizadoras nucleolares (NOR, de
Nucleolar Organizer Region). Cada copia de ADNr 45S/35S/47S contiene las secuencias
de los ARNr 18S, 5.8S y 25S/28S maduros. Estas secuencias se encuentran separadas
entre si por los espaciadores internos ITS1 e ITS2, y flanqueadas en los extremos 5y 3’
por los espaciadores externos 5-ETS y 3-ETS, todos los cuales se transcriben y escinden,
posteriormente, durante el procesamiento secuencial del transcrito primario policistronico
que se genera, conocido como pre-ARNr 455/35S/47S. La ARN pol Il transcribe los genes
que codifican las PR, los FBR y la mayoria de los snoARN que participan en el proceso.
Por otro lado, en el nucleoplasma, la ARN pol lll se encarga de transcribir el ADNr 5S, cuyo
transcrito primario madura en un proceso relativamente simple, y los genes que dan lugar
a los ARN transferentes (ARNt) y a otros snoARN. Las particulas prerribosémicas pre-40S
y pre-60S se forman secuencialmente, exportandose al citoplasma por los nucleoporos,
donde se completa su maduracion. Finalmente, las subunidades 40S y 60S se ensamblan

para dar lugar al ribosoma maduro (revisado en Saez-Vasquez y Delseny, 2019).
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1.1.1.- El procesamiento del pre-ARNr 45S

Tal como se ha mencionado en el apartado anterior, el procesamiento del pre-ARNr
45S/35S/47S da lugar a los ARNr 18S, 5.8S y 25S/28S maduros. Es un proceso complejo
que incluye la fragmentacion y eliminacion de los ETS e ITS mediante diversos cortes endo-
y exonucleoliticos, asi como las modificaciones quimicas cotranscripcionales de algunos
nucleotidos durante las etapas mas tempranas (revisado en Henras et al., 2015).

El pre-ARNr 45S en las plantas presenta, como en los animales, varios sitios de
corte situados en los ETS e ITS (Figura 1, en la pagina 5). El procesamiento del pre-ARNr
458 se inicia con los cortes en los sitios P y Bo, que lo acortan en sus extremos dando lugar
al pre-ARNr 35S. A continuacion, se inician tres rutas alternativas: la del “5-ETS primero”,
“ITS1 primero” e “ITS2 primero”. Se cree que la coexistencia de estas tres rutas se debe a
la importancia de asegurar la produccion de una cantidad suficiente de ribosomas, y la
estricta regulacion de su biogénesis. En la ruta del “5"-ETS primero”, el pre-ARNr 35S sufre
cortes en P'y B,, que dan lugar al pre-ARNr 33S(P’). Este precursor es escindido en P2, A
y D o Bs, rindiendo los pre-ARNr 32S, 27SA;, 18S-A> y 27SBsy como productos
intermedios, y el ARNr 18S maduro como producto final. Por otro lado, en la ruta del “ITS1
primero”, el pre-ARNr 35S se corta en el sitio As, dando lugar a los pre-ARNr P-Az y 27SAs.
El P-As es escindido sucesivamente en P4, P', P2, A2 y D, rindiendo los pre-ARNr Pi-As,
P'-Asz, 18S-As y 18S-A,, y el ARNr 18S maduro como producto final. En esta misma ruta, el
pre-ARNr 27SA; sufre cortes en B4, C,, Cq 0 E, cuyos productos intermedios son los pre-
ARNr 27SBsy, 26S, 7Ssi. y 6Ssi, Y los finales, los ARNr 5.8S y 25S maduros. Por ultimo,
en la ruta del “ITS2 primero”, el pre-ARNr 35S se corta en los sitios C, y By, dando lugar a
los pre-ARNr P-C, y 26S. El P-C; sufre un corte en el sitio As, rindiendo los pre-ARNr P-Az
y 5'-5.8S como productos intermedios, y el ARNr 5.8S maduro como producto final. En esta
misma ruta, el pre-ARNr 26S se corta en C4, dando lugar al ARNr 25S maduro (Figura 1,

en la pagina 5; revisado en Weis et al., 2015; Saez-Vasquez y Delseny, 2019).

1.1.2.- Los efectos de las alteraciones en la biogénesis del ribosoma

Las alteraciones en la biogénesis del ribosoma o en la actividad del ribosoma
maduro son responsables de un amplio espectro de patologias humanas, con distintos
origenes y manifestaciones clinicas, que se conocen como ribosomopatias. Entre ellas,
destacan varios tipos de cancer, diversos sindromes neuroldgicos y otros que afectan al
linaje hematopoyético (revisado en Lafontaine et al., 2021).

Este tipo de estrés celular estimula diversas rutas de senalizacion especificas, que

inducen la detencion del ciclo celular, la senescencia o la apoptosis. Si bien en los ultimos
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afos se han descrito nuevas vias de respuesta al estrés nucleolar en los animales, la ruta
canodnica y mejor estudiada es la dependiente del factor de transcripcion antitumoral p53.
En condiciones normales, p53 es regulado negativamente por Murine Doube Minute 2
(MDM2), una ligasa de ubiquitina de tipo E3 que lo poliubiquitina para su exportacion al
citoplasma y posterior degradacion por el proteasoma. Sin embargo, en condiciones de
estrés nucleolar o ribosémico, se induce la sintesis de PR como RPS7, RPL5, RPL11 o
RPL23, que se acumulan libres, pasando del nucleolo al nucleoplasma sin integrarse en
los ribosomas, y se unen a MDM2, inhibiendo su actividad. Como resultado, p53 se
estabiliza y sus niveles aumentan, conduciendo a la inhibicién del ciclo celular o a la
induccion de senescencia o apoptosis (revisado en Ohbayashi y Sugiyama, 2018; Saez-

Vasquez y Delseny, 2019).

5-ETS ITS1 ITS2 3-ETS
A,B P P, P P, DA, A,B, E C, C, B, B,
PSS SO N — .
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35S(P) - —
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Figura 1.- Esquema del procesamiento del pre-ARNr 45S en Arabidopsis. Los rectangulos de colores
representan las secuencias de los ARNr maduros contenidas en el transcrito primario policistronico
del ADNr 458S. Las flechas verticales indican los cortes endonucleoliticos, y las letras, los sitios de
corte en los correspondientes pre-ARNr. Se destacan en azul algunos de los FBR que aparecen en
este trabajo. La insercion del pre-ARNr 45S no esta a escala. Modificado a partir de Cabezas-Fuster
et al. (2023), quienes se basaron en Saez-Vasquez y Delseny (2019).

En Arabidopsis, las mutaciones en genes que codifican FBR o PR pueden causar
letalidad gametofitica, embrionaria y/o postembrionaria, aunque en su mayoria son viables
y generan fenotipos pleiotropicos caracterizados por un crecimiento lento, alteraciones en
el momento de la floracion, porte reducido, infertilidad, y una menor proliferacion celular en
las raices y en las hojas. Estas ultimas suelen ser apuntadas y dentadas, y con frecuencia
muestran un patrén de venacion alterado (Fujikura et al., 2009; revisado en Saez-Vasquez
y Delseny, 2019). A nivel subcelular, se ha demostrado que la insuficiencia de funcién de
algunos FBR afecta negativamente a la estructura del nucleolo, debido a la acumulacion
excesiva de pre-ARNr, que causan su hipertrofia, y la desorganizacion y descondensacion

de la cromatina de los genes de los ADNr (revisado en Ohbayashi y Sugiyama, 2018).

11.2.- El papel de los snARN en el splicing

Los ARN pequefios nucleares (snARN) son ARN no codificantes de menos de 350
nucledtidos que transcribe mayoritariamente la ARN pol I, aunque algunos son transcritos
por la ARN pol Ill, y participan indirectamente en el procesamiento de los precursores de
los ARNm (pre-ARNm) o splicing. Estos ARN sufren algunas modificaciones quimicas,
como la metilaciéon del 2-hidroxilo (2'-O-metilacién) de la ribosa o la isomerizacion de la
uridina a pseudouridina (pseudouridilacion), en regiones conservadas evolutivamente, que
se conocen por su relevancia funcional en el splicing (revisado en Kufel y Grzechnik, 2019).

En los eucariotas, los genes que codifican proteinas contienen regiones codificantes
y no codificantes, denominadas exones e intrones, respectivamente. Mediante el proceso
de splicing, la maquinaria celular corta y elimina los intrones de los pre-ARNm, y empalma
los exones, dando lugar a los ARNm maduros. Este proceso, necesario para la maduracion
de los ARNm, es ejecutado por el espliceosoma, que esta formado por ribonucleoproteinas
pequenas nucleares (SnRNP) y snARN (revisado en Ohtani, 2017).

El espliceosoma se constituye en varias etapas en las que intervienen los snARN
solos o ensamblados en las snRNP. En primer lugar, el snhARN U1 se une al pre-ARNm
por complementariedad de bases. La union posterior de la snRNP U2 da lugar al complejo

pre-splicing. A continuacion, se une la tri-snRNP U4/U6.U5, para dar lugar al complejo B1,
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que produce una serie de reajustes que conllevan la desestabilizacion del complejo y la
eliminacion de las snRNP U1 y U4. Estos cambios conducen a la formacién del complejo
B2 y a la activacion del espliceosoma, iniciandose el splicing. Tras la eliminacién del intrén
del pre-ARNm para dar lugar al ARNm maduro, se produce la liberacién de las shnRNP, que

se reciclan y repiten el proceso nuevamente (revisado en Karijolich y Yu, 2010).

11.3.- El papel de los snoARN en el procesamiento de los pre-ARNr

Existen otros tipos de snRNP que participan en la regulacién de distintos aspectos
del metabolismo de los ARN, como el procesamiento de los pre-ARNr. Estas snRNP estan
formadas por snoARN o ARN pequeios de los cuerpos de Cajal (scaARN), y se conocen
como ribonucleoproteinas pequefias nucleolares (snoRNP) o de los cuerpos de Cajal
(scaRNP), respectivamente. La diferencia entre estas RNP reside en el lugar en el que
modifican o procesan los precursores de los ARN (revisado en Ohtani, 2017).

Los snoARN son ARN no codificantes de pequefio tamano (60-300 nucleétidos) que
estan presentes en todos los eucariotas. Son transcritos, en su mayoria, por la ARN pol I,
aunque algunos los transcribe la ARN pol lll, y participan directa o indirectamente en el
procesamiento del pre-ARNr 455/35S/47S. En Saccharomyces cerevisiae (en adelante, la
levadura) se han identificado 76 snoARN, y se cree que hay unos 550 en el ser humano, y
mas de 200 en Arabidopsis (revisado en Weis et al., 2015; Kufel y Grzechnik, 2019).

Las modificaciones quimicas mas comunes encontradas en los pre-ARNr son la
2'-O-metilacion de la ribosa y la pseudouridilacion, que son catalizadas por snoRNP de tipo
C/D box y H/ACA box, respectivamente. Las snoRNP estan compuestas por un snoARN y
varias proteinas, alguna con actividad catalitica. El snoARN se une por complementariedad
de bases al pre-ARNTr, guiando a la proteina con actividad catalitica al nucledtido que ha
de modificar (revisado en Henras et al., 2015).

Por otro lado, existen algunas snoRNP que, ademas de catalizar la modificacién de
uno o varios nucleétidos del pre-ARNr, participan directamente en su procesamiento. Un
caso especial es el de la snoRNP U3, que no modifica el pre-ARNr, pero desempefia un
papel esencial en el ensamblaje y la funcidén del procesoma SSU (de Small SUbunit, la
subunidad 40S del ribosoma) (revisado en Kufel y Grzechnik, 2019). Esta particula
prerribosémica, conocida también como 90S, se ha estudiado mejor en la levadura, aunque
se tienen evidencias de su conservacion en otras especies, como la humana o Arabidopsis
(Prieto y McStay, 2007; Weis et al., 2015; Martinez Fenoll, 2022). En la levadura, el
procesoma SSU esta formado por el snoARN U3 y mas de 70 proteinas, incluyendo las

U-three proteins (Utps), y se constituye cotranscripcionalmente en torno al pre-ARNr 35S,



Introduccion 7

al que pliega, modifica y ensambla con las PR de la subunidad 40S del ribosoma (Phipps
et al., 2011). En las plantas brasicaceas, como Arabidopsis, la snoRNP U3, que fue
estudiada por primera vez como el complejo Nuclear Factor D (NF-D) en la coliflor (Saez-
Vasquez et al., 2004b; a), se une a la region cluster A123B situada en el 5-ETS, y dirige el
corte del pre-ARNr 45S en el sitio P, que es esencial para la maduracién del ARNr 18S

(Figura 1, en la pagina 5; revisado en Weis et al., 2015; Saez-Vasquez y Delseny, 2019).

I.4.- Las proteinas PHAX de los metazoos

Las proteinas Phosporylated Adaptor for RNA export (PHAX) de los metazoos son
esenciales para el procesamiento de los precursores de los snARN (pre-snARN) y snoARN
(pre-snoARN), permitiendo su exportacion al citoplasma o su transporte intranuclear desde
el nucleoplasma a los cuerpos de Cajal, respectivamente, lugar donde concluye su
maduracion. La region evolutivamente conservada y funcional de las proteinas PHAX es
un dominio de unién a ARN de 16 aminoacidos, de secuencia GG-A:>-GG, donde A
representa cualquier aminoacido, y que no muestra homologia estructural con otros
dominios conocidos de uniéon a ARN (Segref et al., 2001).

Las proteinas PHAX se asocian con proteinas implicadas en el transporte de los
pre-snARN y pre-snoARN, siendo esta asociacion dependiente de la fosforilacion de PHAX.
Tras su transcripcion, los pre-snARN son modificados por las scaRNP en los cuerpos de
Cajal, y exportados al citoplasma asociados al complejo Cap Binding Complex (CBC), que
a su vez se une a los factores Chromosome Region Maintenance 1/Exportin1 (CRM1/Xpol)
y Ras-Related Nuclear Protein (RAN)-GTP, gracias a la intermediacion de PHAX. Una vez
en el citoplasma, los pre-snARN son hipermetilados por la proteina Trimethylguanosine
Synthase 1 (TGS1), procesados en su extremo 3’y reimportados al nucleo. Finalmente, en
los cuerpos de Cajal los pre-snARN se unen a proteinas especificas, formando las snRNP,
que son transportadas al nucleolo, donde las snoRNP las modifican, completando su
maduracion (Figura 2, en la pagina 8; Ohno et al., 2000; Ohtani, 2017).

Por otro lado, el procesamiento de los pre-snoARN es distinto al de los pre-snARN,
ya que ocurre en su totalidad en el nucleo. Se sospecha que algunas de sus etapas tienen
lugar en los cuerpos de Cajal, ya que se han detectado pre-snoARN y snoARN en este
compartimento nuclear. El transporte de los pre-snoARN del nucleoplasma a los cuerpos
de Cajal es mediado por CBC y PHAX, y alli los pre-snoARN completan su maduracién y
se ensamblan las snoRNP. Estas son transportadas, finalmente, al nucleolo, donde
modifican a las snRNP e intervienen en el procesamiento de los pre-ARNr (Figura 2, en la
pagina 8; Watkins et al., 2004; Kiss et al., 2006; Verheggen y Bertrand, 2012).
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Figura 2.- Esquema del procesamiento de los pre-snARN y pre-snoARN en los mamiferos. Los
pre-snARN son transportados del nucleoplasma a los cuerpos de Cajal, donde las scaRNP los
modifican, para después, ser exportados al citoplasma, gracias a la formacién de un complejo de
transporte, del cual forma parte PHAX. En el citoplasma, los pre-snARN sufren una serie de
modificaciones adicionales que les permiten regresar a los cuerpos de Cajal. Alli, se unen a proteinas
especificas, formando las snRNP, que se procesan finalmente en el nucleolo. Los pre-snoARN son
transportados a los cuerpos de Cajal, gracias a la union de CBC y PHAX. En los cuerpos de Cajal,
los pre-snoARN sufren una serie de modificaciones quimicas, asi como la unioén de las proteinas
especificas necesarias para la formacion de las snoRNP. La interaccion de las snoRNP con CRM1
posibilita su transporte al nucleolo, donde completan su maduracion.
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lll.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En el laboratorio de J.L. Micol se inicié en el afo 1993 una busqueda de mutantes
de Arabidopsis que presentaran alteraciones en la arquitectura foliar, pero que, al mismo
tiempo, fueran viables y fértiles, a fin de llevar a cabo una diseccién genética del desarrollo
de la hoja. Para ello, se sometieron a una mutagénesis con metanosulfonato de etilo (EMS)
semillas de la estirpe silvestre Lansberg erecta, tras la cual los mutantes resultantes se
asignaron a 19 clases fenotipicas distintas en funcion de su morfologia foliar (Berna et al.,
1999; Serrano-Cartagena et al., 1999; Robles y Micol, 2001). Una de estas clases estaba
compuesta por 41 mutantes, a los que se denomind incurvata (icu), debido a que sus hojas
vegetativas se recurvaban hacia el haz. Posteriormente, en el laboratorio de M.R. Ponce
(en adelante, el o nuestro laboratorio) se llevé a cabo la clonacion posicional de icu9-1 e
icu9-2, demostrando que ambos eran alelos hipomorfos del gen ARGONAUTE1 (AGO1) y
pasando a denominarse, en consecuencia, ago1-51y ago1-52, respectivamente (Jover-Gil
et al., 2012). Las proteinas AGO estan muy conservadas, encontrandose tanto en los
organismos procariotas como en los eucariotas, y participan en rutas de silenciamiento
genico transcripcional y postranscripcional.

Uno de los principales intereses de nuestro laboratorio es el estudio de las rutas de
silenciamiento génico postranscripcional mediadas por los microARN (miARN), en las que
la proteina AGO1 es la principal efectora en Arabidopsis. Los miARN son pequefios ARN
monocatenarios que se incorporan a complejos de silenciamiento que contienen la proteina
AGO1, la cual se encarga de catalizar el corte endonucleolitico del ARNm diana del miARN
o de inhibir la traducciéon de dicho ARNm, obstaculizando el paso del ribosoma. En el afio
2006, con el objetivo de identificar nuevos genes relacionados con la ruta de los miARN,
se realizé una mutagénesis de segundos sitios con EMS de semillas del mutante ago7-52.
Los cientos de dobles mutantes viables aislados en el laboratorio se clasificaron en funcion
de su fenotipo morfoldgico. Entre ellos, 22 presentaron segundas mutaciones capaces de
suprimir, en mayor o menor grado, el fenotipo del mutante ago7-52, recibiendo el nombre
de morphology of argonaute1-52 suppressed (mas; Micol-Ponce et al., 2014). Mediante
analisis de ligamiento a marcadores moleculares se identifico el gen AT4G02720 o MAS2,
que codifica una proteina nuclear presuntamente ortéloga de la NF-kB activating protein
humana (NKAP; Chen et al., 2003), que es esencial y regula negativamente la expresion
del ADNr 45S (Sanchez-Garcia et al., 2015).

Posteriormente, en un ensayo de doble hibrido de la levadura no dirigido, encargado
a la empresa PanBionet (Pohang, Corea del Sur), MAS2 interaccion6 con 14 proteinas

presuntamente implicadas en el procesamiento del pre-ARNr 45S, la biogénesis y el
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ensamblaje del ribosoma, la regulacion del splicing de los pre-ARNm vy la reparacion de
rupturas de doble cadena en el ADN (Sanchez-Garcia et al., 2015). En nuestro laboratorio
se han estudiado funcionalmente algunos de estos interactores, entre ellos, las proteinas
RIBOSOMAL RNA PROCESSING7 (RRP7; Micol-Ponce et al., 2018) y SMALL ORGAN4
(SMO4; Zhang et al., 2015; Micol-Ponce et al., 2020). RRP7 es una proteina nucleolar y
perinucleolar que, como sus ortélogas Rrp7 de la levadura (Baudin-Baillieu et al., 1997;
Krogan et al., 2004) y RRP7A humana (Tafforeau et al., 2013), actua como un FBR en la
maduracion del ARNr 18S (Micol-Ponce et al., 2020). SMO4 es un FBR nucleolar y
nucleoplasmico que participa en la maduracién del ARNr 5.8S (Micol-Ponce et al., 2020),
al igual que sus ortdlogos Nucleolar protein53 (Nop53) de la levadura (Thomson y
Tollervey, 2005) y Glioma tumor-suppressor candidate region gene2 (GLTSCR2) humano
(Lee et al., 2012).

En un analisis in silico, utilizando la base de datos ATTED-II v11 (https://atted.jp/;
Obayashi et al., 2022), se comprobd que el gen AT3G20430, que codifica una proteina
presuntamente ortéloga de las PHAX de los metazoos (apartado 1.4, en la pagina 7), se
coexpresa con los genes AT5G38720 (RRP7)y AT2G40430 (SMO4).

En este Trabajo de Fin de Master (TFM) se ha propuesto iniciar la caracterizacion
funcional del gen AT3G20430. Para ello, se ha estudiado la conservacion de la estructura
primaria de las proteinas PHAX de algunas especies de referencia. Se han analizado las
lineas SAIL_241 D10 y GK-094D08, portadoras de inserciones que interrumpen el gen a
estudio, causando un fenotipo pleiotrépico muy aberrante y poco viable en las plantas
homocigotas. Se ha empleado la tecnologia Gateway para disenar, generar y transferir a
Arabidopsis tres transgenes, cuya expresion permitira rescatar el fenotipo de los mutantes
insercionales, determinar los efectos derivados de la sobreexpresion del gen AT3G20430,
y establecer la localizacion subcelular de su producto proteico, la cual se ha analizado
in silico de forma preliminar. Mediante analisis de northern y electroforesis capilar en un
bioanalizador, se ha estudiado el procesamiento del pre-ARNr 45S y la abundancia relativa
de los ARNr maduros del citoplasma y el cloroplasto en los mutantes insercionales.
Ademas, se ha encargado a una empresa externa un ensayo de secuenciacion masiva de
ARNM, y su posterior analisis bioinformatico, para estudiar la expresion génica y el splicing
en los mutantes insercionales. Finalmente, se ha iniciado un analisis de interacciones
geneticas, cruzando las plantas heterocigotas de las lineas SAIL_241 D10 y GK-094D08
por algunos mutantes de pérdida de funcion de genes que codifican FBR, PR o factores
relacionados con el splicing, a fin de establecer si existe alguna relacién funcional entre el

gen AT3G20430 y los genes afectados en estos mutantes.
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IV.- MATERIALES Y METODOS
IV.1.- Pautas que se han seguido para la redaccion de esta memoria

Para la redaccion de esta memoria se han seguido las pautas definidas en varias
Tesis doctorales previas, Trabajos de Fin de Grado y Trabajos de Fin de Master, realizados
en los laboratorios de José Luis Micol y Maria Rosa Ponce, y que pueden consultarse en:

https:/genetics.edu.umh.es. En este apartado de Materiales y métodos se reproducen

literalmente algunos parrafos de dichos trabajos, ya que corresponden a protocolos bien
establecidos en ambos laboratorios.

Se utilizan numerosas abreviaturas y acronimos, correspondientes en su mayoria a
las unidades de medida del Sistema Internacional, y otras especificamente empleadas en
Biologia Molecular. Ademas, se ha procurado obedecer la normativa de la International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) en lo referente a la formulacién quimicay a
las denominaciones de los compuestos utilizados en este trabajo. No obstante, se ha
preferido emplear los acronimos castellanizados ADN y ARN —de uso comun en los medios
de comunicacion espafioles—, en lugar de los recomendados por la IUPAC, DNA y RNA,
para los acidos desoxirribonucleico y ribonucleico, respectivamente.

Como recomienda la RAE en su Ortografia de la lengua espafola (2010), no se
realiza el plural de las siglas afiadiendo al final una “s” minuscula: se escribe “el ARNr” y
“los ARNr” o “el FBR” y “los FBR”. Se escriben en cursiva algunos anglicismos de uso

comun, que carecen de una traduccion al espanol generalmente aceptada.

IV.1.1.- Nomenclatura genética

Se mantiene la nomenclatura de los genes, proteinas y alelos que ha consagrado
la comunidad de cientificos de cada organismo, que incluye la regla general de que los
genes y alelos se escriban en cursiva y las proteinas en tipografia normal. Por tanto, si la
referencia es al gen o la proteina de Saccharomyces cerevisiae, aparecera la primera letra
con mayuscula y el resto con minuscula. Si se refiere a genes o proteinas de Arabidopsis
o humanas el nombre abreviado se escribe con mayusculas, por ejemplo, PHAX y PHAX.
Los alelos de un gen se indican con letras mayusculas para el silvestre (PHAX) y con
minusculas para los mutantes, con un guion seguido de un numero para distinguir el alelo
(phax-1, primer alelo mutante descrito del gen PHAX).

Los genes de Arabidopsis también se identifican con un cddigo de letras y nUmeros
en la forma ATXGYYYYY, sin cursiva. Las letras AT se corresponden con las iniciales del
nombre cientifico de la especie, Arabidopsis thaliana. La X hace referencia al cromosoma

al que pertenece el gen. La G indica que es un gen nuclear, mientras que los cinco digitos
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finales, YYYYY, se corresponden con el orden en que se encuentra en el cromosoma, con
relacion al telémero superior. EI nUmero asignado a un gen suele diferir del anterior y del
siguiente en 10 unidades, aunque hay numerosas excepciones. Por ejemplo, al gen PHAX
le corresponde el codigo AT3G20430, y lo flanquean los genes AT3G20420 y AT3G20440.

Por otro lado, no existe una nomenclatura de aceptacion general para los genotipos
de Arabidopsis. En este trabajo, los mutantes homocigotos se muestran con el nombre del
alelo mutante (por ejemplo, phax-1) y solo se especifica el genotipo completo, en el que los
alelos en cromosomas homélogos se separan con una barra (por ejemplo, PHAX/phax-1),

en el caso de los heterocigotos.

IV.1.2.- Citas bibliograficas

Para no extender la bibliografia, se ha optado por citar las revisiones mas recientes,
en lugar de los articulos originales, salvo cuando se hace referencia a genes concretos. Se
ha usado EndNote (https://fendnote.com/) para gestionar las citas bibliograficas, que se
ordenan cronoldgicamente, siguiendo un orden alfabético para los autores de los articulos
publicados el mismo afio. Todos los autores de un articulo se mencionan en la bibliografia,
mientras que en el texto solo se hace referencia al primero de ellos, salvo cuando son dos.
También se citan como fuentes direcciones de Internet (URL; Uniform Resource Locator),

en el formato https://..., aun sabiendo que muchas son temporales.

IV.2.- Estirpes empleadas en este trabajo

En este trabajo se han utilizado las estirpes silvestres de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. Columbia-0 (Col-0) y Col-3, y las estirpes mutantes que se indican en la Tabla 1,
en la pagina 13. Las semillas fueron obtenidas del Nottingham Arabidopsis Stock Center
(NASC; https://arabidopsis.info/), replicadas por autofecundacion en nuestro laboratorio, y
conservadas en tubos eppendorf a 4°C. También se han usado las estirpes DH5a de

Escherichia coliy C58C1 de Agrobacterium tumefaciens.

IV.3.- Condiciones de cultivo de Arabidopsis
IV.3.1.- Cultivo en placa de Petri

La mayoria de los cultivos se iniciaron en placas de Petri de 15 cm de diametro, que
contenian unos 100 ml de medio solido GM (apartado 1V.6.1, en la pagina 16). La siembra
de las semillas de Arabidopsis se realizo tras su esterilizacion por inmersion con agitacion,
durante 5 min, en etanol al 70% v/v, y después, durante 10 min, en una disolucion acuosa
del 40% en lejia comercial (NaCIO al 4-5% m/v) y 2 ml/l de Triton X-100 al 1% v/v, haciendo
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al final tres lavados sucesivos con agua estéril. La siembra en placas de Petri se realizd
con material estéril, en una cabina de flujo laminar horizontal Telstar BH-100 o MH-100. Se
sembraron de 16 a 60 semillas por placa, espaciandolas regularmente sobre la superficie
del medio con ayuda de una pipeta Pasteur y una plantilla dispuesta bajo la placa. Tras su
siembra, las placas de Petri se precintaron con esparadrapo quirdrgico Micropore Scotch
3M, que constituye una barrera efectiva para los aerosoles, sin impedir el intercambio de
gases con el exterior. Las placas inoculadas con las semillas se estratificaron durante al
menos 24 h en posicién invertida, a 4°C y en oscuridad, a fin de sincronizar su germinacion,
tras lo que fueron cultivadas a 20 + 1°C y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacion
continua de 75 umol/s-m? de luz blanca, suministrada por tubos LED Sylvania ToLEDo T8
V6 2FT 10W 1000LM 840 RL en camaras de cultivo Conviron TC16 o TC30, en las que el
flujo de aire es permanentemente ascendente.

El crecimiento de las plantas 14-21 dias después de la estratificacion (dde) es tal
que se puede apreciar a simple vista la arquitectura de la roseta y de sus hojas vegetativas,
pudiendo distinguir a las mutantes de las silvestres en base a sus diferencias morfolégicas.
Las plantas de interés fueron después trasplantadas a macetas, en las que completaron su

ciclo de vida en las condiciones que se detallan en el apartado siguiente.

Tabla 1.- Estirpes mutantes de Arabidopsis empleadas en este trabajo

Linea Fondo Alelo Gen Proteina Mutageno, mutacion Efecto en la proteina
qrt1-22 Col-3 qrt1-2 AT5G55590 QRT1 Neutrones, puntual Truncamiento
SAIL_241 _D10° qrt1-2 phax-1 AT3G20430 PHAX  ADN-T, insercion Truncamiento
GK-094D08¢ Col-0 phax-2 AT3G20430 PHAX  ADN-T, insercion Truncamiento
SAIL_245 H11b qrt1-2 abs-1 AT5G51280 ABS ADN-T, insercion Truncamiento
SAIL_50 C11bd qrt1-2 mtr4-2 AT1G59760 MTR4  ADN-T, insercion Truncamiento
SALK 071764ef Col-0 smo4-3 AT2G40430 SMO4  ADN-T, insercién Truncamiento
amiR-MAS29 Col-0 AT4G02720 MAS2  ADN-T, insercién! Disminucion
SALK_002764¢h Col-0 parl1-2 AT1G48920 PARL1  ADN-T, insercion Truncamiento
SALK 0007668 Col-0 rps24b-2 AT5G28060 RPS24B  ADN-T, insercion Truncamiento
SALK 044245¢ Col-0 cxip4-2 AT2G28910 CXIP4  ADN-T, insercion Truncamiento
SAIL_628 F08 Col-0 rp7-1 AT5G38720 RRP7  ADN-T, insercion Truncamiento
prp8-7« Col-0 prp8-7 AT1G80070 PRPS8 EMS, puntual G1820E
“Preuss et al., 1994; Copenhaver et al., 1998; Francis et al., 2006. *Sessions et al., 2002 . “Rosso et
al., 2003. ‘Lange et al., 2011. °Alonso et al., 2003. Micol-Ponce et al., 2020. eSanchez-Garcia et al.,
2015. "Petricka y Nelson, 2007. Horiguchi et al., 2011; Wang et al., 2018; Cabezas-Fuster et al.,
2023. IMcElver et al., 2001. Micol-Ponce et al., 2018. ¥Sasaki et al., 2012; Sasaki et al., 2015. 'En
las plantas amiR-MAS?2, la insercion de ADN-T contiene la secuencia de un gen que da lugar a un

microARN artificial que silencia parcialmente el gen AT4G02720.
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IV.3.2.- Cultivo en maceta y recolecciéon de semillas

Los cultivos en maceta se efectuaron en bandejas de plastico de 28 x 50 cm, con
42 alveolos, cada uno de 5 x 5 cm (diametro x altura), colocadas en cubetas de 7 cm de
profundidad. En cada alveolo se introdujo una maceta de rejilla de 5 x 5 cm (diametro x
altura), previamente rellenada con el sustrato. Estas macetas impiden que el sustrato se
adhiera al alveolo, y facilitan la extraccion de las plantas para la realizacion de cruzamientos
o la recoleccion de semillas. Se usé como sustrato una mezcla de perlita (granulometria de
1 a 3 mm; 105-125 kg/m?®), vermiculita (granulometria de 1 a 3 mm; 80-100 kg/m?) y turba
no fertilizada (turba rubia de musgo Sphagnum, de estructura gruesa; Grobmull Neuhaus),
en una proporcién volumétrica 2:2:1. Cada alveolo se destiné al cultivo de una sola planta,
que fue trasplantada, con ayuda de unas pinzas, desde la placa de Petri en la que habia
permanecido durante las primeras tres semanas de su ciclo de vida.

Durante tres dias, los cultivos permanecieron cubiertos con un plastico transparente
perforado, a fin de evitar una excesiva condensacion de agua. Cuando se produjo el alzado
y la elongacion de los entrenudos al término de la etapa vegetativa, se aislo a las plantas
en cilindros de plastico transparente, denominados aracones (aracons; Beta Tech), que
impiden el contacto entre individuos adyacentes y facilitan la recoleccion de las semillas.

Para la transformacion de sus 6rganos florales por infiltracion con Agrobacterium
tumefaciens, se trasplantaron 9-16 plantas a macetas de polietileno rigido de 10 x 10 x 10
cm (largo x ancho x alto), colocadas en cubetas de 7 cm de profundidad, que se cubrieron
con un plastico transparente. Este ultimo fue retirado tres dias después, a fin de que las
plantas creciesen hasta alcanzar el tamafo 6ptimo para su transformacion.

Todos los cultivos se mantuvieron en una camara climatizada visitable, a 20 + 1°C
y 50-60% de humedad relativa, bajo iluminacién continua de 75 ymol/s-m? de luz blanca,
suministrada por tubos LED Sylvania ToLEDo T8 V7 4FT 2000LM 840 RL.

Las bandejas permanecieron subirrigadas, manteniéndose un nivel de unos 2-3 cm
de agua en el fondo de las cubetas. El aporte de nutrientes se hizo dos veces por semana,
mediante la adicion de una cantidad saturante de medio minimo ATM (apartado 1V.6.1, en
la pagina 16). Cuando la floracién se interrumpid, se suspendié el riego, propiciandose el
secado de las plantas, que se mantuvieron en la camara de cultivo al menos dos semanas
mas, para proceder finalmente a la recoleccion de sus semillas.

Para la recoleccién de las semillas de una planta seca, fruto de su autofecundacion,
esta se presiond contra un colador, el cual se sujeté sobre un papel de filtro sobre el que
cayeron las semillas. La mezcla de semillas, fragmentos de silicuas y otras partes secas

de la planta, que se acumulé sobre el papel, fue cribada a través de un colador adecuado,
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para eliminar en lo posible todas las particulas con un tamafio superior al de las semillas.

Estas ultimas se almacenaron en tubos eppendorf, que se conservaron a 4°C.

IV.4.- Cruzamientos

Seguimos el procedimiento de emasculacién descrito por Kranz y Kirchheim (1987)
para el cruzamiento entre estirpes, una de las cuales se utiliz6 como donante (parental
masculino), y la otra, como receptora de polen (parental femenino).

Para hacer el cruzamiento, se eligié un grupo de capullos florales en el apice de un
tallo inflorescente de la planta que se us6 como parental femenino, eliminando las flores
maduras, presuntamente autofecundadas, y los capullos, a excepcion de aquellos cuyos
pétalos fueron apenas visibles. A estos se les extirparon los sépalos, pétalos y estambres
inmaduros, obteniendo flores con un pistilo no fecundado como Unica estructura funcional.
Estas manipulaciones se realizaron con pinzas de microcirugia esterilizadas por inmersién
en etanol al 95% v/v y secadas al aire, para destruir cualquier traza de polen contaminante
que pudiera haber. De la planta donante de polen se extirp6 una flor madura, presionandola
con las pinzas a la altura de los sépalos, a fin de poner en contacto varias de sus anteras
con el pistilo de la flor receptora del polen. El cruzamiento se senalizé adhiriendo al tallo,
junto a la flor fecundada, una etiqueta en la que se indicé el genotipo del parental masculino
empleado para la polinizacién. Finalmente, la planta fecundada por este procedimiento fue
devuelta a la cdmara de cultivo, en la que permanecié hasta la formacién y maduracion de

la silicua, que fue recogida y depositada en un tubo eppendorf adecuadamente rotulado.

IV.5.- Condiciones de los cultivos bacterianos

Los cultivos en medio liquido se realizaron en recipientes estériles, cuya capacidad
excedia al menos dos veces el volumen de medio utilizado, garantizando asi una aireacion
suficiente durante el periodo de incubacion. Se usé un incubador dotado de una plataforma
orbital (NBS Innova 44, 4000 o 4260), con una agitacion de 225 rpm, y una temperatura de
37°C para el cultivo de Escherichia coli, o de 28°C para el de Agrobacterium tumefaciens.

Los cultivos en placas de Petri de 9 cm de diametro se inocularon con 250-500 pl
de precultivo liquido, que fue esparcido por el medio haciendo que rodaran sobre su
superficie seis perlas de vidrio estériles, de 3 mm de diametro. Las placas inoculadas con
las bacterias se incubaron en posicién invertida, durante 24 h a 37°C para el cultivo de

Escherichia coli, o durante 48 h a 28°C para el de Agrobacterium tumefaciens.
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IV.6.- Disoluciones

Todas las disoluciones que se mencionan en este apartado se prepararon utilizando
agua desionizada, con una resistividad media de 15 MQ/mm?-m. Ademas, se conservaron
a temperatura ambiente, salvo aquellas para las que se indica una temperatura diferente.
Las esterilizaciones en autoclave se efectuaron a 1 kg/cm? y 121°C durante 20 min. Las
sustancias termolabiles fueron esterilizadas mediante filtracion forzada por aspiracion, a

través de filtros Millipore de 0,22 0 0,45 ym de diametro de poro.

IV.6.1.- Medios de cultivo para Arabidopsis

Medio minimo ATM (liquido): KNOs; 5 mM; KH.PO4 2,5 mM; MgSOs 2 mM;
Ca(NOs3)2 2 mM; FeNaEDTA 51 uM; H3sBO3 70 uM; MnCl; 14 pM; CuSOs 0,5 uM; ZnSO,4
1 uM; NaMoOs4 0,2 uM; NaCl 10 pM, y CoCl; 0,01 uM (Kranz y Kirchheim, 1987).

Para su preparacion se afadieron, a 900 ml de agua, 5 ml de KNO3; 1 M; 2,5 ml de
KH2PO4 1 M; 2 ml de MgSO4 1 M; 2 ml de Ca(NOs3)2 1 M; 2 ml de FeNaEDTA 20 mM, y
1 ml de la disolucidon de micronutrientes, ajustando el volumen final a 1 I. Las disoluciones
madre se prepararon en las concentraciones indicadas y se esterilizaron por filtracion. Las
disoluciones madre de las sales se afiadieron a los 900 ml de agua, y no a la inversa, a fin
de evitar la precipitacién de complejos insolubles de fosfato calcico.

La composicion de la disolucion de micronutrientes es la siguiente: H3BO3z 70 mM;
MnCl; 14 mM; CuSO4 0,5 mM; ZnSOs+ 1 mM; NaMoOs 0,2 mM; NaCl 10 mM, y CoCls
0,01 mM. Esta se prepar6 afadiendo, a 900 ml de agua, 4,32 g de H3BOs; 2,77 g de
MnCl»-4H20; 124 mg de CuS0O4-5H;0; 287 mg de ZnS0O4-7H,0; 48,7 mg de NaMoO4-2H:0;
584,4 mg de NaCl, y 2,38 mg de CoCl,-6H.0. Por ultimo, se anadié agua hasta 1 I.

Medio GM (Germination Medium; sélido): NHsNO3; 10,3 mM; H3BO3s 50,1 pM;
CaClz 1,5 mM; CoCl»-6H>0 0,05 uM; CuSO4-5H,0 0,05 uM; Na;EDTA 55,4 uM; MgSO4
0,75 mM; MnSO4-H20 50 pM; NaMoO4-2H20 0,5 uM; Kl 2,5 uM; KNO3 9,4 mM; KH2PO4
0,62 mM; ZnSO47H.O 15 puM; sacarosa 29,2 mM; MES [acido 2-(N-morfolino)-etano
sulfénico] 2,3 mM, y 0,6% m/v de Gelrite.

Para su preparacién se afadieron, a 900 ml de agua, 2,2 g de sales de Murashige
y Skoog (Duchefa Biochemie; Murashige y Skoog, 1962), 10 g de sacarosay 0,5 g de MES.
Se agitd la suspension en un agitador magnético hasta la disolucion de todos sus
componentes y se ajusto el pH a 5,7 con KOH 5 My KOH 1 M (este ultimo sirvié para
aproximar el pH lo maximo posible). Posteriormente, se ajustd el volumen final a 1 1, se
anadieron 6 g de Gelrite (Duchefa Biochemie), y se esterilizd en autoclave. Tras su

esterilizacién, se mantuvo durante 30 min en un bano a 55°C antes de su vertido en placas
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de Petri de 15 cm de diametro, que se realizd en una cabina de flujo laminar horizontal
Telstar BH-100 o MH-100. Las placas de Petri con medio sélido GM se conservaron hasta

un mes a 4°C, en posicion invertida y bien precintadas.

IV.6.2.- Medios de cultivo para bacterias

LB (Luria - Bertani) liquido: 1% m/v de bacto-triptona; 0,5% m/v de extracto de
levadura, y 1% m/v de NaCl. Para su preparacion se afadieron, a 800 ml de agua, 10 g de
bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se agité la suspensién en un
agitador magnético hasta la disolucion de todos sus componentes y se ajusté el pH a 7,5
con NaOH 5 M. Por ultimo, se ajusto el volumen final a 1 | y se esterilizé en autoclave.

LB sélido: 1% m/v de bacto-triptona; 0,5% m/v de extracto de levadura; 1% m/v de
NaCl, y 1,5% m/v de agar bacterioldgico ultrapuro (Thermo Scientific). Para su preparacion
se anadieron 15 g de agar bacteriologico ultrapuro al medio LB liquido antes de esterilizarlo
en autoclave. Tras su esterilizacion, se mantuvo durante 30 min en un bafio a 55°C antes
de su vertido en placas de Petri de 9 cm de diametro, que se realizé en una cabina de flujo
laminar horizontal. Las placas de Petri con medio LB sélido se conservaron hasta un mes
a 4°C, en posicion invertida y bien precintadas.

Algunos de estos medios de cultivo fueron suplementados con antibiéticos, a una
concentracion final de 100 mg/l en el caso de la ampicilina, 50 mg/l para la kanamicina y
25 mgl/l para la rifampicina, disolviendo los antibiéticos en agua (a partir de disoluciones
madre 1.000 veces mas concentradas que las de trabajo), y esterilizando las disoluciones
resultantes por filtracion, que se conservaron a —20°C alicuotadas en tubos eppendorf. Los
antibioticos se anadieron al medio de cultivo después de la esterilizacion en autoclave de

este ultimo, y tras mantenerlo durante 30 min en un bano a 55°C.

IV.6.3.- Tampones y otras disoluciones de uso general
IV.6.3.1.- Disoluciones para la purificacion de ADN genémico

Tampoén de extraccion: Tris-HCI 100 mM pH 8; Na;EDTA 50 mM, y NaCl 0,5 M.
Se prepard a partir de las disoluciones madre Tris-HCI 1 M pH 8; Na,EDTA 0,5 M pH 8, y
NaCl 5 M. Se conservo hasta un mes a 4°C.

SDS al 20% ml/v: Se preparo disolviendo, a una temperatura de 68°C, 100 g de
SDS (dodecil sulfato de sodio) en 500 ml de agua, y ajustando el pH a 7,2 con HCI 1 N.

Acetato de potasio 5 M pH 7,5: Se preparé disolviendo 49,1 g de acetato de
potasio (KCH3COO) en 100 ml de agua, y ajustando el pH a 7,5 con acido acético glacial

en una campana extractora de gases.
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Acetato de sodio 3 M pH 5,2: Se preparo disolviendo 12,3 g de acetato de sodio
(NaCH3COO) en 50 ml de agua, y ajustando el pH a 5,2 con acido acético glacial en una

campana extractora de gases. Por ultimo, se esterilizé en autoclave.

IV.6.3.2.- Disoluciones para la electroforesis de ADN en geles de agarosa
Tampoén TAE 50x: Tris-base [Tris-(hidroximetillaminometano] 2 M; 5,71% v/v de
acido acético glacial, y Na;EDTA 50 mM. Para preparar 1 | de tampon se mezclaron 242 g
de Tris-base, 57,1 ml de acido acético glacial, y 100 ml de Na.EDTA 0,5 M pH 8.
Tampoén de carga 6x: 20% m/v de Ficoll; 0,25% m/v de xilencianol; 0,25% m/v de
azul de bromofenol, y Na;EDTA 10 mM.
Marcador de peso molecular: Se diluyé el marcador de peso molecular (1 kb Plus
DNA ladder de Invitrogen; 1 pg/ul) en el tampon de carga hasta una concentracién de 0,1

pg/ul. Se usaron 10 pl por pocillo de un gel de agarosa convencional. Se conservo a —20°C.

IV.6.4.- Tampones y disoluciones para los analisis de northern

En todas las disoluciones se utilizé agua desionizada tratada con 0,1% v/v de DEPC
(dietil pirocarbonato), para inactivar las ARNasas. Para prepararla, se anadié 1 ml de DEPC
a 11de agua, en una campana extractora de gases, agitando la solucion hasta resuspender
por completo el DEPC, que es poco soluble en agua. Se mantuvo a temperatura ambiente

y protegida de la luz durante al menos 16 h, y se esterilizé en autoclave.

IV.6.4.1.- Disoluciones para la electroforesis de ARN en geles de agarosa

Tampén MOPS 10x pH 7: MOPS [acido 3-(N-morfolino)-propano sulfénico] 0,2 M;
NaCH3;COO 50 mM, y Na;EDTA 10 mM. Para preparar 1 | de tampdn se disolvieron 41,2 g
de MOPS, 6,57 g de NaCHsCOO y 3,7 g de EDTA en 800 ml de agua, y se ajustoé el pH a
7 con NaOH 5 M. Por ultimo, se ajustoé el volumen a 1 | y se mantuvo protegido de la luz.

Tampoén de carga 6x: 20% m/v de Ficoll; 0,25% m/v de xilencianol; 0,25% m/v de
azul de bromofenol, y Na;EDTA 10 mM.

Mezcla de carga: Para preparar el volumen necesario para una muestra de ARN o
de marcador de peso molecular, se mezclaron 12 ul de formamida desionizada; 4,44 ul de
formaldehido al 37% v/v; 1,2 pl de tampén MOPS 10x pH 7; 2,4 pl de tampdn de carga 6x
y 0,18 pl de bromuro de etidio al 10% m/v.

Marcador de peso molecular: Se diluy6 el marcador de peso molecular (0.3-6.9
kb RNA molecular weight marker | DIG-labeled de Roche; 20 ng/ul) en 2 yl de agua y 20,22

pl de la mezcla de carga hasta una concentracion de 3,05 ng/pl.
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IV.6.4.2.- Disoluciones para la transferencia de ARN del gel a una membrana
Tampoén SSC 20x pH 7: NaCl 3 M, y citrato de sodio 0,3 M. Para preparar 1 | se
disolvieron 175,3 g de NaCl y 88,2 g de citrato de sodio en 700 ml de agua, y se ajusté el

pH a 7 con HCI 1 M. Por ultimo, se ajusté el volumen final a 1 |y se esterilizé en autoclave.

IV.6.4.3.- Disoluciones para la hibridacion, los lavados y la deteccién

Disolucién de prehibridacion: Na;HPO, 0,5 M pH 7,2; Na;EDTA 1 mM, y 7% m/v
de SDS. Para preparar 100 ml se disolvieron 13,4 g de Na;HPO4-7H>0 en 55 ml de agua.
A continuacioén, en una campana extractora de gases se afiadieron 0,4 ml de H3PO, al 85%
v/ivy 2 ml de Na,EDTA 0,5 M pH 8, y se esteriliz6 en autoclave. Por ultimo, se afiadieron
35 ml de SDS al 20% v/v, y se ajusté el volumen final a 100 ml.

Disoluciones de lavado 1y 2: SSC 2x (1) 0 SSC 0,2x (2), y 0,1% v/v de SDS. Se
prepararon a partir de las disoluciones madre SSC 20x pH 7, y SDS al 20% vi/v.

Disoluciones de deteccion 1y 2 pH 8: acido maleico 100 mM; NaCl 0,15 M; 3%
v/v de Tween 20, y 0,5% m/v de agente bloqueante (este ultimo solo es un componente de
la disolucion de deteccion 2). Para preparar 1 | de estas dos disoluciones se disolvieron
11,68 g de acido maleico y 8,76 g de NaCl en 700 ml de agua, y se ajusté el pH a 8 con
lentejas de NaOH y NaOH 5 M (este ultimo solo se usé para ajustar el pH cuando estuvo
proximo a 8). Se ajusto el volumen de las disoluciones a 997 ml, y ambas se esterilizaron
en autoclave. Finalmente, a la disolucion de deteccién 1 se le afiadieron 3 ml de Tween 20,
mientras que a la 2 se le anadieron 5 g de agente bloqueante (Roche), que se disolvieron
en un microondas, y tras enfriarse, se le afiadieron 3 ml de Tween 20.

Disolucién de detecciéon 3 pH 9,5: Tris-HCI 100 mM pH 8, y NaCl 100 mM. Se
preparo a partir de las disoluciones madre Tris-HCI 1 M pH 8, y NaCl 1 M, y se ajusto el pH
a 9,5 con NaOH 5 M.

IV.7.- Obtencién y manipulaciéon de acidos nucleicos
IV.7.1.- Aislamiento de acidos nucleicos
IV.7.1.1.- Aislamiento de ADN genémico de Arabidopsis

El ADN gendmico usado como molde en las amplificaciones por PCR (Mullis et al.,
1986) se purifico utilizando una version simplificada del método de Dellaporta et al. (1983).
Para ello, se introdujo en un tubo eppendorf el material vegetal, una hoja o cotiledén de la
roseta de plantas 14 o 21 dde, y después se afiadieron 500 ul de tampdn de extraccion y
3 perlas de vidrio de 3 mm de diametro, esterilizadas en autoclave. La muestra se maceré

a 30 Hz durante 3 min en un macerador automatico (MM400; Retsch). A continuacion, se
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anadieron 35 yl de SDS al 20% v/v, y se incubd la muestra durante 5 min a 65°C. Después,
se anadieron 130 pl de KCH3COO 5 M, incubando la muestra 8 min a 4°C, y centrifugandola
durante 10 min a 13.500 rpm en una microfuga. El sobrenadante se transfirié a otro tubo
eppendorf, y se precipitd el ADN, incubando la muestra con 640 pl de isopropanol y 60 pl
de NaCH3;COO 3 M durante 20 min a —20°C. Seguidamente, se centrifugd durante 10 min
a 12.500 rpm, eliminando el sobrenadante por decantacion y lavando el precipitado con
300 pl de etanol al 70% v/v. Se centrifugo otra vez durante 5 min a 13.500 rpm, se retir6 el
sobrenadante, y se dejo secar el precipitado. Finalmente, se resuspendié el ADN genémico

en 50-100 pl de agua (segun el material vegetal de partida), y se conservé a —20°C.

IV.7.1.2.- Aislamiento de ADN plasmidico

Se hicieron minipreparaciones (minipreps), o preparaciones a pequefia escala de
ADN plasmidico, a partir de cultivos bacterianos de 3 ml de medio LB liquido (apartado
IV.6.2, en la pagina 17), empleando el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se eluyé el ADN plasmidico en 50 ul de agua,

se determind su concentracién y pureza con un espectrofotémetro, y se conservo a -20°C.

IV.7.1.3.- Aislamiento de ARN total de Arabidopsis

El ARN total usado en los analisis de northern, y enviado a secuenciar masivamente
a la empresa Novogene (Cambridge, Reino Unido), se extrajo con TRIzol (Invitrogen), una
mezcla comercial que contiene 30-60% m/v de fenol, 25-40% m/v de tiocianato de guanidio,
y 7-13% m/v de tiocianato de amonio. Debido a la toxicidad del TRIzol, las extracciones se
realizaron en una campana extractora de gases, y todas las centrifugaciones se hicieron
en una microfuga refrigerada, a 4°C. En primer lugar, se introdujeron en un tubo eppendorf
libre de ARNasas entre 3 y 17 rosetas sin la raiz de plantas 21 dde, que se congelaron con
nitrégeno liquido y se almacenaron a —80°C. La extraccion de ARN total se inicié afiadiendo
nitrégeno liquido a la muestra congelada, para después macerarla con un palillo de plastico
libre de ARNasas. Tras evaporarse el nitrégeno, se afiadieron 400 pl de TRIzol y se siguio
macerando el tejido, manteniendo la muestra en hielo. A continuacion, se afadieron 600 pl
mas de TRIzol, para después homogeneizar la muestra durante 10 s en un agitador vortex,
e incubarla 5 min a temperatura ambiente. Seguidamente, se centrifugd durante 15 min a
14.000 rpm, tras lo cual se transfirieron 900 ul del sobrenadante a un tubo eppendorf libre
de ARNasas con 200 pl de cloroformo. Para asegurar la mezcla, se agité vigorosamente,
y se incub6 durante 3 min a temperatura ambiente. Después, se centrifugd durante 15 min

a 14.000 rpm, tras lo cual se transfirié la fase acuosa (ARN) a un tubo eppendorf libre de
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ARNasas con 500 pul de isopropanol, procurando no tocar con la punta de la pipeta la fase
organica (proteinas), ni la interfase (ADN). Se mezclé la muestra por inversién, antes de
incubarla durante 10 min a temperatura ambiente, y centrifugarla 10 min a 14.000 rpm. Se
retird el sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 ml de etanol al 75% v/v. Se centrifugd
otra vez 5 min a 8.000 rpm, se retird el sobrenadante, y durante 10 min se dejo secar el
precipitado. Finalmente, se resuspendié el ARN total en 40 pl de agua desionizada tratada
con 0,1% v/v de DEPC, incubando la muestra durante 40 min a 60°C y 300 rpm, para

después conservarla a —80°C.

IV.7.2.- Amplificaciones mediante PCR

Se realizaron amplificaciones mediante PCR con varios propésitos, a partir de ADN
genomico de Arabidopsis o ADN plasmidico de bacterias. Todas las reacciones se llevaron
a cabo en un volumen final de 10 o 20 pl, en tubos eppendorf de pared fina de 0,2 ml, y en
termocicladores Bio-Rad T100. De forma rutinaria, se uso la polimerasa de ADN GoTaq
G2 Flexi (Promega) a una concentracion final de 0,04 U/ul, salvo cuando se precis6 una
gran fidelidad de copia y se utilizé la polimerasa de ADN Phusion High-Fidelity (Thermo
Scientific) a una concentracion final de 0,02 U/ul. Los oligonucledtidos empleados como
cebadores (Tabla 2, en la pagina 22), y los desoxirribonucleétidos se afiadieron a una
concentracion final de 0,4 uM y 0,2 mM, respectivamente. Los programas de PCR utilizados

se detallan en la Tabla 3, en la pagina 23.

IV.7.3.- Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se emplearon geles de agarosa al 1% ml/v, y como electrolito, TAE 1x, que se
prepard a partir de tampén TAE 50x (apartado 1V.6.3.2, en la pagina 18). Se disolvié la
agarosa en TAE 1x por calentamiento en un microondas, y una vez enfriada la disolucion
a 55°C, se anadioé bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 ug/ml. Las electroforesis
se hicieron en cubetas horizontales, a voltaje constante de 100 V, y durante 30-40 min.
Para visualizar las moléculas de ADN, se iluminaron los geles con luz UV de 312 nm, y se

tomaron fotografias en un documentador de geles Vilber E-Box VX5.

IV.7.4.- Secuenciacidén y analisis de secuencias de ADN

Se empled la variante del método de Sanger semiautomatizada, que se basa en el
uso de didesoxinucleotidos terminadores marcados con fluorocromos (Smith et al., 1986).
Las secuencias fueron obtenidas por la empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal), a la que

se enviaron muestras de 20 pl, que contenian al menos 2 ug de ADN plasmidico obtenido
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de una minipreparacién (apartado 1V.7.1.2, en la pagina 20), o bien, productos de PCR
previamente tratados con 1,5 yl de Exonucleasa | (Exo I; 1 U/ul) y 1 pl de FastAp (1 U/ul),
ambas de Invitrogen, para la eliminacién de los cebadores y los desoxirribonucleétidos no
incorporados durante las amplificaciones. También se enviaron a STAB VIDA alicuotas de
5 pl de los oligonucledtidos utilizados como cebadores en las reacciones de secuenciacion
(Tabla 2), a una concentracion de 10 uM. Algunas posiciones ambiguas en las secuencias
obtenidas por STAB VIDA se esclarecieron en el laboratorio mediante la magnificacién de
los electroferogramas con el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA)

v10.2.6 (https://www.megasoftware.net).

Tabla 2.- Oligonucleétidos empleados como cebadores en este trabajo

Propdsito Nombre Secuencia (5'—3")
Genotipado y AT3G20430-F12e TTCCCTTCTCTTGTGCACATC
secuenciacion AT3G20430-R12 AGACCAATTCATCTCGTGGTG

LB_SAILP
LB_GKe
AT5G55590-F¢
AT5G55590-R¢
AT5G51280-Fa
AT5G51280-Ra

GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT
GATGATGGTAATGTTTATGTTTGAGG
CAAACACGGTTTATGTCTTAAATC
TATTGCATGATGTCATGCACC
CTTCCAATTCCGAAGCTTTTC

Amplificacion
de los insertos

attB1-PHAXprof

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttt
ATAGGTAATTTGAGATTGCTAAACC

attB1-PHAXef ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttt
ATGGAGGGAGAAGAGAGTTT
attB2-PHAX(-TAA)s ggggaccactttgtacaagaaagctgggtg
AGCAGAAGGATGATGTGCTA
attB2-PHAX(+TAA)9 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtg
TTAAGCAGAAGGATGATGTGC
Verificacion de AT3G20430-F22 GCTATGGTTGAAACGTTGCTC
los transgenes AT3G20430-R22 CAGATTTCCTTTCCTTTTCCG
pMDC107-F CTGCAAGGCGATTAAGTTG
attB1-F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAG
GFP-R CCATGCCTGAGGGATACGTG
YFP-R GCATGGACGAGCTGTACAAG
M13-R AATCATGGTCATAGCTGTTTCCTG
35Spro-F CTATCCTTCGCAAGACCCTTC

*d[as secuencias de estos cebadores se obtuvieron de *http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html,
bSessions et al. (2002), °Kleinboelting et al. (2012), y “Francis et al. (2006). °Estos cebadores también
se han usado para la verificacién de los transgenes. “Los extremos 5’ de estos cebadores incluyen

las secuencias ‘atfB1 y ¢atfB2, que se indican con letras mintsculas.
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Tabla 3.- Programas de PCR empleados en este trabajo

Polimerasa Programa
GoTaq 94°C, 3 min?; 35 0 40 x (94°C, 30 s; 55-60°C, 30 s; 72°C, 1 min/kb)P; 72°C, 5 min¢
Phusion 98°C, 30 s?; 35 x (98°C, 10 s; 60°C, 30 s; 72°C, 30 s/kb)P; 72°C, 7 min¢

“Etapa inicial de desnaturalizacion del ADN usado como molde. "Etapa intermedia de 35 o 40 ciclos
en los que se repitié una primera fase de desnaturalizacion del ADN molde, otra a la temperatura de
apareamiento para la hibridacion de los cebadores, y una tercera fase a 72°C para la polimerizacion,
de duracion variable seglin el tamafo del fragmento a amplificar y la polimerasa de ADN utilizada.
°Etapa final a 72°C para el rellenado de las moléculas bicatenarias con colas protuberantes en 5'.

IV.7.5.- Electroforesis capilar de ARN total en un bioanalizador

La integridad del ARN total extraido se determin6 en un bioanalizador Agilent 2100,
utilizando el kit Agilent RNA 6000 Nano (Agilent Technologies) y un chip de 16 pocillos RNA
Nano LabChip (Agilent Technologies), y siguiendo las instrucciones del fabricante. Antes,
se prepararon alicuotas de 4 pl de todas las muestras de ARN total obtenidas, diluyéndolas
en agua desionizada tratada con 0,1% v/v de DEPC hasta una concentracién de 250 ng/pl,
de las cuales se cargd 1 ul en los pocillos del chip.

Para el analisis se utilizé el programa 2100 Expert Software (Agilent Technologies)
y como tipo de experimento, el Plant RNA Nano, que tiene una duracion de unos 30 min.
Transcurrido este tiempo, se verificaron los resultados de todas las electroforesis capilares,
comprobando que los picos en los electroferogramas estuviesen bien resueltos, y que los
correspondientes a los ARNr 25S y 18S hubiesen sido seleccionados correctamente por el
programa. De lo anterior depende el calculo del RNA Integrity Number (RIN), un algoritmo
creado por Agilent Technologies basado en el tamafio y area de los picos de estos ARNT,
que clasifica los perfiles de ARN total eucariético en un sistema de numeracion del 1 al 10,
siendo 1 el mas degradado y 10 el de mayor integridad y pureza (Schroeder et al., 2006).
Asi, se comprobd que el RIN fuese superior a 6,5 en todas las muestras, considerando este
ARN total lo suficientemente puro e intacto para su uso posterior.

Finalmente, se calcularon los cocientes entre las concentraciones relativas de los
ARNTr del citoplasma (25S y 18S) y del cloroplasto (16S, 23Sa y 23Sb): 25S:18S, 18S:16S,
18S:23Sa, 18S:23Sb, 16S:23Sa y 16S:23Sb.

IV.8.- Analisis de northern
Los analisis de northern sirvieron para la deteccion de diferentes precursores de los
ARNr en muestras de ARN total de Arabidopsis, utilizando para ello sondas de ADN de

secuencia complementaria a las de los precursores de interés.
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Todos los tampones, disoluciones y diluciones empleados se prepararon con agua
desionizada tratada con 0,1% v/v de DEPC (apartado 1V.6.4, en la pagina 18), y el material
utilizado se esterilizd en autoclave dos veces, o se limpid con etanol al 70% v/v.

Para las electroforesis de ARN se utilizaron geles de agarosa al 1,4% m/v, y como
electrolito, MOPS 1x, que se preparo a partir de tampon MOPS 10x (apartado IV.6.4.1, en
la pagina 18). La disolucion de la agarosa en agua se hizo mediante calentamiento en un
microondas, y una vez estabilizada a 55°C, se mezcld bien con una disolucidon que contenia
3,6 ml de formaldehido al 36% m/v y 6 ml de MOPS 10x, y que fue precalentada a 55°C
durante 30 min. Las muestras de ARN y del marcador de peso molecular se prepararon
diluyendo en agua 3 ug y 80 ng, respectivamente, hasta alcanzar un volumen final de 6 pl.
A cada muestra, incluyendo el marcador, se le afadieron 20,22 ul de la mezcla de carga
(apartado 1V.6.4.1, en la pagina 18), y todas se desnaturalizaron a 65°C durante 10 min,
transfiriéndose a hielo después, donde se mantuvieron hasta su carga en los pocillos del
gel. Las electroforesis se hicieron en cubetas horizontales, a voltaje constante (90 V), y
durante 1 h y 30-35 min. Para visualizar el ARN, se iluminaron los geles con luz UV de 312
nm, obteniéndose diferentes fotografias en un documentador de geles Vilber E-Box VX5.

Tras las electroforesis, los geles se lavaron durante 15 min con agua, y después,
con SSC 10x, preparado a partir de tampén SSC 20x (apartado 1V.6.4.2, en la pagina 19).

A continuacion, se realizd la transferencia por capilaridad de las muestras de ARN
y del marcador de peso molecular de los geles a membranas de nailon con carga positiva,
usando como tampén SSC 10x, y el montaje de la Figura 3, en la pagina 25. La membrana
de nailon y los papeles de filiro Whatman se humedecieron con SSC 10x antes de su
inclusion en el montaje para la transferencia, que tuvo lugar durante toda una noche.

Tras la transferencia, se fijo covalentemente el ARN a la membrana, exponiendo la
cara que habia estado en contacto con el gel a una radiacién UV de 120.000 pJ/cm?.

Las membranas con el ARN se introdujeron en los tubos de hibridacion con 20 ml
de la disolucion de prehibridacion (apartado IV.6.4.3, en la pagina 19) y se incubaron
durante 2 h en un horno de hibridacién, a 65°C y con rotacion constante. Transcurrido este
tiempo, se sustituy6 la disolucién de prehibridacion por la de hibridacién, idéntica a la de
prehibridacién pero con sonda (8 ml de la disolucion de prehibridacion con 2 pl de sonda a
una concentracion de 100 uM), manteniéndose en las mismas condiciones durante toda la
noche. Se usaron como sondas tres oligonucleétidos marcados en sus extremos 5'y 3' con
digoxigenina, sintetizados por Sigma-Aldrich, y cuyas secuencias en sentido 5'-3' son:
TCACTTCGAGTCACCGTCGACA, ladelaS2, GTCGTTCTGTTTTGGACAGGTATCGA, la
de la S7, y AGGATGGTGAGGGACGACGATTT, la de la S9.
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SSC 10x Portageles invertido SSC 10x

Figura 3.- Esquema del montaje para la transferencia de ARN de geles de agarosa desnaturalizantes
a membranas de nailon cargadas positivamente. Tomado de Delicado Mateo (2021).

Tras la hibridacion, se lavaron las membranas dentro de los tubos de hibridacion,
en el horno, manteniendo la rotacion constante y a temperatura ambiente, salvo cuando se
indica una temperatura distinta. Se hicieron dos lavados de 5 min con 50 ml de la disolucién
de lavado 1, dos de 15 min a 65°C con 50 ml de la disolucién de lavado 2, uno de 5 min
con 20 ml de la disolucién de deteccién 1, y otro de 30 min con 20 ml de la disolucién de
deteccion 2.

A continuacion, se inicio la deteccion. Para ello, se desecharon los 20 ml del ultimo
lavado y se incubaron las membranas, durante 20 min y a temperatura ambiente, con 15
ml de la disolucion de deteccidn 2 a la que se afadieron 0,75 U del anticuerpo anti-DIG-AP
(Roche), conjugado con una fosfatasa alcalina. Se deseché la disolucién con el anticuerpo
y se hicieron tres lavados de 10 min con 50 ml de la disolucion de deteccion 1, y un lavado
de 5 min con 50 ml de la disolucién de deteccién 3. Por ultimo, las membranas se extrajeron
de los tubos de hibridacién y se extendieron sobre fundas de plastico transparente, se
cubrieron con el sustrato incoloro CDP-Star (Roche) y con otra funda, y se incubaron 5 min
en oscuridad. Durante este tiempo, la fosfatasa alcalina conjugada al anticuerpo anti-DIG-
AP desfosforila el sustrato CDP-Star en una reaccion quimioluminiscente, que se detecté
poniendo en contacto la membrana enfundada en plastico con una pelicula radiografica,
dentro de una caja de revelado. La exposicion a las peliculas fue de 30 min a 3 h.

El revelado de la pelicula se realizé también en la oscuridad, sumergiéndola primero
en la disolucion de revelado (AGFA), hasta que las bandas se hicieron visibles, y después,

2 min en la disolucion de fijacion (AGFA). Por ultimo, se lavd con agua desionizada.
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IV.9.- Obtencién de transgenes mediante la tecnologia Gateway

La tecnologia Gateway (Invitrogen) se basa en la clonacién de un inserto de interés
en un vector por recombinacion especifica de sitio, mediante las reacciones de integracion
y escision mediadas por recombinasas del bacteriéfago A de Escherichia coli (Landy, 1989),

tal como se muestra en la Figura 4.

A Clonasa
attB atB attP attP BP atfl atfl attR  atR

[TTen TT]+ [T cedp [T | = [T gen TT 1+ [ ccob I |

Producto de PCR
flanqueado por attB

Vector de
entrada

Construccion
de entrada

B Clonasa
atfl atfL atR  attR LR attB attB attP attP

| [ gen | [+ | Fcedb i} | ==—>]foen|] [+ |[Hccab [7] |

Construccion Vector de
de entrada expresion

Construccion
de destino

Producto

Figura 4.- Clonacion de un inserto en un vector de expresion mediante la tecnologia Gateway. Se
representa esquematicamente el proceso de generacion de las construcciones (A) de entrada y (B) de
destino para un gen amplificado mediante PCR con dos cebadores que incluyen las secuencias attB1
y attB2 en sus extremos 5'. Tomada de Micol Ponce (2011), quien a su vez la modificé del catalogo
Gateway Technology de Invitrogen.

Para la integracion o reaccion BP, los vectores de entrada tienen en sus extremos
dos secuencias attP distintas (aftP1 y attP2) flanqueando el sitio de insercién. El fragmento
que se desea integrar debe estar flanqueado por dos secuencias attB (attB1 y attB2). La
molécula recombinante resultante, cuyo inserto queda flanqueado por las secuencias aftL,
recibe el nombre de construccion de entrada (Figura 4A), y las bacterias que lo contienen,
clones de entrada. La construccién de entrada actia como intermediario en el proceso, ya
que en la etapa siguiente, de escision o reaccion LR, el inserto de interés se escinde del
vector de entrada para integrarse en el de destino o expresion, que contiene las secuencias
attR. La molécula recombinante resultante, cuyo inserto queda ahora flanqueado por las
secuencias attB, se denomina construccion de destino (Figura 4B), y las bacterias que lo

contienen, clones de destino o expresion.
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Los vectores basados en la tecnologia Gateway, como los que se representan en
la Figura 5, en la pagina 28, son de los mas utilizados para la expresion de genes, la
determinacion de la localizacion espacial y subcelular de sus productos, y su transcripcion
y traduccion in vitro, ya que permiten la clonacion y subclonacion rapida y eficiente de
moléculas de ADN sin necesidad de usar endonucleasas de restriccion ni ligasas, las
herramientas clasicamente empleadas para la construccién de moléculas recombinantes
(Hartley et al., 2000).

En este trabajo, hemos usado la tecnologia Gateway para clonar distintos insertos
de interés en el vector de entrada pGEM-T Easy221, que fue obtenido en el laboratorio de
B. Scheres a partir del pGEM-T Easy de Promega, tras incorporarle el gen toxico ccdB,
flanqueado por las secuencias aftP1 y attP2 (Figura 5A, en la pagina 28). Este gen sirve
para la seleccion negativa de los plasmidos que no hayan incorporado el inserto, ya que
codifica una proteina toxica que interfiere con la ADN girasa implicada en la replicacion del
ADN de la mayoria de las estirpes de laboratorio de Escherichia coli (Bernard y Couturier,
1992), como la DH5a. El vector pGEM-T Easy221 contiene también un gen de resistencia
a ampicilina, permitiendo asi una doble seleccién de las bacterias transformantes.

Para la obtencion de los insertos, se amplific6 mediante PCR (apartado IV.7.2, en
la pagina 21) la region genémica requerida de la estirpe silvestre Col-0, empleando como
cebadores los oligonucleotidos de la Tabla 2, en la pagina 22, que tienen en sus extremos
5'las secuencias attB. Los productos de PCR flanqueados por las secuencias attB1 y attB2
se clonaron en el vector pGEM-T Easy221 mediante reacciones BP, que se llevaron a cabo
en un volumen final de 2,5 pl, en tubos eppendorf, mezclando las cantidades necesarias
de los productos de PCR y del vector de entrada para tener una relacion molar producto
de PCR:vector de 1:1 (en un volumen de 2 pl), y 0,5 ul de la Gateway BP Clonase Il Enzyme
Mix 5x (Invitrogen). Las reacciones se incubaron durante 24 h a 25°C, y se detuvieron con
1 ul de proteinasa K (Invitrogen; 2 ug/ul), manteniéndolas durante 20 min a 37°C.

Los insertos se subclonaron en los vectores de destino pMDC107, pEarleyGate 101
y pMDC32 (Figura 5B-D, en la pagina 28) mediante reacciones LR, que se llevaron a cabo
en un volumen final de 2,5 ul, en tubos eppendorf, mezclando las cantidades necesarias
de las construcciones de entrada y de los vectores de destino para tener una relacién molar
construccion de entrada:vector de 1:1 0 3:1 (en un volumen de 2 pl), y 0,5 ul de la Gateway
LR Clonase Il Enzyme Mix 5x (Invitrogen). Al igual que las reacciones BP, las reacciones
LR se incubaron durante 24 h a 25°C, y se detuvieron con 1 ul de proteinasa K (Invitrogen;

2 ug/ul), manteniéndolas durante 20 min a 37°C.
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B Terminador nos

pGEM-T Easy221
(5.524 pb)

pMDC107

(11.744 pb)

attP2

C LB D Terminador nos

pEarleyGate 101

(12.453 pb)

Terminador nos
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Figura 5.- Mapas de los vectores Gateway empleados en este trabajo. (A) Mapa del vector de entrada

PGEM-T Easy221. Se destaca la posicion de las secuencias atfP1 y atfP2, y en color, las de los genes
de resistencia a ampicilina Amp(R) y cloranfenicol Cm(R), y la del gen ccdB. (B-D) Mapas de los
vectores de destino (B) pMDC107, (C) pEarleyGate 101, y (D) pMDC32. Se muestra la posicion de
las secuencias attR1 y attR2, los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del ADN-T, y la secuencia
del terminador de la transcripcion del gen de la nopalina sintetasa (terminador nos). Se destacan en
color las secuencias del promotor 35S, del gen ccdB, de los genes que codifican la GFP y la YFP, y
de los que confieren resistencia a kanaminicina Kan(R), higromicina Hig(R), cloranfenicol Cm(R) y
Basta Ba(R). Los mapas se dibujaron con el programa pDRAW32 (https://www.acaclone.com/).

Los insertos subclonados en los vectores pEarleyGate 101 y pMDC32 quedaron
bajo el control de uno y dos promotores 35S, respectivamente. En los vectores pMDC107
y pEarleyGate 101, los insertos quedaron aguas arriba de los genes que codifican las
proteinas fluorescentes verde (GFP) y amarilla (YFP), respectivamente. Estos vectores
contienen, ademas, el gen toxico ccdB, para la seleccion negativa de los plasmidos sin el

inserto, y genes de resistencia a antibiéticos y/o herbicidas para la seleccion positiva de las
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bacterias y plantas transformantes. Los vectores pMDC107 y pMDC32 contienen genes de
resistencia a kanamicina e higromicina, mientras que el pEarlyGate 101 presenta genes de
resistencia a kanamicina y Basta, un herbicida de amplio espectro cuyo ingrediente activo
es el glufosinato de amonio, que inhibe la actividad de la glutamina sintetasa, generando

la acumulacion de amoniaco a niveles toxicos en las plantas.

IV.10.- Transformaciones
IV.10.1.- Transformacién de células bacterianas
IV.10.1.1.- Transformacion por choque térmico

Se afadieron 2,5 yl de los productos de las reacciones BP y LR descritas en el
apartado 1V.9, en la pagina 26, a tubos eppendorf con 50 ul de una suspension de células
de Escherichia coli DH5a quimiocompetentes, que se mantuvieron en hielo durante 20 min.
A continuacion, los tubos se sometieron a un choque térmico durante 45 s, en un bafio a
42°C, y después se mantuvieron en hielo durante 2 min. Se anadieron entonces 250 pl de
medio LB liquido (apartado IV.6.2, en la pagina 17), incubando los tubos durante 1 ha 37°C
y 225 rpm. Para inocular las células en placas de Petri con medio LB solido suplementado
con ampicilina o kanamicina, se procedio tal como se describe en el apartado I1V.5, en la

pagina 15, y por ultimo, se incubaron durante 24 h a 37°C.

IV.10.1.2.- Transformacion por electroporacion

Se afadieron 100 pl de una suspension de células de Agrobacterium tumefaciens
C58C1 electrocompetentes, y 1 ul de una disolucion de ADN plasmidico (20 ng), obtenida
tal como se describe en el apartado IV.7.1.2, en la pagina 20, en cubetas de electroporacién
de 2 mm, previamente enfriadas en hielo. Se utilizé un Electroporator 2510 (Eppendorf),
programando un pulso de 1.700 V y 5,6 ms. Tras la electroporacion, se afiadieron 500 pl
de medio LB liquido (apartado IV.6.2, en la pagina 17) a las células, que se transfirieron a
tubos eppendorf, y se incubaron durante 2 h a 28°C y 225 rpm. La inoculacion de las células
en placas de Petri con medio LB soélido suplementado con kanamicina y rifampicina (la
estirpe C58C1 de Agrobacterium tumefaciens es resistente a este antibidtico, es decir, RifR)

se hizo tal como se describe en el apartado IV.5, en la pagina 15, incubandose 48 h a 28°C.

IV.10.2.- Transformacion de Arabidopsis
Para la transferencia de los transgenes a Arabidopsis, las plantas se transformaron
por infiltracion con Agrobacterium tumefaciens C58C1, usando una versién modificada del

método de Clough y Bent (1998), que deriva a su vez del de Bechtold y Pelletier (1998).
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IV.10.2.1.- Infiltraciéon con Agrobacterium tumefaciens

Las plantas se cultivaron tal como se indica en el apartado IV.3.2, en la pagina 14,
hasta que alcanzaron el tamano 6ptimo para su transformacion, de unos 10 cm de altura,
estado en el que presentan muchos capullos florales sin abrir y pocos frutos.

Se prepararon precultivos de Agrobacterium tumefaciens C58C1 en 3 ml de medio
LB liquido suplementado con kanamicina y rifampicina (apartado IV.6.2, en la pagina 17),
que se inocularon con bacterias obtenidas en placas de Petri, y conservadas a 4°C. Tras
una incubacion de 24 h a 28°C y 225 rpm, se tomaron 200 pl de los precultivos para inocular
200 ml de medio LB liquido suplementado con kanamicina y rifampicina, en botellas de 500
ml. Estos cultivos se incubaron a 28°C y 225 rpm hasta que su densidad 6ptica a 600 nm
(ODego) alcanzé un valor de 1,8-2, momento en el que se afadieron 40 pl del detergente
Silwett-L77 (OSi Specialties), que facilita la adhesion de las bacterias a las flores.

La infiltracion de las plantas se realizé durante 1 min, por inmersion de sus partes
aéreas en el cultivo de Agrobacterium tumefaciens descrito anteriormente. Las plantas se
mantuvieron durante 15 min sobre papeles de filtro, y después se enfundaron en bolsas de
plastico transparente, y se transfirieron a una camara de cultivo, en la que permanecieron
hasta la recoleccion de las semillas. Un dia después de la infiltracion, las bolsas se cortaron
por su parte superior para facilitar la aireacion de las plantas. Ademas, se limit6 su riego,
procurando que el nivel de agua de subirrigacion no superara los 2 cm de altura dentro de

la cubeta, a fin de reducir la humedad en las macetas y minimizar el crecimiento de hongos.

IV.10.2.2.- Seleccién de transformantes

La seleccion de plantas T+ portadoras de los transgenes obtenidos en los vectores
de destino pMDC107, pMDC32 y pEarleyGate 101 se hizo en placas de Petri de 15 cm de
diametro, que contenian unos 100 ml de medio sélido GM (apartado IV.6.1, en la pagina
16) suplementado con 15 pg/ml de higromicina B (pMDC107 y pMDC32) o 2,5 ug/ml de
Basta (pEarleyGate 101). Se tomaron unos 40 mg de semillas (2.000-2.500) de Arabidopsis
en tubos de 10 ml, que fueron esterilizadas por inmersién con agitacién, durante 8-10 min,
en etanol al 70% v/v, y después, durante 8-10 min, en una disolucién acuosa del 40% en
lejia comercial (NaClO al 4-5% m/v) y 2 ml/l de Triton X-100 al 1% vl/v, realizando al final
tres lavados con agua estéril. Para su siembra en placas de Petri (apartado 1V.3.1, en la
pagina 12), se afadieron a los tubos con las semillas 5 ml de agar de cobertera (Gelrite al
0,5% m/v en agua), que fue mantenido en un bafo a 55°C durante al menos 30 min, tras
su esterilizacién en autoclave. Finalmente, se mezclaron las semillas y el agar de cobertera

por inversion, y la suspension se esparcio por la superficie del medio de cultivo.
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IV.11.- Microfotografia y morfometria

Los cruzamientos y las observaciones rutinarias de las plantas se llevaron a cabo
con una lupa binocular Olympus SZ30 60TR. Las fotografias de las plantas 21 dde y de las
silicuas 54 dde se hicieron con una lupa trinocular Nikon SMZ1500, dotada de un dispositivo
microfotografico Nikon DS-Ri2, e iluminacion anular de fibra dptica, provista por una fuente
de luz Volpi Intralux 6000-1. Las fotografias de las plantas en placa de Petri 14 dde y en
maceta 54 dde se efectuaron con una camara digital Panasonic Lumix DMC-FX9, en un
estudio fotografico Havox HPB-40XD equipado con 120 luces LED.

El numero de semillas por silicua y la longitud de las silicuas se determiné a partir
de las fotografias con las herramientas Cell counter y Freehand line, respectivamente, del
programa de analisis de imagen Imaged 1.54e (https://imagej.net/software/imagej/), en una

pantalla tactil Wacom Cintig 18SX.

IV.12.- Pruebas estadisticas

Para determinar el modo de herencia de los alelos phax-1y phax-2, se realizaron
ensayos de significacion basados en el estadistico chi-cuadrado (y?). Se aplicaron ensayos
de bondad de ajuste, expresando en la memoria el valor de y? obtenido al contrastar la
hipétesis nula de que los datos observados se ajustaban a la segregacién propuesta. El
valor por encima del cual se consideré rechazable la hipoétesis nula fue el correspondiente
a un nivel de significacién del 95%, es decir ¥2.95= 3,84, con un grado de libertad (GL).
Ademas, se calcul6 el valor de p a partir del de % y los GL.

Para el contraste de medias del numero de semillas por silicua y de la longitud de

las silicuas se realizaron ensayos de significacion basados en el estadistico t de Student.


https://imagej.net/software/imagej/

V.- RESULTADOS Y DISCUSION
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION
V.1.- Caracterizacion de lineas insercionales para el gen PHAX
V.1.1.- Andlisis de la conservacion del dominio PHAX

En The Arabidopsis Information Resource (TAIR; https://www.arabidopsis.org/), la
principal base de datos de Arabidopsis, no se recoge ningun estudio del gen AT3G20430,
que aparece descrito como “phosphorylated adaptor for RNA export-like protein”. Para
determinar si la presunta ortéloga de Arabidopsis, codificada por el gen AT3G20430,
pudiera desempefar funciones similares a las proteinas PHAX de los animales (apartado
Il.4, en la pagina 7), se comprobd, en primer lugar, la conservacion de su estructura
primaria, llevando a cabo una busqueda de los ortélogos. Se buscé el gen en HomoloGene,
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene; Wheeler et al., 2008), que es una base de
datos secundaria que recoge datos de genes y proteinas ortdlogas de quince organismos,
entre los que se encuentra Arabidopsis. Constatamos su presencia junto a sus presuntos
ortélogos de distintos animales, con los que solo parecia compartir el domino PHAX de
unién a ARN que caracteriza a la familia.

Con el objetivo de obtener un alineamiento multiple entre las PHAX de organismos
evolutivamente distales, se amplié la busqueda de homdlogos en otras bases de datos. No
encontramos ningun homologo entre los hongos, pero si en los animales y las plantas.

Se obtuvieron dos alineamientos distintos, el primero de ellos eligiendo dos plantas,
representando a las dicotileddneas (Arabidopsis thaliana) y a las monocotiledéneas (Oryza
sativa), y dos animales también distales, representando a los vertebrados (Homo sapiens)
y a los invertebrados (Drosophila melanogaster). Este primer alineamiento revelé una clara
conservacion en el dominio PHAX, que esta delimitado por dos parejas de glicinas (G)
conservadas, separadas por 12 aminoacidos, algunos de los cuales también se conservan.
Esta conservacion estructural en el dominio PHAX, el unico conocido en las proteinas de
esta familia y que es de union a ARN, sugiere que la PHAX de Arabidopsis y, posiblemente
de otras plantas, conserva la funcion descrita en los animales. También se encontré cierta
conservacion en una region aguas arriba del dominio PHAX, pero cuya funcién, si es que

la tiene, no se ha descrito todavia (Figura 6, en la pagina 33).

Arabidopsis thaliana = = = =  ——--—--mm oo oo
Oryza sativa = =0 So oo —————————————

Homo sapiens 1 —-—MALEVGDMEDGQLSDSDSDMTVAPSDRPLQLPKVLGGDSAMRAFQNT
Drosophila melanogaster 1 MMELHANDVDLEDGELSESDDDGVYTPLQRPDGAEKVAS--—--—----—
Consenso

Arabidopsis thaliana = = = = —-- o s oo oo
Oryza sativa = = = 0 Somm o — e —————————
Homo sapiens 48 ATACAPVSHYRAVESVDSSEESFSDSDDDSCLWKRKRQKCFNPPPK-PE-
Drosophila melanogaster 41 LTTCHQIQTALEDESQSNSDSSTAESSEDGCIKKLRTEST-GPDGHKKRK
Consenso
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Arabidopsis thaliana 1 - MEGEES/’LDEVINE /| GFIZNL-E MV

Oryza sativa l — == MEGGDS LDH D AL"»YDGD MA
Homo sapiens 96 -PFQFG------- QSSQKPPVAGGKKINN WGH QIXONQ » AVAT, " 'GIL
Drosophila melanogaster 90 KRIRRTVMRRVPPTDAEMQPNRARFKKYN' /WA Q) LSENMRGC:V-
Consenso R H - :
Arabidopsis thaliana 27 DVYEGE----=-————-— IV DHDI#DSGIIR----—--— OND»&DGVKDKEATI
Oryza sativa 28 DA»DAVEEAQAQIID-PVA ITAPTA--AA--——--—-——— TGGEGGGGEG---
Homo sapiens 138 GM:GTIDRSRQSIXTYNYL R—EEEQEHTKDL——DK LDEYMHGGKK
Drosophila melanogaster 139 ---TRSGRD YDFS|IRY. TLKRRLSNSSE ! [€GECSHPAHK
Consenso : . .
Arabidopsis thaliana 59 LEEKNELQOQ'N K ———————————— - -PV--MDI{PM---
Oryza sativa 63 ---DG VGQ ----- KPDG--PP IA---
Homo sapiens 185 SKEEENG P PEMN———Y ——————————— RYE
Drosophila melanogaster 185 RPS[ERPI —Q GL s SRRGTSSAS SSDFCEPR ILDLN
Consenso

Arabidopsis thaliana 90 ----—- SVDWFVR C SYM YT C AALSI#

Oryza sativa 100 ----- DINR SAIS):# QK
Homo sapiens 221 ITAEDSQEKVAD §§ KKAT 8 TAE
Drosophila melanogaster 234 EVGERDPSDVAT S DVCL LY T

Consenso

Arabidopsis thaliana 135 S Y-—- Ti-————===—=
Oryza sativa 145 S EPK Y-—-1 Gi—=——————-
Homo sapiens 271 R FLN TPSI:SEEQII MEFYTENQKEYENKK
Drosophila melanogaster 284 R FLF H DNITQEQQ FSED QSLSKSRK
Consenso . ik Kk kk ko *: .
Arabidopsis thaliana 174 —-=—--——————- FEXQF - ——————=——————= QP TRPKEIGPKRDQES
Oryza sativa 184 -—--————————— ElQF - —————————————— K°GRP*TSRNED:§S
Homo sapiens 321 AA----RKRRTQ KM QATKS---LN-----— QEDDD/:ERETF-"-&D
Drosophila melanogaster 334 QIETLMRDRKVE] CLSKQVTELPTLNQRKEY) M*GDE*SEDKQP|c L
Consenso R - : : . .
Arabidopsis thaliana 197 SSE SGNVSA--DEA-L/[S-E---MCVMPVAEQTESKPEKERKSVHER
Oryza sativa 207 QGS:WIDEDIEP--iIGEKE)/SDDPERLIDAEKSPHVPDNNKAERKPLADR
Homo sapiens 358 TNE';I# . 'SLDESQE ¥ o e L LT

Drosophila melanogaster 384 SNPPP:PVGAEQE-:DSPEYRTH-EININLVDNAELPSTSKAAAAAQGAP
Consenso . .. .

Arabidopsis thaliana 240 VP/~FDLIgR>APLDB)SLAHHPSA
Oryza sativa 255 VL, /:}4¥DLIJE *GEIH GBAP---—
Homo sapiens 379 AEEA EVp----—- HSHPLIIF--—-
Drosophila melanogaster 432 DL -F4yHDIL  VNCGEMYFF - —— -
Consenso .o % :

Figura 6.- Alineamiento multiple de las estructuras primarias de las proteinas PHAX de Arabidopsis,
Oryza sativa, Homo sapiens y Drosophila melanogaster. Se ha seleccionado para el alineamiento la
isoforma de la PHAX de Drosophila mas larga, de las dos que recogen las bases de datos. Los
residuos idénticos y similares en al menos tres de las secuencias alineadas aparecen sombreados en
negro y gris, respectivamente. El dominio de unién a ARN, que caracteriza a las proteinas PHAX, se
destaca con una linea roja en la secuencia consenso. Otra region conservada de funcion aun
desconocida se destaca con una linea verde. Los nimeros indican las posiciones en las secuencias
completas de las proteinas, que se obtuvieron de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se alinearon con Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/; Sievers et al., 2011) y se sombrearon con Multiple Align
Show (https://www.bioinformatics.org/sms/multi_align.html).

Por otro lado, se realizé un segundo alineamiento con distintas especies vegetales
muy distales entre si: Phiscomitrella patens, Arabidopsis thaliana, Oryza sativay Amborella
trichopoda, cuyo resultado evidencié una conservacion mas amplia en la regién en donde
se situa el dominio PHAX, pero también en otra de 16 aminoacidos en el extremo carboxilo,

que podria ser también funcionalmente relevante en las plantas (Figura 7, en la pagina 34).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Physcomitrella patens 1 -MVH E MV /H IIFEDRISDY *NG- CE El EEAGQLCSGFKA DISRT
Arabidopsis thaliana 1 U9GE IANAIN 1) MAGEID VEMYD\YEEG ettt IV, DHDLD
Oryza sativa 1 %%GG LDLWAH YDG D VEEAQ OEDPVA ITAPTA
Amborella trichopoda 1 AEGCIMNTI'F ——HD QRHL———OEKD ——————— S
Consenso HEE A

Physcomitrella patens 48 E[ENEGFVNEDGEILVA PTSE-NGA' IISSRTVEF! N HEKN
Arabidopsis thaliana 41 S[EERQ---------—-- -DED VK 1EAILGE

Oryza sativa 51 --AA----———————- G-GeGeGGIG—————— G AG
Amborella trichopoda 39 HEDYG----------- DEVHEG VPSE—QVPA ————— K EGE RKKRE
Consenso . . . I
Physcomitrella patens 98 EKKR——GER RQSAPRESTVIHE| o ERTINY FRE DR
Arabidopsis thaliana 79 lg—------ R:G--PVMD| PMS D

Oryza sativa 80 :KKSARTKN:GKPDGP

Amborella trichopoda 72 IN--—--———— KKKRSNSGIAD

Consenso : :
Physcomitrella patens 146 S D V IZVL
Arabidopsis thaliana 120 LWNI <BARELe, PR
Oryza sativa 130 LWNI 1 ' EP
Amborella trichopoda 114 LWNI 1 ' PT
Consenso N L L DL KKK ok ok kkokkk:o

Physcomitrella patens 196 HKEENRKHIEQQKAKQKE —-RGT ¢ ' RQHMDVDTGGDERPNVKRCRT}: LD
Arabidopsis thaliana 169 ————————————————— DQcSS
Oryza sativa 179 ————————————————— DA:=SQcS
Amborella trichopoda 163 VA:{g:1xVIR-—[0)PIHOGNNRLAT :VI-—--————-———-—————— NEPIK
Consenso

Physcomitrella patens 245 REGREGRGVSRERPRRASLREEVDSARVPAALONAWIQGLKKOSER
Arabidopsis thaliana 200 GIPASGNVSADEA-—————————————— e m e —m e —— LVE--
Oryza sativa 210 THGEK--—— = - == EVED-
Amborella trichopoda 194 EGKVM-———————m e m e mm e m e mmm e m Q-——-
Consenso .

Physcomitrella patens 295 GVPPEA——KVLNPKASAGPNPLQSN

Arabidopsis thaliana 215 --E---MCVMP-VAEQTESKPEKE I}

Oryza sativa 227 --DPERLIDAE-KSPHVPDNNKAE

Amborella trichopoda 208 ———GSSKCDEVQPILTTGCESQER

Consenso .o

Physcomitrella patens 343 SPIHGVTEVY DSGVQEWECGGQINRDHCNIREGEMEEGEITN
Arabidopsis thaliana 259 LAHHPSA-——-—————— = m e —

Oryza sativa 274 DAP-———-—— = m e —
Amborella trichopoda 254 F-—-———————————————m e mm
Consenso

Figura 7.- Alineamiento multiple de las estructuras primarias de las proteinas PHAX de Arabidopsis,
Physcomitrella patens, Oryza sativa 'y Amborella trichopoda. Se siguen las pautas definidas en el pie
de la Figura 6, en la pagina 33.

V.1.2.- Obtencion de los alelos phax-1y phax-2

Antes del inicio de este TFM, se adquirieron las lineas insercionales de dominio
publico SAIL_241_D10 y GK-094D08, que proceden de las estirpes de Arabidopsis qrt1-2
y Col-0, respectivamente (apartado IV.2, en la pagina 12; Tabla 1, en la pagina 13), y son
presuntamente portadoras de inserciones de ADN-T en el gen AT3G20430 (PHAX).

La unidad de transcripcion del gen PHAX tiene 2.142 pb, distribuidas en 4 exones
y 3 intrones (Figura 8A, en la pagina 36). Codifica una proteina de 265 aminoacidos, que
es la presunta ortéloga de las PHAX de los metazoos. Estas proteinas se asocian con otras
para la exportacion al citoplasma de los pre-snARN vy el transporte intranuclear de los
pre-snoARN del nucleoplasma a los cuerpos de Cajal, donde completan su procesamiento
para ensamblarse, una vez maduros, en las snRNP y snoRNP, respectivamente (apartado
II.4, en la pagina 7; Ohno et al., 2000; Kiss et al., 2006).
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Con el fin de comprobar si PHAX desempeia funciones similares en Arabidopsis,
se sembraron 652 y 1.345 semillas de las lineas de ADN-T SAIL_241 D10 y GK-094D08,
respectivamente, como se detalla en el apartado IV.3.1, en la pagina 12. De estas semillas,
germinaron 406 y 1.044, respectivamente. Se analiz6 el fenotipo de las plantas resultantes

21 dde, observando que 358 de la linea SAIL_241 D10 eran muy similares a las de su

A LB1 LB2 200 pb
> > —
PHAX phax-1 Y phax-2 i
A phax-1
> <« «
F LB1 R*

PHAX/phax-1
" PHAX/phax-2
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Figura 8.- Estructura del gen PHAX, y caracterizacion fenotipica y genotipado de sus lineas
insercionales. (A) Estructura de la unidad de transcripcion del gen PHAX, con indicacion de los sitios
de las inserciones de ADN-T en sus alelos phax-1y phax-2, con triangulos invertidos de color blanco.
Los rectangulos de color negro representan los exones, y las lineas que los separan, los intrones. Se
representan en blanco el lider (5'-UTR) y el trailer (3'-UTR). Las flechas representan los cebadores
usados en las amplificaciones mediante PCR y en las secuenciaciones por el método de Sanger (Tabla
2, en la pagina 22), que no estan a escala. F: AT3G20430-F1. R*: AT3G20430-R1, el asterisco indica
que la region complementaria a este cebador se encuentra aguas abajo de la unidad de transcripcién
de PHAX. LB1: LB_SAIL. LB2: LB_GK. (B-I, L) Fenotipo foliar de las plantas (B) grt/-2, (C-E)
phax-1, (F) Col-0, (G-1) phax-2 y (L) phax-1/phax-2. (J, K, M) Porte de las plantas Col-3, grti-2,
PHAX/phax-1, Col-0, PHAX/phax-2 y phax-2. (N-O) Genotipado de las plantas de las lineas
SAIL 241 D10y GK-094DO08. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 1% m/v, tefiido con bromuro de etidio. M: marcador de peso molecular. Se indican
los cebadores empleados, y el tamafio en pb de los productos de PCR obtenidos al (1) no utilizar
molde, o bien, usar ADN gendmico de una planta (2) grtl-2, (3) phax-1, (4) Col-0, (5) phax-2 o (6)
phax-1/phax-2. Las fotografias se tomaron (B-I y L) 21 y (J, K y M) 56 dde. Las barras de escala
indican (B-Iy L) 2 mm, Jy K) 5 cmy (M) 2 cm.

estirpe de procedencia qrt1-2, tanto en tamafo como en morfologia foliar (Figura 8B, en la
pagina 36), mientras que 48 presentaban un fenotipo mutante variable (Figura 8C-E, en la
pagina 36). Las semillas germinadas de la linea GK-094D08 rindieron 947 plantas similares
fenotipicamente a las silvestres Col-0 (Figura 8F, en la pagina 36), y 97 con el mismo
fenotipo mutante que las de la linea anterior (Figura 8G-I, en la pagina 36).

Las plantas con fenotipo mutante de ambas lineas insercionales se clasificaron en
tres subclases fenotipicas distintas. La primera estaba compuesta por 30 plantas de la linea
SAIL_241 D10y 64 de la GK-094D08, pequenas y con cotiledones cloréticos (Figura 8C y
G, en la pagina 36), representando el 62,50% y 65,98% de las plantas con fenotipo
mutante, respectivamente. La segunda subclase incluia 7 plantas de la linea
SAIL_241_D10y 12 de la GK-094D08, también pequefas, pero con los cotiledones verdes
y, que producian como maximo dos hojas, que eran apuntadas (Figura 8D y H, en la pagina
36), correspondiendo al 14,58% y 12,37% de las plantas con fenotipo mutante,
respectivamente. Finalmente, la tercera subclase fenotipica estaba formada por 11 plantas
de la linea SAIL_241 D10 y 21 de la GK-094D08, de mayor tamafo que las de las
subclases anteriores, aunque considerablemente mas pequefas que las de las estirpes
qrt1-2 y Col-0, y con mas de dos hojas en la roseta, las cuales eran apuntadas y dentadas
(Figura8E e 1, en la pagina 36). Estas plantas mostraron floracion temprana y
representaron el 22,92% y 21,65% del total de las plantas con fenotipo mutante de las
lineas SAIL_241_ D10 y GK-094D08, respectivamente.
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Se ftrasplantaron a maceta 16 plantas de la linea SAIL 241 D10 con fenotipo
mutante, tal como se describe en el apartado 1V.3.2, en la pagina 14. Sin embargo, solo 2
completaron su ciclo de vida, presentando un porte muy reducido, de 2-4 cm, y produciendo
un total de 5-6 silicuas. De estas silicuas, 1-4 produjeron semillas, que resultaron no ser
viables, pues no germinaron cuando se sembraron. De forma similar, se trasplantaron a
maceta 33 plantas con fenotipo mutante de la linea GK-094D08, de las cuales solo 11
completaron su ciclo de vida con un porte muy reducido, produciendo 2-20 silicuas con
0-8 semillas en su interior, que tampoco fueron viables (Figura 8K y M, en la pagina 36).

Por otro lado, se seleccionaron 2 plantas con el fenotipo de grt7-2 y 3 con fenotipo
mutante de la linea SAIL_241_D10, asi como 3 plantas con el fenotipo de Col-0 y 17 con
fenotipo mutante de la linea GK-094D08 para su genotipado por amplificacion mediante
PCR (apartado IV.7.2, en la pagina 21). Para amplificar el alelo silvestre PHAX, se empled
la pareja de cebadores AT3G20430-F1 + AT3G20430-R1 (Tabla 2, en la pagina 22;
Figura 8N, en la pagina 36), mientras que para amplificar las inserciones de las lineas
SAIL_241_D10 y GK-094D08, se utilizaron las parejas de cebadores AT3G20430-F1 +
LB_SAIL y LB _GK + AT3G20430-R1, respectivamente (Tabla 2, en la pagina 22;
Figura 8N, en la pagina 36). Se determiné asi que las plantas con fenotipo mutante eran
homocigotas para las inserciones anotadas, mientras que las que tenian un fenotipo similar
a grt1-2 o Col-0 eran homocigotas silvestres o heterocigotas.

La posicion exacta de las inserciones de las lineas SAIL_241_D10 y GK-094D08 se
establecid posteriormente, secuenciando por el método de Sanger (apartado 1V.7.4, en la
pagina 21) los productos de PCR obtenidos con los cebadores AT3G20430-F1 + LB_SAIL,
LB_SAIL + AT3G20430-R1, AT3G20430-F1 + LB_GK y LB_GK + AT3G20430-R1 (Tabla
2, en la pagina 22). Se confirmé asi que la linea SAIL_241 D10 es portadora de un par de
inserciones de ADN-T en el segundo intrén del gen PHAX, y se paso a denominar phax-1
a este primer alelo insercional (Figura 8A, en la pagina 36). En cambio, la linea GK-094D08
es portadora de una unica insercion de ADN-T en el tercer intron del gen PHAX, pasando
a denominar phax-2 a este segundo alelo insercional (Figura 8A, en la pagina 36). Por
ultimo, se comprob6 en plantas de la linea SAIL_241_D10 la presencia, en homocigosis,
de las mutaciones puntuales en el gen AT5G55590 de qrt1-2, su estirpe de procedencia,
usando para ello los cebadores AT5G55590-F y AT5G55590-R (Tabla 2, en la pagina 22).

V.1.3.- Analisis de complementaciéon de phax-1 con phax-2
Se corrobor6 que phax-1y phax-2 eran alélicos con un analisis de complementacion

genética. Para ello, se cruzaron las plantas PHAX/phax-1y PHAX/phax-2 (Figura 8J y K,
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en la pagina 36) entre si, y se analiz6 el fenotipo de la generacion F1 21 dde, observando
individuos de las tres subclases fenotipicas descritas en el apartado V.1.2, en la pagina 34,
para los homocigotos mutantes phax-1y phax-2 (Figura 8C-E y G-I, en la pagina 36). En
la Figura 8L, en la pagina 36, se muestra una de estas plantas F1, de pequefio tamafio, con
hojas apuntadas y dentadas, y floraciéon temprana. Por amplificacion mediante PCR con
las parejas de cebadores AT3G20430-F1 + AT3G20430-R1, AT3G20430-F1 + LB_SAIL y
LB_GK + AT3G20430-R1 se verificd que todas las plantas F1 con fenotipo mutante eran
portadoras de los dos alelos insercionales (Tabla 2, en la pagina 22; Figura 8N-O, en la

pagina 36).

V.1.4.- Andlisis de una posible letalidad gametofitica de los mutantes phax

La segregacion fenotipica esperada para un rasgo monogénico en la descendencia
por autofecundacién de una planta heterocigota para un alelo recesivo es 3:1, de individuos
con fenotipo silvestre frente a individuos con fenotipo mutante. Sin embargo, se observaron
desviaciones significativas de dicha proporcién en la descendencia por autofecundacion de
las plantas PHAX/phax-1 (y%.es5= 42,51; p = 0; GL = 1) y PHAX/phax-2 (x%.e5 = 142,81;
p =0; GL = 1), con segregaciones fenotipicas de 7,5:1y 9,5:1, respectivamente. La notable
disminucion en el niumero de plantas con fenotipo mutante, homocigotas para los alelos
insercionales phax-1 y phax-2, sumada a la baja tasa de supervivencia de estas tras su
trasplante a maceta y la incapacidad de germinacion de sus semillas (apartado V.1.2, en
la pagina 34), sugiere que la presencia de los alelos phax-1y phax-2 podria perturbar la
gametogénesis, la embriogénesis y/o el desarrollo postembrionario.

Para estudiar una posible letalidad gametofitica de phax-1y phax-2, se recolectaron
4-5 silicuas, aun verdes, de 3-4 plantas qrt1-2, PHAX/phax-1, Col-0 y PHAX/phax-2 56 dde
(Figura 8J y K, en la pagina 36), situadas en posiciones equivalentes a lo largo del tallo
principal. Las silicuas se sumergieron en etanol al 70% v/v, donde se mantuvieron durante
5 dias, con agitacion, para eliminar las clorofilas de las valvas y poder visualizar las semillas
en su interior. Si los alelos insercionales phax-1y phax-2 fuesen letales gametofiticos, la
segregacion esperada al analizar las semillas en el interior de las silicuas de las plantas
PHAX/phax-1y PHAX/phax-2 seria una 1:1, de semillas maduras o viables frente a 6vulos
no fecundados o abortados, los cuales se pueden visualizar como huecos en las silicuas
decoloradas. Sin embargo, al analizar las silicuas de PHAX/phax-1y PHAX/phax-2, no se
observé un mayor numero de huecos que en las de qrt1-2 y Col-0, aunque contenian un

menor numero de semillas (Figura 9 y Tabla 4, en la pagina 39).
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Figura 9.- Silicuas decoloradas de grt/-2, PHAX/phax-1, Col-0 y PHAX/phax-2. Las fotografias se
tomaron 56 dde. Las barras de escala indican 2 mm.

Tabla 4.- Analisis de las silicuas y semillas de qrt1-2, PHAX/phax-1, Col-0 y PHAX/phax-2

Genotipo Numero de semillas por silicua p Longitud de las silicuas (mm) p
qrt1-2 67,87 £ 1,37 0 19,09 + 0,48 0
PHAX/phax-1 56,44 + 9,29 17,05 + 1,47

Col-0 65,93 + 0,64 0 18,00 + 0,65 0,0124
PHAX/phax-2 60,50 £+ 2,63 18,62 + 0,62

Se indica la media + la desviacion estandar. n = 15-16 silicuas. Los valores han sido sometidos al
estadistico ¢ de Student con un nivel de significacion del 95%. Se indica el valor de p, que sefiala una
diferencia significativa entre los genotipos comparados.

Adicionalmente, se realizaron los cruzamientos reciprocos PHAX/phax-1 x qrt1-2,
qrt1-2 x PHAX/phax-1, PHAX/phax-2 x Col-0 y Col-0 x PHAX/phax-2, a fin de determinar
si existe algun tipo de alteracién en la transmisién de los alelos phax-1y phax-2 a través
de los gametofitos masculino y femenino. Se genotiparon las plantas de la generacion F
de todos estos cruzamientos por amplificacion mediante PCR con las parejas de cebadores
AT3G20430-F1 + AT3G20430-R1, AT3G20430-F1 + LB_SAIL y LB_GK + AT3G20430-R1
(Tabla 2, en la pagina 22), y se calculé la eficacia de transmision de los alelos insercionales
con la formula: eficacia de transmisién de la inserciéon (%) = heterocigotos/homocigotos
silvestres x 100 (Pagnussat et al., 2005). Si los gametofitos fuesen completamente viables,
la eficacia de transmision de las inserciones de ADN-T de phax-1y phax-2 seria del 100%,
mientras que este valor disminuiria en caso contrario.

Se genotiparon 44 y 47 individuos F1 de los cruzamientos PHAX/phax-1 x qrt1-2 'y
qrt1-2 x PHAX/phax-1, respectivamente, de los cuales, 24 y 22 individuos resultaron ser
heterocigotos. Estas segregaciones indican una eficacia de transmision del alelo phax-1
del 120% a través del gametofito femenino, y del 88% a través del masculino, lo que sugiere
una reduccion en la viabilidad de este ultimo, mientras que el gametofito femenino seria

completamente viable. De los cruzamientos PHAX/phax-2 x Col-0 y Col-0 x PHAX/phax-2
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se genotiparon 46 y 50 plantas F1, respectivamente, de las que, 3 y 21 fueron heterocigotas,
suponiendo una eficacia de transmision del alelo phax-2 del 6,98% a través del gametofito
femenino, y del 72,41% a través del masculino. Estos resultados sugieren una vez mas
una reduccioén en la viabilidad del gametofito masculino. Ademas, a diferencia de lo que
ocurre con el alelo phax-1, se observa una reduccion significativa en la transmision de la
insercion de phax-2 a través del gametofito femenino, que seria muy poco viable.

Con estos analisis, no podemos descartar la posibilidad de que también se esté
produciendo letalidad embrionaria, lo que podria explicar por qué las semillas de las plantas
phax-1y phax-2 no germinaron cuando se sembraron. También se observaron semillas no
germinadas cuando se sembraron inicialmente las dos lineas insercionales: 246 semillas
no germinadas de 652 sembradas de la linea SAIL_241 D10y 301 no germinadas de 1.345
sembradas de la linea GK-094D08. Mas adelante, se diseccionaran silicuas inmaduras de
plantas PHAX/phax-1, phax-1, PHAX/phax-2 y phax-2 56 dde, y se decoloraran las semillas

que haya en su interior, a fin de analizar el desarrollo de los embriones bajo el microscopio.

V.2.- Obtencién de transgenes para el estudio funcional del gen PHAX

Para confirmar que el fenotipo mutante de las plantas phax se debe exclusivamente
a una insuficiencia de funcion del gen PHAX, asi como estudiar los efectos derivados de la
sobreexpresion de este gen, y la localizacion subcelular de su producto proteico, en este
TFM se disenaron y obtuvieron diferentes transgenes mediante la tecnologia Gateway, tal
como se describe en el apartado V.9, en la pagina 26.

En primer lugar, se disefo el transgén PHAX,,.:PHAX:GFP para intentar rescatar el
fenotipo de las plantas phax-1y phax-2, y analizar la localizacién subcelular de PHAX. Este
transgén permite la expresién de una fusién traduccional entre la unidad de transcripcion
del gen PHAX, sin el codon de terminacion de la traduccion ni la region 3-UTR, y la region
codificante del gen de la GFP (PHAX:GFP), bajo el control del propio promotor de PHAX
(PHAX,0). Como promotor endégeno de este gen, se consideraron las 500 pb aguas arriba
de su region 5-UTR, ya que las secuencias reguladoras de la transcripcion de los genes
de Arabidopsis suelen encontrarse a menor distancia (Korkué¢ et al., 2014). Para la
obtencién de este transgén, el inserto PHAX,,:PHAX se amplific6 mediante PCR con los
cebadores attB1-PHAXpro y attB2-PHAX (-TAA) (Tabla 2, en la pagina 22; Figura 10, en
la pagina 41), y se clond en el vector de expresion pMDC107 (Figura 5B, en la pagina 28).

Por otro lado, se disefi6 el transgén 35S,,,:PHAX:YFP, a fin de rescatar también el
fenotipo de los mutantes phax, estudiar los efectos de la sobreexpresion del gen PHAX'y

la localizacion subcelular de la proteina que codifica. Este transgén expresa la fusion
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traduccional PHAX:YFP, bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico
de la coliflor. Ademas, aguas abajo del gen de la YFP se encuentra una secuencia que
codifica un epitopo de 9 aminoacidos de la hemaglutinina del virus de la gripe humana, que
permitira coinmunoprecipitar las proteinas interactoras de PHAX, usando un anticuerpo
comercial anti-HA. Para la obtencion de este transgén, el inserto PHAX (-TAA) se amplifico
por PCR con los cebadores attB1-PHAX y attB2-PHAX (-TAA) (Tabla 2, en la pagina 22;
Figura 10), y se cloné en el vector pEarleyGate 101 (Figura 5C, en la pagina 28).

Por ultimo, se disend el transgén 35S,,:PHAX, que expresa el gen PHAX bajo el
control del promotor 35S, a fin de estudiar los efectos derivados de la sobreexpresion de
PHAX y rescatar también el fenotipo de las plantas phax-1 y phax-2. Para su obtencion, el
inserto PHAX (+TAA) se amplific6 mediante PCR con los cebadores attB1-PHAX y attB2-
PHAX (+TAA) (Tabla 2, en la pagina 22; Figura 10), y se clond en el vector de expresion
pMDC32 (Figura 5D, en la pagina 28).

Para la obtencion de los insertos PHAX0:PHAX, PHAX (-TAA) y PHAX (+TAA), la
region gendmica requerida de la estirpe silvestre Col-0 (Figura 10A) se amplific6 mediante
PCR (apartado 1V.7.2, en la pagina 21), utilizando la polimerasa de ADN Phusion y las
parejas de cebadores mencionadas previamente, que tienen en sus extremos 5' las
secuencias attB. Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 1% m/v, tefiido con bromuro de etidio, corroborando asi que tenian el tamafio

esperado (Figura 10B).

A
AT3G20420  ATG PHAX
>
1
200 pb P2
>
P

F1+R1 F2+R1F2+R2
Figura 10.- Obtencion de los insertos para la generacion de las construcciones PHAX,,.: PHAX: GFP,

358pr0: PHAX:YFPy 35S,0:PHAX. (A) Representacion esquematica de las regiones amplificadas del
gen PHAX, que sirvieron de insertos para la obtencion de las construcciones mediante la tecnologia

Gateway. Se siguen las pautas definidas en el pie de la Figura 8, en la pagina 36. F1: attB1-PHA Xpro.
F2: attB1-PHAX. R1: attB2-PHAX (—TAA). R2: attB2-PHAX (+TAA). (B) Resultados de las
amplificaciones mediante PCR con la polimerasa de ADN Phusion. Se muestran los productos de
PCR obtenidos al (1) no utilizar molde o (2, 3 y 4) usar ADN genémico de una planta Col-0. Se
siguen las pautas definidas en el pie de la Figura 8, en la pagina 36.
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V.2.1.- Obtencion de los clones de entrada

Para la obtencion de los clones de entrada, los productos de PCR flanqueados por
las secuencias attB1 y attB2 se clonaron en el vector pPGEM-T Easy221 (Figura 5A, en la
pagina 28) mediante reacciones BP (apartado V.9, en la pagina 26). Con los productos de
estas reacciones se transformaron, mediante choque térmico, células de Escherichia coli
DH5a quimiocompetentes, que se inocularon en placas de Petri con medio LB sélido
suplementado con ampicilina, para la seleccion positiva de las bacterias transformantes
(apartado 1V.10.1.1, en la pagina 29). Se seleccionaron 10-20 colonias de bacterias
resistentes a ampicilina (AmpR) por construccion, que se sembraron en estrias y se
genotiparon mediante PCR con los cebadores AT3G20430-F1 y AT3G20430-R2 (Tabla 2,
en la pagina 22), los cuales hibridan en los insertos. Los productos de PCR se sometieron

a electroforesis en un gel de agarosa al 1% m/v, tefiido con bromuro de etidio, concluyendo

que su tamafio era el esperado (Figura 11).
Figura 11.- Genotipado de los clones de entrada. Se muestran
los productos de PCR obtenidos al utilizar como molde ADN
genomico de (1) Col-0, (2) ADN del vector pGEM-T Easy221
vacio, o un poco de masa bacteriana de las colonias Amp®
transformadas con las construcciones de entrada que contienen
los insertos (3) PHAX,r.. PHAX, (4) PHAX (-TAA), y (5) PHAX

o 4 15
850 — [ po—
(+TAA). Se siguen las pautas definidas en el pie de la Figura 8§,

AT3G20430-F1 + R2  en la pagina 36.

V.2.2.- Obtencidn de los clones de destino y secuenciacion de los transgenes

Se prepararon cultivos de dos clones positivos por construccién (apartado 1V.5, en
la pagina 15), en medio LB liquido con ampicilina (apartado IV.6.2, en la pagina 17), a partir
de los cuales se aislo el ADN plasmidico (apartado 1V.7.1.2, en la pagina 20). Los insertos
PHAX,0:PHAX, PHAX (-TAA) y PHAX (+TAA), flanqueados ahora por las secuencias attL
en el vector de entrada pGEM-T Easy221, se subclonaron en los vectores de expresion
pMDC107, pEarleyGate 101 y pMDC32 (Figura 5B-D, en la pagina 28), respectivamente,
mediante reacciones LR, tal como se describe en el apartado V.9, en la pagina 26. Con
los productos de estas reacciones se transformaron, de nuevo, células de Escherichia coli
DH5a quimiocompetentes, que fueron inoculadas en placas de Petri con medio LB soélido
suplementado con kanamicina para seleccionar las transformantes (apartado 1V.10.1.1, en

la pagina 29). Se seleccionaron 1-14 colonias de bacterias resistentes a kanamicina (Kan®)
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por construccion, que se sembraron en estrias y se genotiparon mediante PCR, tal como
se hizo con los clones de entrada (apartado V.2.1 y Figura 11, en la pagina 42).

Por otro lado, se aislo el ADN plasmidico de 2-4 clones positivos por construccion,
que se envio a la empresa STAB VIDA (Caparica, Portugal) para su secuenciacion por el
meétodo de Sanger (apartado 1V.7.4, en la pagina 21) con los cebadores que se muestran
en la Tabla 2, en la pagina 22. Posteriormente, a partir de los electroferogramas obtenidos,

se verifico en el laboratorio la integridad de los transgenes (Figura 12).

A
Vector Inserto Region espaciadora GFP
EnGGE___;—'x_nGG_-" CTTCTGCTCACCCAGC TAGAAAAAATGAGTAA
730 740 800 810
2494pb 56pb
Vector Inserto Regidn espaciadora YFP
AGGBGCTTTATGGA GGG CTTCTGCTCACCCAG TGCCTAGGGTGAGCA
70 280 320 330
1576pb 57pb
Vector Inserto Vector
AAGCAGGCTTTATGGAGGGAGAA CCTTCTGCTTAACACCCAGCTTT
540 850 5940 g50
MMW/WMWWWM
1,571 pb

Figura 12.- Verificacion de los transgenes en los clones de destino seleccionados. Se muestran varias
secciones de los electroferogramas obtenidos mediante secuenciacion por el método de Sanger de las
construcciones de destino (A) PHAX,r.: PHAX:GFP, (B) 35S,0: PHAX:YFP'y (C) 35Sp0: PHAX.

43
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Adicionalmente, se comprobd que la unidad de transcripcion del gen PHAX, sin el
coddn de terminacion de la traduccion y su region 3'-UTR, y las regiones codificantes de
los genes de la GFP y la YFP estaban en fase en los transgenes PHAX0:PHAX:GFP 'y
35S,0:PHAX:YFP (Figura 12Ay B, en la pagina 43). Esto ultimo es esencial para garantizar
la sintesis de las proteinas de fusion PHAX:GFP y PHAX:YFP, con las que se podra
establecer la localizacion subcelular de PHAX, e incluso, coinmunoprecipitar sus proteinas

o ARN interactores, usando un anticuerpo comercial anti-GFP o anti-YFP.

V.2.3.- Transferencia de las construcciones a Agrobacterium tumefaciens y
obtencion de lineas transgénicas de Arabidopsis

El ADN plasmidico de los clones confirmados se transfiri6 mediante electroporacion
a células de Agrobacterium tumefaciens C58C1 electrocompetentes, que se inocularon en
placas de Petri con medio LB sdlido suplementado con kanamicina y rifampicina, para la
seleccion positiva de las bacterias transformantes (apartado IV.10.1.2, en la pagina 29). Se
seleccionaron 10 colonias de bacterias KanR y Rif? por construccion, que se sembraron en
estrias y se genotiparon mediante PCR, tal como se hizo con los clones de Escherichia coli
(apartado V.2.1 y Figura 11, en la pagina 42).

Se seleccion6 una colonia transformante por construccion, a partir de la cual se
inicio un cultivo en medio LB liquido suplementado con kanamicina y rifampicina. Con estos
cultivos se transformaron, mediante infiltracién de sus érganos florales (apartado 1V.10.2,
en la pagina 29), plantas de las estirpes qrt1-2 y Col-0, para analizar los efectos derivados
de la sobreexpresion del gen PHAX y establecer la localizacion subcelular de su producto,
y las heterocigotas PHAX/phax-1y PHAX/phax-2, para intentar rescatar el fenotipo de los
mutantes phax-1y phax-2, respectivamente.

Se recolectaron las semillas T1 de las plantas qrt7-2 y Col-0 transformadas con las
construcciones de destino PHAX,0:PHAX:GFP y 35S,:PHAX (apartado 1V.3.2, en la
pagina 14), que se sembraron en placas de Petri con medio sélido GM suplementado con
higromicina (apartado 1V.10.2.2, en la pagina 30). Se seleccionaron 7 plantas resistentes a
higromicina (HigR) 14 dde, que se genotiparon mediante PCR con las parejas de cebadores
AT3G20430-F2 + GFP-R o 35Spro-F + AT3G20430-R2 (Tabla 2, en la pagina 22). Los
productos de PCR obtenidos se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1% ml/v, teiiido con bromuro de etidio, corroborando que las plantas HigR seleccionadas
eran portadoras de los transgenes PHAX,0.PHAX:GFP 0 35S,,.:PHAX. En la Figura 13, en
la pagina 45, se muestran dos de las plantas HigR seleccionadas, portadoras del transgén
35S,0:PHAX en fondo genético qrt1-2 (Figura 13A) o Col-0 (Figura 13B), y los resultados
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de su genotipado (Figura 13C). El fenotipo morfolégico de estas plantas transgénicas fue
similar al de los fondos qrt1-2 y Col-0, por lo que, en el caso de estarse sobreexpresando
el gen PHAX, que no se ha comprobado, no parece que tenga ningun efecto fenotipico. Se
esperara a que estos individuos se autofecunden y se analizaran los niveles de expresion
de PHAX en las plantas de la generacion T, mediante retrotranscripcién seguida de PCR
convencional (RT-PCR) o PCR cuantitativa (RT-gPCR).

é' 1646!..

é‘? g
Lartl- é35s %ﬁHAX y @oL—O 358 SPHAX 356000 F + AT3G20430-R2

Flgura 13 Verificacion de los transformantes T.. (A B) Fenotipo morfoloégico de una planta T
HigR (A) grtl-2 358,,0:PHAX y (B) Col-0 35S,.,- PHAX, que se sefiala con una flecha de color rojo.
Las fotografias se tomaron 14 dde. Las barras de escala indican 5 mm. (C) Genotipado de las plantas

&

T, Hig® que aparecen en (A) y (B) por amplificacion mediante PCR con los cebadores que se indican.
Se muestran los productos de PCR al (1) no utilizar molde, o usar ADN gendmico de una planta (2)
Col-0, (3) grti1-2 35S,r,:PHAX o (4) Col-0 35S,,,: PHAX. Se siguen las pautas definidas en el pie de
la Figura 8, en la pagina 36.

También se recolectaron las semillas T+ de las plantas grt7-2 y Col-0 transformadas
con la construccion de destino 35S,,,:PHAX:YFP (apartado IV.3.2, en la pagina 14), que se
sembraron en placas de Petri con medio sdélido GM suplementado con 2,5 pg/ml de Basta
(apartado 1V.10.2.2, en la pagina 30). Sin embargo, 14 dde no se pudo distinguir entre las
plantas resistentes a Basta y las sensibles, por lo que se repetira la siembra aumentando
la concentracion de Basta utilizada, o sembrando las semillas T directamente en macetas
y subirrigandolas con medio minimo ATM (apartado 1V.6.1, en la pagina 16) suplementado
con 100 ul/l de Basta. Si no se obtuviesen transformantes, se repetira la transformacion de
las plantas qrt1-2 y Col-0 (apartado 1V.11.2, en la pagina 27).

Las plantas PHAX/phax-1y PHAX/phax-2 transformadas con las construcciones de
destino se estan secando en el momento en que se redacta esta memoria. Mas adelante,

se recogeran las semillas T1 y se sembraran, tal como se ha descrito previamente.

V.3.- Prediccién de la localizaciéon subcelular y suborganular de PHAX
Los transgenes PHAX,0:PHAX:GFP y 35S,,,:PHAX:YFP obtenidos en este TFM y
transferidos a plantas de Arabidopsis qrt7-2, PHAX/phax-1, Col-0 y PHAX/phax-2 (apartado
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V.2, en la pagina 40) permitiran establecer la localizacion subcelular in vivo de la proteina
PHAX mediante su fusion traduccional con la GFP y la YFP. También se llevé a cabo un
analisis in silico de la localizacion subcelular y suborganular de PHAX con el predictor web
MULocDeep (https://www.mu-loc.org/; Jiang et al., 2023). Segun este predictor, PHAX se
localiza principalmente en el nucleo, concretamente en el nucleolo, aunque también esta
en el citoplasma, mayoritariamente en el citoesqueleto (Figura 14). Estas predicciones
concuerdan con la localizacion nuclear de la PHAX humana, que se inmunolocalizé en
distintas lineas celulares con un par de anticuerpos policlonales sintetizados en conejo
(https://www.proteinatlas.org/), lo que sugiere una conservacion funcional de la proteina
PHAX en Arabidopsis.
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Figura 14.- Analisis in silico de
la localizacion de PHAX. (A-B)
Localizacion (A) subcelular y
(B) suborganular de la proteina
PHAX, segun el predictor web
MULocDeep (https://www.mu-
loc.org/; Jiang et al., 2023).

V.4.- Estudio del procesamiento del pre-ARNr 45S en los mutantes phax

Tal como se describe en el apartado 11.4, en la pagina 7, las proteinas PHAX de los
metazoos participan en el transporte de los pre-snoARN para su maduracion y ensamblaje
en las snoRNP, entre ellas la snoRNP U3, esencial para la funcion del procesoma SSU,

encargado del procesamiento temprano del pre-ARNr 47S y la sintesis de la subunidad
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40S del ribosoma (Ohno et al., 2000; Watkins et al., 2004; Kiss et al., 2006; Langhendries
et al., 2016).

Para comprobar si esta funcién se conserva también en su presunta ortéloga de
Arabidopsis, se estudioé el procesamiento del pre-ARNr 45S en los mutantes phax, llevando
a cabo analisis de northern (apartado 1V.8, en la pagina 23) con las sondas S2, S7 y S9,
las cuales permiten detectar los pre-ARNr que se muestran en la Figura 15A, en la pagina
48, pero no los ARNr maduros. Se emplearon 3 ug de ARN total de plantas Col-3, grt1-2,
phax-1, Col-0 y phax-2, extraido como se describe en el apartado IV.7.1.3, en la pagina 20.

La sonda S2 permite detectar los pre-ARNr 35Sa1238/35S(P) y P-As, que parecen
acumularse en las plantas phax-1 y phax-2 con respecto a las qrt1-2 (Col-3) y Col-0,
respectivamente. La sonda S2 también es complementaria al subproducto P-P’, que no
parece acumularse en los mutantes phax (Figura 15B, en la pagina 48).

Las sondas S7 y S9 permiten detectar los pre-ARNr mayores, 35Sa1238/35S(P) y
35S(P")/32S, observandose el primero de ellos, de nuevo, acumulado en los mutantes
phax-1y phax-2 en comparacién con sus estirpes de procedencia qrt1-2 (Col-3) y Col-0,
respectivamente (Figura 15C, en la pagina 48). Con la sonda S7 también se pueden
detectar los pre-ARNr P-As y P'A3/18S-A3/18S-A2, cuyo procesamiento da lugar al ARNr
18S. Uno o varios de estos pre-ARNr parecen acumularse en las plantas phax (Figura 15C,
en la pagina 48). Por su parte, la sonda S9 también es complementaria a los pre-ARNr
27SAL/I27SAs/27SB, cuyo procesamiento da lugar a los ARNr 25S y 5.8S. Uno o varios de
estos pre-ARNr también parecen acumularse en los mutantes phax (Figura 15C, en la
pagina 48). Finalmente, los ultimos precursores del procesamiento del ARNr 5.8S, que se
denominan colectivamente pre-5.8S y que se pueden detectar también con la sonda S9,
parecen acumularse en las plantas phax con respecto a las qrt1-2 (Col-3) y Col-0, aunque
este resultado es menos evidente que los anteriores (Figura 15C, en la pagina 48).

La acumulacién en los mutantes phax de los pre-ARNr mayores 35Sa1238/35S(P),
primeros productos del procesamiento del pre-ARNr 45S, podria deberse a defectos en la
maduracién del snoARN U3 por no poder ser transportado correctamente a los cuerpos de
Cajal, proceso en el que interviene la proteina PHAX en los metazoos. En Arabidopsis, el
snoARN U3 maduro se ensambla en la snoRNP U3 y dirige el corte del pre-ARNr 45S en
el sitio P (Figura 1, en la pagina 5; revisado en Saez-Vasquez y Delseny, 2019). Ademas,
el resto de los precursores que se ven acumulados en los mutantes phax son los de la ruta

del “ITS1 primero”, lo que podria deberse a un retraso de esta (Figura 1, en la pagina 5).
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Figura 15.- Resultados del estudio mediante analisis de northern del procesamiento del pre-ARNr 45S en los mutantes phax. (A) Esquema del procesamiento
del pre-ARNr 45S en Arabidopsis. Modificado a partir de Micol-Ponce et al. (2020). Las barras verticales en el pre-ARNr 45S indican los sitios de
corte endonucleolitico. Las bandas verticales de color rojo, azul y verde marcan las regiones de los pre-ARNr con las que hibridan las sondas S2, S7
y S9, respectivamente. ETS: espaciador transcrito externo. ITS: espaciador transcrito interno. (B, C) Resultados de la hibridacién con las sondas (B)
S2 y (C) S7 + S9. Se indica el nombre de los precursores y subproductos que se detectan. Debajo de cada membrana se muestra la electroforesis del ARN
total en un gel de agarosa al 1,4% m/v, y se indican las bandas correspondientes a los ARNr maduros del ribosoma citoplasmico (ARNr 25S y 18S) y del

cloroplasto (ARNr 1685, 23Say 23Sb).
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V.5.- Analisis de la expresion génica y el splicing en los mutantes phax

Con el fin de estudiar la expresion génica y el splicing en los mutantes phax, se
encargd un ensayo de secuenciacion masiva de ARNm (RNA-seq), y su posterior analisis
bioinformatico, a la empresa Novogene (Cambridge, Reino Unido). Para ello, se usé el ARN
total de tres réplicas bioldgicas de Col-0 y phax-2 21 dde, que se extrajo tal como se detalla
en el apartado IV.7.1.3, en la pagina 20. Antes de enviar las muestras a Novogene, que
contenian unos 5 pug de ARN total, se comprob6 en el laboratorio su integridad y pureza,
sometiéndolas a electroforesis capilar en un bioanalizador (apartado 1V.7.5, en la pagina
23, y apartado V.6).

El RNA-seq se llevé a cabo con secuenciadores masivos lllumina NovaSeq 6000,
obteniendo lecturas pareadas de 150 pb. En el momento en que se redacta esta memoria,
se estan ejecutando los analisis de expresion génica, cuyos resultados permitirdn conocer

los genes diferencialmente expresados en el mutante phax-2 y su silvestre Col-0.

V.6.- Analisis del ARN total de los mutantes phax en un bioanalizador

Para poder determinar la integridad y pureza del ARN total empleado en los analisis
de northern (apartados IV.8 y V.4, en las paginas 23 y 46, respectivamente) y el RNA-seq
(apartado anterior), asi como posibles variaciones en las concentraciones relativas de los
ARNr del citoplasma y el cloroplasto en los mutantes phax, se sometié el ARN total de dos
o tres réplicas biologicas de Col-3, qrt1-2, phax-1, Col-0 y phax-2 21 dde a electroforesis
capilar en un bioanalizador Agilent 2100, tal como se describe en el apartado IV.7.5, en la
pagina 23.

Los valores de RIN de todas las muestras estuvieron comprendidos entre 7,1y 8,1,
demostrando que el ARN total no estaba degradado ni contaminado con ADN gendmico.
Ademas, el gel representado por el programa del bioanalizador mostré el patron tipico del
ARN total de las plantas, con dos bandas mas intensas correspondientes a los ARNr 25S
y 18S maduros, y otras mas tenues, las de los ARNr del cloroplasto. A este respecto, no
se observaron diferencias en la intensidad de las bandas de los ARNr 25S y 18S entre los
mutantes phax y sus fondos genéticos, sin embargo, las bandas de los ARNr del cloroplasto
fueron menos intensas en las muestras de los mutantes, lo cual era esperable debido al
fenotipo clorético de algunas de las plantas phax (Figura 16A, en la pagina 50). Tampoco
se vio ninguna banda de migracion electroforética mas lenta que la del ARNr 255, que

suele aparecer en las muestras de ARN total contaminadas con ADN gendmico.
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Figura 16.- Resultados de la electroforesis capilar de ARN de los mutantes phax en un bioanalizador.

(A) Simulacidn de la electroforesis en gel, tal como la representa el programa 2100 Expert Software

(Agilent Technologies). Se indican las bandas correspondientes a los ARNr maduros del citoplasma
(ARNr 25S y 18S) y el cloroplasto (ARNr 16S, 23Sa y 23Sb). M: marcador de peso molecular.
(B-F) Electroferogramas del ARN total de una de las réplicas biologicas analizadas de (B) Col-3, (C)
grti-2, (D) phax-1, (E) Col-0 y (F) phax-2. Se sefialan los picos correspondientes a los ARNr 258,
18S, 16S, 23Sa y 23Sb. (G) Valores de los cocientes entre las concentraciones relativas de los ARNr

del citoplasma y el cloroplasto de dos o tres réplicas bioldgicas por genotipo. Las barras de error

indican la desviacion estandar.
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Por otro lado, se calculé el valor del cociente 25S:18S, que fue mayor a 1 en todas
las muestras analizadas, no observandose diferencias significativas entre los cocientes de
los mutantes phax-1y phax-2, y los de sus estirpes de procedencia qrt7-2 (Col-3) y Col-0,
respectivamente (Figura 16B-G, en la pagina 50). De estos resultados se concluyé que las
concentraciones relativas de los ARNr 25S y 18S maduros en las plantas phax no difieren
de las de sus fondos genéticos. También se determiné el valor de los cocientes 18S:16S,
18S:23Sa, 18S:23Sb, 16S:23Sa y 16S:23Sb, que sirven como indicadores de la
abundancia de las subunidades mayor o 50S y menor o 30S del ribosoma del cloroplasto
(Tiller et al., 2012). En estos casos si se observaron diferencias, que se consideraron
significativas unicamente cuando los valores de los cocientes comparados diferian, al
menos, en 0,5 unidades. Siguiendo este criterio, se observé un incremento de los cocientes
18S:16S, 18S:23Sa y 18S:23Sb en las plantas phax en comparacion con las grt1-2 (Col-3)
y Col-0, lo que refleja una disminucion de las concentraciones de los ARNr maduros del
cloroplasto en las primeras. También se vio aumentado el cociente 16S:23Sa en los
mutantes phax, lo que sugiere una disminucion en estos de la subunidad 30S del ribosoma

del cloroplasto (Figura 16B-G, en la pagina 50).

V.7.- Andlisis de interacciones genéticas

A fin de profundizar en el estudio de la posible funcién de PHAX en la maduracion
del pre-ARNr 45S y el splicing de los pre-ARNm en Arabidopsis, se llevo a cabo un analisis
de interacciones genéticas, cruzando algunos mutantes de pérdida de funcién de genes
que codifican FBR y/o PR (mtr4-2, smo4-3, parl1-2, rps24b-2, cxip4-2, rrp7-1), o factores
relacionados con el splicing (abs-1, mas2-1, prp8-7), por los heterocigotos PHAX/phax-1 0
PHAX/phax-2 (apartado V.4, en la pagina 15). Se evité la mezcla de fondos genéticos,
empleando en los cruzamientos las plantas PHAX/phax-1 o PHAX/phax-2 en funcion de si
la estirpe de procedencia del otro mutante era qrt1-2 (Col-3) o Col-0, respectivamente. Los
cruzamientos realizados fueron: ABS/abs-1 x PHAX/phax-1; PHAX/phax-1 x ABS/abs-1;
mitr4-2 x PHAX/phax-1; smo4-3 x PHAX/phax-2; amiR-MAS2 x PHAX/phax-2; parl1-2 x
PHAX/phax-2; rps24b-2 x PHAX/phax-2; cxip4-2 x PHAX/phax-2; rrp7-1 x PHAX/phax-2'y
prp8-7 x PHAX/phax-2.

Se analizé la generacion F4 de todos los cruzamientos. Para ello, se sembraron las
semillas F1y se analizo el fenotipo morfolégico de las plantas 14 dde, descartando las que
presentaron el fenotipo mutante del parental femenino, por proceder de la autofecundacion
de este, y seleccionando 7-15 fenotipicamente silvestres. Se genotiparon estas plantas por
amplificacién mediante PCR con los cebadores AT3G20430-F1 y AT3G20430-R1, para
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comprobar la presencia del alelo silvestre PHAX, y las parejas AT3G20430-F1 + LB_SAIL
y LB_GK + AT3G20430-R1, para amplificar los alelos phax-1y phax-2, respectivamente, y
asi conservar solo las dihibridas. En el caso de los cruzamientos por ABS/abs-1, también
se comprobo la presencia de los alelos ABS y abs-1 por amplificaciéon mediante PCR con
los cebadores AT5G51280-F, AT5G51280-R y LB_SAIL (Tabla 2, en la pagina 22).

Mas adelante, se analizara la generacion F. de estos cruzamientos con el objetivo
de identificar y estudiar el fenotipo de los descendientes que presenten las mutaciones de
sus parentales en homocigosis o dobles mutantes. En el caso de observar un fenotipo mas
extremo o nuevo al de los parentales (sinergia), o si el fenotipo de uno de los progenitores
se ocultase por el del otro (epistasia), se podria confirmar una relacién funcional entre los
genes a estudio. Por el contrario, si el fenotipo del doble mutante resultase de la suma de
los fenotipos de ambos parentales (aditividad), se podria suponer la ausencia de relacion

funcional entre los genes estudiados (Pérez-Pérez et al., 2009).
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VI.- CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Durante este TFM se ha contribuido a la caracterizacién funcional del gen PHAX de
Arabidopsis, mediante el analisis fenotipico y molecular de dos lineas insercionales, asi
como el diseio, la generacion y la transferencia de distintos transgenes a plantas silvestres
y mutantes, cuya expresion permitira rescatar el fenotipo de las segundas, determinar los
efectos de la sobreexpresion del gen, y establecer la localizacion subcelular de su producto.

Mediante un par de alineamientos multiples se ha confirmado la conservacion de la
estructura primaria del dominio de unidén a ARN en la proteina PHAX de Arabidopsis con
respecto a sus ortélogas humana y de Drosophila, que es aun mayor cuando se compara
con las de otras plantas, tanto dicotiledoneas como monocotiledéneas, lo que sugiere su
conservacion funcional.

Se ha denominado phax-1y phax-2 a los alelos insercionales de PHAX, ya que no
se habia estudiado previamente y, por tanto, no se habian descrito alelos mutantes para
este gen. Se ha determinado la posicion exacta de las inserciones mediante secuenciacion
por el método de Sanger. Se ha comprobado mediante un ensayo de complementacion
genética, cruzando las plantas PHAX/phax-1y PHAX/phax-2, que ambas inserciones son
alélicas y responsables del fenotipo pleiotropico de los mutantes phax. Los resultados de
las segregaciones de plantas fenotipicamente silvestres frente a mutantes y la observacion
de un elevado numero de semillas no germinadas, descendientes por autofecundacion de
las heterocigotas PHAX/phax-1y PHAX/phax-2, sumado a la baja tasa de supervivencia
de las mutantes y la inviabilidad de sus semillas, sugieren que ambos alelos insercionales
afectan al desarrollo gametofitico, embrionario y/o postembrionario. El estudio de la eficacia
de la transmision de los alelos phax, analizando la F1 de los cruzamientos reciprocos de
las plantas PHAX/phax-1y PHAX/phax-2, por sus fondos genéticos qrt7-2 (Col-3) y Col-0,
respectivamente, sugiere que ambos causan cierta reduccién de la viabilidad del gametofito
masculino, mientras que el alelo phax-2 también reduce significativamente la viabilidad del
gametofito femenino. Mas adelante, se diseccionaran algunas silicuas inmaduras de las
plantas PHAX/phax-1, phax-1, PHAX/phax-2 y phax-2, y se decoloraran las semillas que
haya en su interior, a fin de analizar el desarrollo de los embriones bajo el microscopio y
determinar si existe algun tipo de letalidad embrionaria.

Por otro lado, mediante la tecnologia Gateway se han disefiado y generado los
transgenes PHAXp0:PHAX:GFP, 35Sp0:PHAX:YFP'y 35S,0:PHAX, que se han transferido
a plantas de Arabidopsis qrt71-2, PHAX/phax-1, Col-0 y PHAX/phax-2. Se han obtenido
plantas T4 qrt1-2 y Col-0 portadoras de los transgenes PHAX 0. PHAX:GFP'y 35S,r0:PHAX,
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que son fenotipicamente silvestres. Mas adelante, se intentara determinar la localizacion
subcelular de la proteina de fusién PHAX:GFP en las plantas T, portadoras del transgén
PHAX,0:PHAX:GFP. Se espera que esta proteina de fusion se localice mayoritariamente
en el nucleo, atendiendo a los resultados del analisis in silico con el predictor MuLocDeep
(https://www.mu-loc.org/; Jiang et al., 2023), y a la localizacion de la PHAX humana. Se
comprobara por RT-PCR y/o RT-gPCR si el gen PHAX se sobreexpresa en las plantas
portadoras del transgén 35S,,.PHAX, lo que supondria que la sobreexpresion de este gen
no afecta al desarrollo de Arabidopsis. Se obtendran transformantes para todos los
transgenes y fondos genéticos, comprobando si se recupera el fenotipo silvestre en las
lineas transgénicas en fondo mutante. Ademas, con aquellas que expresen los transgenes
PHAXr0:PHAX:GFP y 35S,,0:PHAX:YFP se podran realizar ensayos de colocalizacién con
marcadores, asi como de coinmunoprecipitacién de proteinas y ARN que interaccionen con
las proteinas de fusion PHAX:GFP y PHAX:YFP. Estas se inmunoprecipitaran con
anticuerpos comerciales anti-GFP, anti-YFP o anti-HA, y sus interactores se analizaran
mediante cromatografia liquida seguida de espectrometria de masas, en el caso de las
proteinas, o mediante RNA-seq, en el caso de los ARN.

Mediante analisis de northern se ha observado que en las plantas phax-1y phax-2
se acumulan distintos precursores del procesamiento del pre-ARNr 45S (35Sa1238/35S(P),
27SALI27SA3/27SB, P-As y P'-A3/18S-A3/18S-A2). Algunos de estos pre-ARNr pertenecen
a la misma ruta de procesamiento, la del “ITS1 primero”, por lo que su acumulacion sugiere
un retraso en los cortes que se producen en esta ruta. Por otro lado, la acumulacion de los
pre-ARNr 35Sa1238/35S(P) podria deberse a un transporte deficiente del pre-snoARN U3 a
los cuerpos de Cajal, como consecuencia directa de la insuficiencia de funcién de PHAX.
Se sabe que en los cuerpos de Cajal se completa la maduracion del snoARN U3, que se
ensambla posteriormente en la snoRNP U3, y dirige el corte del pre-ARNr 45S en el sitio P
(revisado en Saez-Vasquez y Delseny, 2019). Se ha observado también una disminucion
de los ARNr 16S, 23Sa y 23Sb maduros del ribosoma del cloroplasto, mediante
electroforesis capilar en un bioanalizador. Mas adelante, se barajara la posibilidad de
analizar el procesamiento de los pre-ARNr del ribosoma del cloroplasto, mediante analisis
de northern con sondas que hibriden especificamente en sus secuencias. Ademas, se
repetiran los analisis de northern realizados en este TFM, utilizando diferentes réplicas
bioldgicas con la intencién de cuantificar la acumulacién de los distintos precursores.

Con el objetivo de estudiar la expresion génica y el splicing en el mutante phax-2,
se ha encargado un RNA-seq, y su posterior analisis bioinformatico, a una empresa, cuyos

resultados permitiran conocer qué genes se encuentran diferencialmente expresados en el
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mutante phax-2 y su silvestre Col-0. En cuanto estén disponibles, se analizaran en detalle
dichos resultados, que se podran corroborar en el laboratorio mediante RT-gPCR. En caso
de encontrarse desregulado algun gen de interés, se solicitara alguna linea insercional de
dominio publico que lo interrumpa, a fin de estudiar los efectos de su pérdida de funcion, y
se llevara a cabo un analisis de interacciones genéticas.

Finalmente, se han cruzado las plantas PHAX/phax-1y PHAX/phax-2 por algunos
mutantes de pérdida de funciéon de genes que codifican FBR, PR o factores relacionados
con el splicing, a fin de estudiar si existe alguna relacion funcional entre PHAX y los genes
afectados en estos mutantes. Actualmente, se han recogido las semillas F, de todos los
cruzamientos realizados, que se sembraran para intentar aislar los dobles mutantes, cuyo
fenotipo se analizara. Si existiese alguna relacion funcional entre los genes afectados en
los dobles mutantes, estos serian sinérgicos o epistaticos, y en ellos se podria estudiar el
procesamiento del pre-ARNr 45S mediante analisis de northern con diferentes sondas, y el

splicing mediante RT-PCR y/o RNA-seq.
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