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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

En los laboratorios de Victor Quesada y Pedro Robles se estd llevando a cabo una

aproximacion de genética inversa empleando la especie modelo Arabidopsis thaliana, con el objetivo
de dilucidar la funcion que desempefian en el desarrollo y en la respuesta frente al estrés abidtico,
genes no caracterizados hasta la fecha y que participan en la expresion de la informacion genética de
los cloroplastos.

Con este fin, se estan estudiando dos familias de genes nucleares cuyos productos acttan en el
cloroplasto. La primera es la de los factores de terminacién de la transcripcién mitocondrial (IMTERF),
gue en los animales y las plantas participan en la regulacion de la expresion de los genomas
organulares. La segunda esta integrada por genes a los que hemos denominado CRD (CHLOROPLAST
RIBOSOME DEFECTIVE) y que codifican proteinas de los ribosomas del cloroplasto, implicadas en
la traduccion en este organulo.

En este trabajo Fin de Grado se ha realizado una contribucion al analisis genético de los
mutantes crd asi como al de algunos mterf previamente descritos. Se ha iniciado la caracterizacion de
un nuevo mutante (mterf6) y realizado un estudio de su respuesta frente al estrés abiotico y al acido
abscisico (ABA) durante la germinacion y en etapas tempranas del crecimiento vegetativo. Los
resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de distintos tipos de interacciones genéticas
entre las mutaciones crd, asi como una alteracion en la respuesta del mutante mterf6 frente al ABA, el

NaCl y el estrés osmotico producido por el manitol.

The reverse genetic approach carried out in the laboratories of Victor Quesada and Pedro
Robles using Arabidopsis thaliana, has as main goals to shed light on the function in plant
development and in the response to abiotic stress, of genes uncharacterized to date and whose products
participate in the flow of the genetic information in the chloroplasts.

For this purpose, two gene families were chosen as a subject of study. The first one is that of
the mTERF genes, which encode transcription factors involved in the regulation of gene expression in
the organellar genomes. The second one includes genes that we have called CRD (CHLOROPLAST
RIBOSOME DEFECTIVE), whose products are chloroplast ribosomal proteins required for translation
in this organelle.

In this Final Degree Project, it has been performed a contribution to the genetic analysis of the
crd mutants and some mterf previously described. We have started the characterization of a new
mutant “mterf6 and studied its response to abiotic stress and abscisic acid (ABA) during germination
and in early stages of growth. Our results revealed the existence of different genetic interactions
between the crd mutations as well as an alteration in the response of mterf6é to ABA, NaCl and the

osmotic stress caused by mannitol.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, cloroplasto, mTERF, crd, estrés abiotico, clororribosomas.



UNIDADES Y ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucleico
ADN-T ADN de transferencia
ARN Acido ribonucleico

cm Centimetros

cve Cotiledones verdes y expandidos
°C Grados centigrados

dte Dias tras la estratificacion
g Gramos

h Horas

kb Kilobases

kg Kilogramos

I Litros

Ix Luxes

m Masa

M Molar

Mb Megabases

mg Miligramos

min Minutos

ml Mililitros

mM Milimolar

MQ Megaohmios

nm Nanometros

P Probabilidad

pb Pares de bases

U Unidades de actividad enzimatica
Mg Microgramos

pl Microlitros

UM Micromolar

\ Voltios

v Volumen

1 Chi cuadrado
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1. INTRODUCCION
1.1. Orgéanulos con genoma propio: la mitocondria y el cloroplasto

Las mitocondrias y los cloroplastos son organulos presentes en las células eucariotas y que se
caracterizan fundamentalmente por presentar una doble membrana y un genoma propio. Mientras que
en las mitocondrias tiene lugar la fosforilacion oxidativa que permite obtener energia en forma de
ATP, en los cloroplastos se produce la fotosintesis, proceso mediante el cual los organismos
fotosintéticos obtienen materia organica a partir de nutrientes inorganicos a través de la energia
luminica del Sol. En los cloroplastos también se sintetizan moléculas esenciales para la vida de los
organismos autotrofos tales como aminoéacidos, lipidos, hormonas vegetales, nucledtidos, vitaminas y
metabolitos secundarios (Rébeillé et al., 1997; Bartoli et al., 2000; Gueguen et al., 2000).

Estos organulos tendrian su origen en organismos procarioticos ancestrales de vida libre que
fueron fagocitados por una célula eucariética primitiva con la que establecieron una relacion
endosimbidtica (Gray, 1999; Lang et al., 1999). En concreto, las mitocondrias y los cloroplastos
procederian de los ancestros de las o-proteobacterias y cianobacterias actuales, respectivamente.
Durante la evolucion, los genomas de estos endosimbiontes sufrieron una drastica reduccion del
nuimero de genes que albergaban, al transferirse la mayoria de ellos al genoma nuclear de la célula
hospedadora. Debido a ello, muchos de los genes fundamentales para el correcto desarrollo y
funcionamiento de los cloroplastos y las mitocondrias residen en el genoma nuclear, por lo que la
expresion de éste ultimo y de los genomas organulares debe coordinarse de manera muy precisa.
Mediante sefializacion retrograda (de los organulos al nucleo), el estado funcional, metabdlico y de
desarrollo de los cloroplastos y las mitocondrias se transmite al nicleo. A su vez, el ndcleo responde
habitualmente a través de sefializacion anterégrada (del nlcleo a los organulos) modificando la
expresion de genes cuyos productos acttan en los cloroplastos y las mitocondrias. Esto permite ajustar
las actividades de estos organulos con los requerimientos energéticos, metabdlicos o fisiolégicos
celulares (revisado en Robles et al., 2012a).

De acuerdo con lo anterior, la inmensa mayoria de las proteinas localizadas en las
mitocondrias y los cloroplastos (alrededor de 2.000 y 2.600 respectivamente; Taylor et al., 2009) estan
codificadas por genes nucleares, siendo muy pocas las cifradas por genes cloroplésticos o
mitocondriales. La mayoria de las proteinas codificadas por el genoma del cloroplasto estan
relacionadas con su funcion principal, la fotosintesis, y con el flujo de la informacion génica en el
interior del organulo. Entre las plantas terrestres, el contenido génico del genoma cloroplastico es
bastante similar (Tabla 1): presentan todas ellas varios genes que cifran ARN ribosémicos, 30-31 que
se transcriben produciendo ARNt, 21 que dan lugar a proteinas ribosomicas y los restantes genes
codifican proteinas implicadas en procesos como la fotosintesis o la transcripcion (Shaw et al., 2007).

El genoma cloroplastico contiene la informacién necesaria para sintetizar una polimerasa de
ARN de tipo procariotico (denominada PEP; Plastid-Encoded Plastid RNA Polymerase; Igloi y Kosel,
1992), constituida por las subunidades codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoCl y rpoC2.
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Su especificidad de union a promotores del ADN cloroplastico viene dada por factores sigma cifrados
por el nlcleo (Kanamaru y Tanaka, 2004). Ademas, en los cloroplastos actda una polimerasa de ARN
monomérica denominada NEP (Nuclear-Encoded Plastid RNA Polymerase), codificada por el genoma
nuclear y similar a la de los bacteriéfagos T3/T7 (Hess y Borner, 1999). Ambas polimerasas de ARN
controlan la expresion de distintos conjuntos de genes cloroplasticos. Durante el desarrollo del
organulo, NEP transcribe fundamentalmente aquellos genes implicados en la traduccion y
transcripcion en los proplastidios (los precursores de los cloroplastos), mientras que PEP actla en los
cloroplastos maduros regulando la expresion de genes relacionados con la fotosintesis (Liere y Maliga,
2001).

Tabla 1. Genomas cloroplasticos de diferentes organismos fotosintéticos

N° de genes que codifican

Tamafio del
Especie Tipo de organismo genoma (pb) ARN Proteinas
Arabidopsis thaliana Planta fanerégama 154.478 44 85
Pisum sativum Planta fanerogama 122.169 34 74
Oryza sativa Planta fanerégama 134.525 46 108
Zea mays Planta faner6gama 140.384 46 111
Chlamydomonas reinhardlii Alga verde 203.828 40 69
Micromonas spp. Alga verde 72.585 32 57
Physcomitrella patens Musgo 122.890 44 85
Selaginella moellendorffii Hepatica 143.780 23 70

El tamafio del genoma se indica en pares de bases de ADN (pb). Tomado con modificaciones de la
base de datos del National Center for  Biotechnology Information, NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/).

1.2. La familia génica mTERF

La secuenciacion de los genomas nucleares del arroz (Oryza sativa) y de Arabidopsis thaliana
(en adelante Arabidopsis) a principios de este siglo ha permitido identificar nuevas familias génicas
desconocidas en el reino vegetal. Una de estas familias es la de los factores de terminacion de la
transcripcion mitocondrial (nTERF), inicialmente descrita en los metazoos y posteriormente en las
plantas (Linder et al., 2005). Se han identificado genes mTERF en los genomas nucleares de distintas
especies de monocotileddneas y dicotiledoneas, asi como en el musgo Physcomitrella patens y en el

alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii, aunque no se han descrito en los hongos y los procariotas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/

Los factores mTERF tienen en comln la presencia de un nimero variable de repeticiones de
un motivo denominado mTERF de unos 30 aminoacidos. En los vertebrados se han identificado cuatro
subfamilias (MTERF1-4), siendo la proteina MTERF1 la primera en ser caracterizada (Roberti et al.,
2009). Sin embargo, los genomas vegetales, especialmente los de las plantas superiores, contienen un
numero de genes mTERF superior al de los genomas animales (Kleine et al., 2012). En los metazoos,
las proteinas mTERF participan en el control de la transcripcion mitocondrial, requiriéndose tanto para
su inicio como para su finalizacion, lo que pone de manifiesto que la regulacion de la transcripcién
mitocondrial es mas compleja de lo que se creia en un principio (Figura 1) (Robles et al., 2012a).
Recientemente se ha descubierto que las proteinas MTERF3 y MTERF4 se requieren también para la
correcta biogénesis de los ribosomas mitocondriales, lo que indica que los genes mTERF, al menos en
los animales, participan ademas en la traduccion mitocondrial (Figura 1) (Camara et al., 2011;
Wredenberg et al., 2013).

Hasta la fecha se han caracterizado ocho genes mMTERF en organismos fotosintéticos: MOC1
(mterf-like gene of Chlamydomonasl) en el alga unicelular C. reinhardtii (Schonfeld et al., 2004),
SOLDAT10 (SINGLET OXYGEN-LINKED DEATH ACTIVATOR10; Meskauskiene et al., 2009),
BSM/RUG2 (BELAYA SMERT/RUGOSA?2) (Babiychuck et al., 2011; Quesada et al., 2011), MDAl
(mTERF DEFECTIVE IN Arabidopsisl; Robles et al., 2012b), SHOT1 (SUPPRESSOR OF HOT1-4 1;
Kim et al., 2012), mTERF9 (Robles et al., 2015) y mTERF15 (Hsu et al., 2014) en Arabidopsis y Zm-
mTERF4, el ort6logo en el maiz de BSM/RUG2 (Hammani y Barkan, 2014). Las proteinas MTERF15
y Zm-mTERF4 se requieren para el correcto procesamiento de distintos tipos de transcritos
organulares (Figura 1). MTERF15 esta implicado en la eliminacion del intron 3 del ARN del gen
mitocondrial nad2 (que cifra un componente del Complejo | de la cadena de transporte electrénico),
mientras que Zm-mTERF4 participa en el splicing de ARN implicados en la traduccion cloropléstica.
Las proteinas SOLDAT10, MDAL, MTERF9 y Zm-mTERF4 son cloroplésticas, mientras que MOC1,
SHOT1 y MTERF15 se localizan en las mitocondrias. BSM/RUG2 presenta localizacion dual ya que
se ha identificado en ambos orgénulos. La perturbacion de la funcion de los genes mTERF vegetales
altera la expresion de genes de los genomas organulares y por ende la funcion cloroplastica y/o
mitocondrial. Esta es muy probablemente la causa de la significativa reduccion en el crecimiento de
los individuos mutantes, que en ocasiones detienen su desarrollo, como sucede en los mutantes bsm
(Babiychuck et al., 2011) y Zm-mterf4 (Hammani y Barkan, 2014) de Arabidopsis y el maiz,

respectivamente.



Factores mTERF Actuacion a nivel de Funcion

ADN N
MTERF1 de mamiferos tranzecrr?]:;g:z:t?seeftido
MOC1 de C. reinhardtii P . .
en la mitocondria
Zm-mTERF4 del maiz ARN Splicing de ARN

BSM/RUG2 de A. thaliana L} ) mitocondrial o

MTERF15 de A. thaliana / cloroplastico

MTERF3 de mamiferos Biogénesis ribosdmica

MTERF4 de mamiferos mitocondrial

Sintesis proteica

Figura 1. Genes mTERF caracterizados molecularmente. Funciones propuestas para los mTERF
caracterizados a nivel molecular en los animales y las plantas. Tomado con modificaciones de Kleine
y Leister, 2015.

1.3. Proteinas ribosdmicas del cloroplasto

La gran mayoria de proteinas cloroplasticas estan codificadas por genes nucleares, por lo que
deben sintetizarse en el citoplasma e importarse posteriormente a este organulo. Por el contrario, s6lo
unas pocas decenas de proteinas se sintetizan en el cloroplasto a partir de la informacion contenida en
su genoma (Tabla 1). Los ribosomas cloroplasticos, también denominados clororribosomas, llevan a
cabo la traduccion en este organulo siendo por tanto los encargados de la sintesis de proteinas en el
mismo. El clororribosoma estd compuesto por dos subunidades, una grande (50S) y una pequefia
(30S), dando lugar a un ribosoma 70S de estructura y tamafio similares a los de los ribosomas
bacterianos. Ambas subunidades son complejos ribonucleoproteinicos constituidos por moléculas de
ARN ribosémicos (ARNr) y distintas proteinas ribosémicas. Todos los ARNr del clororribosoma estan
codificados por el genoma organular. Sin embargo, la mayor parte de las proteinas ribosémicas
cloroplésticas (PRP, Plastid Ribosomal Proteins) estdn cifradas por genes nucleares y son,
generalmente, mayores que sus ortologas bacterianas. Al igual que sucede con los factores mTERF,
codificados por el ndcleo, las PRP son otro ejemplo de la participacion de genes nucleares en la
expresion de la informacion genética que alberga el genoma cloropléstico.

La subunidad pequefia del clororribosoma contiene 24 proteinas denominadas Rps (Ribosomal
protein of the small subunit), de las que 12 estan codificadas por el genoma del cloroplasto y las
restantes 12 por el nuclear (Yamaguchi et al., 2000). 21 de las 24 proteinas Rps poseen una proteina
ortdloga en Escherichia coli (Yamaguchi et al., 2000). La subunidad grande del clororribosoma
presenta 33 proteinas Rpl (Ribosomal protein of the large subunit), 31 de ellas con ort6logas en E.

coli. De las 33 proteinas Rpl, 24 estan codificadas por el genoma nuclear y 9 por el cloroplastico
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(Yamaguchi y Subramanian, 2000). A pesar de que existe un nimero elevado de proteinas ortologas y
cierta similitud estructural con los ribosomas procariéticos, la traduccion en el cloroplasto es méas
compleja. Esta mayor complejidad podria deberse, al menos en parte, a la adquisicion de proteinas
ribosémicas especificas de este organulo denominadas PSRP (Plastid-Specific Ribosomal Proteins),
tres de ellas en la subunidad pequefia 30S (PSRP2-4) y dos en la subunidad grande 50S (PSRP5 y
PSRP6) (Sharma et al., 2007). Se ha determinado la estructura del ribosoma cloropléstico mediante
criomicroscopia electrénica y cross-linking con ARN mensajero (ARNm), lo que ha permitido
descubrir que algunas proteinas PSRP se localizan en posiciones Optimas para interaccionar con el
ARNmM asi como con factores de traduccion especificos del cloroplasto durante el inicio de la
traduccion (Manuell et al., 2007).

Son varios los estudios realizados en los Gltimos diez afios sobre la funcién de las proteinas
ribosémicas del cloroplasto (revisado en Tiller y Bock, 2014). Nicotiana tabacum se ha utilizado
como sistema modelo para analizar las proteinas ribosémicas cifradas por el genoma del cloroplasto,
ya que en esta especie se dispone de un protocolo eficaz de transformacién de dicho organulo. Por el
contrario, suele escogerse Arabidopsis como modelo para estudiar la funcion de las proteinas
ribosémicas codificadas por genes nucleares, mediante aproximaciones de genética directa o inversa.
Los resultados obtenidos indican que las mutaciones en las proteinas ribosémicas del cloroplasto
provocan al menos alguno de los siguientes efectos: retraso en el crecimiento, reduccion de la
actividad biosintética de proteinas en el cloroplasto y/o alteraciones en la fotosintesis (Pesaresi et al.,
2001; Morita-Yamamuro et al., 2004; Romani et al., 2012; Tiller et al., 2012). Del mismo modo, la
caracterizacion de mutantes con alteraciones en el flujo de la informacion génica en el interior del
cloroplasto, incluido el proceso de traduccion, revela la importancia de su correcto funcionamiento
para el adecuado desarrollo de las hojas (Pyke et al., 2000; Wang et al., 2000; Wycliffe et al., 2005).

Otros estudios revelan que algunas mutaciones en proteinas PRP resultan letales, al
comprometer la funcién cloroplastica. Es el caso de los mutante ASL1 del arroz y ASL2 del maiz
afectados en la proteina S20 (Gong et al., 2014) y L21 del clororribosoma (Lin et al., 2014),
respectivamente. Recientemente se ha establecido por primera vez la funcion de un gen, WLP1, que
cifra una proteina PRP L13 en el arroz, a partir de la caracterizacion de un mutante hipomorfo con un
desarrollo anémalo de los cloroplastos, particularmente a bajas temperaturas (Song et al., 2014). Los
autores del trabajo sugieren que la funcion del cloroplasto se ve comprometida en wipl debido a una

menor sintesis de PEP, consecuencia de un funcionamiento inadecuado de la traduccion.

1.4. Arabidopsis como organismo modelo

Arabidopsis es una planta ampliamente utilizada como organismo modelo para la
investigacion en biologia vegetal. Se trata de una angiosperma perteneciente a la familia de las
Brasicaceas o Cruciferas (Figura 2). Arabidopsis carece de interés comercial aunque a esta familia

pertenecen especies vegetales de gran importancia econémica como la col (Brassica oleracea), el
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rdbano (Raphanus sativus), el nabo (Brassica rapa), la colza (Brasica napus), la mostaza blanca
(Sinapsis alba) y negra (Brassica nigra).

G
‘%‘{'v‘»"y )

Figura 2. Individuo de Arabidopsis. Dibujo representativo (izquierda) y fotografia (derecha) de una
planta adulta con indicacion de sus distintas partes aéreas. (A) Flores, (B) silicuas, (C) tallo
secundario, (D) hoja caulinar, (E) tallo principal y (F) roseta de hojas vegetativas. Tomado con
modificaciones de The European Commission Research (http://ec.europa.eu/research) vy
http://neofronteras.com/?p=3604.

Arabidopsis relne una serie de caracteristicas que la hacen idénea como sistema modelo para
realizar estudios genéticos, fisioldgicos, bioquimicos y moleculares. Entre éstas pueden destacarse: su
corto ciclo de vida (de seis a ocho semanas cuando se cultiva en condiciones de luz continua), su facil
manipulacién y cultivo, su elevada fertilidad (un individuo silvestre puede producir miles de semillas),
su pequefio tamafio (lo que permite cultivar un elevado nimero de individuos en un espacio reducido)
y su capacidad de autofecundacion (es una especie autdgama).

A estas caracteristicas puede afiadirse el pequefio tamafio de su genoma haploide
[completamente secuenciado (The Arabidopsis Genome Iniciative AGI, 2000)], de sélo unas 125 Mb,
diez veces mas grande que el de la levadura cervecera Saccharomyces cerevisiae (12 Mb), similar al
de otros organismos modelo como Caenorhabditis elegans (97 Mb) o Drosophila melanogaster (180
Mb) y notablemente menor que el de otras especies vegetales como el arroz (466 Mb), el tomate (950
Mb), el maiz (2.500 Mb) o el trigo (16.000 Mb). El genoma nuclear de Arabidopsis contiene muy
poco ADN repetitivo y esta organizado en cinco cromosomas, en los que se han descrito hasta la fecha
27.206 genes que codifican proteinas y 1.290 genes que cifran ARN no traducidos (The Arabidopsis
Information Resource version 10, TAIR10,
http://www.arabidopsis.org/doc/news/breaking_news/140#id22). Por el contrario, sus genomas
cloropléstico y mitocondrial contienen 129 y 146 genes, respectivamente, de los que 85 y 122

codifican proteinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/). ElI genoma de Arabidopsis no difiere
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sustancialmente en cuanto al nimero de genes, del de otras especies cultivadas de plantas con flores,
por lo que los resultados derivados de la investigacion en este sistema modelo son potencialmente
extrapolables a otras especies vegetales con interés agronémico.

Se han descrito més de 750 estirpes silvestres, ecotipos o accesiones de Arabidopsis
distribuidos por todo el planeta, fundamentalmente en el hemisferio norte. En su gran mayoria, se
encuentran disponibles para la comunidad cientifica a través de distintos bancos de semillas. Los
ecotipos pueden presentar variaciones en su morfologia, desarrollo y/o fisiologia, resultado de su

adaptacion a las distintas condiciones ambientales en las que viven.
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

En los laboratorios de los profesores Victor Quesada y Pedro Robles se lleva a cabo una
aproximacion de genética inversa con el objetivo de caracterizar genes nucleares que codifican
proteinas localizadas en el cloroplasto y que participan en el flujo de la informacién genética en este
organulo. Se trata de genes para los que no se habia descrito ningun fenotipo mutante a partir de la
perturbacién de su funcion.

La genética inversa se fundamenta en la obtencidén de alelos mutantes, fundamentalmente
insercionales y de pérdida de funcidn, de un gen a partir del conocimiento de su secuencia nucleotidica
(Alonso y Ecker, 2006). Se ha utilizado Arabidopsis como sistema modelo gracias a la disposicion de
varias colecciones de lineas portadoras de alelos insercionales generadas a partir de mutagénesis
mediante el ADN-T de la bacteria Agrobacterium tumefaciens. Se escogieron para su estudio genes
que cifran proteinas ribosdmicas del cloroplasto, asi como aquellos que codifican factores de
terminacion de la transcripcion mitocondrial (MTERF, mitochondrial Transcription tERmination
Factors). Las lineas mutantes que rindieron un fenotipo morfolégico fueron escogidas para su
posterior analisis. En el caso de los genes mTERF, se identificaron mutantes afectados en los genes
MDA1 (mTERF DEFECTIVE IN Arabidopsisl) y MTERF9 (Robles et al., 2012b; 2015). Por otra
parte, se aislaron cinco mutantes afectados en proteinas ribosémicas del cloroplasto que se
denominaron crd (chloroplast ribosome defective). Los mutantes crdl, crd2-1, crd2-2 y crd3 estan
afectados en genes cuyos productos forman parte de la subunidad grande del ribosoma cloroplastico,
mientras que crd4 lo esta en un gen que cifra una proteina de la subunidad pequefia.

El objetivo inicial de este Trabajo Fin de Grado era el de avanzar en el estudio de las
eventuales relaciones funcionales entre los genes CRD y mTERF, asi como entre éstos y otros que
también participan en el flujo de la informacion genética en el cloroplasto. Como herramienta para la
determinacion de las operaciones genéticas en las que participan los genes estudiados, se decidid
utilizar el analisis genético basado en el aislamiento y la caracterizacion fenotipica y molecular de
dobles mutantes. Por otro lado, en esta memoria se ha contribuido al estudio de un nuevo mutante
(mterf6), afectado en un gen mTERF, que hasta el momento no habia recibido atencion en cuanto a la
caracterizacion de su respuesta al estrés abidtico. Finalmente, como parte del anélisis de algunos de los

mutantes estudiados, se determiné su crecimiento fotoautotréfico.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Nomenclatura empleada en este trabajo

En la redaccion del presente Trabajo Fin de Grado se han seguido las pautas de nomenclatura
propuestas por Meinke y Koornneeff (1997) para Arabidopsis. Las posteriores modificaciones y
actualizaciones de este documento pueden encontrarse en
http://www.arabidopsis.org/portals/nomenclature/symbol_main.jsp.

Los alelos de un gen se refieren habitualmente mediante abreviaturas de tres letras en cursiva,
usando mayusculas para los alelos silvestres y minisculas para los alelos mutantes. En el caso de
existir diferentes genes con una misma denominacién, se les distingue afiadiendo un nimero al grupo
de tres letras que les identifica. Los distintos alelos mutantes de un gen reciben un distintivo numérico,
separado por un guion del identificador del gen. Los fenotipos mutantes se denotan mediante
abreviaturas de tres letras, la primera de ellas en mayusculas y todas ellas sin cursiva. A continuacion,
se afiade un namero para diferenciar fenotipos causados por mutaciones en distintos genes que reciben
una misma denominacion.

En este trabajo también se ha utilizado la notacion AGI (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000) para la denominacion de los genes de Arabidopsis. Asi por ejemplo, hemos continuado con la
caracterizacion de los genes At5g54600, Atlg75350 y At2g33800, donde las letras A y t denotan el
género (Arabidopsis) y la especie (thaliana), respectivamente, el nimero que viene a continuacion
hace referencia al cromosoma dénde se encuentra el gen (g) y los restantes nimeros indican su

localizacion dentro del cromosoma.

3.2. Estirpes de Arabidopsis empleadas en este trabajo
3.2.1. Estirpes silvestres

Hemos empleado la estirpe silvestre de Arabidopsis Columbia-0 (Col-0) suministrada por el
Nottingham Arabidopsis Stock Centre, NASC (http://arabidopsis.info/).

3.2.2. Estirpes mutantes

Hemos utilizado las estirpes mutantes que se indican en la Tabla 2, todas ellas aisladas con
anterioridad a este trabajo, derivadas de mutagénesis insercional con el ADN-T de la bacteria
Agrobacterium tumefaciens y pertenecientes a distintas colecciones de dominio publico: SALK
(Alonso et al, 2003), SAIL (Syngenta Arabidopsis Insertion Library) y WiscDsLox
(https://mywebspace.wisc.edu/groups/Krysan/Web/2010/). Las semillas de estas estirpes fueron
suministradas por el NASC (http://arabidopsis.info/). Todos los mutantes utilizados en este trabajo

estan en fondo genético Col-0.
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Tabla 2. Estirpes mutantes empleadas en este trabajo

Gen afectado Estirpe mutante Referencia
At5g55580 mterf9 Robles et al., 2015
At4g14605 mda1-1 Robles et al., 2012
At4g38160 mterf6
At5g54600 crd2-1
At1g75350 crd3
At2933800 crd4
At4g02990 rug2-2 Quesada et al., 2011
At2924120 sca3-2 Hricova et al., 2006

3.3. Disoluciones
3.3.1. Medios de cultivo

Se indican a continuacion los medios de cultivo empleados en este Trabajo Fin de Grado. En
todo momento se trabaj6 con guantes para evitar la contaminacién de los medios, siempre se emple6
agua desionizada (con una resistividad media de 15 MQ por cm) y todos los medios de cultivo se
esterilizaron en un autoclave a 1 kg/cm? y 121°C durante 20 min en matraces con una capacidad dos

veces superior a la del volumen a autoclavar a fin de evitar su derrame.

3.3.1.1. Medios de cultivo liquidos
Medio ATM

El medio minimo ATM (Kranz, 1987) se utiliz6 para regar las plantas cultivadas en maceta.
Se compone de KNO; (5 mM), KHzPO4 (2,5 mM), MgSQO, (2 mM), Ca(NOs), (2 mM), FeNaEDTA
(51 uM), HsBO3 (70 pM), MnCl: (14 puM), CuSOs (0,5 pM), ZnSO4 (1 pM), NaMoO, (0,2 uM), NaCl
(10 pM) y CoCl; (0,01 pM).

Para la preparacion del medio ATM se afiadié a 900 ml de agua: 5 ml de KNOs (1 M), 2,5 mi
de KH2PO4 (1 M), 2 ml de MgSO4 (1 M), 2 ml de Ca(NOs), (1 M), 2 ml de FeNaEDTA (20 mM) y 1
ml de la disolucién de micronutrientes, ajustando finalmente el volumen a 1 |. Todas las disoluciones
madre se prepararon en las concentraciones indicadas. Las disoluciones madre de las sales se
afiadieron a los 900 ml de agua y no a la inversa, a fin de evitar la precipitacion de complejos
insolubles de fosfato calcico.

La composicion de la disolucién de micronutrientes es la siguiente: HsBO3z (70 mM), MnCl,
(14 mM), CuSO4 (0,5 mM), ZnSO4 (1 mM), NaMoO4 (0,2 mM), NaCl (10 mM) y CoCl; (0,01 mM).
Esta disolucion se prepard afiadiendo a 900 ml de agua: 4,32 g de H3sBOs, 2,77 g de MnCl,-4H,0, 124
mg de CuS0O4-5H,0, 287 mg de ZnS0O.-7H,0, 48,7 mg de NaM0Q4-2H,0, 584,4 mg de NaCl y 2,38

mg de CoCl,-6H,0. Finalmente, se enrasé todo hasta el volumen final de 1 I.
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3.3.1.2. Medios de cultivo solidos

Los medios de cultivo solidos se prepararon afiadiendo agar tras la completa disolucion del
resto de los componentes del medio. A continuacion se esterilizaron en un autoclave y se vertieron en
cajas de Petri dentro de una cabina de flujo laminar horizontal (CRUMA 870-FL) a fin de evitar su
contaminacién. Una vez preparados, los medios de cultivo sélidos se conservaron a 4°C con las placas

de Petri en posicion invertida para evitar la condensacion de agua.

Medio GM

Se utilizé para el cultivo in vitro de Arabidopsis. Para la preparacion de 2 | de medio GM,
suficiente para obtener 20 placas de Petri, se afiadieron 1800 ml de agua destilada a un matraz de 21 y
se adicionaron 4,3 g de sales MS (Duchefa), 20 g de sacarosa (1%) y 1 g de Mes (0,5 g/l), agitandose
hasta su completa disolucién con un agitador magnético. Se ajusté el pH de la disolucién a 5,7 con
KOH (5 M y/o 1 M) y se enraso hasta un volumen final de 2 I, dividiéndose el volumen en 2 matraces
a razon de 1 | en cada uno de ellos. Se afiadi6 posteriormente 8 g de Plant Agar (Duchefa) a cada
matraz, se sellaron con papel de aluminio y se esterilizaron en un autoclave. Tras la esterilizacién, se
procedi6 a su vertido en placas de Petri a razon de aproximadamente unos 100 ml por placa de 15 cm

de didmetro.

3.3.1.3. Medios de cultivo suplementados

El medio de cultivo GM descrito en el apartado anterior se suplementé cuando fue necesario,
con distintas concentraciones de diferentes sustancias: NaCl (100 mM, 150 mM y 200 mM), KCI (125
mM y 150 mM), manitol (350 mM y 500 mM) o &cido abscisico (ABA; 3 uM, 6 uM y 10 uM). El
NaCl, el KCI y el manitol se afiadieron al medio de cultivo a la vez que el resto de componentes. El
ABA se afiadio tras la esterilizacion del medio de cultivo en un autoclave y su posterior estabilizacién
a 55-60°C en un bafio termostatizado.

La disolucion madre de ABA se prepard a una concentracion de 10 mM, afiadiendo 26 mg de
la hormona a una mezcla de agua y dimetil sulfoxido (DMSO) al 50% v/v en un volumen final de 10

ml. Se esterilizo por filtracion, se alicuoto en tubos eppendorf y las alicuotas se almacenaron a -20°C.

3.3.2. Disoluciones para electroforesis
TAE 50x

El TAE 50x se compone de Tris-base (2 M), acido acético glacial (5,71% v/v) y Na,EDTA (50
mM, pH 8,0). Para preparar 1 | se mezclaron 242 g de Tris-base, 57,1 ml de cido acético glacial y 100
ml de una disolucién Na;EDTA (0,5 M, pH 8,0). Su pH final se ajusté a 7,6. A partir de esta

disolucion madre se prepararon disoluciones de trabajo de TAE 1x.

17



Tampon de carga 6x para electroforesis en geles de agarosa

El tampdn de carga usado en las electroforesis se compone de Ficoll (20% m/v), xilencianol
(0,25% m/v), azul de bromofenol (0,25% m/v) y Na,EDTA (10 mM).

Marcador de peso molecular para electroforesis en geles de agarosa

Se utilizaron dos tipos de marcadores de peso molecular: 1 kb ladder de Gibco/BRL (diluido
en tampon de carga a una concentracion de 0,1 pg/ul) y el Hiperladder de Bioline (diluido en tampén
de carga a una concentracién de 0,14 pug/ul). Se cargaron 8 ul de marcador 1 kb ladder de Gibco/BRL
y 5 ul de marcador Hiperladder de Bioline por pocillo de un gel de agarosa convencional. Ambos se

conservaron en un congelador a -20°C.

3.4. Métodos de cultivo
3.4.1. Manipulacion de semillas

Las semillas se recogieron a partir de plantas totalmente secas que habian completado su ciclo
de vida. Para ello se corté la planta por la base, se presiond contra un colador con un tamafio de poro
adecuado al de las semillas y sobre una hoja de papel en blanco se recogi6 lo tamizado. Las semillas,
fragmentos de silicuas y otras partes secas de la planta cayeron en el papel y se volvieron a pasar por
el tamiz de manera que, tras sucesivas repeticiones, Unicamente quedaron las semillas. Almacenamos

las semillas recogidas en tubos eppendorf y las conservamos a 4°C hasta su siembra.

3.4.2. Esterilizacion de semillas

Las semillas obtenidas se esterilizaron antes de su cultivo para evitar la aparicion de hongos en
los cultivos in vitro. El procedimiento de esterilizacion consistio en sucesivos lavados de las semillas
dentro de tubos eppendorf. En el primer lavado se suspendieron las semillas en una disolucion acuosa
del 40% de lejia comercial (NaClO al 45% m/v) y 3 ul/ml de una disolucion del 1% v/v en Triton X
100 (un detergente) durante 8 min, agitando bien los tubos. Pasado el intervalo anterior, se retird la
lejia de los tubos utilizando una micropipeta P1000 (evitando la eliminacién de semillas) y se realizo
un segundo lavado de agua estéril. Se agitaron de nuevo los tubos para evitar que las semillas se
adhiriesen y se eliminé el agua. Se repitié dos veces mas el lavado con agua estéril, y se dejaron las

semillas dentro de los tubos eppendorf suspendidas en 1 ml de agua estéril.

3.4.3. Estratificacion de semillas
Las semillas esterilizadas y embebidas en agua se conservaron a 4°C durante al menos 24 h
para favorecer su germinacién al romper su dormancia. Este proceso se denomina estratificacién y se

puede llevar a cabo antes o después de su siembra en placas de Petri.
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3.4.4. Cultivo de semillas

Se sembraron las semillas recolectadas en placas de Petri de 15 cm de didmetro con
aproximadamente 100 ml de medio de cultivo solidificado en su interior. La siembra se llevo a cabo
con materiales estériles dentro de una cabina de flujo laminar CRUMA 870-FL. Se utilizé una pipeta
Pasteur para sembrar en cada placa de Petri aproximadamente 100 semillas, recolectandolas de los
tubos eppendorf y depositdndolas de una en una sobre la superficie del medio de cultivo en la posicion
gue indicaba una cuadricula situada debajo de la placa de Petri a modo de plantilla. Tras la siembra se
precintaron las cajas de Petri con esparadrapo quirtrgico Micropore Scotch 3M, protegiéndolas de la
entrada de cualquier particula dafiina pero sin impedir su libre intercambio de gases con el exterior.

Las semillas, recién sembradas y estratificadas en las cajas de Petri, se incubaron a 20+0,1°C
con una iluminacién continua de 2400-3100 Ix de luz blanca, suministrada por tubos fluorescentes
Panasonic 40 FL40SS-ENW-37, dentro de una cAmara de cultivo HLR-352-PE (Panasonic).

3.4.5. Trasplante a maceta

Cuando las plantas cultivadas en placas de Petri alcanzaron un tamafio que dificultaba su
crecimiento en ellas, se trasplantaron a maceta para que completasen su ciclo de vida
(aproximadamente desde la tercera a la cuarta semana tras la siembra de las semillas).

Habitualmente se utilizaron bandejas de plastico de 28 x 50 x 7 c¢cm (ancho x largo x
profundo), en las que cabian 42 alveolos de plastico, cada uno de ellos de 5 x 5 cm (didmetro x altura).
En cada alveolo se colocaron macetas de rejilla de 5 x 6 cm (diametro mayor x altura), en las cuales se
afladio previamente un sustrato consistente en una mezcla de perlita (granulometria de 1 a 3 mm; 105-
125 kg/m?), vermiculita (granulometria de 0 a 3 mm; 80-100 kg/m®) y turba no fertilizada de musgo
Sphagnum de estructura gruesa, en una relacion volumétrica de 1:1:0,5 respectivamente. Las macetas
con rejilla permiten extraer las plantas individualmente de los alveolos para una mas comoda
manipulacion de las mismas. Se aislé cada planta de sus vecinas mediante el uso de cilindros de
pléstico transparentes denominados aracones (aracons; Beta Tech), proporcionados con sus
correspondientes bases que se anclan a la maceta.

Para trasplantar las plantas de las placas de Petri a las macetas, se utilizaron unas pinzas de
metal cogiendo la planta por la base, con cuidado de no dafar la raiz e introduciéndola en el sustrato

de la maceta (previamente humedecido con disolucién de riego ATM).

3.4.6. Cultivo en maceta

Las bandejas se almacenaron en una cdmara climatizada a 20+1°C y 60-70% de humedad
relativa, bajo iluminacién continua, con luz blanca suministrada por tubos fluorescentes Sylvania 160
W F72T12 CW VHO Cool White, totalizando 5000 Ix. Las bandejas de alveolos estuvieron
permanentemente en contacto con agua en el fondo de las cubetas, realizandose un aporte de

nutrientes una vez por semana mediante su riego con medio minimo ATM. Cuando la floracion de la
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planta se interrumpe, cesa su riego, dejando que éstas se sequen para la posterior recoleccion de las

semillas.

3.4.7. Cruzamientos

Se realizo la fecundacion de plantas de manera manual con el objetivo de obtener la
descendencia deseada. Para ello se utilizaron dos plantas de Arabidopsis, una como donante (parental
masculino) y otra como receptora de polen (parental femenino), y se siguié el procedimiento de
emasculacion descrito por Kranz, 1987.

Mediante la ayuda de una lupa binocular Motic MSZ-140 y pinzas de microcirugia Aesculap
BD331, se procedid a la realizacion de los cruzamientos entre las plantas. Para ello se eligio un tallo
inflorescente de la planta con capullos florales en su apice y se le eliminaron las flores maduras, asi
como todos los capullos que tenia con el fin de evitar la autofecundacion. A las flores restantes se les
extirparon los sépalos, los pétalos y los estambres inmaduros, dejando al aire el pistilo (no fecundado)
de esa forma. Se limpiaron de nuevo las pinzas de microcirugia y con ellas, en la planta donante, se
extirp6 una flor madura con los pétalos abiertos y estambres con polen en sus anteras. Con cuidado, se
puso en contacto varias de las anteras del parental masculino con el pistilo de la flor del parental
femenino, asegurando la impregnacion del mismo con el polen de las anteras. Se sefializé en todos los
casos el cruzamiento afiadiendo una etiqueta al tallo junto a la flor fecundada. Por Gltimo, la planta
fecundada se devolvié a la camara de cultivo para permitir la formacion y maduracion de la silicua
resultante del cruzamiento. Una vez seca, se recogieron las silicuas y se depositaron en un tubo

eppendorf adecuadamente etiquetado.

3.5. Analisis morfolégico
Las fotografias que aparecen en este trabajo fueron tomadas con un microscopio
estereoscopico Leica M60 equipado con una camara digital ICE80 HD, y las de menor aumento con

una camara fotografica digital Nikon Coolpix S220.

3.6. Extraccion de ADN genémico

Se extrajo ADN genomico con el fin de utilizarlo como molde en amplificaciones mediante
PCR empleando el método de Dellaporta et al., (1983), modificado segin se indica en
http://www.caltech.edu/meyerowitz/protocols/quickdna.html.

El ADN molde con el que se trabajo se extrajo de plantas silvestres (Col-0), mutantes sencillos
(sca3-2, rug2-2, mdal-1, mterf6, mterf9, crd2-1, crd3 y crd4) o dobles mutantes (sca3-2 mdal-1,
sca3-2 mterf9, rug2-2 crd2-1, rug2-2 crd4, crd2-1 crd3 y crd2-1 crd4), que fueron recolectadas,
introducidas en tubos eppendorf y congeladas a -18°C. Se afiadio a cada tubo 500 pl de tampon de
extraccion (Tris-HCI 0,5 M, NaCl 0,5 M, EDTA 0,5 M) y con la ayuda de unas pinzas, se introdujeron

2 0 3 perlas de vidrio de 3 mm de didmetro (Vidrafoc, 376/1), introduciéndose posteriormente los
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tubos eppendorf en un macerador Mixermill 300 durante 180 segundos a 30 Hz. Se afiadio a cada tubo
35 pl de SDS al 20% y se mezcl6 por inversion antes de incubar los tubos a 65°C durante 5 min. A
continuacion se les afiadio 130 pl de acetato de potasio (KOAc) 5M y se mezcld bien por inversion. Se
incubaron los tubos durante 8 min en hielo y se centrifugaron en una microfuga a 13000 rpm durante
10 min. Se transfirié el sobrenadante a tubos eppendorf estériles y se afiadié a cada tubo 640 pl de
isopropanol y 60 pl de acetato de sodio (NaAcO) 3M a fin de precipitar los acidos nucleicos. Se
incubaron los tubos durante 10 min a -20°C y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 min. Se
elimind el sobrenadante y se lavaron los precipitados de acidos nucleicos afiadiendo 500 ul de etanol
al 70% a cada tubo. Tras centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min, se elimino el etanol y se dejaron
secar los precipitados con los tubos abiertos sobre la poyata. Una vez secos, se resuspendieron con 20

0 40 pl de agua estéril y se almacenaron a -20°C.

3.7. Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Los oligonucledtidos empleados en este trabajo fueron sintetizados por la casa comercial
Sigma-Aldrich y se recogen, asi como su finalidad, en la Tabla 3. Para el genotipado de cada una de
las mutaciones se emplearon tres cebadores disefiados con la herramienta informatica T-DNA Primer
Designed del SALK (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) previamente a este trabajo. Dos de
ellos, los cebadores RP (Right Primer) y LP (Left Primer) hibridan con secuencias génicas situadas
aguas arriba y abajo de la insercion, respectivamente. Para cada gen se utilizé una pareja de cebadores
RP y LP especifica. El tercer cebador denominado LBal (Left Border al) o LBb1.3 hibrida con
secuencias presentes en el borde izquierdo del ADN-T (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Denominacion de Secuencias de los cebadores (5 —3)
Finalidad los cebadores
Cebador Forward Cebador Reverse
(Forward/Reverse)
Viabilidad del
ADN ACTINA2 FIR GCACCCTGTTCTTCTTACCG AACCCTCGTAGATTGGCACA
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
LBa1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
Genotipado
G| MTERF9 LP/RP CAAAACCTGGAAAAGATTGAGG  GGTCTTGGCATTCCTAATTCC
e las
taci MDA1 LP/RP TGTTGAATGGGAAGACAAAGC  AACCGATAACCTGAAACCGAC
mutaciones
SCA3 F2/R3 GCTCCTCATATTGAGCTTTTG  GAATCCATTATATCATCCAAATG
MTERF6 F1/R2 ATGGAGGTGACAAATACGAGC  GAGGAATCTGATCCTAGGCTG
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3.8. Amplificaciones mediante PCR

Con el objetivo de genotipar las mutaciones estudiadas, se tomd en cada amplificacion 1 ul de
la solucion de ADN gendmico extraida de individuos de la estirpe silvestre Col-0, de los mutantes
sca3-2, mdal-1, mterf6 y mterf9, y de los dobles mutantes sca3-2 mdal-1 y sca3-2 mterf9. Los
cebadores empleados se afiadieron a una concentracion final de 0,4 uM y cada uno de los cuatro
desoxirribonucledtidos a otra de 0,2 mM.

Las reacciones se llevaron a cabo en todos los casos en tubos eppendorf de pared fina de 0,2
ml utilizando un volumen final de 10 pl por reaccién, en un termociclador Bio-Rad 9700, en el que se
programé un namero de 35 ciclos. Se utiliz6 siempre la polimerasa termoestable Taqg (Bioline). La
duracion de la etapa de polimerizacién dependié del tamafio de la molécula que se pretendia
amplificar, asumiéndose que la polimerasa de ADN utilizada habitualmente sintetiza ADN a razon de
una kilobase por min. La temperatura de apareamiento (annealing temperature; Tm) se calcul6 con la
formula Tm = 4(C+G) + 2(A+T), siendo C, G, Ay T el nimero de las respectivas bases en el
oligonucleétido (Suggs et al., 1981). Utilizamos una temperatura de apareamiento entre 5 y 10°C
inferior a la calculada. Se ha programado siempre una etapa final de 10 min a 72°C, para permitir el

rellenado de las moléculas bicatenarias con colas protuberantes en 5°.

3.9. Electroforesis en geles de agarosa

Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de agarosa al 1 o al 2% m/v, preparados a partir
de la disolucion de 1,3 0 2,6 g de agarosa respectivamente, en 130 ml de tampon electrolito IXTAE en
un microondas. Se afiadi6é a la disolucién bromuro de etidio hasta una concentracion de 0,5 pg/ml
mientras la disolucion estaba aln caliente, y se verti6 a continuacion en un portageles para
electroforesis, al cual se le anclan unos peines para la generacion de pocillos en el gel. Se dejo enfriar
la disolucién hasta su solidificacion, se extrajo el peine y se colocé el portageles en una cubeta
horizontal para electroforesis que se rellend con tampén de electroforesis 1XTAE. Se prepararon las
muestras de ADN a cargar en cada uno de los pocillos del gel afiadiendo a cada una de ellas 2 pl de
tampon de carga y se reservaron pocillos en cada gel para cargar una alicuota (5 u 8 pl) del marcador
de peso molecular a fin de inferir los tamafios aproximados de los productos de PCR. Se aplic6 una
corriente eléctrica a un voltaje constante de (100 V) y el ADN migré hacia el polo positivo, gracias a
su carga negativa. Transcurrida la electroforesis, se extrajo el portageles con el gel, se observo bajo luz
ultravioleta de 312 nm, y se fotografi6 en un documentador de geles INFINITY VX2, para

posteriormente estimar el tamafio de las moléculas obtenidas.
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4. RESULTADOS
4.1. Estudio de las interacciones genéticas entre los mutantes crd

Los mutantes crd se aislaron previamente a este trabajo en los laboratorios de los profesores
V. Quesada y P. Robles. Los individuos crd portan en homocigosis alelos mutantes insercionales y
recesivos, en genes nucleares que codifican proteinas ribosémicas cloroplasticas (véase la Tabla 2 en
la p4gina 16) y se caracterizan por presentar un menor tamafio y grado de pigmentacion que la estirpe
silvestre de la que derivan (Col-0) (Figura 3). Ademas, la morfologia de los cloroplastos de las células
del mesdfilo foliar de los mutantes crd esté alterada (Quesada y Robles, resultados sin publicar). Con
anterioridad a este trabajo, se inicio el andlisis genético y fisiologico de los mutantes crd (Gea
Caselles, 2012; Valderrama Pérez, 2014). Hemos continuado con su caracterizacion mediante el

analisis de las eventuales interacciones genéticas entre algunos de ellos.

Figura 3. Fenotipos morfologicos de los mutantes insercionales crd. Imégenes de un individuo
silvestre Col-0 y de los mutantes crdl, crd2-1, crd3 y crd4. Las imagenes se tomaron a los 22 dte (dias
tras la estratificacion). Las barras de escala indican 1 mm. Todas las imagenes se obtuvieron a los
mismos aumentos.

En el andlisis genético, para determinar si los genes afectados en distintos mutantes participan
en la misma o en distintas operaciones genéticas, una estrategia habitualmente empleada consiste en
realizar cruzamientos entre ellos con el objetivo de identificar y caracterizar los correspondientes
dobles mutantes. En un trabajo anterior (Gea Caselles, 2012) se estudiaron los dobles mutantes que
implicaban a la estirpe crdl. En este Trabajo de Fin de Grado se ha completado el estudio de los
restantes dobles mutantes: crd2-1 crd3, crd2-1 crd4 y crd3 crd4. Con este fin se realizaron los cruces
crd2-1 x crd3, crd2-1 x crd4 y crd3 x crd4. Segun se espera de la complementacion entre mutantes
recesivos afectados en genes distintos, todos los individuos F; resultantes de los cruzamientos
presentaron fenotipo silvestre. Las plantas Fi1 se dejaron autofecundar y las correspondientes semillas
F, se recogieron y sembraron. En ninguna de las poblaciones F; estudiadas encontramos individuos de
fenotipo doble mutante claramente distinguible de cada uno de los mutantes simples implicados en
cada cruzamiento. Por este motivo, decidimos identificarlos en poblaciones Fs, en las que el nimero
de individuos dobles mutantes esperado para genes que segregan independientemente, es mayor (1 de
cada 4) que en poblaciones F, (1 de cada 16), lo que suele facilitar su deteccion. Para ello se
seleccionan individuos F, de fenotipo mutante simple, y por tanto homocigéticos para una de las

mutaciones, de manera que en promedio, las dos terceras partes de ellos deben ser heterocigoticos para
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la segunda mutacién. Se detalla a continuacion los resultados obtenidos tras el analisis de las distintas
familias F3 establecidas.

Los mutantes crd2-1 y crd4 son similares en aspecto y tamafio y se diferencian de los
individuos crd3 fundamentalmente porque estos Ultimos presentan indentaciones mas evidentes en el
margen foliar y un amarilleamiento de sus peciolos y de la regién basal del limbo foliar (Figura 3). Por
ello, siempre que fue posible, obtuvimos poblaciones Fs a partir de la autofecundacion de plantas F, de
fenotipo Crd3. En el caso del cruzamiento crd2-1 x crd3, el analisis de los individuos y de las
segregaciones fenotipicas aparecidas en las poblaciones F; sugiere la existencia de una interaccién

epistatica entre ambas mutaciones (Figura 4; Tabla 4).

E
Figura 4. Fenotipo del presunto doble mutante crd2-1 crd3. Rosetas de un individuo silvestre (Col-
0), de los mutantes sencillos crd2-1 y crd3, y del doble mutante crd2-1 crd3. Las fotografias se
obtuvieron a los 22 dte. Las barras de escala indican 1 mm.

Tabla 4. Analisis de las segregaciones fenotipicas en poblaciones F3
procedentes del cruzamiento crd2-1 x crd3

Clases fenotipicas Segregacion
Fenotipo en
Familias F; F, Crd3 Doble mutante  Hipotesis e P
1 Crd3 35 2 3:1 7,50 0,006
2 Crd3 40 0 1
3 Crd3 40 0 1
4 Crd3 32 6 3:1 1,72 0,189
5 Crd3 28 12 3:1 0,53 0,465
6 Crd3 33 6 3:1 1,92 0,165
7 Crd3 40 0 1

Se indica el valor de 2 para la segregacion propuesta. Aparecen en cursiva aquellos valores en los que
los resultados observados en las poblaciones F3 se ajustan a la hipétesis nula (P>0,05). En caso de que
una de las clases fenotipicas esperadas tenga un valor inferior a 5 individuos se ha aplicado la
correccion de Yates.

En 4 de las 7 familias Fs estudiadas aparecieron dos clases fenotipicas, una mayoritaria
constituida por individuos de fenotipo Crd3 y otra por individuos de fenotipo similar a Crd2, que se

ajustaban a una proporcién 3:1 en 3 de las 4 poblaciones segregantes. Consideramos a los individuos
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de fenotipo similar a Crd2 como presuntos dobles mutantes, lo que indicaria que CRD2 es epistatico
sobre CRD3 (Figura 4). De acuerdo con esta hipdtesis, las segregaciones fenotipicas obtenidas en las
familias F, derivadas del mismo cruzamiento se ajustaron a una proporcion 9:4:3 (236 Silvestre: 85
Crd2: 66 Crd3; x*= 3,56; P = 0,17).

En el momento de redactar esta memoria se han obtenido y estudiado varias familias F»
derivadas del cruce crd3 x crd4. Entre sus individuos hemos distinguido plantas silvestres y mutantes
Crd4 y Crd3 que se ajustaban a una proporcion 9:4:3 (314 Silvestre: 142 Crd4: 96 Crd3; 2= 0,70; P =
0,70). La segregacion fenotipica obtenida sugiere que el fenotipo de los dobles mutantes es
indistinguible del de Crd4 por lo que CRD4 seria epistatico sobre CRD3. Con posterioridad a este
trabajo se obtendran y estudiaran familias Fs derivadas de individuos F, de fenotipo Crd3, lo que
permitira confirmar o refutar esta hipotesis.

El principal rasgo fenotipico que diferencia a los mutantes individuales crd2-1 y crd4 es el
tamafio ligeramente mayor de este Gltimo (Figura 3). No obstante, esta diferencia es dificil de apreciar
en las poblaciones F, derivadas del cruzamiento crd2-1 x crd4, debido a la existencia de un cierto
grado de variabilidad en los tamafios de las distintas plantas aparecidas. Aun asi, utilizamos la
diferencia en tamafio como criterio para la seleccion de plantas F, con las que establecer las
correspondientes familias Fs. Seleccionamos para ello los individuos mutantes de mayor tamafio,
considerandolos presuntos homocig6ticos crd4 y tras su autofecundacién se analizaron las
segregaciones fenotipicas aparecidas en las poblaciones Fs. En 2 de las 8 familias Fs estudiadas
aparecieron dos clases, una constituida por individuos de fenotipo aparentemente Crd4 y otra por
individuos presuntamente doble mutante, de tamafio y aspecto muy similar al de crd2-1 (Figura 5). No
obstante, ninguna de las dos segregaciones fenotipicas se ajusté a una proporciéon 3:1 (Tabla 5). El
reducido nimero de familias segregantes identificadas y su falta de ajuste a una segregacién 3:1
podrian atribuirse al elevado grado de similitud fenotipica entre crd2-1, crd4 y el presunto doble
mutante crd2-1 crd4, lo que dificultaria su distincion. Una posible interpretacion de estos resultados
seria la existencia de una interaccion epistatica de CRD2 sobre CRD4. No obstante, esta interaccion
epistatica propuesta, asi como las de CRD2 sobre CRD3 y CRD4 sobre CRD3 se confirmaran con
posterioridad a este trabajo. Para ello, se ha extraido ADN gendmico de individuos presuntos dobles
mutantes derivados de cruzamientos entre los mutantes crd citados anteriormente, con el fin de

genotipar mediante PCR las correspondientes mutaciones.
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Figura 5. Fenotipo del presunto doble mutante crd2-1 crd4. Rosetas de un individuo silvestre (Col-
0), de los mutantes sencillos crd2-1 y crd4, y del doble mutante crd2-1 crd4. Las fotografias se
obtuvieron a los 22 dte. Las barras de escala indican 1 mm.

Tabla 5. Andlisis de las segregaciones fenotipicas en poblaciones F;
procedentes del cruzamiento crd2-1 x crd4

Clases fenotipicas Segregacion
Fenotipo en
Familias Fs F, Crd4 Doble mutante  Hipdtesis X2 P
1 Crd4 40 0 1
2 Crd4 38 0 1
3 Crd4 40 0 1
4 Crd4 33 4 I 3,90 0,046
5 Crd4 40 0 1
6 Crd4 36 4 3:1 4,73 0,028
7 Crd4 40 0 1
8 Crd4 40 0 1

Se siguen las mismas indicaciones que en la Tabla 4.

4.2. Analisis de interacciones genéticas entre mutantes mterf y crd

En los laboratorios de V. Quesada y P. Robles se obtuvieron y caracterizaron anteriormente a
este trabajo dobles mutantes derivados de los cruzamientos entre individuos crd de una parte, y mdal
y mterf9 de otra (Robles et al., 2015). Los mutantes mdal-1 y mterf9, afectados en los genes mTERF
At4g14605 y At5g55580 respectivamente, presentan un retraso en su desarrollo y una pigmentacion
palida generalizada, posiblemente debido a una alteracion en la funcion cloroplastica (Robles et al.,
2012b; 2015). Con el objetivo de continuar con el andlisis de las eventuales interacciones genéticas
entre genes mTERF y CRD, en un trabajo anterior (Valderrama Pérez, 2014) se obtuvieron
poblaciones de semillas F. derivadas de cruzamientos entre los mutantes crd2-1 y crd4 de una parte, y
el mutante rug2-2 afectado en el gen mTERF RUGOSA2 (Quesada et al., 2011), de otra. En este
trabajo se detalla la caracterizacién de los dobles mutantes correspondientes. Las segregaciones

fenotipicas de las familias F. procedentes del cruzamiento crd2-1 X rug2-2 se ajustaron a una
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proporcién 9:3:3:1 (149 Silvestre: 59 Crd2-1: 63 Rug2-2: 14 Doble mutante; ¥°=3,90; P=0,27). A
continuacion, se obtuvieron poblaciones de semillas Fs a partir de plantas F, que presentaron fenotipo
Crd2-1.

S

\

rd2-1 crd2-1 rug2-2

Figura 6. Fenotipo del presunto doble mutante crd2-1 rug2-2. Rosetas de un individuo silvestre
(Col-0), del mutante sencillo rug2-2 (en fondo genético Col-0) y de dos individuos de la familia Fs-4.
El de la derecha es supuestamente doble mutante crd2-1 rug2-2 y el de la izquierda presenta fenotipo

Crd2-1. Las iméagenes se tomaron a los 22 dte. Las barras de escala indican 1 mm.

Tabla 6. Andlisis de las segregaciones fenotipicas en poblaciones F;
procedentes del cruzamiento crd2-1 x rug2-2

Clases fenotipicas Segregacion
Fenotipo en
Familias F3 F, Crd2-1 Doble mutante  Hipotesis e P
1 Crd2-1 29 10 311 0,01 0,926
2 Crd2-1 23 15 3:1 4,24 0,039
3 Crd2-1 21 15 3:1 5,33 0,021
4 Crd2-1 30 10 3:1 0,00 1,000
5 Crd2-1 27 12 3:1 0,69 0,405
6 Crd2-1 32 7 311 1,08 0,309

Se siguen las mismas indicaciones que en la Tabla 4.

En todas las familias Fs; estudiadas aparecieron dos clases fenotipicas, una constituida por
individuos de fenotipo Crd2-1 y otra por individuos presuntos dobles mutantes, que se ajustaron a una
proporciéon 3:1 en 4 de ellas. Los individuos crd2-1 rug2-2 mostraron un fenotipo resultante de
combinar rasgos fenotipicos presentes en los parentales: un menor tamafio y pigmentacion, similar a
crd2-1, y hojas de la roseta variegadas y con indentaciones como en rug2-2 (Figura 6). Estos
resultados sugieren una relacion de aditividad entre los genes RUG2 y CRD2.

En el caso de las familias F, derivadas del cruzamiento crd4 x rug2-2, la segregacion
fenotipica observada tambien se ajusto a una proporcién 9:3:3:1 (102 Silvestre: 30 Crd4: 48 Rug2-2:
12 Doble mutante; ¥? = 5,33; P = 0,15).
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Figura 7. Fenotipo del presunto doble mutante crd4 rug2-2. Rosetas de un individuo silvestre (Col-
0), del mutante sencillo rug2-2 y de dos individuos de la familia Fs-6. El de la izquierda es
supuestamente doble mutante crd4 rug2-2 y el de la derecha presenta fenotipo Crd4. Las imagenes se
tomaron a los 22 dte. Las barras de escala indican 1 mm.

Tabla 7. Anélisis de las segregaciones fenotipicas en poblaciones F;
procedentes del cruzamiento crd4 x rug2-2

Clases fenotipicas Segregacion
Fenotipo en
Familias F3 F, Crd4 Doble mutante  Hipdtesis e P
1 Crd4 33 6 3:1 1,92 0,165
2 Crd4 23 17 311 6,53 0,010
3 Crd4 31 8 8l 0,42 0,517
4 Crd4 40 0 1
5 Crd4 40 0 1
6 Crd4 31 9 3:1 0,13 0,715
7 Crd4 40 0 1
8 Crd4 39 0 1
9 Crd4 35 5 3:1 3,33 0,067
10 Crd4 28 12 3:1 0,53 0,465

Se siguen las mismas indicaciones que en la Tabla 4.

Se obtuvieron poblaciones F; procedentes de plantas F, de fenotipo Crd4. En 6 de las 10
familias Fs estudiadas aparecieron dos clases fenotipicas, una integrada por individuos de fenotipo
Crd4 y otra por presuntos dobles mutantes, cuyo fenotipo consideramos resultante de la mera
aditividad de los de los mutantes individuales (Tabla 7; Figura 7): plantas de tamafio inferior a los de
los mutantes sencillos, con hojas de la roseta variegadas y con indentaciones. Esto sugiere la
existencia de una aditividad entre los genes CRD4 y RUG2. En 5 de las 6 poblaciones segregantes la
segregacion fenotipica observada se ajustd a una proporcion 3:1 (Crd4:Doble mutante).

Con el fin de confirmar las interacciones genéticas propuestas, se ha iniciado el genotipado
mediante PCR de las correspondientes mutaciones en los presuntos dobles mutantes crd2-1 rug2-2 y
crd4 rug2-2, que sera finalizado con posterioridad a este trabajo.
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4.3. Analisis de interacciones genéticas entre el mutante sca3-2 y mutantes mterf

El mutante sca3-2 (scabra3-2) estd afectado en el gen nuclear SCA3 que codifica una
polimerasa monomérica de ARN del cloroplasto (RpoTp) requerida para la transcripcion de genes del
genoma de dicho organulo (Hricova et al., 2006). La perturbacién de la funcién de los genes MDA1
(Robles et al., 2012b) y MTERF9 (Robles et al., 2015) altera la expresion de genes del genoma del
cloroplasto. Por ello, decidimos investigar la existencia de eventuales relaciones funcionales entre la
polimerasa RpoTp vy los factores mMTERF MDAL1 y MTERF9.

En un trabajo previo (Valderrama Pérez, 2014) se efectuaron los cruzamientos sca3-2 x mdal-
1 y sca3-2 x mterf9, y se obtuvieron varias poblaciones de semillas F.. En este trabajo, hemos
identificado y estudiado los dobles mutantes sca3-2 mdal-1 y sca3-2 mterf9 y obtenido semillas F,
derivadas del cruzamiento sca3-2 x mterf6, siendo este Ultimo un mutante afectado en un gen mTERF
Cuya caracterizacién hemos iniciado y que se comenta mas adelante (véase el apartado 4.4 en la pagina
33). En las familias F, estudiadas derivadas del cruzamiento sca3-2 x mdal-1, se observaron
Unicamente 3 clases fenotipicas que se ajustaron a una proporcion 9:4:3 (107 Silvestre: 47 Sca3-2: 46
Mdal-1; *=2,37; P=0,30), lo que sugeria que la mutacion sca3-2 era epistatica sobre mdal-1. Para
facilitar la identificacion de los individuos dobles mutantes, se obtuvieron 16 familias Fsa partir de la
autofecundacion de 8 plantas F, de fenotipo Sca3-2 y de otras tantas de fenotipo Mdal-1 (Tabla 8).
Los resultados obtenidos apoyan la existencia de una interaccion epistatica: en 5 de las 8 familias F3
obtenidas a partir de individuos F, de fenotipo Mdal-1, aparecieron dos clases fenotipicas, una
constituida por individuos de fenotipo Mdal-1 y otra por individuos de fenotipo Sca3-2 (Figura 8) que
se ajustaban a una proporcion 3:1 (Mdal-1:Sca3-2) (Tabla 8). En consonancia con estos resultados,
todas las plantas pertenecientes a 8 progenies Fs derivadas de otros tantos individuos F, de fenotipo
Sca3-2 presentaron fenotipo Sca3-2 (resultados no mostrados).

Con el fin de genotipar las mutaciones sca3-2 y mdal-1, se extrajo ADN de varios individuos
Fs presuntos dobles mutantes sca3-2 mdal-1 que se utiliz6 como molde en amplificaciones mediante
PCR. Se emplearon para ello oligonucledtidos disefiados previamente a este trabajo para la
identificacion de ambas mutaciones (Hricova et al., 2006; Robles et al., 2012b) y que se detallan en la
Tabla 3 en la pagina 21. No se obtuvieron productos de amplificacion con oligonucleétidos que
hibridan con secuencias de los genes SCA3 (F2 y R2) y MDAl (LP y RP) que flanquean a las
inserciones presentes en los alelos mutantes (Figuras 9 y 10) debido a la presencia del ADN-T entre
dichas secuencias. Por el contrario, si se obtuvieron productos de amplificacion cuando se combiné un
oligonucledtido que hibrida con secuencias especificas del borde izquierdo del ADN-T (LBb1.3 y
LBal para MDA1 y SCAS3, respectivamente) y uno que lo hace con secuencias de los genes SCA3 (F2)
0 MDAL (RP) situadas aguas arriba de las inserciones. Estos resultados demuestran que los individuos

F3 seleccionados eran portadores en homocigosis de las mutaciones sca3-2 y mdal-1.
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Figura 8. Fenotipo morfoldgico del doble mutante mdal-1 sca3-2. Rosetas de un individuo silvestre
(Col-0), de los mutantes sencillos mdal-1 y sca3-2 (ambos en fondo genético Col-0) y del doble
mutante mdal-1 sca3-2. Las fotografias se obtuvieron a los 22 dte. Las barras de escala indican 1 mm.
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Figura 9. Genotipado de la mutacién mdal-1 en el doble mutante mdal-1 sca3-2. La imagen
corresponde a la electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, de los productos
de PCR obtenidos a partir de amplificaciones realizadas con los cebadores (A) MDA1-RP+LBb1.3 0
(B) MDA1-RP+MDA1-LP. Se emple6 como molde el ADN gendmico de 8 individuos de la familia
Fs-5 presuntos dobles mutantes, asi como de individuos mutantes mdal-1 y silvestres Col-0. (M)
Marcador de peso molecular.

A 9 N
1 2 3 4 5 6 7 8 M (g

SCA3
F2+LBal

SCA3
F2+R3

Figura 10. Genotipado de la mutacion sca3-2 en el doble mutante mdal-1 sca3-2. La imagen
corresponde a la electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, de los productos
de PCR obtenidos a partir de amplificaciones realizadas con los cebadores (A) SCA3-F2+LBal o (B)
SCA3-F2+R3. Se empled como molde el ADN gendmico de 8 individuos de la familia Fz-5 presuntos
dobles mutantes, asi como de individuos mutantes mdal-1 y sca3-2 y del silvestre Col-0. (M)
Marcador de peso molecular.
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Tabla 8. Andlisis de las segregaciones fenotipicas en poblaciones F;
procedentes del cruzamiento mdal-1 x sca3-2

Clases fenotipicas en F3 Segregacion
Fenotipo en o
Familias F3 F, Mda1-1 Sca3-2 Hipotesis e P
1 Mda1-1 46 0 1
2 Mda1-1 35 7 3:1 1,55 0,212
3 Mda1-1 47 11 3:1 1,12 0,288
4 Mda1-1 42 0 1
5 Mda1-1 30 15 3:1 1,67 0,196
6 Mda1-1 31 14 311 0,89 0,343
7 Mda1-1 38 8 311 1,42 0,233
8 Mda1-1 42 0 1

Se siguen las mismas indicaciones que en la Tabla 4.

Para confirmar la existencia de una interaccion epistatica entre las mutaciones sca3-2 y
mdal-1 se cuantificaron los pesos frescos de plantas Fz presuntas dobles mutantes mdal-1 sca3-2 y se
compararon con los valores obtenidos para individuos de la estirpe silvestre Col-0 y de los mutantes
sencillos mdal-1 y sca3-2. Los pesos frescos de los individuos mdal-1 sca3-2 no resultaron ser
significativamente distintos de los de sca3-2, pero si lo fueron de los de mdal-1 y Col-0, lo que nos

permitié confirmar la epistasia de sca3-2 sobre mdal-1 (Tabla 9).

Tabla 9. Determinacion de los pesos frescos de presuntos dobles mutantes procedentes
de poblaciones F3 del cruzamiento mdal-1 x sca3-2

Reduccion de peso

Estirpe N° de individuos Peso fresco (mg)? po %)
0 C
Col-0 15 26,13£3,7 7,6E-35 -
mda1-1 15 7,95+1 4 2,2E-23 69,55
sca3-2 15 2,46£0,5 0,94 90,55
mda1-1sca3-2 30 2,4510,6 - 90,60

aSe indican los valores promedios en mg de los pesos frescos de los individuos analizados de cada
estirpe + la desviacion tipica. °Los valores correspondientes a los individuos presuntos dobles
mutantes mdal-1 sca3-2 no resultaron significativamente distintos de los de sca3-2 (P>0,05) y si lo
fueron de los de mdal-1 y Col-0 (P<0,01), empleando un test de la t de Student. °Se representa, en
porcentaje, la reduccion de peso de individuos mutantes sencillos y dobles mutantes con respecto a la
estirpe silvestre Col-0.

En cuanto a las familias F, procedentes del cruzamiento sca3-2 x mterf9, las proporciones

fenotipicas se ajustaron a una segregacion 9:3:3:1 (42 Silvestre: 17 Sca3-2: 21 Mterf9: 3 Doble
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mutante; ¥?=3,42; P=0,35). Se obtuvieron poblaciones Fs a partir de la autofecundacion de plantas F,
de fenotipo Sca3-2 o Mterf9. En 8 de las 12 familias Fs estudiadas aparecieron dos clases fenotipicas,
una constituida por individuos de fenotipo Mterf9 o Sca3-2 (dependiendo del fenotipo de la planta F.
de procedencia) y otra por presuntos dobles mutantes que se ajustaban, en 7 de ellas, a una proporcion
3:1 (Tabla 10). Los resultados obtenidos sugieren una relacion sinérgica entre ambas mutaciones ya
que el fenotipo de los dobles mutantes no se explica por la mera aditividad del de los mutantes
individuales: las plantas mterf9 sca3-2 fueron mas pequefias, crecieron méas lentamente y presentaron
una pigmentacion sustancialmente menor gue la de los mutantes individuales (Figura 11). Ademas, la

mayoria de los individuos mterf9 sca3-2 no sobrevivieron a su trasplante a maceta.

mterf9

Figura 11. Fenotipo morfologico del presunto doble mutante mterf9 sca3-2. Rosetas de un
individuo silvestre (Col-0), de los mutantes sencillos mterf9 y sca3-2 (ambos en fondo genético Col-0)
y del doble mutante mterf9 sca3-2. Las fotografias se obtuvieron a los 22 dte. Las barras de escala
indican 1 mm.

Tabla 10. Andlisis de las segregaciones fenotipicas en poblaciones F3
procedentes del cruzamiento mterf9 sca3-2

Clases fenotipicas en F3 Segregacion
Fenotipo en
Familias Fs F, Mterf9 Sca3-2 Doble mutante  Hipotesis e P

1 Mterf9 42 0 8 3:1 2,16 0,141
2 Mterf9 38 0 12 3:1 0,02 0,870
3 Mterf9 49 0 0 1
4 Mterf9 40 0 10 3:1 0,67 0,414
5 Mterf9 50 0 0 1

Mterf9 37 0 14 3:1 0,16 0,686
7 Mterf9 50 0 0 1
8 Mterf9 35 0 16 3:1 1,10 0,293
9 Sca3-2 0 37 13 3:1 0,02 0,870
10 Sca3-2 0 50 0 1
11 Sca3-2 0 41 10 3:1 0,79 0,373
12 Sca3-2 0 45 6 3:1 4,76 0,029

Se siguen las mismas indicaciones que en la Tabla 4.
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Hemos confirmado en F4 el fenotipo de los individuos mterf9 sca3-2 y extraido el ADN
gendmico de varios individuos presuntos dobles mutantes. Con posterioridad a este trabajo se
procedera a su genotipado.

4.4. Aislamiento y caracterizacion inicial del mutante mterf6

El mutante mterf6 se identifico en la busqueda de mutantes de Arabidopsis portadores de
inserciones de ADN-T en genes mTERF que se realizd en los laboratorios de V. Quesada y P. Robles.
En este trabajo se ha iniciado la caracterizacion genética, molecular y fenotipica de este mutante. Los
individuos mterf6 presentan como rasgo mas conspicuo una pérdida de pigmentacion verde que se
aprecia en los cotiledones (Figura 12A, B) y posteriormente en las hojas vegetativas y caulinares, el
tallo, los sépalos y los frutos. Las hojas vegetativas suelen presentar una pérdida de pigmentacién que
no es homogénea, de manera que la region basal del limbo foliar y el peciolo manifiestan una
coloracion amarillenta (Figura 12C, D). Las plantas mterf6é crecen mas lentamente y presentan un
menor tamafio que las de su estirpe silvestre (Col-0). El retraso en el crecimiento se pone de
manifiesto tempranamente, ya que la aparicién de los cotiledones y del primer par de hojas ocurre mas
tardiamente que en Col-0 (Figura 14B). Hemos comprobado la reproducibilidad del fenotipo mutante

en las generaciones Tq, Ts Yy posteriores.

A B

ap ine
Prald 2 <

Figura 12. Fenotipos morfoldgicos del mutante mterf6. Imagenes de la estirpe silvestre Col-0 (A, C)
y del mutante mterf6 (B, D), tomadas a los 6 (A, B) y 22 (C, D) dte. Las barras de escala indican 1
mm.

Hemos genotipado plantas mterf6 a fin de confirmar que eran portadoras de la insercion del
ADN-T en el gen At4g38160, presuntamente afectado en el mutante mterf6. Para ello se extrajo ADN
de individuos mutantes mterf6 y se analiz6 mediante PCR la presencia del ADN-T tal y como se
indica en Materiales y Métodos (véanse las paginas 21 y 22). Se realizaron amplificaciones
combinando los cebadores F1 y R2, que hibridan con secuencias del gen MTERF6 situadas aguas
arriba y abajo de la insercion, respectivamente, asi como con los cebadores F1 y LBal, hibridando este

altimo con secuencias especificas del borde izquierdo del ADN-T (Figura 13A). A partir del ADN de
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los individuos mterf6, solamente se obtuvieron productos de PCR con los cebadores F1 y LBal, y no
asi con F1 y R2, debido a que la presencia del ADN-T entre las secuencias del gen con las que
hibridan ambos cebadores impide su amplificacion (Figura 13B). Por el contrario, la ausencia del
ADN-T en Col-0 permitio la obtencion de productos de PCR con F1 y R2 pero no asi con F1y LBal
(Figura 13B). Estos resultados indican que el mutante mterf6é es portador en homocigosis de una
insercion de  ADN-T en el gen At4g38160.

pra—

R2
MTERF6 (At4g38160)

LBal

MTERF6 F1+R2 MTERF6 F1+LBal

[ |

b o o L
& Lo o ST 6
S STm &g

Figura 13. ldentificacion de la insercion de ADN-T en el gen At4g38160 (MTERF®6). (A)
Representacion esquematica del gen At4g38160 con indicacion mediante flechas de las posiciones de
los cebadores F1, R2 y LBal. La insercion de ADN-T se representa mediante un triangulo invertido.
Los exones e intrones se representan mediante rectangulos negros y lineas continuas respectivamente.
Los rectangulos blancos corresponden a exones no traducidos y a las regiones 5’ y 3’ no traducidas.
(B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, de los productos de PCR
obtenidos a partir de amplificaciones realizadas con los cebadores MTERF6-F1 y R2 asi como con
MTERF6-F1 y LBal empleando ADN gendmico de individuos mutantes mterf6 y del silvestre Col-0.
(M) Marcador de peso molecular.

4.5. Anélisis de la respuesta del mutante mterf6 al estrés abiotico

Se ha descrito que mutantes afectados en genes mTERF como mdal (Robles et al., 2012b),
mterf9 (Robles et al., 2015), shotl (Kim et al., 2012) y soldat10 (Meskauskiene et al., 2009) presentan
una respuesta alterada frente a distintos agentes productores de estrés abidtico. Con el fin de
determinar si el mutante mterf6 presentaba una tolerancia frente al estrés distinta a la del silvestre, se
analizo su sensibilidad y la de Col-0 a la hormona acido abscisico (ABA), implicada en la adaptacién
de las plantas al estrés ambiental, al estrés idnico producido por el NaCl y al osmético debido al

manitol. Para ello se sembraron semillas del mutante mterf6 y de Col-0 en medios de cultivo
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suplementados con diferentes concentraciones de NaCl, manitol o ABA (véase la péagina 17 de
Materiales y Métodos). Se evalu6 la capacidad de germinar y de producir plantulas con cotiledones
verdes y expandidos (cve) durante al menos las dos primeras semanas tras la estratificacion de las
semillas. En medio de cultivo sin suplementar no se observaron diferencias en la germinacion entre la
estirpe mutante y la silvestre. Por el contrario, la germinacion del mutante mterf6 resultd ser mas
sensible que la de Col-0 al NaCl (150 y 200 mM), manitol (350 mM) y ABA (3, 6 y 10 uM) (Figuras
14A, C; 15A, C; 16A, C). Estas diferencias fueron mas patentes en presencia de NaCl y manitol.
Consistente con un retraso en su crecimiento, la aparicion de plantulas mterfé con cve en medio de
cultivo sin suplementar se produjo mas tardiamente que las de Col-0 [p.e. a los 4 dias tras la
estratificacion (dte) el 19% y 94% de plantulas mterf6 y Col-0 presentaron cve, respectivamente
(Figura 14 B)]. No obstante, a los 10 dte el 100% de las plantulas de ambas estirpes produjeron cve. El
mutante mterf6é rindié un porcentaje de plantulas con cve sustancialmente inferior al de Col-0 en
presencia de ABA, NaCl y manitol en todas las concentraciones estudiadas. Asi por ejemplo, sélo a
partir de los 13 y 17 dte se pudieron identificar plantulas mterf6 con cve en presencia de 150 mM de
NaCl o 350 mM de manitol respectivamente, mientras que en las mismas condiciones de cultivo Col-0
rindié plantulas con cve a partir de los 5-6 dte (Figuras 14D, 15D).
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Figura 14. Efecto del NaCl sobre la germinacion y la formacion de cve en el silvestre Col-0 y el
mutante mterf6. Cada valor corresponde a la media + la desviacion estandar del porcentaje de
germinacion (A, C) y de pléntulas con cve (B, D), en medios de cultivo sin suplementar (A, B) o
suplementados con NaCl 150 mM (C, D), de dos o tres muestras independientes de al menos 50
semillas cada una. Los porcentajes de germinacion y de plantulas con cve de cada estirpe en presencia
de NaCl se normalizaron por los valores obtenidos por la misma estirpe en ausencia de NaCl. Se
observaron diferencias similares entre el mutante y el silvestre en su germinacion en presencia de
NaCl 200 mM (resultados no mostrados). Se consideraron germinadas aquellas semillas en las que se
observé la emergencia de la radicula a través de la testa de la semilla. Los resultados corresponden a
un experimento representativo de los dos realizados. DTE: dias tras la estratificacion.
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Figura 15. Efecto del manitol sobre la germinacion y la formacién de cve en el silvestre Col-0 y el
mutante mterf6. Cada valor corresponde a la media + la desviacion estandar del porcentaje de
germinacion (A, C) y de plantulas con cve (B, D), en medios de cultivo sin suplementar (A, B) o
suplementados con manitol 350 mM (C, D), de dos o tres muestras independientes de al menos 50

semillas cada una. Se siguen las pautas descritas para la Figura 14.
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Figura 16. Efecto del ABA sobre la germinacion y la formacion de cve en el silvestre Col-0 y el
mutante mterf6. Cada valor corresponde a la media + la desviacion estdndar del porcentaje de
germinacion (A, C) y de plantulas con cve (B, D), en medios de cultivo sin suplementar (A, B) o
suplementados con ABA 3 uM (C, D), de dos o tres muestras independientes de al menos 50 semillas
cada una. Se observaron diferencias similares entre el mutante y el silvestre en su germinacion en
presencia de ABA 6y 10 uM. Se siguen las pautas descritas para la Figura 14.

4.6. Estudio del crecimiento fotoautotrofico de los mutantes crd y mterf6
Se ha descrito que algunos mutantes afectados en la funcion cloroplastica presentan un

crecimiento fotoautotréfico alterado (Hricova et al., 2006). Dado que los mutantes crd son portadores
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de mutaciones en genes nucleares que codifican proteinas ribosémicas del cloroplasto (véase el

apartado 1.3 en la pagina 10), decidimos estudiar si su crecimiento fotoautotréfico estaba alterado.
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Figura 17. Efecto de la ausencia de sacarosa
sobre el crecimiento de la estirpe silvestre
Col-0 y de los mutantes mterf6é y crd. (A)
Iméagenes de individuos Col-0, mterf6, crdl,
crd2-1, crd3 y crd4, cultivados en presencia
(+) o ausencia (-) de sacarosa, a los 15 dte. Las
flechas indican las plantulas con crecimiento
detenido. (B) Porcentaje de plantulas que
presentan su crecimiento detenido en el estadio
de cve. Ocasionalmente, algunos de estos
individuos mostraron un primer par de hojas
muy incipiente tras tres semanas de cultivo en
ausencia  de  sacarosa. Los  valores
corresponden a la media de dos réplicas
diferentes con al menos 50 semillas cada una.

Para ello se cultivaron in vitro individuos crd y Col-0 en presencia y ausencia de sacarosa. Se incluyd

en este analisis al mutante mterf6, ya que su despigmentacion y la posible localizacién cloroplastica de
la proteina MTERF6 (Kleine et al., 2012) sugieren una actividad cloroplastica alterada. En ausencia de

sacarosa, se determiné el porcentaje de plantulas en las que se detuvo su crecimiento vegetativo en el

estadio de cve a los 22 dte. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 17. Todos los mutantes

estudiados mostraron una inhibicion en su crecimiento superior a la del silvestre, que resulté ser mas

acusada en el caso de los mutantes crd1 y crd2-1 (28% de inhibicion), lo que indica una alteracion en

su crecimiento fotoautotrofico.
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5. DISCUSION

La inmensa mayoria de las proteinas que actdan en los cloroplastos y las mitocondrias estan
codificadas por genes nucleares. No obstante, se desconoce la funciébn que muchas de ellas
desempefian en el desarrollo vegetal o en la respuesta de las plantas frente al estrés abi6tico, en buena
medida debido a la ausencia de mutantes afectados en dichos genes. En los laboratorios de V. Quesada
y P. Robles se esta llevando a cabo una aproximacién de genética inversa, con el objetivo de contribuir
a caracterizar algunos de estos genes para los que no se habia descrito previamente ningin fenotipo
mutante a partir de la perturbacion de su funcion. Se emplea para ello Arabidopsis, una especie
modelo para la que se dispone de un amplio abanico de herramientas genéticas y moleculares para
abordar aproximaciones de genética inversa. Se seleccionaron para su estudio los genes CRD, que
cifran proteinas ribosémicas del cloroplasto, y los factores mTERF, requeridos para la correcta
expresion de los genes de los genomas organulares animales y vegetales.

Para el andlisis de las posibles interacciones entre los genes objeto de estudio, una
aproximacién comunmente empleada consiste en la obtencidén y caracterizacion de los dobles
mutantes correspondientes (Pérez-Pérez et al., 2009). La aparicion en el doble mutante de un fenotipo
aditivo, como resultado de la combinacion de dos mutaciones recesivas en los individuos parentales,
sugiere que ambos genes actlian en rutas genéticas distintas. Sin embargo, la aparicion de fenotipos
sinérgicos o epistaticos (correspondientes a la manifestacion de uno de los fenotipos de los mutantes
parentales sencillos) sugiere una relacion funcional entre los genes. En un trabajo anterior (Gea
Caselles, 2012) se estudiaron los dobles mutantes entre crdl y el resto de mutantes crd (crd2-1 al
crd4).

En el presente Trabajo Fin de Grado se ha llevado a cabo el analisis de los restantes dobles
mutantes que implican a genes CRD (crd2-1 crd3, crd2-1 crd4 y crd3 crd4). Los resultados obtenidos
sugieren que CRD2 es epistatico sobre el resto de genes CRD, mientras que CRD4 lo es sobre CRD1y
CRD3, existiendo una relacion de aditividad entre estos dos ltimos. Los mutantes crdl, crd2-1y crd3
estan afectados en genes que cifran proteinas de la subunidad grande del clororribosoma 50S (L31,
L24 y L5, respectivamente) mientras que crd4 lo estd en un gen cuyo producto, la proteina S5, se
localiza en la subunidad pequefia 30S. La participacion de estos genes en la formacion de una misma
estructura, el ribosoma cloroplastico, podria justificar las interacciones epistaticas observadas,
sugiriendo una relacion funcional entre ellos. La relacion sinérgica descrita entre el mutante mdal-1y
los crd2 y crd4 (Robles et al., 2015), apoyaria la relacion funcional entre CRD2 y CRD4. No obstante,
la interpretacion de los fenotipos de los dobles mutantes ha sido cualitativa y en ocasiones resulto
dificil de determinar, como en el caso de la epistasia de crd2-1 sobre crd4. El genotipado de las
correspondientes mutaciones y un posterior andlisis fenotipico ultraestructural y molecular de los
dobles mutantes, permitird confirmar de forma mas precisa la ocurrencia de epistasia o aditividad.

Con el objetivo de estudiar eventuales relaciones funcionales entre los genes descritos en esta

memoria y otros que también afectan a la funcion del cloroplasto, con anterioridad a este trabajo se
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realizaron cruzamientos entre los mutantes rug2-2, crd2-1, crd4, mdal-1, mterfd y sca3-2
(Valderrama Pérez, 2014). En este trabajo, se han obtenido y analizado los dobles mutantes rug2-2
crd2-1, rug2-2 crd4, mdal-1 sca3-2 y mterf9 sca3-2. El fenotipo aditivo de crd2-1 rug2-2 y crd4
rug2-2 sugiere la ausencia de una relacion funcional entre RUG2 y los genes CRD2 y CRD4. También
resultaron aditivas las interacciones genéticas entre el mutante mterf9 y los crd3 y crd4, asi como entre
mdal-1y crd3, descritas con anterioridad a este trabajo (Robles et al., 2015). Por el contrario, el doble
mutante mterf9 sca3-2 presentd un fenotipo sinérgico, mientras que sca3-2 resulto epistatico frente a
mdal-1, lo que sugiere una relacién funcional entre SCA3 y los genes mTERF MDALl y MTERF9. La
epistasia de SCA3 sobre MDAL podria explicarse debido a que el producto del primero es la
polimerasa de ARN del cloroplasto RpoTp, que actGa muy tempranamente en el desarrollo
posibilitando la diferenciacién de los proplastidios en cloroplastos en respuesta a la luz (Hricova et al.,
2006). MDAL1 se requeriria mas tardiamente que SCA3 y actuaria “aguas abajo” de este ultimo en los
procesos de desarrollo del cloroplasto. La redundancia funcional con otros mTERF que también
actuaran tempranamente, podria limitar los efectos de la pérdida de funcion de MDAL. Un candidato
seria MTERF9, funcionalmente relacionado con MDAL (el doble mutante presenta un fenotipo
sinérgico) y que también actGa muy tempranamente en el desarrollo: las plantulas mterf9 presentan
cotiledones mas despigmentados similares a los de sca3-2 (Robles et al., 2012b; 2015).

En este trabajo se ha iniciado la caracterizacion de un nuevo mutante, mterf6. Se ha
determinado la existencia de una insercion de ADN-T en el gen presuntamente afectado por la
mutacion (At4g38160) y se ha analizado su respuesta frente al estrés abiético durante la germinacion y
el crecimiento temprano. mterf6 presentd una respuesta alterada frente a distintos agentes productores
de estrés abidtico. No obstante, a diferencia de los resultados obtenidos con otros mutantes mterf como
mdal y mterf9, mas insensibles que el silvestre a este tipo de estreses (Robles et al., 2012b; 2015),
mterf6 mostré una sensibilidad aumentada a la inhibicion que ejercen sobre la germinacion y el
crecimiento temprano las concentraciones elevadas de NaCl, manitol y ABA. La menor tolerancia del
mutante frente a la salinidad y al estrés osmotico podria atribuirse a su sensibilidad incrementada
frente al ABA, ya que esta hormona desempefia una funcion clave en la respuesta y la adaptacion de
las plantas frente al estrés abiotico (Quesada, 1999). Proponemos que MTERF6 podria actuar como un
regulador negativo de la respuesta frente al ABA y por ende al estrés abidtico, al menos en etapas muy
tempranas del desarrollo.

La pérdida de pigmentacién de los mutantes crd y mterf6, su menor tamafo y crecimiento asi
como la alteracion que presentan los primeros en el desarrollo de sus cloroplastos (Robles y Quesada,
resultados sin publicar) sugeria que su crecimiento fotoautotrofico podria estar alterado. El cultivo de
los mutantes y de su silvestre en ausencia y presencia de sacarosa revel6 una mayor sensibilidad de los
mutantes a la falta de sacarosa en el medio, diferencias que fueron mas acusadas en el caso de los

mutantes crdly crd2-1.
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6. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

En este trabajo hemos obtenido varios dobles mutantes cuyo andlisis morfologico sugiere la
existencia de relaciones funcionales entre algunos de los genes afectados. De este modo, nuestros
resultados nos llevan a proponer que CRD2 es epistatico sobre CRD3 y CRD4, mientras que CRD4 lo
seria sobre CRD3. A su vez, SCA3 seria epistatico sobre MDA1, presentando una relacion de sinergia
con MTERF9. Por el contrario, hemos interpretado como aditivos los fenotipos morfoldgicos de los
dobles mutantes rug2-2 crd2-1 y rug2-2 crd4, lo que descartaria una relacion funcional entre RUG2 y
los genes CRD3 y CRD4.

Hemos iniciado la caracterizacion del mutante mterf6, que presenta un crecimiento retardado y
un menor tamafio y pigmentacion que la estirpe silvestre. Hemos confirmado la presencia de la
insercion de ADN-T en el gen At4g38160, presuntamente afectado en mterf6. EI mutante mterf6
resulté ser mas sensible al estrés idnico producido por el NaCl, al osmético debido al manitol y a la
hormona vegetal ABA. Proponemos que MTERF6 podria actuar como un regulador negativo de la
respuesta al ABA y al estrés abidtico. Aunque este trabajo se engloba dentro de la investigacion
bésica, es obvio que los nuevos conocimientos que se obtengan sobre los mecanismos de deteccion y
respuesta de las plantas al estrés abidtico, podrian ser Utiles para futuras aplicaciones biotecnoldgicas
que permitan obtener variedades resistentes al estrés mediante mejora genética o utilizando
herramientas de ingenieria genética.

El crecimiento fotoautotréfico esta afectado en los mutantes mterf6 y crd, fundamentalmente
en el caso de crdl y crd2-1, en consonancia con su pérdida de pigmentacion, menor tamafio y
crecimiento.

Como continuacion a este Trabajo Fin de Grado, se completara el genotipado mediante PCR
de los dobles mutantes descritos en esta Memoria y se confirmara en Fs el fenotipo del doble mutante
crd3 crd4. Se continuara con el analisis genético, fenotipico y molecular del mutante mterf6, que se ha
iniciado en este trabajo. Se hara especial énfasis en el estudio de su respuesta frente al estrés abidtico
(p.e. en etapas del desarrollo posteriores a las analizadas en esta Memoria), asi como en sus eventuales
interacciones genéticas con mutantes afectados en genes mTERF y con otros portadores de mutaciones
en genes también implicados en la expresion del genoma cloropléstico. Asi por ejemplo, se obtendrd y

se caracterizara el doble mutante mterf6 sca3-2 a partir del andlisis de las poblaciones F ya obtenidas.
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