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I.- PREFACIO 
 

 Este documento se ha elaborado siguiendo la normativa de la Universidad Miguel 

Hernández de Elche para la “Presentación de Tesis Doctorales por compendio de 

publicaciones”. Se ha dividido en las partes siguientes: 

1.- Un Resumen en español. 

2.- Un Summary en inglés. 

3.- Una Introducción, en la que se presenta el tema de la Tesis y los antecedentes y 

objetivos del trabajo realizado. 

4.- Una Bibliografía de la introducción. Algunas de las referencias que incluye se repiten en 

las bibliografías de los artículos incluidos en esta memoria. 

5.- Un resumen de los Materiales y métodos de las publicaciones de la Tesis. 

6.- Un resumen de las Conclusiones y perspectivas del trabajo realizado. 

7.- Un apartado de Publicaciones, que incluye las tres siguientes, en las que se indica el 

factor de impacto [FI] del año correspondiente, o el más reciente disponible. 

Mateo-Bonmatí, E., Casanova-Sáez, R., Candela, H., y Micol, J.L. (2014). Rapid 
identification of angulata leaf mutations using next generation sequencing. Planta 
240, 1113-1122 (FI: 3,263). 

Mateo-Bonmatí, E., Casanova-Sáez, R., Quesada, V., Hricová, A., Candela, H., y Micol, 
J.L. (2015). Plastid control of abaxial-adaxial patterning. Scientific Reports 5, 15975 
(FI: 5,228). 

Mateo-Bonmatí, E., Esteve-Bruna. D., Juan-Vicente, L., Nadi, R., Candela, H., Ponce, 
M.R., Pérez-Pérez, J.M., y Micol, J.L. (2018). INCURVATA11 and 
CUPULIFORMIS2 are redundant genes that encode epigenetic machinery 
components in Arabidopsis. Plant Cell, doi:10.1105/tpc.18.00300 (FI: 8,726). 

Los “Supplemental Data Sets” de este último artículo no se han incluido en esta 

memoria por su gran longitud. Las correspondientes hojas de cálculo se remitirán a los 

miembros del tribunal en formato electrónico. 
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II.- RESUMEN 
 

En esta Tesis hemos sometido a análisis genético y molecular a varios mutantes 

foliares previamente aislados en el laboratorio de José Luis Micol, en el que habían sido 

asignados a las clases fenotípicas Angulata (Anu), Scabra (Sca) e Incurvata (Icu). Los 

mutantes anu presentan hojas de tamaño inferior al silvestre, parcialmente 

despigmentadas e indentadas. Las hojas de los mutantes sca son variegadas e indentadas 

y su haz y envés son irregulares. El limbo foliar de los mutantes icu se recurva hacia al haz.  

Hemos contribuido a la caracterización de los mutantes anu1-1, anu4, anu9-1, 

anu12, sca1, sca5 e icu11-1. La despigmentación parcial y la indentación de las hojas de 

los mutantes anu y sca nos condujo a considerarlos candidatos a padecer alguna 

disfunción del cloroplasto y potencialmente informativos sobre la relación entre la 

biogénesis de este orgánulo y el desarrollo foliar. La curvatura de las hojas de los mutantes 

icu indicó una alteración de la dorsoventralidad y sugirió su utilidad para el estudio del 

crecimiento de los tejidos dorsales (adaxiales) y ventrales (abaxiales) y/o su coordinación. 

Todos los mutantes mencionados habían sido sometidos previamente a análisis del 

ligamiento a marcadores moleculares, que delimitó intervalos de 30-750 kb, candidatos a 

contener los genes causantes del fenotipo a estudio. Hemos caracterizado las mutaciones 

de dichos intervalos mediante secuenciación masiva, estrategia que nos ha permitido 

identificar los genes ANU1, ANU4, ANU9, ANU12, SCA1 y SCA5. Hemos confirmado la 

identidad de estos genes mediante ensayos de alelismo y de complementación fenotípica 

mediada por transgenes portadores de los correspondientes alelos silvestres. 

ANU1 es At1g21650, al que autores anteriores denominaron SECRETIONA2 

(SECA2), que codifica una proteína con actividad ATPasa localizada en el estroma de los 

cloroplastos; participa en el sistema Sec de importación de proteínas a los tilacoides. ANU4 

es At1g02280, que codifica TRANSLOCON AT THE OUTER ENVELOPE MEMBRANE OF 

CHLOROPLASTS 33 (TOC33), uno de los componentes del sistema TOC de la envoltura 

de los cloroplastos, que importa proteínas del citoplasma. ANU9 es At5g14100, que 

codifica NON-INTRINSIC ABC PROTEIN 14 (NAP14), otro transportador de la envoltura 

del cloroplasto. ANU12 es At1g49970, que codifica la subunidad CASEINOLYTIC 

PROTEASE RING 1 (ClpR1) del complejo Clp de degradación de proteínas del cloroplasto. 

Hemos empleado los mutantes anu1, anu4, anu9 y anu12 para contrastar la validez de la 

secuenciación masiva para identificar genes causantes de fenotipos de interés. No hemos 

considerado conveniente continuar su estudio, dado que los correspondientes cuatro 

genes habían sido caracterizados en mayor o menor medida por autores anteriores. 
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El ribosoma citoplásmico contribuye a la polaridad dorsoventral de las hojas de 

Arabidopsis. Son prueba de ello los alelos hipomorfos y nulos de varios genes que codifican 

proteínas ribosómicas, que incrementan la severidad de la ventralización causada por la 

insuficiencia de función de ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) y AS2; el complejo represor 

AS1-AS2 es esencial para la especificación de la identidad de los tejidos dorsales de la 

hoja. Los dobles mutantes sca1 as2 manifiestan un fenotipo sinérgico. Hemos establecido 

que SCA1 es At2g33800, cuyo producto es RPS5, un componente de la subunidad menor 

del ribosoma del cloroplasto. Se demuestra así que el ribosoma del cloroplasto participa, 

como el citoplásmico, en la formación del patrón adaxial-abaxial. Por su parte, SCA5 es 

At5g20040, que codifica la TRNA ISOPENTENYL TRANSFERASE 9 (IPT9), que participa 

en la síntesis de la cis-zeatina, una citoquinina. 

Los mutantes foliares no solo son útiles para identificar genes específicamente 

implicados en la organogénesis de la hoja: también sirven para desentrañar los 

mecanismos de desarrollo que la hoja comparte con otros órganos de las plantas. Este ha 

sido el caso de icu11-1. En el laboratorio de J.L. Micol se concluyó antes del comienzo de 

esta Tesis que icu11-1 (a) interacciona con alelos mutantes de genes que codifican 

componentes de la maquinaria epigenética, como ICU1 (más conocido como CURLY LEAF; 

CLF) e ICU2, (b) causa la desrepresión ectópica y heterocrónica de genes de identidad 

floral en sus hojas, y (c) es un alelo de At1g22950, que codifica una presunta dioxigenasa 

dependiente de 2-oxoglutarato y Fe2+ (2OGD). 

Hemos establecido que ICU11 pertenece a una familia de cinco genes de la 

superfamilia de las 2OGD, a la que hemos llamado CUPULIFORMIS (CP). ICU11 y CP2, 

su parálogo más próximo, son funcionalmente redundantes: los dobles mutantes icu11 cp2 

carecen de desarrollo vegetativo y florecen inmediatamente después de la germinación. 

Este fenotipo letal es muy similar al de los alelos de insuficiencia de función de 

EMBRYONIC FLOWER 1 (EMF1) y EMF2, que codifican proteínas del grupo Polycomb con 

funciones epigenéticas conocidas. La secuenciación masiva del ARN de icu11-1 ha 

revelado la desregulación de cientos de genes, algunos de los cuales modulan el desarrollo 

floral, como los de la familia MADS-box. La desrepresión de uno de estos últimos, 

SEPALLATA3 (SEP3), causa la curvatura foliar de icu11-1. Hemos demostrado mediante 

secuenciación masiva del genoma de icu11-1 tras su tratamiento con bisulfito e 

inmunoprecipitación de su cromatina que ICU11 y CP2 participan en la modificación 

química de las histonas, pero no en la metilación del ADN. El resultado más importante de 

esta Tesis es la identificación de una familia de componentes de la maquinaria epigenética 

cuya actividad parece distinta de las previamente descritas. 
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III.- SUMMARY 
 

We studied Arabidopsis leaf mutants previously isolated in the laboratory of José 

Luis Micol, where these mutants had already been assigned to the Angulata (Anu), Scabra 

(Sca) and Incurvata (Icu) phenotypic classes. The anu mutants are smaller than the wild 

type, with pale-green leaves of prominent marginal teeth. Leaves from the sca mutants show 

variegation, dentate margins and irregular lamina surfaces. The icu mutants exhibit curly 

leaves. 

Here, we contribute to the characterization of the anu1-1, anu4, anu9-1, anu12, sca1, 

sca5 and icu11-1 mutants. The marginal teeth and depigmentation shared by anu and sca 

leaves indicate defective photosynthesis and suggest that these mutants might be useful for 

the study of the relationship between chloroplast biogenesis and whole leaf organogenesis. 

Leaf hyponasty in the icu mutants indicates altered dorsoventrality and suggests their 

usefulness for the study of dorsal (adaxial) and ventral (abaxial) tissue growth, and/or their 

coordination. 

All the mutations studied in this work had already been mapped by linkage analysis 

to molecular markers, which delimited candidate intervals ranging from 30 to 750 kb. We 

studied the mutations within these intervals by massive sequencing. This strategy allowed 

us to identify the ANU1, ANU4, ANU9, ANU12, SCA1 and SCA5 genes. We confirmed the 

correct identification of these genes through allelism tests and complementation mediated 

by transgenes carrying the corresponding wild-type alleles. 

ANU1 was found to be At1g21650, already named SECRETIONA2 (SECA2) by 

previous authors, which encodes a protein with ATPase activity, localized at the stroma of 

the chloroplasts, and involved in the Sec system, which imports proteins to the thylakoids. 

ANU4 is At1g02280, which encodes the TRANSLOCON AT THE OUTER ENVELOPE 

MEMBRANE OF CHLOROPLASTS 33 (TOC33), one of the components of the TOC 

complex, which imports proteins from the cytoplasm. ANU9 is At5g14100, which encodes 

NON-INTRINSIC ABC PROTEIN 14 (NAP14), another transporter in the chloroplast 

envelope. ANU12 is At1g49970, which encodes CASEINOLYTIC PROTEASE RING1 

(ClpR1), a component of the Clp complex for chloroplast protein degradation. We used the 

anu1, anu4, anu9 and anu12 mutants to test the validity of massive sequencing to identify 

causal genes for phenotypes of interest. Since these four genes have been characterized 

to different extents by previous authors, we decided not to continue their study. 

The cytoplasmic ribosome participates in the dorsoventral patterning of Arabidopsis 

leaves, as shown by the hypomorphic or null alleles of several genes encoding ribosomal 
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proteins, which increase the severity of the ventralization caused by loss of function of 

ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) and AS2; the AS1-AS2 repressor complex is essential for 

dorsal identity specification in leaf tissues. The sca1 as2 double mutants exhibited a 

synergistic phenotype. We demonstrated that SCA1 is At2g33800, whose product is RPS5, 

a component of the small subunit of the chloroplast ribosome. This is an unexpected 

discovery, since it indicates that not only the cytoplasmic ribosome, but also the chloroplast 

ribosome, is involved in dorsoventral pattern formation. On the other hand, SCA5 is 

At5g20040, which encodes TRNA ISOPENTENYL TRANSFERASE 9 (IPT9), involved in 

the biosynthesis of cis-zeatin, a cytokinin.  

Leaf mutants are not only useful for identifying genes specifically involved in leaf 

organogenesis but may also provide information on the developmental mechanisms that 

leaves share with other plant organs. This has been the case for icu11-1. Previous analyses 

performed in the laboratory of J.L. Micol concluded that icu11-1 (a) genetically interacts with 

alleles of genes encoding components of the epigenetic machinery, such as ICU1 (also 

known as CURLY LEAF; CLF) and ICU2, (b) causes the ectopic and heterochronic 

derepression of flower organ identity genes in leaves, and (c) is an allele of At1g22950, 

which encodes a putative 2-oxoglutarate and Fe2+-dependent dioxygenase (2OGD).  

Here, we stablished that ICU11 belongs to a five-member gene family of the 2OGD 

superfamily, which we named CUPULIFORMIS (CP). ICU11 and its closest paralog CP2 

are functionally redundant: the icu11 cp2 double mutants skip vegetative development and 

flower immediately after germination. This lethal phenotype is reminiscent to that caused by 

loss-of-function alleles of EMBRYONIC FLOWER 1 (EMF1) and EMF2, which encode 

Polycomb group proteins with known epigenetic functions. Massive sequencing of icu11-1 

RNA revealed the deregulation of hundreds of genes, some of which regulate flower 

development, such as those of the MADS-box family. Derepression of one of these genes, 

SEPALLATA3 (SEP3), causes leaf hyponasty in icu11-1 plants. Massive bisulfite 

sequencing and chromatin immunoprecipitation of icu11-1 demonstrated that ICU11 and 

CP2 participate in histone chemical modification but not in DNA methylation. The most 

important result of this Thesis is the identification of a family of epigenetic machinery 

components whose activity seems different to those previously described. 
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IV.- INTRODUCCIÓN 
 

IV.1.- Plan corporal y morfología foliar de la planta modelo Arabidopsis 

La brasicácea Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (en adelante, Arabidopsis) carece 

de interés agronómico, a diferencia de otros miembros de su familia, como el rábano, la 

coliflor o la colza (Pang y Meyerowitz, 1987). Sin embargo, Arabidopsis es la planta a la 

que más atención ha dedicado la comunidad científica internacional (Provart et al. 2016); 

de hecho, según la base de datos Web of Science de Clarivate Analytics, son más de 

133.000 los artículos que la mencionan (búsqueda realizada en 4 de mayo de 2018). A la 

aceptación generalizada de Arabidopsis como sistema modelo para el estudio de la 

biología de las plantas han contribuido su pequeño tamaño, ciclo de vida corto, autogamia 

y numerosa descendencia, así como la facilidad con que pueden realizarse cruzamientos 

y transgénesis por infección con la bacteria Agrobacterium tumefaciens (Meyerowitz, 1987; 

Pang y Meyerowitz, 1987; Koornneef y Meinke, 2010). Además, su genoma es 

sustancialmente más pequeño y presenta menos ADN repetitivo que los de las especies 

de uso preferente en la agricultura moderna (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).  

Los órganos aéreos de una planta adulta de Arabidopsis incluyen una roseta de 

hojas vegetativas de la que emergen un tallo principal y varios secundarios. Cada tallo 

genera una inflorescencia principal y varias secundarias o axilares, todas ellas con varias 

flores arracimadas en su región apical (Figura 1A, en la página 8). Las generaciones 

haploide (gametofítica) y diploide (esporofítica) se alternan dando lugar a tres fases en el 

ciclo de vida de esta planta: la gametogénesis, la embriogénesis y el desarrollo 

postembrionario (Figura 1B).  

 Arabidopsis presenta dos tipos de hojas: las de la roseta y las caulinares, que 

surgen de los nudos basales de cada rama de la inflorescencia. Las hojas de Arabidopsis 

son aplanadas y manifiestan tres ejes de polaridad: el proximodistal (de la base al ápice), 

que define el peciolo y el limbo, el mediolateral (de la vena primaria al margen), a lo largo 

del cual pueden distinguirse dos mitades relativamente simétricas, y el dorsoventral, 

ortogonal a los dos anteriores, que se manifiesta en la existencia de tejidos internos con 

características diferentes, y dos superficies externas, el haz y el envés (Figura 1C).  

La epidermis de las hojas de Arabidopsis (Figura 1D) las aísla de su entorno a la 

vez que regula el intercambio de gases con el exterior (Becraft, 1999). Está compuesta 

mayoritariamente por células pavimentosas, de forma irregular y sin capacidad 

fotosintética. También son epidérmicos algunos histotipos especializados como los 

tricomas y los estomas (Johnson, 1975; Zhao y Sack, 1999). 
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Figura 1.- Arquitectura corporal, ciclo de vida y morfología e histología de las hojas de la roseta de 

Arabidopsis. (A) Planta adulta. (B) Etapas del ciclo de vida. (C) Morfología foliar externa. Se 

muestran el haz (izquierda) y el envés (derecha) de una hoja del tercer nudo del acceso Landsberg 

erecta. PD: eje proximodistal. ML: eje mediolateral. DV: eje dorsoventral. (D) Corte transversal de 

una hoja vegetativa del primer nudo. Las barras de escala indican (C) 1 mm y (D) 100 µm. Tomado 

de (A, B) Mollá Morales (2011), que a su vez lo modificó de (A) Sowerby y Smith (1813) y (B) 

http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL3530/DB_Ch02/fig2_39.jpg, y (C, D) Jover Gil 

(2005). 

 

El mesófilo en empalizada se yuxtapone a la epidermis dorsal e incluye una o dos 

capas de células fotosintéticas densamente empaquetadas. Completan los tejidos internos 

unas cuatro capas de mesófilo lagunar o esponjoso, cuyas células son más pequeñas e 

irregulares y están separadas por amplios espacios intercelulares, que facilitan la difusión 

de los gases. En la venación foliar de Arabidopsis, que atraviesa el mesófilo lagunar 

paralelamente a la epidermis, el xilema ocupa la parte dorsal, y el floema, la ventral. La 
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venación proporciona soporte mecánico a la hoja (Braybrook y Kuhlemeier, 2010) y 

transporta agua, hidratos de carbono y otros solutos (Turner y Sieburth, 2002).  

 

IV.2.- Inducción e identificación de mutaciones en Arabidopsis 

La disección genética clásica de la función de un gen se basa en el estudio del 

fenotipo causado por sus mutaciones (Parinov y Sundaresan, 2000; Page y Grossniklaus, 

2002). Suele llamarse genética directa a los abordajes experimentales que se inician con 

una mutagénesis en la que el mutágeno empleado daña genes aleatoriamente, para a 

continuación aislar mutantes que manifiesten alteraciones en el proceso a estudio. En cada 

uno de dichos mutantes se debe identificar el gen causante del fenotipo de interés 

(Østergaard y Yanofsky, 2004). Esta aproximación permite identificar nuevos genes 

implicados en el proceso a estudio. Por el contrario, se habla de genética inversa cuando 

se altera de manera relativamente controlada la secuencia de un gen a estudio para 

estudiar sus efectos fenotípicos. Una de las variantes más recientes de este abordaje es la 

mutagénesis mediante el sistema CRISPR/Cas9 (Sander y Joung, 2014). La disponibilidad 

de las secuencias completas de numerosos genomas ha posibilitado la obtención de 

colecciones indexadas de mutantes, cuyas mutaciones radican en posiciones conocidas 

(Alonso y Ecker, 2006). 

Se han empleado con éxito en Arabidopsis mutágenos físicos, como los rayos γ, X 

y ultravioleta, y los neutrones rápidos (Koornneef et al., 1982), y químicos como la metil 

nitroso urea (MNU) (Relichová, 1976), y el metanosulfato de etilo (EMS; Kim et al., 2006). 

El EMS es el mutágeno de elección preferente y alquila la guanina, transformándola en O-

6-etilguanina, que es complementaria de la adenina en lugar de la citosina; de ahí que las 

mutaciones más frecuentemente causadas por este mutágeno sean las transiciones 

G/C→A/T (Greene et al., 2003). 

 La identificación del gen causante del fenotipo de un mutante de interés aislado tras 

una mutagénesis química se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante su análisis del 

ligamiento a marcadores moleculares, de posición previamente conocida en el genoma 

(Jander et al., 2002). En la cartografía génica clásica los mutantes a estudio eran cruzados 

por un tipo silvestre distinto del sometido a los efectos del mutágeno. En la segunda 

generación filial (F2) de dicho exocruzamiento se seleccionaba una población cartográfica 

integrada por individuos que manifestasen inequívocamente el fenotipo recesivo de interés, 

a fin de estudiar en cada uno de ellos el eventual ligamiento a marcadores moleculares. 

Los últimos secuenciadores basados en la tecnología de Sanger (Sanger et al., 

1977), en su versión semiautomatizada y fluorescente (Smith et al., 1986), rendían 96 
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lecturas simultáneas, cada una de ellas de unos 1000 nucleótidos. Los secuenciadores 

masivos, por el contrario, están basados en diferentes tecnologías, que en la mayoría de 

los casos producen lecturas más cortas, 50-200 nucleótidos, pero en un número mucho 

mayor: decenas de millones. La secuenciación masiva se ha abaratado mucho a lo largo 

de la última década, propiciando avances en genómica comparada y evolutiva que eran 

inimaginables en el siglo XX (Metzker, 2010; Goodwin et al., 2016). 

La secuenciación masiva es la herramienta de elección preferente para la 

identificación de mutaciones, mediante abordajes que se han dado en llamar de cartografía 

mediante secuenciación (mapping-by-sequencing; Schneeberger et al., 2009; James et al., 

2013; Candela et al., 2015). La secuenciación masiva del ADN de una población 

cartográfica reduce considerablemente el gasto y el tiempo necesarios para identificar las 

mutaciones que causan un fenotipo mutante de interés.  

La cartografía génica tradicional se basa en el análisis del ligamiento entre la 

mutación a estudio y algunas decenas de marcadores moleculares. Sin embargo, en 

algunas variantes de la cartografía mediante secuenciación se usan como marcadores las 

decenas de miles de polimorfismos de un solo nucleótido existentes entre estirpes 

silvestres, o los centenares de mutaciones puntuales que han sido inducidas por el 

mutágeno empleado pero no contribuyen de manera perceptible al fenotipo a estudio 

(Hartwig et al., 2012; Minevich et al., 2012; Allen et al., 2013). También se denomina 

cartografía mediante secuenciación al uso de la secuenciación masiva para la identificación 

de mutaciones cuyo análisis de ligamiento ha delimitado previamente una región candidata 

(Marti et al., 2010; Tabata et al., 2013).  

 

IV.3.- Relación entre la morfogénesis foliar y la traducción 

IV.3.1.- Fenotipos mutantes asociados a la disfunción del ribosoma 

Los ribosomas son complejos macromoleculares compuestos por ARN ribosómico 

(ARNr) y proteínas ribosómicas, que catalizan la síntesis de polipéptidos. El ribosoma 

citoplásmico eucariótico (80S, por su coeficiente de sedimentación), está formado por una 

subunidad mayor (60S), que incluye hasta 47 proteínas ribosómicas (RPL, Ribosomal 

Protein of Large subunit) y 3 ARN ribosómicos (ARNr 5S, 5,8S y 25S en las plantas o 28S 

en los animales) y otra menor (40S), con hasta 33 proteínas ribosómicas (RPS, Ribosomal 

Protein of Small subunit) y un ARNr (18S) (Wilson y Doudna Cate, 2012). Las plantas 

cuentan además con dos tipos de ribosomas organulares (70S): el mitocondrial y el 

cloroplástico, que traducen los ARN mensajeros (ARNm) de los genes de estos orgánulos. 

Estos ribosomas 70S están formados por una subunidad mayor (50S), que incluye 3 ARNr 
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(4,5S, 5S y 23S) y 33 proteínas, y una menor (30S), con 24 proteínas y un ARNr (16S) 

(Tiller y Bock, 2014; Greber y Ban, 2016). El análisis cristalográfico de los ribosomas ha 

permitido conocer en detalle su estructura (Ban et al., 2000; Ben-Shem et al., 2011). 

 Se han identificado decenas de mutaciones en genes de Arabidopsis que codifican 

proteínas del ribosoma citoplásmico. Aunque algunas son letales, la mayoría causa un 

fenotipo pleiotrópico similar: los mutantes presentan hojas apuntadas (Van Lijsebettens et 

al., 1994; Byrne, 2009; Creff et al., 2010; Van Minnebruggen et al., 2010; Horiguchi et al., 

2011; Szakonyi y Byrne, 2011; Stirnberg et al., 2012; Casanova-Sáez et al., 2014) y una 

disminución del tamaño final y/o la velocidad de crecimiento de la planta (Creff et al., 2010), 

como consecuencia de una proliferación celular reducida (Horiguchi et al., 2011).  

Se han estudiado alelos insercionales de 26 de los 36 genes nucleares que 

codifican proteínas del ribosoma del cloroplasto (Tiller y Bock, 2014), 17 de las cuales 

resultaron ser esenciales para el desarrollo embrionario (Ma y Dooner, 2004; Bryant et al., 

2011; Romani et al., 2012; Yin et al., 2012; Gong et al., 2013; Tiller y Bock, 2014). La 

insuficiencia de función de los 9 genes restantes causa palidez en los mutantes, reducción 

de su tamaño y pérdida de la capacidad fotosintética (Pesaresi et al., 2001; Morita-

Yamamuro et al., 2004; Romani et al., 2012; Tiller y Bock, 2014; Robles et al., 2015; Zhang 

et al., 2016). El ribosoma mitocondrial es el menos estudiado en las plantas, habiéndose 

caracterizado alelos de los genes nucleares que codifican tres de sus proteínas, que han 

resultado ser esenciales para la gametogénesis y la fertilización (Portereiko et al., 2006; 

Zhang et al., 2015; Lu et al., 2017; Robles y Quesada, 2017).  

 

IV.3.2.- Funciones morfogenéticas de los ribosomas  

Se ha asumido durante décadas que la función del ribosoma es meramente 

doméstica: la traducción de proteínas. Dado que la traducción parece en principio 

igualmente necesaria para casi todas las células, no cabe esperar fenotipos específicos de 

órgano o tejido asociados a las mutaciones en genes que codifican componentes 

estructurales del ribosoma (Chakraborty y Kenmochi, 2012). La primera evidencia de que 

el ribosoma participa en el control de procesos de desarrollo en Arabidopsis la aportó el 

estudio del mutante pointed first leaves (pfl; Van Lijsebettens et al., 1994). Las plantas pfl 

mostraban alteraciones morfológicas en un órgano concreto, la hoja, cuyos márgenes eran 

indentados, además de un crecimiento lento. La expresión de PFL no parecía generalizada, 

sino restringida a regiones de alta proliferación celular como los meristemos apical, 

radicular y florales, así como a los primordios foliares. 
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Los genes ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) y AS2 codifican proteínas reguladoras 

que pertenecen a las familias MYELOBLASTOSIS (MYB) y LATERAL ORGAN 

BOUNDARIES (LOB), respectivamente (Byrne et al., 2000; Iwakawa et al., 2002) y 

participan en el establecimiento del eje dorsoventral (adaxial-abaxial) de la hoja (Pinon et 

al., 2008; Yao et al., 2008; Husbands et al., 2015). Las combinaciones dobles de alelos de 

AS1 o AS2 con los de algunos de los genes que codifican proteínas ribosómicas rinden 

fenotipos sinérgicos. Las hojas de estos dobles mutantes están ventralizadas, lo que 

sugiere que las proteínas ribosómicas son necesarias para determinar la identidad dorsal 

durante el desarrollo foliar.  

 El proteoma del cloroplasto incluye unas 3.000 proteínas, casi todas ellas 

codificadas por genes nucleares (Timmis et al., 2004). La señalización entre el núcleo y el 

cloroplasto es anterógrada (del núcleo al cloroplasto; Taylor, 1989) y retrógrada (del 

cloroplasto al núcleo; Goldschmidt-Clermont, 1998). Un ejemplo de señalización 

anterógrada es el control de la transcripción de los genes del cloroplasto, que es llevada a 

cabo por dos tipos de ARN polimerasas distintas, una de las cuales es el producto de un 

gen nuclear: la Nuclear Encoded RNA Polymerase (NEP). La segunda polimerasa es el 

producto de un gen del cloroplasto: la Plastid Encoded RNA Polymerase (PEP). La NEP 

transcribe los genes que codifican las subunidades de la PEP, y esta, a su vez, transcribe 

los genes del cloroplasto relacionados con la fotosíntesis. En consecuencia, la actividad de 

la PEP requiere la actuación previa de la NEP (Pfannschmidt et al., 2015). 

La señalización retrógrada regula la expresión de genes nucleares en respuesta al 

estado metabólico de la célula o el desarrollo del cloroplasto (Koussevitzky et al., 2007). 

Uno de los contribuyentes principales a la señalización retrógrada es GUN1 (GENOMES 

UNCOUPLED 1; Koussevitzky et al., 2007; Tadini et al., 2016), que codifica una proteína 

con repeticiones del motivo pentatricopéptido (PPR), localizada en los nucleoides de los 

cloroplastos y de función desconocida. Se han realizado búsquedas de interactores de 

GUN1 mediante coinmunoprecipitación de proteínas (Colombo et al., 2016; Tadini et al., 

2016). Los resultados así obtenidos sugieren que GUN1 es un regulador maestro de la 

homeostasis de las proteínas de los cloroplastos. En efecto, GUN1 interacciona (1) con 

proteínas de la maquinaria transcripcional del cloroplasto, como pTAC6, que a su vez se 

une a la PEP, (2) con proteínas del ribosoma del cloroplasto, como RPS3, RPS4 y RPL2,  

o con reguladores de la iniciación de la traducción del cloroplasto, como PRPS1, y (3) con 

chaperonas de la maquinaria de importación desde el citoplasma, plegado y degradación 

de proteínas, como Hsp93 o Hsp70 (Colombo et al., 2016; Tadini et al., 2016).  
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Se han descrito alelos mutantes de genes nucleares que codifican proteínas del 

cloroplasto que no solo alteran la biogénesis del cloroplasto sino también el desarrollo del 

mesófilo, tanto en Arabidopsis como en otras plantas. Son ejemplos de ello los mutantes 

pale cress de Arabidopsis (pac; Reiter et al., 1994) o defective chloroplasts and leaves-

mutable de Solanum lycopersicum (dcl-m; Keddie et al., 1996), en cuyos cloroplastos la 

traducción está reducida; rugosa2 (rug2; Quesada et al., 2011) y angulata7 (anu7; Muñoz-

Nortes et al., 2017) de Arabidopsis, cuyos fenotipos se deben a la insuficiencia de función 

de un factor de terminación de la transcripción (mTERF) de los genes del genoma del 

cloroplasto y una proteína de la familia de las DnaJ que se requiere para la correcta 

expresión de algunos genes pTAC, respectivamente; y dag (Chatterjee et al., 1996) de 

Antirrhinum majus, que carece de una proteína de función desconocida necesaria para la 

expresión del gen de la subunidad beta de la ARN polimerasa del cloroplasto. El 

tratamiento del tipo silvestre Col-0 con antibióticos como la lincomicina o la eritromicina, 

que inhiben específicamente la maquinaria traduccional del cloroplasto, rinde fenocopias 

de los mutantes anu7 y pac (Mulo et al., 2003; Tameshige et al., 2013). Se asume que la 

formación del patrón dorsoventral de las hojas de Arabidopsis también depende del buen 

funcionamiento del cloroplasto y de su comunicación con el núcleo, mediada por GUN1 

(Tameshige et al., 2013). 

 

IV.4.- Epigenética vegetal 

IV.4.1.- La maquinaria epigenética de las plantas 

El desarrollo de los mamíferos es fundamentalmente embrionario. Por el contrario, 

las plantas generan nuevos órganos a lo largo de todo su ciclo de vida, a partir de 

poblaciones de células troncales conocidas como meristemos. Dado que las plantas son 

sésiles, deben adaptarse a los cambios de su entorno. Necesitan para ello integrar durante 

todo su ciclo de vida diferentes señales externas como las de los estreses bióticos y 

abióticos o los cambios en el fotoperiodo y la temperatura (Pikaard y Mittelsten Scheid, 

2014; Annacondia et al., 2018).  

Se ha demostrado en algunos casos que la modulación de la expresión de grupos 

de genes en respuesta a estímulos ambientales obedece a controles epigenéticos. Se han 

descrito en las plantas todos los mecanismos epigenéticos conocidos en otros eucariotas, 

como la modificación química del ADN y las histonas y la remodelación de la cromatina. La 

metilación de las citosinas, por ejemplo, está asociada a la represión estable y heredable 

de la expresión de los genes eucarióticos. Es esencial, por ejemplo, para la inactivación 

del cromosoma X o la impronta génica en los mamíferos terios (Li y Zhang, 2014), en los 
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que se da casi exclusivamente en los dinucleótidos CG. Este tipo de metilación es también 

el mayoritario en las plantas, en las que también se observa en otras citosinas (Law y 

Jacobsen, 2010). Se ha demostrado la relación entre la metilación del ADN de las plantas 

y el silenciamiento de algunos elementos transponibles (Vongs et al., 1993; Gendrel et al., 

2002), el control del momento de la floración (Finnegan et al., 2000) y las respuestas 

hormonales y al estrés biótico (Dowen et al., 2012).  

Existen mecanismos de control de la expresión génica y la estructura de la 

cromatina mediados por pequeños ARN, como los microARN (miARN) o los ARN pequeños 

interferentes (ARNpi) (Holoch y Moazed, 2015). Estas moléculas no solo inhiben la 

expresión de sus ARNm diana obstaculizando su traducción o induciendo su degradación, 

sino que también son importantes para el ensamblaje de la cromatina y el mantenimiento 

de su estructura. Constituye un ejemplo de ello la metilación del ADN dirigida por ARN 

(RNA-directed DNA Methylation; RdDM). Este fenómeno se observó por primera vez en 

plantas de tabaco infectadas con viroides y está asociado al silenciamiento de la 

transcripción de los transposones, de los retrovirus y de las regiones altamente repetitivas 

del genoma (Wassenegger et al., 1994; Pikaard y Mittelsten Scheid, 2014; Martínez et al., 

2016). 

Las modificaciones químicas reversibles que sufren algunos residuos de lisina o 

arginina en las colas aminoterminales de las histonas modulan la expresión génica. Estas 

modificaciones epigenéticas incluyen la sumoilación (Cubeñas-Potts y Matunis, 2013), la 

fosforilación (Houben et al., 2007) y la ubiquitinación (Berr et al., 2011), aunque las más 

estudiadas son la acetilación y la metilación. La actividad de las acetiltransferasas de 

histonas (Histone Acetyltransferases; HAT) está generalmente asociada a la activación de 

la expresión génica y puede ser revertida por las desacetilasas de histonas (Histone 

Deacetylases; HDAC) (Marmorstein y Zhou, 2014). Algunas lisinas de las histonas pueden 

ser metiladas reversiblemente. Estas marcas epigenéticas pueden ser represoras o 

activadoras en función de la posición del residuo metilado y su número de metilos. 

Las enzimas que metilan a las lisinas de las histonas (Histone lysine 

methyltransferase; HKMT) presentan un dominio Su(var)/E(z)/trx (SET; Cheng, 2014). 

Algunas de las proteínas de los grupos Polycomb (Polycomb group; PcG) o trithorax 

(trithorax group; trxG) presentan el dominio SET (Grossniklaus y Paro, 2014) y participan 

en el control de la expresión de miles de genes en las plantas y los animales (apartado 

IV.5, en la página 18). La primera desmetilasa de histonas, lysine-specific demethylase 1 

(LSD1; Shi et al., 2004) fue descrita en Schizosaccharomyces pombe. Se conocen dos 

tipos de desmetilasas de histonas de Arabidopsis: las homólogas de LSD1 y las que 
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contienen el dominio carboxiterminal Jumonji (JmjC; apartado IV.5, en la página 18; Lu et 

al., 2008). Aunque se considera homólogas de LSD1 a las proteínas FLOWERING LOCUS 

D (FLD), LSD1-LIKE1 (LDL1), LDL2 y LDL3 de Arabidopsis, solo se ha demostrado la 

actividad desmetilasa de LDL1 (Jiang et al., 2007; Liu et al., 2007; Spedaletti et al., 2008). 

Sin embargo, la actividad desmetilasa de 9 de las 21 proteínas JmjC de Arabidopsis está 

ampliamente probada. 

La fertilización, la formación de la semilla y las respuestas a diferentes tipos de 

estrés son ejemplos de procesos regulados epigenéticamente en Arabidopsis. Tras la 

fertilización, DEMETER (DME) lleva a cabo una desmetilación generalizada del ADN del 

endospermo (Wang y Köhler, 2017). La respuesta de la planta contra patógenos como 

Pseudomonas syringae conlleva la metilación del ADN y la actuación de componentes de 

la maquinaria de la RdDM, como ARGONAUTE4 (AGO4) y la RNA polimerasa V 

(Annacondia et al., 2018).  

 

IV.4.2.- Los complejos represores Polycomb 

Los genes del grupo Polycomb (Polycomb group; PcG) fueron descritos por primera 

vez en Drosophila melanogaster por su papel represor de la expresión de algunos genes 

homeóticos, como Ultrabithorax (Lewis, 1978). Las proteínas del PcG forman parte de dos 

complejos represores, denominados Polycomb Repressive Complex 1 (PRC1) y PRC2 

(Lanzuolo y Orlando, 2012).  

El PRC2 de Drosophila melanogaster incluye cuatro proteínas: Extra sex combs 

(Esc), Enhancer of zeste [E(z)], Suppressor of zeste 12 [S(z)12] y p55 (también conocida 

como Nucleosome-remodeling factor 55; Nuf55). Las proteínas del PRC2 de Drosophila 

melanogaster están muy conservadas, habiéndose descrito sus ortólogas en los mamíferos 

y las plantas. Arabidopsis cuenta con tres homólogas de E(z), tres de Su(z)12, una de Esc 

y cinco de p55: CURLY LEAF (CLF; Goodrich et al., 1997), MEDEA (MEA; Grossniklaus et 

al., 1998) y SWINGER (SWN; Chanvivattana et al., 2004); FERTILIZATION 

INDEPENDENT SEED2 (FIS2; Luo et al., 1999), VERNALIZATION2 (VRN2; Gendall et al., 

2001) y EMBRYONIC FLOWER2 (EMF2; Yoshida et al., 2001); FERTILIZATION 

INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE; Ohad et al., 1999); y MULTICOPY SUPPRESSOR 

OF IRA1 (MSI1), MSI2, MSI3, MSI4 y MSI5 (Hennig et al., 2005). Solo de una de las 

proteínas MSI, MSI1, se ha demostrado que forma parte del PRC2 (Derkacheva et al., 

2013).  

El PRC1 está menos conservado entre las plantas y los animales que el PRC2. 

Forman parte del PRC1 de Drosophila melanogaster las proteínas Polycomb (Pc), 
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Polyhomeotic (Ph), Sex combs extra (Sce; también conocida como dRing1) y las parálogas 

Posterior sex combs (Psc) y Su(z)2 (Shao et al., 1999; Francis et al., 2001; Saurin et al., 

2001; Peterson et al., 2004). Se han identificado en Arabidopsis tres ortólogas de Psc y 

Su(z)2 y dos de Sce: BMI1A, BMI1B y BMI1C (Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010; Bratzel 

et al., 2012; Yang et al., 2013; Calonje, 2014), y RING1A y RING1B (Sanchez-Pulido et al., 

2008; Xu y Shen, 2008; Chen et al., 2010; Calonje, 2014). EMF1 y LIKE-

HETEROCHROMATIN1 (LHP1, también denominada TERMINAL FLOWER2; TFL2) de 

Arabidopsis fueron inicialmente consideradas componentes del PRC1 (Gaudin et al., 2001; 

Calonje et al., 2008; Beh et al., 2012). Al igual que la proteína Pc de Drosophila 

melanogaster, LHP1 tiene un cromodominio que media su unión a la variante de la histona 

H3 cuya lisina 27 está trimetilada (H3K27me3; Turck et al., 2007). Además, tanto EMF1 

como LHP1 interaccionan físicamente con las subunidades RING1 y BMI1 del PRC1 

(Bratzel et al., 2010; Chen et al., 2010). Sin embargo, también se ha demostrado la 

interacción de EMF1 y LHP1 con componentes del PRC2 (Derkacheva et al., 2013; Liang 

et al., 2015).  

El PRC2 presenta actividad metiltransferasa: cataliza la trimetilación de la lisina 27 

de la histona H3, creando la marca represora H3K27me3 (Schubert et al., 2006). Existen 

diferentes PRC2, específicos de determinadas etapas del desarrollo, que son resultado de 

las combinaciones alternativas de sus subunidades parálogas (Derkacheva y Hennig, 

2014). Por su parte, el PRC1 tiene actividad ligasa E3 de ubiquitina; cataliza la 

ubiquitinación de la lisina 121 de la histona H2A, creando la marca represora H2AK121ub. 

La actuación conjunta de los dos PRC sobre sus genes diana fue inicialmente descrita en 

Drosophila melanogaster y Mus musculus (Picó et al., 2015; Colombo et al., 2016). Se 

supuso que la represión de la transcripción por los PRC era un proceso de dos etapas, en 

el que actuaba en primer lugar el PRC2, generando la marca H3K27me3, que era a 

continuación reconocida por el PRC1, que a su vez creaba la marca H2AK121ub (Wang et 

al., 2004). Sin embargo, se ha establecido recientemente que el reclutamiento del PRC1 

ocurre en algunos casos en ausencia de la marca H3K27me3 (Blackledge et al., 2015), así 

como que la ubiquitinación de H2AK121 no es en todos los casos posterior a la trimetilación 

de H3K27 (Zhou et al., 2017), e incluso que el PRC2 puede ser reclutado por el PRC1 

(Yang et al., 2013; Blackledge et al., 2014; Cooper et al., 2014; Kalb et al., 2014). 

 Las proteínas del PcG están implicadas en varios procesos esenciales para el 

desarrollo vegetal, como el mantenimiento de la pluripotencia de las células de los 

meristemos. Durante la etapa vegetativa del ciclo de vida de Arabidopsis, la identidad 

meristemática de las células del meristemo apical del tallo depende de la expresión de 
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WUSCHEL (WUS), que codifica un factor de transcripción con Homeobox. La formación de 

los órganos florales requiere la represión de WUS, que es llevada a cabo por proteínas del 

PcG como CLF, EMF2 y TFL2 (Liu et al., 2011). La identidad meristemática de las células 

del meristemo radicular depende de la actividad de WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 

(WOX5) y los genes de la familia MADS-box AGAMOUS-LIKE21 (AGL21) y AGL42. La 

represión de estos genes en los primordios de los órganos que se forman a partir de los 

meristemos es consecuencia de la deposición de marcas H3K27me3 llevada a cabo por 

CLF (Aichinger et al., 2011).  

 Las proteínas del PcG no solo participan en la organogénesis, sino también en las 

respuestas a estímulos ambientales como la vernalización o la dormancia de la semilla (de 

la Paz Sanchez et al., 2015). Se denomina vernalización a la inducción de la floración por 

exposición prolongada a bajas temperaturas (Lang, 1965), proceso que facilita que la 

planta inicie su etapa reproductiva en condiciones favorables, una vez finalizado el invierno. 

La inducción de la floración de Arabidopsis depende de FLOWERING LOCUS T (FT) y 

SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) (Blázquez y Weigel, 

2000; Simpson y Dean, 2002), genes que son reprimidos durante la fase vegetativa del 

ciclo de vida de la planta por FLOWERING LOCUS C (FLC), que codifica un factor de 

transcripción de la familia MADS-box. La vernalización depende de la represión de FLC por 

el PRC2, que a su vez causa la expresión de FT y SOC1, que inducen la floración (Samach 

et al., 2000; Gendall et al., 2001). 

 Se denomina dormancia a la inhibición temporal de la germinación de la semilla. La 

dormancia se induce durante las primeras etapas de la maduración de la semilla, a fin de 

que la germinación ocurra en condiciones óptimas de temperatura, luz y humedad 

(Nonogaki, 2014). Uno de los reguladores más importantes de la dormancia es DELAY OF 

GERMINATION 1 (DOG1), que codifica un factor de transcripción específico de las plantas 

(Alonso-Blanco et al., 2003; Bentsink et al., 2006). La germinación requiere la represión de 

DOG1, que es llevada a cabo por proteínas del PcG como FIE, BMI1A, BMI1B y CLF 

(Bouyer et al., 2011; Molitor et al., 2014). 

Dado el papel de los PRC en la organogénesis y que inicialmente no se encontraron 

ortólogos de sus componentes en eucariotas unicelulares como Saccharomyces cerevisiae 

o Schizosaccharomyces pombe, se propuso que estos complejos eran exclusivos de los 

eucariotas pluricelulares (Lachner et al., 2004; Veerappan et al., 2008). Sin embargo, se 

han hallado posteriormente complejos homólogos a los PRC en algunos eucariotas 

unicelulares como Chlamydomonas reinhardtii o Cryptococcus neoformans (Shaver et al., 

2010; Dumesic et al., 2015). 
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IV.4.3.- Los genes EMBRYONIC FLOWER 

Se han obtenido alelos mutantes de los genes que codifican todas las subunidades 

conocidas de los PRC de Arabidopsis. Los que codifican algunas subunidades del PRC2, 

como MSI1, FIS2, FIE y MEA, son esenciales para el desarrollo embrionario. La letalidad 

de sus alelos no ha propiciado el estudio los efectos de su insuficiencia de función en 

etapas postembrionarias del desarrollo (Grossniklaus et al., 1998; Luo et al., 1999; Ohad 

et al., 1999; Hennig et al., 2003). Por el contrario, algunas subunidades de los PRC son 

redundantes, como CLF y SWN (Chanvivattana et al., 2004), BMI1A, BMI1B y BMI1C 

(Yang et al., 2013) o RING1A y RING1B (Chen et al., 2010). Como consecuencia de dicha 

redundancia, muchos alelos mutantes de genes del PcG de Arabidopsis carecen de 

manifestación fenotípica, a excepción de los de CLF y LHP1, que causan fenotipos 

pleiotrópicos relativamente débiles cuyos rasgos más patentes son la floración temprana y 

la hiponastia foliar (Goodrich et al., 1997; Larsson et al., 1998).  

 Casi todos los alelos de los genes del PcG EMBRYONIC FLOWER1 (EMF1) y 

EMF2 causan letalidad postembrionaria. Las plántulas homocigóticas para sus alelos nulos 

carecen de hojas vegetativas, presentando cotiledones aberrantes y estructuras florales 

que se forman inmediatamente después de la germinación (Sung et al., 1992; Yang et al., 

1995). El fenotipo de los mutantes emf1 y emf2 demuestra la importancia de las proteínas 

EMF1 y EMF2, y de los complejos a los que pertenecen, en la represión de los programas 

de desarrollo floral durante la fase vegetativa. Aunque se han descrito muchas mutaciones 

en genes de la maquinaria epigenética de Arabidopsis, ninguna de ellas causa un fenotipo 

similar a los de los mutantes emf1 y emf2, que solo se ha observado en algunos mutantes 

múltiples y líneas transgénicas: los dobles mutantes clf swn y ring1a ring1b, los triples 

bmi1a bmi1b bmi1c (Chanvivattana et al., 2004; Chen et al., 2010; Picó et al., 2015) y las 

líneas en las que se sobreexpresa el gen RELATIVE EARLY FLOWERING 6 (REF6; Lu et 

al., 2011), que codifica una desmetilasa de H3K27me2/me3 de tipo JmjC. 

 

IV.5.- Las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe2+ 

La segunda superfamilia más numerosa de enzimas del proteoma vegetal es la de 

las dioxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato y Fe2+ (2-oxoglutarate and iron dependent 

dioxygenases; 2OGD) (Kawai et al., 2014). Las 2OGD catalizan reacciones oxidativas de 

diferentes tipos: hidroxilación, desmetilación, desaturación, epimerización, halogenación y 

apertura y cierre de anillos (Farrow y Facchini, 2014). Un análisis in silico de la secuencia 

de 479 2OGD de seis especies vegetales distintas concluyó que pueden ser agrupadas en 

tres clases, a las que se denominó DOXA, DOXB y DOXC (Kawai et al., 2014). 



Introducción    19 

 

Las 2OGD de la clase DOXA son homólogas de la Alpha-ketoglutarate-dependent 

dioxygenase B (AlkB) de Escherichia coli. Las enzimas AlkB se inducen en respuesta a los 

daños causados al ADN por agentes alquilantes y catalizan la desalquilación oxidativa de 

ácidos nucleicos (Kataoka y Sekiguchi, 1985; Falnes et al., 2002; Trewick et al., 2002; 

Mielecki et al., 2012) e histonas (se ha descrito solo un caso, en Schizosaccharomyces 

pombe; Korvald et al., 2011). Se han identificado en Arabidopsis 14 proteínas homólogas 

de las AlkB bacterianas (Kawai et al., 2014), solo tres de las cuales han sido caracterizadas 

en detalle (Tabla 1, en la página 20). La metilación en la posición N6 de las adenosinas del 

ARN es un mecanismo de regulación postranscripcional en los eucariotas y sus virus 

(Wang et al., 2014). Estas modificaciones químicas son abundantes en el ARNm y también 

se han encontrado en los ARN transferentes (ARNt), los ARN ribosómicos (ARNr), los 

ARNpi y los ARN largos no codificantes (Dominissini et al., 2012). La ALKBH9B es una 

desmetilasa de ARN, cuya actuación sobre el ARN del virus del mosaico de la alfalfa 

modula la respuesta inmune de Arabidopsis ante la infección viral; no se ha demostrado su 

actividad desmetilasa sobre algún ARN endógeno de la planta (Martínez-Pérez et al., 

2017). La ALKBH10B es una desmetilasa del ARNm de Arabidopsis, que desmetila a 

centenares de transcritos distintos, entre ellos el de FT (Duan et al., 2017). Por su parte, la 

ALKBH8A participa en la hidroxilación de la 5-metoxicarbonilmetiluridina, una de las 

modificaciones químicas que la uridina 34 del ARNtGly experimenta, que son necesarias 

para la traducción (Leihne et al., 2011).  

La clase DOXB incluye 14 proteínas de Arabidopsis, que presentan una variante 

del dominio 2OGD denominada prolil-4-hidroxilasa (P4H; Kawai et al., 2014). Solo se han 

estudiado en Arabidopsis tres miembros de la clase DOXB, implicadas en la modificación 

postraduccional de las extensinas, proteínas de la pared celular ricas en prolina, cuya 

hidroxilación es esencial para el desarrollo de los pelos radiculares (Velasquez et al., 2015; 

Tabla 1).  

 La clase más numerosa de las 2OGD de Arabidopsis es la que incluye unas 100 

enzimas DOXC, que intervienen en la biosíntesis y degradación de hormonas y otros 

metabolitos (Kawai et al., 2014). Al menos 16 proteínas DOXC (revisado en Yamaguchi, 

2008; Tabla 1) participan en la síntesis y degradación de las giberelinas, fitohormonas que 

regulan diversos procesos como la germinación, la elongación del tallo, la expansión foliar 

o el desarrollo de la flor y la semilla (Phillips, 1998). También están implicadas en la síntesis 

de las estrigolactonas (Brewer et al., 2016), los flavonoides (Falcone-Ferreyra et al., 2015) 

o la escopoletina (Kai et al., 2008). Algunas DOXC participan en la inactivación por 

oxidación de la auxina (Porco et al., 2016) y el ácido jasmónico (Caarls et al., 2017).  
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Tabla 1.- Proteínas de la superfamilia de las 2OGD caracterizadas en Arabidopsis 

Gen Proteína Función 

AT1G31600 ALKYLATION REPAIR HOMOLOGS 8A 

(ALKBH8A)a 

Desmetilación de nucleósidos del 

ARNt 

AT2G17970 ALKBH9Bb Desmetilación de adenosinas del ARN 

AT4G02940 ALKBH10Bc Desmetilación de adenosinas del 

ARNm 

AT3G06300 PROLYL 4-HYDROXYLASE 2 (P4H2)d Hidroxilasa de prolinas en proteínas 

de la pared celular AT2G17720 P4H5d 

AT2G23096 P4H13d 

AT1G14130 DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION 1 

(DAO1)e 

Oxidación de auxina 

AT1G14120 DAO2e Oxidación de auxina 

AT5G24530 DOWNY MILDEW RESISTANT 6 (DMR6)f Síntesis de flavonoides 

AT1G55290 FERULOYL-CoA 6′-HYDROXYLASE (F6H2)g Síntesis de escopoletina 

AT1G15550 GIBBERELLIN 3 BETA-HYDROXYLASE 1 

(GA3ox1)h 

Síntesis de giberelinas 

AT1G60980 GIBBERELLIN 20-OXIDASE 4 (GA20ox4)i Degradación de giberelinas 

AT1G50960 GIBBERELLIN 2-OXIDASE 7 (GA2ox7)j Degradación de giberelinas 

AT3G21420 LATERAL BRANCHING  

OXIDOREDUCTASE (LBO)k 

Síntesis de estrigolactonas 

AT5G04240 JMJ11/EARLY FLOWERING 6 (ELF6)l Desmetilación de H3K27me2/me3 

AT3G48430 JMJ12/RELATIVE OF EARLY FLOWERING 

6 (REF6)m 

Desmetilación de H3K27me2/me3 

AT4G20400 JMJ14n Desmetilación de H3K4me1/me2/me3 

AT2G34880 JMJ15/MATERNAL EFFECT EMBRYO 

ARREST 27 (MEE27)o 

Desmetilación de H3K4me3 

AT1G30810 JMJ18p Desmetilación de H3K4me2/me3 

AT5G63080 JMJ20q Desmetilación de H3R2me2 y 

H4R3me1/me2 

AT1G09060 JMJ24r Ubiquitinación de CMT3 para su 

degradación 

AT3G07610 JMJ25/INCREASE IN BONSAI 

METHYLATION1 (IBM1)s 

Desmetilación de H3K9me 

AT4G00990 JMJ27t Desmetilación de H3K9me1/me2 

AT3G20810 JMJ30u Desmetilación H3K27me2/me3 
aLeihne et al. (2011); bMartínez-Pérez et al. (2017); cDuan et al. (2017); dVelasquez et al. (2015); ePorco et 

al. (2016); fFalcone-Ferreyra et al. (2015); gKai et al. (2008); hWilliams et al. (1998); iHedden et al. (2001); 
jSchomburg et al. (2003); kBrewer et al. (2016); lCrevillén et al. (2014); mLu et al. (2011); nLu et al. (2010); 
oYang et al. (2012b); pYang et al. (2012a); qCho et al. (2012); rDeng et al. (2016); sSaze et al. (2008); tDutta 

et al. (2017); y uGan et al. (2014). 
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Kawai et al. (2014) no tuvieron en cuenta las dioxigenasas de tipo JmjC, ello a pesar 

de que están anotadas en TAIR10 y Araport como miembros de la superfamilia de las 

2OGD. Arabidopsis cuenta con 21 proteínas con un dominio JmjC, que participan en la 

desmetilación de residuos de lisina o arginina de la histona H3. La primera mutación 

descrita en un gen JMJ fue increase in bonsai methylation 1 (ibm1, también llamada jmj25) 

que incrementa los niveles de metilación H3K9 que se correlacionan con una metilación 

excesiva del ADN, generando un fenotipo pleiotrópico (Saze et al., 2008). La 

caracterización de JMJ14 demostró que las proteínas JmjC son desmetilasas de histonas 

en Arabidopsis (Lu et al., 2010). Los mutantes jmj14 presentan floración temprana, como 

consecuencia de la acumulación de marcas activadoras, como la H3K4me3, en genes 

inductores de la floración, como FT (Lu et al., 2010). También se ha demostrado en 

Arabidopsis la actividad desmetilasa de histonas de proteínas JmjC implicadas en el control 

del momento de la floración (Lu et al., 2011; Yang et al., 2012a; 2012b; Crevillén et al., 

2014; Gan et al., 2014; Dutta et al., 2017), de la germinación (Cho et al., 2012) y de la 

respuesta a patógenos (Dutta et al., 2017) (Tabla 1).  

El comportamiento de JMJ24 difiere del de otras proteínas con un dominio JmjC, ya 

que los mutantes jmj24, como los ibm1, presentan niveles altos de H3K9me y de metilación 

del ADN. Esta peculiaridad de JMJ24 se debe a que contiene un dominio RING con 

actividad ligasa E3 de ubiquitina, que marca para su degradación a CMT3, una 

metiltransferasa de ADN (Deng et al., 2016). 

 

IV.6.- Antecedentes y objetivos 

IV.6.1.- Los mutantes angulata 

La clase fenotípica Angulata (Anu) incluye mutantes con hojas despigmentadas e 

indentadas (Figura 2, en la página 22). La despigmentación foliar sugiere una alteración de 

las funciones del cloroplasto y los márgenes dentados indican una expansión lateral 

deficiente. Un análisis previo de todos los mutantes de la colección del laboratorio de J.L. 

Micol indicó que los mutantes anu presentan alteraciones severas en la estructura de los 

tejidos internos de la hoja (Pérez-Pérez et al., 2011). Los mutantes anu podrían resultar 

útiles para el estudio de la relación entre la morfogénesis foliar, la biogénesis del cloroplasto 

y la señalización retrógrada (Pyke et al., 2000; Rodermel, 2001; Andriankaja et al., 2012; 

Tameshige et al., 2013). 

En el laboratorio de J.L. Micol se aislaron 18 mutantes anu inducidos por EMS, y se 

determinó, mediante análisis de complementación, que correspondían a lesiones en 12 

genes diferentes: ANU1 a ANU12 (Berná et al., 1999). Se estableció mediante cartografía 
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anu8 anu9 anu10-1 anu11 anu12 

de baja resolución la posición de mapa de estos 12 genes ANU (Robles y Micol, 2001). 

Antes del comienzo de esta Tesis solo se identificó uno de ellos, ANU7, que codifica una 

proteína de los nucleoides de los cloroplastos y ha sido caracterizado recientemente 

(Muñoz-Nortes et al., 2017). 

 
                                                                                                                                                                                                                                                                           
Figura 2.- Fenotipo foliar de los mutantes angulata. Rosetas de (A) la estirpe silvestre Ler, y de los 

mutantes (B) anu1-1, (C) anu1-2, (D) anu2, (E) anu3, (F) anu4, (G) anu5, (H) anu6, (I) anu7-1, (J) 

anu8, (K) anu9, (L) anu10-1, (M) anu11 y (N) anu12. El fondo genético de todos estos mutantes es 

Ler. Las fotografías se tomaron 19 días después de la estratificación (dde). Las barras de escala 

representan 2 mm. Modificado a partir de Casanova Sáez (2014). 

 

IV.6.2.- Los mutantes scabra 

Las hojas de los mutantes de la clase fenotípica Scabra (Sca) presentan hojas 

variegadas con márgenes y superficie del limbo irregulares (Figura 3). La alteración de la 

pigmentación y la forma del margen sugieren respectivamente defectos en las funciones 

del cloroplasto y en la expansión lateral del limbo foliar. 

En el laboratorio de J.L. Micol se aislaron 7 mutantes sca tras una mutagénesis 

mediante EMS (Berná et al., 1999). Su análisis de complementación indicó que 

correspondían a 5 genes distintos, SCA1 a SCA5, cuyas posiciones de mapa se definieron 

mediante cartografía de baja resolución (Robles y Micol, 2001). Solo uno de estos 

mutantes, sca3, fue caracterizado antes del comienzo de esta Tesis (Hricová et al., 2006). 

SCA3 codifica la RpoTp, una de las dos NEP del cloroplasto (apartado IV.3.2, en la página 
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11), que transcribe genes domésticos y de la maquinaria transcripcional del genoma de 

este orgánulo. 

 
                                                                                                                                                                                                               
Figura 3.- Fenotipo foliar de los mutantes scabra. Rosetas de (A) la estirpe silvestre Ler, y de los 

mutantes (B) sca1, (C) sca3 (D) sca4-1, (E) sca4-2, (F) sca4-3 y (G) sca5-1. Las fotografías se 

tomaron 16 dde. Las barras de escala representan 2 mm. 

 

IV.6.3.- Los mutantes incurvata 

Las hojas de los tipos silvestres de Arabidopsis de uso más común en los 

laboratorios son relativamente planas. Las de los mutantes incurvata (icu), por el contrario, 

se recurvan hacia el haz (Figura 4, en la página 24). Este rasgo fenotípico se debe a que 

el crecimiento de los tejidos ventrales es mayor que el de los dorsales y/o que su 

coordinación es deficiente, y hace a los mutantes icu candidatos a ser portadores de 

mutaciones en genes implicados en el establecimiento y/o el mantenimiento de la 

dorsoventralidad foliar. 

 En el laboratorio de J.L. Micol se han estudiado 42 mutantes icu, correspondientes 

a 14 grupos de complementación. Once de estos mutantes fueron aislados tras una 

mutagénesis con EMS (Berná et al., 1999) y 9 tras otra, realizada por bombardeo con 

neutrones rápidos (Robles Ramos, 1999). Los 22 restantes pertenecían a una colección de 

dominio público, la del Arabidopsis Information Service (Serrano-Cartagena et al., 1999). 

Los ensayos de alelismo realizados entre 13 mutantes icu permitieron asignarlos a 

cinco grupos de complementación, a los que se denominó ICU1 a ICU5. Del estudio de 

estos cinco presuntos genes se concluyó que el fenotipo de los mutantes icu podía deberse 

a la perturbación de al menos tres procesos distintos: la regulación epigenética de la 
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expresión génica, la ruta de los miARN y la homeostasis de la auxina (Serrano-Cartagena 

et al., 2000).  

 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
Figura 4.- Fenotipo foliar de los mutantes incurvata. Rosetas de las estirpes silvestres (A) Ler, (B) 

En-2 y (C) S96, y de los mutantes (D) icu1-10, (E) icu2-1, (F) icu3-2, (G) icu4-1, (H) icu5, (I) icu6, 

(J) icu7-1, (K) icu8-1, (L) icu9-1, (M) icu11, (N) icu12, (O) icu13, (P) icu14-1 y (Q) icu15-3. Los 

fondos genéticos de estos mutantes son (D, I-L, Q) Ler, (E-H, N-P) En-2 y (M) S96. Las fotografías 

se tomaron 16 dde. Las barras de escala representan 2 mm. Tomado de Esteve Bruna (2013). 

 

 Los genes que fueron denominados ICU1 e ICU2 en el laboratorio de J.L. Micol 

codifican componentes de la maquinaria epigenética. ICU1 (más conocido como CURLY 

LEAF; CLF) codifica una metiltransferasa responsable de la deposición de la marca 

represora H3K27me3. La proteína CLF (ICU1) forma parte del PRC2 (apartado IV.4.2, en 

la página 15), que reprime durante la fase vegetativa del ciclo de vida de Arabidopsis, entre 

otros, a algunos de los genes que especifican la identidad de los órganos florales (Goodrich 
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et al., 1997; Liu et al., 2016). ICU2 codifica la subunidad catalítica de la ADN polimerasa α, 

que se requiere, al igual que otras subunidades de otras ADN polimerasas, para la 

represión estable de cientos de genes mediante la deposición de marcas represoras, que 

ocurre casi simultáneamente al ensamblaje de los nucleosomas que sigue a la replicación 

del ADN (Serrano-Cartagena et al., 2000; Barrero et al., 2007; Liu et al., 2010; Hyun et al., 

2013; Micol-Ponce et al., 2015).  

Los productos de los genes ICU3, ICU4, ICU8, ICU9 e ICU15 están relacionados 

con la ruta de los miARN. ICU3 (también denominada HASTY; HST) es un miembro de la 

familia de las importinas/exportinas nucleares, presuntamente implicado en el transporte 

de miARN desde el núcleo al citoplasma (Bollman et al., 2003; Peragine et al., 2004; Jover-

Gil et al., 2005; Park et al., 2005). El ARNm del gen ICU4 (también denominado ATHB-15 

o CORONA; CNA) está regulado negativamente por un miARN, y sus alelos icu4-1 e icu4-

2 son portadores de una mutación puntual que les hace parcialmente resistentes a dicha 

regulación (Ochando et al., 2006). ICU8 (también denominado HYPONASTIC LEAVES 1; 

HYL1) codifica una proteína de unión a ARN bicatenario, que forma un complejo con la 

RNasa III DICER-LIKE1 para procesar los transcritos primarios de los genes de miARN 

(Boutet et al., 2003; Han et al., 2004; Kurihara y Watanabe, 2004; Jover-Gil et al., 2012). 

ICU9 (también denominada ARGONAUTE1; AGO1) es una ribonucleasa que juega un 

papel central en los RNA-Induced Silencing Complexes (RISC; Kidner y Martienssen, 2004; 

Vaucheret et al., 2004; Jover-Gil et al., 2005; Jover-Gil et al., 2012). Por último, ICU15 

(también denominado HUA ENHANCER 1; HEN1) codifica una metiltransferasa que metila 

los precursores de los miARN (Jover-Gil et al., 2005; Yu et al., 2005; Jover-Gil et al., 2012). 

Por su parte, ICU5, ICU6 e ICU13 participan en la homeostasis de la auxina o ácido 

indol acético (indolacetic acid; IAA), un morfógeno vegetal que ejerce sus funciones 

mediante la formación de gradientes causados por su transporte polar. Tras su 

acumulación, la auxina se une a su receptor, el complejo ligasa de ubiquitina SCFTIR1/AFB1-3 

(Skp-Cul1FboxTRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN SIGNALING F-BOX PROTEIN1-3), lo que a su vez 

permite que dicho complejo reconozca a las proteínas Aux/IAA y las marque para su 

degradación, que desreprime a los AUXIN RESPONSE FACTORS (ARF) y les permite 

actuar sobre sus genes diana (Gray et al., 2001; Dharmasiri et al., 2005a; 2005b). ICU5 

(también denominado SHORT HYPOCOTYL2; SHY2; Tian y Reed, 1999) e ICU6 (también 

denominado AUXIN RESISTANT3; AXR3; Leyser et al., 1996; Rouse et al., 1998; Pérez-

Pérez et al., 2010) codifican dos proteínas Aux/IAA: IAA3 e IAA17, respectivamente. Por 

último, ICU13 codifica la proteína CULLIN1 (CUL1; también denominada AXR6), que forma 

parte del SCFTIR1/AFB1-3 (Hobbie et al., 2000; Shen et al., 2002; Hellmann et al., 2003; Esteve-
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Bruna et al., 2013). 

 

IV.6.4.- Objetivos de esta Tesis 

El objetivo general de esta Tesis era la caracterización genética y molecular de los 

mutantes anu1-1, anu4-1, anu9-1, anu12-1, sca1-1, sca5-1 e icu11-1. El estudio de algunos 

de estos mutantes se había iniciado con anterioridad en el laboratorio de J.L. Micol. 

El primero de nuestros objetivos concretos fue la identificación de los genes ANU y 

SCA, combinando para ello el análisis iterativo del ligamiento a marcadores moleculares 

con la secuenciación masiva; el segundo de nuestros objetivos era la validación de este 

método. Nuestro tercer objetivo fue la evaluación del interés de cada uno de los genes ANU  

y SCA identificados y la caracterización del fenotipo morfológico e histológico de los alelos 

hipomorfos o nulos de los genes que tras su clonación nos resultaran más interesantes. El 

objetivo último del estudio de estas mutaciones era proponer modelos que explicasen la 

función de los alelos silvestres de sus genes en el desarrollo foliar, y eventualmente, en la 

configuración de la arquitectura corporal de la planta.  

Merece mención aparte el gen ICU11, que fue clonado en una Tesis anterior 

realizada en el laboratorio de J.L. Micol. Nuestros objetivos concretos al respecto de ICU11 

fueron (1) confirmar su identidad mediante la obtención de nuevos alelos mutantes y su 

rescate fenotípico mediante la transferencia de un transgén portador del alelo silvestre, (2) 

analizar el fenotipo de los mutantes icu11 a niveles morfológico, histológico y fisiológico, 

(3) estudiar su filogenia, (4) caracterizar los fenotipos asociados a la insuficiencia de 

función de sus parálogos, así como sus interacciones genéticas con estos últimos, (5) 

determinar sus patrones de expresión espacial y temporal y la localización subcelular de 

su producto proteico, (6) someter a icu11-1 a análisis transcriptómico mediante 

secuenciación masiva de ARN y establecer así la naturaleza de los procesos alterados en 

este mutante, (7) estudiar la eventual alteración en los mutantes icu11 de algunas 

modificaciones químicas de las histonas mediante inmunoprecipitación de la cromatina, (8) 

establecer el efecto de la insuficiencia de función de ICU11 sobre la metilación del ADN 

mediante secuenciación masiva tras tratamiento con bisulfito sódico, (9) explicar el fenotipo 

de los mutantes icu11, y (10) proponer un modelo sobre la función e interacciones de 

ICU11. 
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VI.- MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Para la redacción de la introducción de esta memoria se han seguido las mismas 

pautas que en Tesis anteriores de los laboratorios de M.R. Ponce y J.L. Micol. Se ha 

preferido usar los acrónimos castellanizados ADN y ARN —de uso común en los medios 

de comunicación españoles—, en lugar de los recomendados por la International Union of 

Pure and Applied Chemistry, DNA y RNA, para los ácidos desoxirribonucleico y 

ribonucleico, respectivamente. Esta elección no está basada en ningún argumento que se 

considere incontestable; ambas opciones son aceptadas por el Diccionario de la Lengua 

Española (vigesimotercera edición, 2015) de la Real Academia Española (RAE). Tal como 

recomienda la RAE en su Ortografía de la lengua española (2010), en esta memoria no se 

realiza el plural de las siglas añadiendo al final una s minúscula: se escribe “el ARN” y 

también “los ARN”.  

La nomenclatura que se aplica en esta memoria a genes, mutaciones y fenotipos 

nuevos se atiene a las pautas propuestas para Arabidopsis por Meinke y Koornneef (1997). 

No hemos traducido al español muchos de los nombres de genes y proteínas que se 

mencionan en esta memoria; en estos casos solo hemos usado la cursiva para los genes. 

Los transgenes se denotan según lo establecido en las instrucciones a los autores de la 

revista Plant Cell. Los genotipos completos, como icu11-1/icu11-1, en los que los alelos en 

cromosomas homólogos se separan con una barra, se han utilizado únicamente cuando 

fue imprescindible. Salvo que se indique lo contrario, los individuos que se describen en 

este trabajo son homocigóticos para la mutación que se menciona en cada caso. Hemos 

utilizado en algunos casos un punto y coma como separador entre cromosomas no 

homólogos. Por ejemplo, el genotipo ICU11/icu11-1;cp2-3/cp2-3 es el de una planta 

sesquimutante, heterocigótica para un alelo silvestre (ICU11) y otro mutante (icu11-1) del 

gen ICU11 (en el cromosoma 1) y homocigótica para el alelo mutante cp2-3 del gen CP2 

(en el cromosoma 3). 

Las estirpes de Arabidopsis y las condiciones de cultivo empleadas en esta Tesis 

se describen en las páginas 46, 62 y 93. Para la identificación de genes causantes de 

fenotipos de interés hemos empleando la secuenciación masiva (páginas 46, 62 y 96); 

también hemos secuenciado masivamente ARN (página 97) y ADN previamente tratado 

con bisulfito sódico (página 97). Hemos realizado análisis histológicos y morfométricos 

(páginas 64 y 95), histoquímicos y de microscopía confocal (página 95) de los mutantes a 

estudio y determinado su momento de floración (página 93). Hemos aislado ARN para su 

retrotranscripción seguida de PCR cuantitativa (páginas 63 y 96). Hemos generado 
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construcciones para el rescate fenotípico de mutantes (páginas 48, 63 y 94), fusiones 

transcripcionales con el gen de la β-glucuronidasa (página 94), fusiones traduccionales con 

el de la proteína fluorescente verde (página 94) y de intercambio de promotores (página 

94). También hemos realizado experimentos de inmunoprecipitación de la cromatina 

(página 98) y alineamientos múltiples de secuencias de ADN y proteicas, así como otros 

análisis bioinformáticos y búsquedas in silico (página 96).  
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VII.- CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 

VII.1.- La combinación de la secuenciación masiva y el análisis de ligamiento 

facilita la identificación de las mutaciones que causan un fenotipo de interés 

en Arabidopsis 

La secuenciación masiva ha reducido sustancialmente el tiempo y el esfuerzo 

necesarios para la identificación de genes de interés en especies modelo. Hemos 

combinado con éxito en esta Tesis el análisis iterativo del ligamiento a marcadores 

moleculares con la secuenciación de genomas completos. Hemos identificado así las 

mutaciones causantes del fenotipo de los mutantes anu1-1, anu4-1, anu9-1, anu12-1, sca1-

1 y sca5. Las lecturas derivadas de la secuenciación masiva de estos genomas, cuyo fondo 

genético es Ler, fueron alineadas con el genoma de referencia de Col-0. Todos los 

polimorfismos de un solo nucleótido compartidos por dos o más de los mutantes a estudio 

fueron descartados, ya que se entendió que correspondían a diferencias entre el genoma 

de Ler y el de referencia. El análisis de los intervalos candidatos previamente definidos y 

la aplicación de varios filtros sucesivos condujo a la identificación de un número moderado 

de mutaciones candidatas. Dichos filtros incluyeron la exclusión de los polimorfismos que 

(a) no fueran transiciones como las que casi siempre induce el EMS (G/C→A/T) y (b) 

radicasen en intrones o regiones intergénicas. Hemos demostrado que este abordaje es 

viable y relativamente rápido y económico.  

Los continuos avances que experimentan las tecnologías de secuenciación masiva 

y sus herramientas bioinformáticas asociadas han determinado que el método comentado 

en el apartado anterior y descrito en la página 45 y siguientes de esta memoria haya sido 

superado en efectividad por otros más recientes. En efecto, el propio laboratorio de J.L. 

Micol, entre otros, ha desarrollado herramientas bioinformáticas para la identificación de 

mutaciones a partir de la secuenciación masiva de poblaciones cartográficas derivadas de 

exocruzamientos, retrocruzamientos o pseudorretrocruzamientos de uno o varios mutantes 

de interés (Wilson-Sánchez et al., 2018a; 2018b). Estos abordajes recientes no requieren 

análisis de ligamiento previo. 

No obstante lo anterior, nuestro estudio de los mutantes anu1-1, anu4-1, anu9-1, 

anu12-1, sca1-1 y sca5 no solo resultó útil en su momento en el ámbito metodológico. Uno 

de sus resultados es la identificación de los primeros alelos mutantes viables de los genes 

SECA2 y NAP14, que facilitarán la ulterior disección —por quienes estén interesados en 

hacerlo— de sus contribuciones a la biogénesis del cloroplasto y la organogénesis foliar.  
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VII.2.- El ribosoma del cloroplasto contribuye a la polaridad dorsoventral de 

las hojas de Arabidopsis 

Otro de los genes que hemos identificado en esta Tesis empleando la metodología 

descrita en el apartado anterior es SCA1, que codifica un componente estructural de la 

subunidad menor del ribosoma del cloroplasto (PRPS5). El trabajo que se presenta en la 

página 59 y siguientes de esta memoria demuestra que no solo el ribosoma citoplásmico, 

tiene actividad morfogenética: también la presenta el ribosoma del cloroplasto, que 

participa en la especificación de la dorsoventralidad foliar. Se requerirán estudios 

adicionales para establecer (a) el motivo de que las mutaciones sca1 interaccionen 

genéticamente con los alelos de AS2 pero no lo hagan con los de AS1 y (b) si el papel 

morfogenético del ribosoma del cloroplasto depende de la traducción de moléculas de 

ARNm que presenten alguna característica estructural común. 

 

VII.3.- Al menos dos de los genes de la familia CUPULIFORMIS codifican 

nuevos componentes de la maquinaria epigenética 

El trabajo que se presenta en la página 73 y siguientes describe la identificación y 

caracterización de una nueva familia génica, a la que hemos llamado CP, cuyos miembros 

codifican proteínas con el dominio que caracteriza a las dioxigenasas dependientes de 2-

oxoglutarato y Fe2+ (2OGD). ICU11 y CP2, dos de los miembros de la familia CP, son 

componentes de la maquinaria epigenética que actúan directa o indirectamente como 

reguladores negativos de centenares de genes, mediante un mecanismo desconocido, que 

conlleva la modificación química de la histona H3 pero no la metilación del ADN. 

Nuestro descubrimiento de la familia CP amplía el espectro de las proteínas que 

integran la maquinaria epigenética. La comprensión de sus funciones requerirá el estudio 

de los efectos individuales y combinados de la insuficiencia o el exceso de función de los 

genes CP3, CP4 y CP5. También será necesario realizar experimentos de 

inmunoprecipitación de la cromatina seguida de secuenciación masiva, empleando para 

ello anticuerpos contra marcas epigenéticas distintas de las aquí estudiadas. La disección 

funcional de los promotores de los genes ICU11 y CP2 y la identificación de los interactores 

físicos de las proteínas ICU11 y CP2 también contribuirán a desentrañar el papel que la 

familia CP juega en la epigenética de Arabidopsis, de otras plantas y de los eucariotas en 

conjunto.  
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Abstract Map-based (positional) cloning has tradition-

ally been the preferred strategy for identifying the causal

genes underlying the phenotypes of mutants isolated in

forward genetic screens. Massively parallel sequencing

technologies are enabling the rapid cloning of genes

identified in such screens. We have used a combination of

linkage mapping and whole-genome re-sequencing to

identify the causal mutations in four loss-of-function an-

gulata (anu) mutants. These mutants were isolated in a

screen for mutants with defects in leaf shape and leaf

pigmentation. Our results show that the anu1-1, anu4-1,

anu9-1 and anu12-1 mutants carry new alleles of the pre-

viously characterized SECA2, TRANSLOCON AT THE

OUTER MEMBRANE OF CHLOROPLASTS 33 (TOC33),

NON-INTRINSIC ABC PROTEIN 14 (NAP14) and CLP

PROTEASE PROTEOLYTIC SUBUNIT 1 (CLPR1) genes.

Re-sequencing the genomes of fine mapped mutants is a

feasible approach that has allowed us to identify a

moderate number of candidate mutations, including the one

that causes the mutant phenotype, in a nonstandard genetic

background. Our results indicate that anu mutations spe-

cifically affect plastid-localized proteins involved in

diverse processes, such as the movement of peptides

through chloroplast membranes (ANU1 and ANU4), metal

homeostasis (ANU9) and protein degradation (ANU12).

Keywords Arabidopsis � Chloroplast mutants � Cloning-
by-sequencing � NGS � SHOREmap � Whole-genome

sequencing

Abbreviations

ANU ANGULATA

das Days after stratification

EMS Ethylmethane sulfonate

NGS Next-generation sequencing

Introduction

Over the past 25 years, genetic and genomic approaches

have led to unprecedented advances in the study of plant

physiology, pathology and development using Arabidopsis

thaliana (hereafter, Arabidopsis) as a model organism

(Meinke et al. 1998; Lukowitz et al. 2000). For many years,

map-based cloning (i.e. the identification of a mutated gene

based on linkage analysis), also known as positional

cloning, has been the gold standard for cloning the causal

genes of the phenotypes of mutants isolated in forward

genetic screens (Peters et al. 2003). This strategy starts

with the isolation of mutants exhibiting a given phenotype,

and continues with the generation of mapping populations
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and the identification of linked molecular markers flanking

the mutated gene. The candidate interval defined in this

way typically contains a few genes, of which only one is

expected to carry a lesion, allowing its identification by

conventional Sanger sequencing. In Arabidopsis, the time

required to complete these steps has dropped from an

average of 4 years to less than a year (Jander et al. 2002;

Ponce et al. 2006). Factors that have propitiated this

acceleration are the availability of a high-quality annotated

genome sequence for the Columbia-0 (Col-0) accession

(The Arabidopsis Genome Initiative 2000), the identifica-

tion of thousands of polymorphisms between the Col-0 and

Landsberg erecta (Ler) accessions (Jander et al. 2002), and

the availability of gene-indexed collections of T-DNA

insertional mutants (Alonso et al. 2003), which very often

have helped to confirm the identity of the mutated genes.

However, despite the above-mentioned advances, map-

based cloning remains a time-consuming and labor-inten-

sive task.

Next-generation sequencing (NGS) technologies pro-

duce vast amounts of sequence data and have opened new

avenues for plant research (Lister et al. 2009). Different

strategies have been developed to rapidly identify the

mutations that underlie an interesting phenotype by com-

bining NGS and bulked segregant analysis. Mapping-by-

sequencing or SHOREmapping, as this technique is also

known, allows one to map and clone a gene in a single

experiment by sequencing pooled genomic DNA from

selected individuals of an appropriate mapping population

(Schneeberger et al. 2009).

In our laboratory, a large-scale screen for leaf mutants

has allowed the identification of 269 mutants; comple-

mentation analyses indicated that their mutations damage

131 different genes. All these mutants exhibit various

defects in leaf shape or leaf size, often accompanied by

altered pigmentation (Berná et al. 1999; Serrano-Cartagena

et al. 1999). So far, 58 of these genes required for leaf

organogenesis have been cloned using map-based cloning,

31 of which are shown in Table 1.

There are, however, numerous mutants for which map

positions have been defined but the affected genes still

await to be identified. These mutants represent a significant

investment of effort and resources that has not yet reached

fruition. In this work, we report the use of massively par-

allel Illumina sequencing to identify the causal mutations

in four loss-of-function angulata (anu) mutants. These

non-allelic mutants are recessive and belong to one of the

most abundant phenotypic classes established in our

screen, defining four different genes (ANU1, ANU4, ANU9

and ANU12). We show that sequencing the genomes of fine

mapped mutants is a feasible approach that leads to the

identification of a moderate number of candidate muta-

tions, including the one that causes the anu phenotype.

Interestingly, in all four cases, the genes identified were

found to encode plastid-localized proteins, which are

involved in processes such as plastid protein localization,

metal homeostasis and protein degradation.

Materials and methods

Plant material and growth conditions

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. wild-type accessions

Col-0 and Ler, as well as the T-DNA insertion lines seca2-

1 [SALK_014008 (N514008)], anu4-2 [SALK_122849

(N622849)], nap14 [SALK_116866 (N616866)] and clpr1-

2 [SALK_088407 (N588407)], were obtained from the

Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC). The anu1-

1, anu4-1, anu9-1 and anu12-1 mutants were isolated after

EMS mutagenesis of Ler as previously described (Berná

et al. 1999). All plants were grown on half-strength Mu-

rashige and Skoog (MS) agar medium [2.15 g l-1 (Duch-

efa), pH 5.7, and 1 % sucrose], at 20 ± 1 �C and 60–70 %

relative humidity under continuous fluorescent light

(*75 lmol m-2 s-1) as previously described (Ponce et al.

1998). Crosses and allelism tests were performed as pre-

viously described (Berná et al. 1999).

Re-sequencing of mutant genomes

Plant DNA was isolated using the DNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen). DNA samples were sequenced by Fasteris

(Geneva, Switzerland) using the Illumina HiSeq2000

platform by combining three different libraries (each cor-

responding to a different mutant genome) per lane. Paired-

end reads were 100-bp long. The raw data have been

deposited at the Short Read Archive database (http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/sra) with accession number SRP043639.

The TAIR10 genome sequence and annotation data were

downloaded from the TAIR database (http://www.arabi

dopsis.org). Reads were aligned to reference genome using

the mapflowcell command of SHORE (Schneeberger et al.

2009), selecting BWA (Li and Durbin 2009) as the read

aligner and allowing a maximum edit distance of 3 (-n 3).

The edit distance is the minimum number of changes

(substitutions, insertions or deletions of individual bases)

required to align the read to the reference genome

sequence. We allowed one insertion/deletion of length up

to three nucleotides per read (-g 1 –e 3). The alignments of

the forward and reverse reads were then combined using

the merge command of SHORE, and the resulting file was

used as the input for SHORE’s correct4pe option, which

removes incorrect alignments inferred from the relative

locations of paired-end reads. After filtering out incorrectly

mapped reads, we used the consensus command of SHORE
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to detect differences between the aligned reads and the

reference genome. This option produces a file containing

homozygous substitutions (homozygous_snp.txt). For a

given candidate interval, we kept those changes that were

detected only in the genome of the mutant. We discarded

all changes that were common to two or more of the

sequenced genomes, as these were considered to be Ler/

Col-0 polymorphisms. The changes selected were then

subjected to additional filters to select for the most likely

candidate mutations (e.g. selection of G/C-to-A/C transi-

tion mutations and non-synonymous substitutions).

SHOREmap was used to assess the impact of homozygous

substitutions on the protein sequence (Schneeberger et al.

2009). The effects on transcript splicing were determined

manually, by checking if candidate mutations located near

intron–exon boundaries damaged the consensus sequences

of donor or acceptor splice sites. The complete bioinfor-

matic analysis took 2–3 days using desktop computers

Table 1 Genes identified by map-based cloning in leaf mutants isolated in the laboratory of J.L. Micol

Mutation (alternative name) Gene name(s) Origin AGI code(s) F2 mapping

population

angulata10-1 ANU101 EMS At1g28530 332

angusta1-1 PGY12, ANG1U, DEN123 EMS At2g27530 82

angusta3-1 ANG34 EMS At5g39740 100

apiculata2-1 API25 EMS At4g14320 138

denticulata5-1 DEN53 EMS At2g01250 20

denticulata12-1 PGY12, ANG1U, DEN123 EMS At2g27530 19

denticulata29-1 DEN293 FN At1t2g19720–30 299

denticulata30-1 DEN303 EMS At4g31985 264

exigua1-1 EXI16 EMS At4g18780 217

exigua2-1 EXI26 EMS At5g44030 417

exigua5-1 EXI56 EMS At5g17420 278

hemivenata-1 HVE7 S At2g02560 1,545

incurvata2-1 ICU28 AIS At5g67100 1,061

incurvata4-1 ATHB159, ICU410, CNA11 AIS At1g52150 130

incurvata6 AXR312, ICU613 EMS At1g04250 62

incurvata8-2 (hyl1-12) HYL114, ICU815 FN At1g09700 462

incurvata9-2 (ago1-52) AGO116, ICU915 EMS At1g48410 311

incurvata13-1 AXR617, CUL118, ICU1319 AIS At4g02570 481

incurvata15-3 (hen1-13) HEN120, ICU1515 FN At4g20910 60

rotunda2-1 RON221, LUG22 EMS At4g32551 1,424

rugosa1-1 RUG123 EMS At5g08280 438

rugosa2-1 RUG224 EMS At4g02990 244

scabra3-1 SCA325 EMS At2g24120 441

transcurvata1-1 TCU126 EMS At4g37130 740

transcurvata2-1 TCU227 EMS At1g03150 1,137

ultracurvata1-1 DWF1228, BIN229, UCU130 EMS At4g18710 164

ultracurvata2-1 FKBP4231, TWD132, UCU233 FN At3g21640 172

venosa2-1 (re-3) RE34, 35 EMS At2g37860 54

venosa3-1 VEN336 EMS At1g29900 312

venosa5-1 (rer3-1) VEN537, RER337 EMS At3g08640 170

venosa6-1 VEN636 EMS At3g26900 125

AIS Arabidopsis information service (unknown mutagen), FN fast neutrons, S spontaneous
U Unpublished; 1 Casanova-Sáez et al. (2014b); 2 Pinon et al. (2008); 3 Horiguchi et al. (2011); 4 Van Minnebruggen et al. (2010); 5 Casanova-

Sáez et al. (2014a); 6 Rubio-Dı́az et al. (2012); 7 Alonso-Peral et al. (2006); 8 Barrero et al. (2007); 9 Ohashi-Ito and Fukuda (2003); 10 Ochando

et al. (2006); 11 Green et al. (2005); 12 Leyser et al. (1996); 13 Pérez-Pérez et al. (2010); 14 Lu and Fedoroff (2000); 15 Jover-Gil et al. (2012);
16 Bohmert et al. (1998); 17 Hobbie et al. (2000); 18 Hellmann et al. (2003); 19 Esteve-Bruna et al. (2013); 20 Chen et al. (2002); 21 Cnops et al.

(2004); 22 Liu and Meyerowitz (1995); 23 Quesada et al. (2013); 24 Quesada et al. (2011); 25 Hricová et al. (2006); 26Ferrández-Ayela et al.
(2013a); 27 Ferrández-Ayela et al. (2013b); 28 Choe et al. (2002); 29 Li et al. (2001); 30 Pérez-Pérez et al. (2002); 31 Kamphausen et al. (2002);
32 Geisler et al. (2003); 33 Pérez-Pérez et al. (2004); 34 Rédei and Hirono (1964); 35 González-Bayón et al. (2006); 36 Mollá-Morales et al. (2011);
37 Pérez-Pérez et al. (2013)

Planta (2014) 240:1113–1122 1115

123



(with Intel i7 CPUs and 24–64 gigabytes of RAM) running

the Ubuntu Linux operating system.

Gene constructs and plant transformation

To make the overexpression transgenes, we amplified the

full-length coding sequence of each gene from Col-0

cDNA using Phusion polymerase (Thermo Scientific) and

primers containing attB1 and attB2 sites (Suppl. Table S1).

The amplification products were cloned into the pGEM-T

Easy 221 donor vector (kindly provided by Prof.

B. Scheres, Utrecht University) using BP Clonase II (Life

Technologies). The inserts were sequenced using an ABI

PRISM 3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems),

and then transferred to the pMDC32 destination vector

(Curtis and Grossniklaus 2003) using LR Clonase II (Life

Technologies). All constructs were transformed into

Agrobacterium tumefaciens GV3101 (C58C1 RifR) elec-

trocompetent cells, which were used to transform Arabi-

dopsis plants by the floral dip method (Clough and Bent

1998). T1 transformants were selected on plates supple-

mented with 15 lg ml-1 hygromycin B (Invitrogen).

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA from Col-0 rosettes collected 21 days after

stratification (das) was extracted using TRIzol Reagent

(Sigma Aldrich). First-strand cDNA was synthesized using

a poly-T primer (Suppl. Table S1) and the Maxima Reverse

Transcriptase system (Fermentas) following the manufac-

turer’s instructions.

Results

Fine mapping of angulata mutants

To identify genes required for leaf morphogenesis, we

screened in advance for ethylmethane sulfonate (EMS)-

induced mutants with abnormal shape or size of vegetative

leaves, and assigned them to phenotypic classes (Berná

et al. 1999). The Angulata (Anu) phenotypic class com-

prises 18 recessive mutants in the Ler background, which

define 12 different loci, ANU1 to ANU12. All the anu

mutations are fully penetrant, with only minor variations in

expressivity, and determine leaves with a pale-yellow

lamina and irregular leaf margins with prominent teeth. To

further our understanding of the molecular processes that

underlie the Anu phenotype, we focused on the cloning of

the anu1-1, anu4-1, anu9-1 and anu12-1 mutations (Fig. 1)

using a strategy combining linkage mapping and whole-

genome re-sequencing. Rough map positions had previ-

ously been obtained for these mutations at chromosomes 1

(anu1-1, anu4-1 and anu12-1) and 5 (anu9-1) (Robles and

Micol 2001). We first refined the known map positions of

these mutants using a number of phenotypically mutant F2
plants ranging from 209 to 1,270, derived from outcrosses

of each mutant (in the Ler background) to the Columbia-0

(Col-0) wild type. Using molecular markers, we defined

relatively narrow candidate intervals for anu1-1 (216 kb),

anu4-1 (160 kb), anu9-1 (35 kb) and anu12-1 (754 kb)

(Table 2; Suppl. Fig. S1).

Fig. 1 Phenotypic rescue of the mutants studied in this work. a–
e Rosettes of the wild-type Ler (a), and the anu1-1 (b), anu4-1 (c),
anu9-1 (d) and anu12-1 (e) mutants. f–i Rosettes of the anu1-1

35Spro:ANU1 (f), anu4-1 35Spro:ANU4 (g), anu9-1 35Spro:ANU9

(h) and anu12-1 35Spro:ANU12 (i) mutant and transgenic plants.

Pictures were taken 16 days after stratification (das). Scale bars 2 mm
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Whole-genome re-sequencing of angulata mutant

genomes

To speed up the identification of the causal mutations, we

isolated total DNA from these mutants and used the Illu-

mina HiSeq 2000 platform to re-sequence their genomes

using paired-end 100-bp reads. We obtained between 65

and 115 million reads for each mutant genome, and aligned

them to the TAIR10 version of the Col-0 reference

sequence using the BWA read aligner (Li and Durbin

2009), as implemented in the SHORE pipeline (Schnee-

berger et al. 2009). The SHORE pipeline allowed us to

identify numerous nucleotide substitutions, as well as small

insertions and deletions, between the mutant and reference

genomes. We used custom scripts to parse the lists of

changes produced by SHORE, and kept only those changes

that were specific to individual mutant genomes. Changes

that were present in two or more genomes were discarded

and considered likely to represent polymorphisms between

the Ler and Col-0 genomes. Because EMS typically

induces G/C-to-A/T transition mutations (Kim et al. 2006),

we focused on these substitutions as the most likely can-

didate mutations. After whole-genome sequencing and

bioinformatic analysis, we focused on the following can-

didate mutations in the intervals defined for anu1-1, anu4-1

and anu9-1 (Table 3). The anu1-1 mutant was found to

carry a C-to-T transition mutation in the 8th exon of the

At1g21650 gene, also known as SECA2, which encodes a

homolog of SecA, the ATPase of the Sec protein translo-

cation system (Skalitzky et al. 2011). This mutation is

predicted to create an R-to-K substitution in the SECA2

protein, which is known to be chloroplast localized (Ska-

litzky et al. 2011) (Fig. 2a). The anu4-1 mutation was

found to carry a C-to-T transition mutation in the acceptor

site of the 3rd intron of the At1g02280 gene, thus altering

its mRNA splicing (Fig. 2b). At1g02280 encodes a

homolog of the chloroplast import receptor Toc33 (Jarvis

et al. 1998). The anu9-1 mutation creates a premature stop

codon (UGG ? UGA) in the last exon of the At5g14100

gene, also known as NON-INTRINSIC ABC PROTEIN 14

(Shimoni-Shor et al. 2010), which is predicted to truncate

the last 16 amino acids of the chloroplast-localized protein

NAP14 (Fig. 2c).

As the candidate region defined for anu12-1 was larger

(Table 2; Suppl. Fig. S1), a higher number of candidate

mutations were identified within this interval (Table 3).

Four transition mutations were predicted to cause amino

acid substitutions in proteins encoded in the anu12-1 can-

didate interval (Table 3). The four candidate mutations

identified in the candidate interval defined for anu12-1

damaged four different genes: At1g49890, At1g49970,

At1g49980 and At1g50240. According to the TAIR10

annotation, two of these genes (At1g49890 and

At1g49970) encode plastid-localized proteins, At1g49980

encodes a putative DNA/RNA polymerase and At1g50240

encodes a protein kinase family member related to the

hedgehog signaling pathway. Because the anu12-1 mutant

exhibits a pale-yellow leaf phenotype (Fig. 1e), At1g49890

and At1g49970 were considered the most likely candidate

genes for the ANU12 gene.

Table 2 Fine mapping by linkage analysis of the mutations studied

in this work

Mutation Candidate interval F2 mapping population

analyzed (number of

plants)Size

(kb)

Number

of genes

Flanking

markers

anu1-1 216 53 cer473079,

T26F17

503

anu4-1 160 52 cer469132,

T6A9

326

anu9-1 35 13 cer440496,
cer457250

1,270

anu12-1 754 199 cer469629,

cer480200

209

Table 3 Candidate mutations found in each interval

Mutation Region affecteda Predicted effectb

anu1-1 C ? Tc At1g21650, 8th exon Arg ? Lys

C ? T At1g21945–50 –

C ? T At1g21970, 1st intron –

anu4-1 C ? Tc At1g02280, 3rd intron Splicing acceptor

site damaged

anu9-1 C ? Tc At5g14100, 10th exon Trp ? Stop

anu12-1 G ? Ac At1g49890, 1st exon Trp ? Stop

C ? T At1g49938, 1st intron –

G ? Ac At1g49970, 6th exon Arg ? Cys

C ? T At1g49980, 12th exon Arg ? Trp

G ? A At1g50020–At1g50030 –

G ? A At1g50240, 15th exon Gly ? Arg

C ? T At1g50510, 11th intron –

G ? A At1g50590, 2nd exon Phe ? Phe

C ? T At1g50610–20 –

G ? A At1g50650–59 –

G ? A At1g50780, 3rd exon Lys ? Lys

G ? A At1g50850–At1g50860 –

G ? A At1g51035–At1g51040 –

G ? A At1g51260, 8th exon Thr ? Thr

G ? A At1g51350, 2nd exon Glu ? Glu

a For mutations mapping at intergenic regions, both flanking genes

are indicated
b The effects of each mutation were inferred using SHOREmap and

confirmed by in silico translation and splicing event simulation using

tools available at http://bio.lundberg.gu.se and http://www.cbs.dtu.dk
c Mutations selected for further study
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Identification of the causal mutations in anu1-1,

anu4-1, anu9-1 and anu12-1 mutants

To confirm the identity of the ANU1, ANU4, ANU9 and

ANU12 genes, we followed a transgenic approach and

made constructs to constitutively express the coding

regions of the candidate genes in the relevant mutant

backgrounds (35Spro:At1g21650 in anu1-1, 35Spro:-

At1g02280 in anu4-1, 35Spro:At5g14100 in anu9-1, and

35Spro:At1g49890 and 35Spro:At1g49970 in anu12-1).

With the only exception of the 35Spro:At1g49890 trans-

gene, which failed to complement the anu12-1 mutant

phenotype, the remaining transgenes fully complemented

the effects of the anu1-1, anu4-1, anu9-1 and anu12-1

mutations (Fig. 1). We conclude that ANU12 is the same

gene as At49970, also known as CLP PROTEASE PRO-

TEOLYTIC SUBUNIT 1 (CLPR1; Koussevitzky et al.

2007).

To identify additional mutant alleles of our candidate

genes, we searched for publicly available T-DNA inser-

tional mutants (Table 4). The SALK_014008 and

SALK_116866 lines carry insertions in the 26th exon of

the At1g21650 (ANU1) gene and the 2nd intron of the

At5g14100 (ANU9) gene, respectively (Fig. 2). These

insertions are recessive lethal (Shimoni-Shor et al. 2010;

Skalitzky et al. 2011). We observed a mutant phenotype in

one half of the F1 plants from crosses involving anu1-1 and

plants heterozygous for the SALK_014008 insertion, as

well as in one half of the F1 plants from crosses involving

anu9-1 and plants heterozygous for the SALK_116866

insertion. The SALK_122849 and SALK_088407 lines

carry T-DNA insertions in the 6th exon of At1g02280

(ANU4) and the 1st intron of At1g49970 (ANU12),

respectively (Fig. 2). When homozygous, the

SALK_122849 and SALK_088407 lines displayed similar,

although less severe, phenotypes than those of anu4-1 and

anu12-1, including leaves with prominent marginal teeth

and paler rosettes compared to the wild type, Col-0

(Fig. 3). All the F1 plants derived from crosses of anu4-1 to

SALK_122849, and anu12-1 to SALK_088407 exhibited a

mutant phenotype (Fig. 3), indicating that these T-DNA

lines carry loss-of-function anu4 and anu12 alleles,

respectively. Therefore, the correct identification of ANU1

as At1g21650, ANU4 as At1g02280, ANU9 as At5g14100,

and ANU12 as At1g49970 is granted both by our transgenic

complementation studies and by the independent isolation

of two mutant alleles carrying lesions in the transcription

unit of each of these four genes.

Discussion

The effort required for positional cloning has dramatically

dropped in recent years (Laitinen et al. 2010; Uchida et al.

2011; Liu et al. 2012; Tabata et al. 2012). In this work, we

have tested a strategy that combines Illumina whole-gen-

ome sequencing and conventional linkage mapping to

successfully identify the causal mutations in four non-

allelic angulata (anu) mutants that had previously been

identified in a screen for leaf shape mutants (Berná et al.

1999). The genomes of these mutants (in the Ler back-

ground) were sequenced in parallel, allowing us to com-

prehensively catalog their differences to the Col-0 genome

sequence, which we used as the reference to align the reads

derived from each mutant genome. To establish a list of

anu12-1 
(G A)

d ANU12
200 bp 

clpr1-2 

seca2 anu1-1 
(C T)

anu4-1 
(C T) 

anu4-2 

a 

b 

ANU1

ANU4

anu9-1 
(C T)

c ANU9

1 kb

200 bp 

200 bp 

nap14

Fig. 2 Structure of the genes studied in this work, with indication of

the position and nature of their mutations. Arrows and triangles

indicate point mutations and T-DNA insertions, respectively. Boxes

and lines between boxes represent exons and introns, respectively.

Open boxes correspond to the 50 and 30 untranslated regions

Table 4 Leaf mutations studied in this work

Gene Alleles Mutagen and

molecular damage
Name AGI code

SECA2 At1g21650 anu1-1a EMS, C ? T

seca2-1 (SALK_014008) T-DNA insertion

TOC33 At1g02280 anu4-1a EMS, G ? A

anu4-2 (SALK_122849) T-DNA insertion

NAP14 At5g14100 anu9-1a EMS, C ? T

nap14 (SALK_116866) T-DNA insertion

CLPR1 At1g49970 anu12-1a EMS, G ? A

clpr1-2 (SALK_088407) T-DNA insertion

AGI Arabidopsis genome initiative, EMS ethylmethane sulfonate
a Mutant screen described in Berná et al. (1999)
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EMS-induced candidate mutations, we excluded every

sequence difference that was present in two or more

sequenced genomes, as these differences were considered

likely to represent polymorphisms between Ler and Col-0.

We then focused on the subset of transition mutations (G/

C-to-A/T nucleotide substitutions) present in the candidate

intervals that we had previously defined by linkage map-

ping, as EMS has been shown to almost exclusively induce

this type of nucleotide substitutions in plant genomes (Kim

et al. 2006), and ranked them based on their expected

impact on splicing or transcript translation. In all four

mutants, this approach led to the identification of only a

moderate number of mutations within the boundaries of the

candidate intervals. For each interval, we found evidence

that a single candidate mutation causes the observed

mutant phenotype, either by identifying additional mutant

alleles or by complementing the effects of the mutation

with transgenes. Our experience indicates that this

approach requires significantly less effort than the tradi-

tional combination of positional cloning and conventional

Sanger sequencing, a strategy that we have used over the

past 20 years (Table 1). However, because EMS-mutage-

nized genomes typically carry hundreds of induced muta-

tions, massively parallel sequencing technologies still rely

on classical genetic methods (e.g. bulked segregant ana-

lysis or linkage mapping) to succeed. In its initial formu-

lation (Schneeberger et al. 2009), mapping-by-sequencing

works best with mutations that have been induced in a

sequenced reference genome (e.g. Col-0): when mutations

are induced in a nonstandard genetic background (e.g. Ler),

identifying the one that causes a given phenotype requires

sorting it out from other EMS-induced mutations and from

the abundant sequence polymorphisms that distinguish any

two ecotypes. When mutations are induced in a sequenced

background, by contrast, the only nucleotide substitutions

tightly linked to the mutant phenotype are expected to be

the EMS-induced substitutions. Our results indicate that

directly sequencing the genome of fine mapped mutants is

a feasible strategy to identify mutations that have been

induced in a nonstandard genetic background, as previous

authors have also shown (Laitinen et al. 2010; Krothapalli

et al. 2013; Nordstrom et al. 2013). A drawback of our

approach is that the reads consistently covered only 89 %

of the reference genome (Table 5), leaving the remaining

11 % unsequenced. This percentage was the same for

sequencing depths ranging from 249 to 649, reflecting

that many Ler-derived reads cannot be aligned due to the

numerous sequence differences between the two genomes.

At least in part, this problem might be overcome by

aligning the reads tolerating edit distances higher than 3, or

by combining the alignment of reads with the de novo

assembly of unsequenced gaps (Ossowski et al. 2008).

The anu mutants belong to the second largest pheno-

typic class identified in our screen for leaf shape mutants

(Berná et al. 1999; Pérez-Pérez et al. 2009). Interestingly,

the four loci identified in this work encode proteins that

function in the chloroplast, in line with the pigmentation

defects observed in the corresponding mutants, suggesting

Fig. 3 Rosette phenotypes of the homozygous and heterozygous

mutants studied in this work. a, f Rosettes of the Ler (a) and Col-0

(f) wild types. b–e, h, j Plants homozygous for EMS-induced

mutations (b–e) and T-DNA insertions (h, j) in a Col-0 background.

g, i Plants heterozygous for the wild type and a recessive lethal

T-DNA alleles of the genes indicated. k–n Plants heterozygous for an

EMS-induced and a T-DNA insertional allele of the genes indicated.

Pictures were taken 19 das. Scale bars 2 mm
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that this might also be the case for other ANU genes that

remain to be cloned. Indeed, this idea is validated by the

recent cloning of ANU10, which was cloned using a con-

ventional map-based approach and encodes a chloroplast-

localized protein that is required for normal grana stacking

and leaf organogenesis (Casanova-Sáez et al. 2014b). The

anu1-1, anu4-1, anu9-1 and anu12-1 mutants described in

this work turned out to be new alleles of the previously

characterized SECA2, TOC33, NAP14 and CLPR1 genes

(Jarvis et al. 1998; Koussevitzky et al. 2007; Shimoni-Shor

et al. 2010; Skalitzky et al. 2011), all of which encode

chloroplast-localized proteins. SECA2 is a member of the

thylakoid Sec translocation system, involved in the trans-

port of stromal proteins into thylakoid membranes or the

thylakoid lumen (Skalitzky et al. 2011), and NAP14 has

recently been associated with plastid transition metal

homeostasis (Shimoni-Shor et al. 2010). TOC33 is a

GTPase of the chloroplast protein import machinery at the

outer envelope of chloroplasts (Jarvis et al. 1998; Jarvis

and López-Juez 2013). Similar to anu4-1, other mutant

alleles damaging components of the TOC complex, such as

TOC75-III (Stanga et al. 2009), TOC159 (Bauer et al.

2000) and TOC132 (Kubis et al. 2004), have been shown to

exhibit a pale leaf phenotype. CLPR1 is a subunit of a

chloroplast proteolytic complex (Koussevitzky et al. 2007).

Mutations in other members of the Clp complex have also

been reported to render a pale leaf phenotype, as exem-

plified by the clpp3-1 mutant of Arabidopsis (Kim et al.

2013) and the vyl mutant of rice (Dong et al. 2013).

Remarkably, other phenotypic classes established in our

screen have consistently identified functionally related loci,

as illustrated by the exigua, denticulata and elongata

mutations, which were respectively found to damage genes

encoding subunits of the cellulose synthase complex (Ru-

bio-Dı́az et al. 2012); the cytosolic ribosome (Horiguchi

et al. 2011); and the Elongator complex (Nelissen et al.

2005). Important efforts have been made to identify nuclear

genes that encode chloroplast proteins (Ajjawi et al. 2010;

Lu et al. 2011; Savage et al. 2013), and have shown that

many T-DNA mutants lacking chloroplast functions are

embryo-lethal. EMS is well known for its ability to induce

leaky and conditional mutant alleles. In this work, we have

identified the first viable alleles of the SECA2 and NAP14

genes, which should help us to advance our understanding

of the functions played by SECA2 and NAP14 proteins on

chloroplast function and leaf development. Such alleles

should be particularly helpful to characterize the effects of

these embryonic-lethal genes in adult (post-embryonic)

tissues.

Author contribution JLM and HC conceived and

designed the research. EMB, RCS and HC performed the

research. EMB, RCS, HC and JLM wrote the article.

Acknowledgments We thank J.M. Serrano, F.M. Lozano, T. Truj-
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Rédei GP, Hirono Y (1964) Linkage studies. Arabidopsis Inf Serv

1:9–10

Robles P, Micol JL (2001) Genome-wide linkage analysis of
Arabidopsis genes required for leaf development. Mol Genet

Genomics 266:12–19
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1 

Suppl. Table S1. Primer sets used in this work 
Purpose Oligonucleotide 

name(s) 
Oligonucleotide sequences (5’ 3’) 

Forward primer (F) Reverse primer (R) 
Linkage 
analysis 

cer470358_F/R CGTCCCTCTTATTAGCATTAGT GCCAAACACTTGATCATACTCC 
cer474009_F/R CTGGTGCTGCATTTCTGTCA TGCTTACCAGAAGCATCCTCA 
T22J18-B_F/R  CATAAGCAACGACTTGATCC CTTGCTGGCGAATGTTAACAC 
cer453463_F/R TTCAAAACTGGAGCGTCGTC GGCCCATCTTGTGTGTTTTG 
cer473079_F/R TGTCTTTTGACACAAAGGGAAGTC TCACCTCTCGAGGACGTAAAAA 
F8K7_F/R CTTCAAGATTATAGAAATGCACC GTACGTTGTTTTGATAGTCTATG 
T26F17_F/R GAATCACATGAACCGTAGATGTT CATACATGCAAGAGTTTGATATG 
F12K8_F/R CATGGGTTTACGTTTTGGGCG CCGCCAAAAACGTAAACCCG 
cer461010_F/R GCCTTTGCTTCCACACAAATC CATGAAGATCTGGTCTCGGTGT 
nga63_F/R AACCAAGGCACAGAAGCG ACCCAAGTGATCGCCACC 
cer469132_F/R ATGACACCTTCACGGTCCTC AAGCAGCAGCAGGTCAAAGT 
T6A9_F/R AAAGCACCACCCGTTATCAG TGCGAAGGAGGATTTATTGG 
cer448567_F/R AGGTGCGAAGAACCACTAAACC AACCAACCCAAGATTAGTAAAAAGC 
cer456527 GGACCTCATGCGATTGTATATT GGCCCATTTTTACAGCATGAAA 
nga72_F/R AATCCCAGTAACCAAACACACA CCCAGTCTAACCACGACCAC 
cer457604_F/R TGCTGCTTTTCTCCCTGGTAA CAAGTGCCAAAACCACATTCA 
cer455010_F/R CTTGCACAGCGTTCCTCTCT GTCGAATAGACCTGTCCAGCA 
cer440496_F/R TGCCTGTTCTGTTTGCTTTG CATCCCAACAGCTCTTTCAATTT 
cer457250_F/R TGGACCAAGGAACCTCAGGA AGGGGCTGCAGAGGTAGATG 
F18O22_F/R CGAAAGTCGAGAAGCACCAA GGCGACGATTCTGAGGATTT 
cer470966_F/R GGTGACACGTGTGATGTTTAC CCACACACGCAACTTCATGGC 
cer452458_F/R GAACTTCTTCCATCTCGGTGT AATCCCATCTGGTATGTCGTC 
sm63_F/R ATGCTGGACCGAAGGCTACC CAGTCACAGAGCTCATAAACAG 
cer470705_F/R CTCTTTCTACAACTTCACCCAT GAATTACCCGAAAACCGAACC 
cer469629_F/R GAGGAGTAGGTTGGTTTGAAAT AGACGACCGCAAATTTGGGGC 
SNP375_F/R GCACATTCACAGAAAGTTTCTG TACTTCATTCTGCGAAGTTAGG 
cer480200_F/R CTTAATCTCCCCAAAATCACC AGAATTGGGACTGTTTTGGAT 

Sequencing 
of candidate 
mutations 

At1g21650_F/R TCACCCGTCTCAAGAGCCATT ACGAGATAACCTTACTTCAAACC 
At1g02280_F/R GATATGAACTCAATGACAGTTCTT AAGACATCTATTGTTCTGTTCACA 
At5g14100_F/R GAACTTACATAGAAAATCCACCAT ACTTGTTGTAAGTCATGATCTAAG 
At1g49890_F/R TGGCTTCTGCTAGGTTCTGG ATACCCATGCATTCCACAGG 
At1g49970_F/R GTCAATGGCTGCTTGAGCTT GGGACCCAGGTCAGTAGAAG 

Gateway 
cloning 

ANU1cds_F/R GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG 
   ATGGGTTCTGTTTCTAATCTTGTG    GATATGAATAGTTCTTGGGATTC 

ANU4cds_F/R GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG 
   ATGGGGTCTCTCGTTCGTGAA    GTAAGTGGCTTTCCACTTGTCTTG 

ANU9cds_F/R GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG 
   ATGGCAGTGTCGACGTTTTCG    GTAAGTGGTGGACGTTCTGCAAC 

At1g49890cds_F/R GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG 
   ATGGTTGCTGCAGCGATTTCAA    CAATTGCGGAGTCAAGCTGCT 

At1g49970cds_F/R GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTA GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG 
   ATGGCAGGCTATGGCGACTGCTCTGGTTT    TCTTAGTCCGGCTGGAGCTG 

Poly-T Primer AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTCATTTT 
   TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTVN 



2 

Suppl. Table S1. Primer sets used in this work 
Purpose Oligonucleotide 

name(s) 
Oligonucleotide sequences (5’ 3’) 

Forward primer (F) Reverse primer (R) 
Genotyping  Salk_014008_LP/RP TCTAGCTCTCCAGATCAACGC TGGTCTCTTCTGTGATCCCAG 
of T-DNA Salk_122849_LP/RP TTGGTTATGCCGAGTTTTCTG TAGCAATCACCCAAACCTTTG 
lines Salk_116866_LP/RP AAACTACCTTTTTGCCTTGGC CCCAATTAAGGCCCATTCTAC 

Salk_088407_LP/RP AAGTAGATGGGCTTTGTTGGG TGGAGACAATCTCAAAGACGG 
This list of oligonucleotides does not include those used for low-resolution mapping, which are described in Ponce et al. (2006). 
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Suppl. Fig. S1. Fine mapping by linkage analysis of the mutations studied in this work. The names and

physical map positions of the molecular markers used for linkage analysis are shown. All values not in

parentheses indicate Mb. The number of recombinant chromosomes found and the total of chromosomes

analyzed are indicated in parentheses.
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Plastid control of abaxial-adaxial 
patterning
Eduardo Mateo-Bonmatí, Rubén Casanova-Sáez†, Víctor Quesada, Andrea Hricová‡, 
Héctor Candela & José Luis Micol

Translational regulation, exerted by the cytosolic ribosome, has been shown to participate in the 
establishment of abaxial-adaxial polarity in Arabidopsis thaliana: many hypomorphic and null alleles 
of genes encoding proteins of the cytosolic ribosome enhance the leaf polarity defects of asymmetric 

 ( ) and  ( ) nuclear 
gene, whose loss-of-function mutations also enhance the polarity defects of the  mutants. 
In striking contrast to other previously known enhancers of the phenotypes caused by the  
and  mutations, we found that  encodes a plastid-type ribosomal protein that functions 

patterning was not expected.

The abaxial-adaxial patterning of plant lateral organs, such as the leaves, is known to depend on a com-
plex regulatory network that involves microRNAs, trans-acting siRNAs and several families of tran-
scription factors1. Translational regulation, exerted by the cytosolic ribosome, has also been shown to 
participate in the establishment of abaxial-adaxial polarity, although its role is much less well understood. 
In the model plant Arabidopsis thaliana (hereafter, Arabidopsis), loss-of-function mutations in many dif-
ferent subunits of the cytosolic ribosome specifically cause a dose-dependent syndrome, with phenotypes 
ranging from embryonic and gametophytic lethality to mild defects in organ growth and polarity. Many 
such mutations also enhance the leaf polarity defects of asymmetric leaves1 (as1) and as2 mutants2–5. 
One mechanism explaining how the cytosolic ribosome influences leaf polarity depends on the presence 
of uORFs (upstream open reading frames) in the transcripts of several ARF (auxin response factors) 
involved in abaxial-adaxial patterning6.

Considerable efforts have been devoted to the elucidation of the function of nucleus-encoded Plastid 
Ribosomal Proteins (PRPs) in Arabidopsis, most often using publicly available T-DNA insertion mutants. 
However, 16 out of 36 of the Arabidopsis nuclear-encoded PRPs are essential proteins, precluding ascer-
taining their role in post-embryonic tissues7.

Here we describe the identification of the Arabidopsis SCABRA1 (SCA1) gene, whose partial 
loss-of-function enhances the polarity defects caused by as2 alleles. However, contrary to other previ-
ously known as1 and as2 enhancers, we found that SCA1 encodes a plastid-type ribosomal protein that 
functions as a structural component of the 70S plastid ribosome and, therefore, its role in abaxial-adaxial 
patterning was unexpected. SCA1 was already annotated as EMBRYO DEFECTIVE 3113 (EMB3113), an 
embryonic lethal gene; the sca1-1 viable allele that we isolated has allowed us studying the role of SCA1 
on leaf morphogenesis.

Results and Discussion
The scabra1-1 (sca1-1) mutant was isolated in a large-scale screen for ethyl methanesulfonate 
(EMS)-induced mutants with abnormal leaf morphology8. The sca1-1 mutant was assigned to the Scabra 
phenotypic class, which comprises six additional recessive mutants, all with pale green leaves, uneven 
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leaf surface and prominent marginal teeth. The sca1-1 mutant exhibits a general reduction in size, which 
translates into rosettes with significantly reduced projected area when compared with its wild type, 
Landsberg erecta (Ler) (Fig. 1A,B; Supplementary Figure S1A).

To identify the SCA1 gene, we followed a strategy combining map-based cloning and next-generation 
sequencing. We first mapped the sca1-1 mutation to a 760-kb candidate interval on chromosome 2 
using 910 chromosomes (Fig. 2A). We next sequenced the sca1-1 genome using the Illumina HiSeq2000 
platform. After discarding all the putative Ler/Col-0 polymorphisms, we identified five nucleotide sub-
stitutions of the type induced by EMS (three G→ A and two C→ T transition mutations) within the can-
didate interval (Supplementary Table 1; see Methods). The C→ T mutation in the At2g33800 gene was 
predicted to cause a Leu→ Phe amino acid substitution at residue 233 of the protein. This substitution 
was confirmed using conventional Sanger sequencing in sca1-1 and Ler plants. Additional evidence that 
At2g33800 is the same gene as SCA1 was obtained using a construct carrying the coding sequence of 
At2g33800 placed downstream of the 35S promoter (35Spro:SCA1). This construct fully complemented 
the mutant phenotype of sca1-1 plants, demonstrating that their phenotype is a consequence of reduced 
At2g33800 function (Fig. 1A–C; Supplementary Figure S1A).

At2g33800 encodes Plastid Ribosomal Protein S5 (PRPS5), a structural component of the plastid 
ribosome7. We studied two additional lines, which carry insertions in At2g33800: SALK_095863, with a 
T-DNA insertion in the 5′  untranslated region, and pst11131, with a Ds element inserted in the second
exon (Fig. 2B). Plants homozygous for the SALK_095863 insertion showed a compact and small rosette
with pale-green, roundish leaves and a general size reduction (Fig.  1D,E; Supplementary Figure S1B).
The F1 progeny of sca1-1 x SALK_095863 crosses displayed a mutant phenotype, showing that both
mutations are allelic (Fig. 1F). Using real-time quantitative RT-PCR (qRT-PCR), we showed that the lev-
els of At2g33800 transcripts were reduced in SALK_095863 to ~40% of the wild-type levels (Fig. 2B,C),
suggesting that the insertion behaves as a hypomorphic allele. No homozygotes were found for the
pst11131 allele, but we observed 25% aborted seeds in the siliques of hemizygous plants, showing that
this allele is embryo-lethal (Fig. 1G,H). Indeed, At2g33800 is also known as EMBRYO DEFECTIVE 3113
(EMB3113)9. The F1 progeny of crosses involving sca1-1 and hemizygous pst11131 plants also displayed
defects more severe than those of sca1-1 (Fig. 1B,I). We named sca1-2 and sca1-3 the alleles present in the
SALK_095863 and pst11131 lines, respectively. The sca1-2/sca1-3 heterozygotes were viable and exhibited
stronger defects than the sca1-2 homozygotes (Fig. 1E,J).

The viability of sca1-1 and sca1-2 mutants offers an opportunity to study the function of PRPS5 in 
post-embryonic tissues. Because sca1 leaves are pale green, we determined their levels of chlorophyll 
and carotenoids: both mutants had significantly lower levels of chlorophyll a and chlorophyll b. This 
reduction was more pronounced in sca1-2 than in sca1-1. The sca1-2 mutant also had reduced carotenoid 
levels (Supplementary Figure S2A). Consistent with these results, the maximum efficiencies of photosys-
tem II, measured as Fv/Fm, were significantly reduced in sca1 mutants compared with their wild types 
(Supplementary Figure S2B). In addition to the defects in chloroplast function, mesophyll development 
was severely perturbed. In paradermal sections, sca1-2 exhibited significantly smaller palisade meso-
phyll cells (Fig. 3A,B; Supplementary Figure S3A). A more severe defect was observed in the mesophyll 
of sca1-1 (Fig. 3D,E), which had large intercellular spaces and a distribution of cell sizes wider than in 

Figure 1. Mutations in the SCA1 gene alter leaf morphology and pigmentation. (A–G,I,J) Rosettes from 
the (A) Ler, (D) Col-0, and (G) No-0 wild types, the (B) sca1-1, (E) sca1-2, (F) sca1-1/sca1-2, (I) sca1-1/
sca1-3, and (J) sca1-2/sca1-3 mutants, and (C) the sca1-1 35Spro:SCA1 transgenic line. (H) Dissected silique 
from a SCA1/sca1-3 plant showing a sca1-3/sca1-3 aborted seed. Unless otherwise stated, all plants are 
homozygous for the mutations shown. Pictures were taken (A–G,I,J) 16 and (H) 40 days after stratification 
(das). Scale bars indicate (A-G, I, J) 2  mm, and (H) 0.2  mm.
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the wild type (Supplementary Figure S3B). The mesophyll phenotype was fully complemented by the 
35Spro:SCA1 transgene (Fig. 3C,F; Supplementary Figure S3A).

Previous authors have reported an enhancement of the phenotype of as1 mutants in some 
chloroplast-defective backgrounds, including the sca3 mutant found in our screen10. SCA3 encodes the 
plastid-targeted RpoTp RNA polymerase, which is required for the expression of plastid-encoded tran-
scripts11. To investigate whether defects in plastid ribosomal proteins can also enhance the abaxial-adaxial 
polarity defects of as1 and as2 mutants (Fig. 4A–C), we isolated sca1 as1 and sca1 as2 double mutants. 
Both sca1-1 and sca1-2 enhanced the phenotype of as2-1 though to a different extent (Fig.  4E,H). A 
strong abaxialization was observed in sca1-1 as2-1 plants, which displayed as2-like cotyledons, radial 
leaves (Fig.  4E,F) and some trumpet-shaped leaves (Fig.  4G), an enhancement that occurred with full 
penetrance and similar expressivity in all double mutant plants. A milder enhancement was seen in 
sca1-2 as2-1 plants, which only occasionally had trumpet-shaped leaves (Fig.  4H,I), as expected if the 
sca1-2 allele is weaker than sca1-1, as suggested by our morphologic analysis. The same enhancement was 
not apparent in the sca1-1 as1-1 double mutant (Fig. 4J). To investigate the molecular basis of this inter-
action, we examined the expression of abaxial-adaxial polarity markers in sca1-1 as2-1 plants, including 
members of the KANADI (KAN), AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF), YABBY (YAB) and HD-ZIPIII 
families of transcription factors, using qRT-PCR (Fig. 5A). Compared with Col-0, all the studied genes 
were upregulated in sca1-1 and as2-1, except for KAN1, which was upregulated only in sca1-1, specially 
the HD-ZIPIII gene REVOLUTA (REV) in sca1-1 and YAB5 in both mutants. On the contrary, in sca1-1 
as2-1 plants, the KAN1, KAN2, ARF3 and REV genes exhibited transcript levels similar to those of the 
wild type, except for YAB5, which was upregulated.

We hypothesized that a dual role of SCA1 as a component of both the cytosolic and plastid ribosomes 
might explain the observed enhancement. However, this possibility is precluded by the predicted plas-
tid localization signal in the SCA1 protein, the absence of SCA1 from the 80S ribosome in proteomic 
studies, and the very low similarity between the amino acid sequences of SCA1 and its counterpart in 

Figure 2. Fine-mapping of the sca1-1 mutation, structure of the SCA1 gene, and molecular 
characterization of the sca1-2 allele. (A) Linkage analysis of the sca1-1 mutation. The names and physical 
map positions of the molecular markers used for linkage analysis are shown. All values not in parentheses 
indicate Mb. The number of recombinant chromosomes found are indicated in parentheses. (B) Structure of 
the SCA1 gene with indication of the position and nature of sca1 mutations. Horizontal arrows indicate the 
oligonucleotides (not drawn to scale) used as primers for determining the relative expression of SCA1. The 
vertical arrow marks the position of the point mutation in sca1-1. Triangles represent a T-DNA insertion 
in sca1-2 and a Ds transposon insertion in sca1-3. (C) qRT-PCR relative expression analysis of SCA1 in 
the SALK_095863 (sca1-2) line background. Bars indicate relative expression levels, determined by the 
comparative CT method, and normalized with the expression of the 18S rRNA housekeeping gene. Error 
bars indicate the interval delimited by 2–(ΔΔCT±SD). Asterisks indicate Δ CT values significantly different from 
those of Col-0 in a Mann–Whitney U-test (p <  0.01; n =  9).
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the cytosolic ribosome. In line with a role of SCA1 acting specifically in the plastids, we instead found 
that the sca1-1 mutation causes a general change in the expression of the plastid-encoded rbcL, psbA, 
rrn16, rrn23 and atpB genes, all of which were found to be downregulated in the mutant using qRT-PCR 
(Fig.  5B). Remarkably, mutations in components of the plastid transcriptional machinery (e.g. SCA3) 
and the plastid translational machinery [e.g. EMBRYO DEFECTIVE DEVELOPMENT1 (EDD1)] have 
been reported to cause similar defects in leaf abaxial-adaxial polarity, uncovering a role of plastids in 
the establishment of adaxial fate beyond other known roles in leaf morphogenesis10. The inhibition of 
plastid translation by lincomycin also altered abaxial-adaxial patterning, a defect that was dependent on 
the GENOME UNCOUPLED1 gene, which is involved in chloroplast retrograde signaling12.

The leaves are lateral organs highly specialized in light capture and photosynthesis, as reflected by 
their planar shape and the functional differentiation that is apparent along the abaxial-adaxial axis: the 
tight packing of the adaxial palisade mesophyll provides a solution to maximize light capture, while the 
abundant stomata and the spongy mesophyll on the abaxial side facilitate gas exchange. Considering that 
abaxial-adaxial polarity might have evolved as an innovation of land plants to optimize photosynthesis, a 
functional relationship between plastids and pattern formation is not fully unexpected. On the one hand, 
chloroplast biogenesis can be seen as a step towards the differentiation of the photosynthetically active 
palisade mesophyll. On the other, normal chloroplast activity might represent a checkpoint that controls 
the progression towards the acquisition of adaxial fate. Further study of mutants impairing chloroplast 
function, such as the ones described in this report, should help to understand how defective chloroplast 
development feeds back on the establishment of adaxial fate in plant leaves.

Materials and Methods
Plant material and growth conditions. Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. wild-type accessions No-0, 
Col-0 and Ler, and the T-DNA insertional line sca1-2 [SALK_095863 (N595863)] were obtained from the 
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC). The transposon tag line sca1-3 (pst11131) was obtained 
from the RIKEN collection. The sca1-1 mutant was isolated after EMS mutagenesis of Ler seeds as previ-
ously described by Berná et al.8. All plants were grown on half-strength Murashige and Skoog (MS) agar 
medium (2.15 g l−1 [Duchefa], pH 5.7, and 1% sucrose), at 20 ±  1 °C and 60–70% relative humidity under 
continuous fluorescent light (~75 μ mol m−2 s−1) as previously described by Ponce et al.13. Crosses and 
allelism tests were performed as described by Berná et al.8. To analyze the genetic interactions of sca1-1 
with as1-1 and as2-1, we standardized the genetic backgrounds, outcrossing sca1-1 three times to Col-0.

Cloning-by-sequencing. In order to clone the SCA1 gene, we used the approach described in 
Mateo-Bonmatí et al.14. In brief, we first defined a broad candidate interval of 760 kb (Fig. 2A) by link-
age analysis as described in Ponce et al.15, using the primers listed on Supplementary Table 2, and then 
we re-sequenced the sca1-1 genome. After filtering all the putative Ler/Col-0 polymorphisms, a short list 
of EMS-type substitutions was obtained (Supplementary Table 1). A total of 3 G →  A and 2 C →  T sub-
stitutions were found within the candidate interval, of which only the C →  T substitution in At2g33800 

Figure 3. Representative diagrams of the sub-epidermal layer of palisade mesophyll cells from a first 
leaf of the (A) Col-0 and (D) Ler wild types, the (B) sca1-2, and (E) sca1-1 mutants, and the 35Spro:SCA1 
transgenic line in the (C) sca1-2 and (F) sca1-1 genetic backgrounds, respectively. Diagrams were drawn 
from differential interference contrast images taken from cleared leaves. Scale bars indicate 50 μ m.
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changed the protein sequence. DNA samples were sequenced by Fasteris (Geneva, Switzerland) using 
the Illumina HiSeq2000 platform. Paired-end reads were 100-bp long. A total of 89,797,616 reads were 
obtained, which correspond to a 50.38x sequencing depth. The raw data have been deposited at the Short 
Read Archive database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) with accession number SRP050297.

Gene constructs and plant transformation. The 35Spro:SCA1 transgene was made amplifying 
the full-length coding sequence of At2g33800 from Col-0 cDNA using Phusion polymerase (Thermo 
Scientific) and primers containing attB1 and attB2 sites (Supplementary Table 2). The amplification prod-
uct was cloned into the pGEM-T Easy221 donor vector (kindly provided by Prof. B. Scheres) using BP 
Clonase II (Life Technologies). The insert was sequenced using an ABI PRISM 3130xl Genetic Analyser 
(Applied Biosystems), and then transferred into the pMDC32 destination vector16 using LR Clonase 
II (Life technologies). The construct was then mobilized into Agrobacterium tumefaciens GV3101 
(C58C1 RifR) electrocompetent cells, which were used to transform Arabidopsis plants by the floral dip 
method17. T1 transformants were selected on agar medium supplemented with 15 μ g ml−1 hygromycin 
B (Invitrogen).

RNA isolation, cDNA synthesis and qRT-PCR. Total RNA was extracted using TRI Reagent (Sigma) 
from a single Col-0 seedling collected 21 days after stratification (das) to synthesize the cDNA used for 
preparing the 35Spro:SCA1 transgene and a pool of 10 seedlings (collected 10 das) for quantitative RT-PCR 

Figure 4. Genetic interaction between the SCA1 and AS genes. Rosettes from (A) Col-0, (B) as1-1, (C) 
as2-1, (D) sca1-1 introgressed in Col-0 mutants, and (E) sca1-1 as2-1, (H) sca1-2 as2-1 and (J) sca1-1 as1-
1 double mutants. (G,I) Peltate leaves from the (G) sca1-1 as2-1 double mutant, showing the adaxial (ad) 
and abaxial (ab) sides of the leaf, and (I) sca1-2 as2-1. (F) Detail of the radialized leaves of the sca1-1 as2-1 
double mutant. Pictures were taken (A–F,H,J) 16, (G) 30 and (I) 24 das. Scale bars indicate (A–E,G,J) 2 mm 
and (F) 0.5 mm.

Figure 5. Relative expression analysis of (A) the abaxial-adaxial polarity genes KANADI1 (KAN1), 
KAN2, AUXIN RESISTANT FACTOR3 (ARF3), REVOLUTA (REV) and YABBY5 (YAB5) in Col-0, sca1-1, 
as2-1 and sca1-1 as2-1 plants collected 10 das, and of (B) the plastid-encoded genes rbcL, psbA, rrn16, 
rrn23 and atpB, in Col-0 and sca1-1 plants collected 10 das. Bars indicate relative expression levels. Error 
bars indicate the interval delimited by 2–(ΔΔCT±SD). Asterisks indicate Δ CT values significantly different from 
those of Col-0 in a Mann–Whitney U-test (*p <  0.05, **p <  0.01, ***p <  0.001; n =  9).
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analysis, respectively. DNA was removed using the TURBO DNA-free Kit (Invitrogen). First-strand cDNA 
was synthesized using random hexamers and the Maxima Reverse Transcriptase system (Fermentas). The 
18S rRNA18 and ACTIN210 genes were used as internal controls in the relative expression analyses of 
plastid-encoded and dorsoventrality genes, respectively. Three different biological replicates and triplicate 
reactions were used. PCR mixes were prepared in a volume of 20 μ l by adding 7.5 μ l of Maxima SYBR 
Green/ROX qPCR Master Mix (Fermentas), 5 μ l of the corresponding primer pair (1.5 μ M each), and 
1 μ l of cDNA template. Relative quantification of gene expression data was performed using the com-
parative CT method19 on a Step One Plus System (Applied Biosystems). The primer sets used are listed 
on Supplemental Table 2.

Morphometry. Rosette area measurements and the morphometric analysis of palisade cells of leaves 
were performed as described previously20,21. In brief, ten first-node leaves were manually excised and 
immediately kept in 70% ethanol. Samples were then incubated in a clearing solution (80 g chloral 
hydrate in 30 ml water) until photosynthetic tissues became transparent and veins were visible. Whole 
leaves were mounted on glass slides in solutions of 80 g chloral hydrate, 20 ml glycerol and 10 ml water. 
Pictures from palisade mesophyll were taken halfway along the primary vein and the leaf margin.

Pigment determination and photosynthesis analysis. For determination of chlorophylls and 
carotenoids, five independent samples of 100 mg each of fresh first-node and second-node leaves from 
rosettes collected 14 das were pooled, frozen in liquid N2, and homogenized with 4 ml of 80% acetone at 
4 °C. The samples were centrifuged for 5 min at 2350 g and the pigment concentration in the supernatant 
was spectrophotometrically determined as previously described22. Photosynthetic maximum quantum 
yield was measured 20 das on plants dark-adapted for 30 min and after applying a 0.8-sec saturating 
light pulse (4000 μ mol m−2 sec−1). Measurements were made with a DUAL-PAM/F fluorometer and a 
DUAL-BA leaf-positioning device (WALZ).
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 Supplementary Table S1. Mutations found in the sca1-1 candidate interval.  

Mutation Region affected Predicted effect 

G→A At2g32990, 3rd exon Glu265→Glu (Synonymous) 

G→A At2g33060, 3’UTR - 

C→T At2g33170, 2nd exon Ile1011→Ile (Synonymous) 

C→T At2g33800, 2nd exon Leu233→Phe 

G→A At2g34670, 5’UTR -
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Supplementary Figure S1. Characterization of the growth of the sca1 mutants. (A) Rosette

area progression. (B) Main stem length progression. Asterisks indicate a significant difference

with the corresponding wild type in a (A) Student’s t test (n=16) or (B) Mann-Whitney test

(n=8) (*p<0.05,***p<0.001).



Supplementary Figure S2. Chlorophyll and carotenoid content and photosyntetic efficiency

in the sca1 mutants. (A) Chlorophyll and carotenoid concentration in plant leaves collected

14 das. (B) Maximum efficiencies of PSII measured as Fv/Fm in plant leaves at 20 das.

Asterisks indicate a significant difference with the corresponding wild type in a Mann-Whitney

test (n=8) (*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001).
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Supplementary Figure S3. Morphometric analysis of the palisade mesophyll cells of the

sca1 mutants. (A) Boxplot distribution of the palisade mesophyll cell area in first-node leaves

from Ler, sca1-1, Col-0, sca1-2, sca1-1 35Spro:SCA1 and sca1-2 35Spro:SCA1. Boxes are

delimited by the first (Q1, lower hinge) and third (Q3, upper hinge) quartiles. Whiskers

represent Q1 - 1.5 IQ (lower) and Q3 + 1.5 IQ (upper), where IQ = Q3 - Q1. : Mean. —:

Median. : Extreme maximum outlier (> [Q3 + 3·IQ]). : Maximum or minimum outlier. (B)

Distribution of palisade mesophyll cell area in first-node leaves from Ler and sca1-1. More

than 350 cells were analyzed from at least 10 different samples. Asterisks indicate a

significant difference with the corresponding wild type in a Student’s t test (***p<0.001).
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