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1. ARABIDOPSIS THALIANA CONTE UNA PETITA FAMILIA
MULTIGENICA OUE CODIFICA Arvp

En el moment d'iniciar aquest treball només s'havia descrit el clonatge dels ADNc
codificant per les proteines Arv de llevat (Saccharomyces cerevisae) i humans (Homo sapiens).
El primer ADNCc en ser aillat va ser el de S. cerevisiae per complementacié funcional, amb una
llibreria genomica de llevat, d'una soca mutant incapag de créixer en abséncia dels gens ARE
(ACAT-related enzymes), que codifiquen per enzims responsables de l'esterificacio d'esterols

lliures, evitant-ne una acumulacié excessiva que resulta toxica (Tinkelenberg et al., 2000).

1.1. Identificacio i clonatge dels ADNc dels gens AtARVI i AtARV2 d'A.

thaliana

Per aprofundir en I'estudi del metabolisme lipidic en plantes i, en particular, dels
mecanismes implicats en el manteniment de la homeostasis de les diferents espécies lipidiques,
ens vam proposar identificar i clonar els gens ARV d'A. thaliana. En primer lloc, es va
determinar el nombre de gens ARV presents en el genoma d'4 .thaliana. Es va utilitzar el
programa TBlastN de la base de dades de I'NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) per realitzar una
busca informatica en el genoma d'4.thaliana a fi d'identificar possibles homolegs del gen ARV
de llevat. Utilitzant com a sonda la seqiiéncia aminoacidica de la hipotética proteina Arvl d'A4.
thaliana (namero d'accés CAB77721) identificada préviament (Tinkelenberg et al., 2000), es
van detectar dos possibles gens d'4. thaliana (At1g01020 i At4g01510, que corresponen a les
seqiiéncies genomiques NM099984 i AAF26477 respectivament) amb capacitat per codificar

proteines Arv.

Per una banda, la predicciéo de l'estructura del gen At4g01510 indicava que
contindria 9 exons que codificarien per la proteina de 252 aminoacids que es va utilitzar com a
sonda en la busca en la base de dades. Per altra banda, el gen Atlg01020 (NM 099984)
contindria tan sols 5 exons que codificarien per un polipéptid de només 128 aminoacids. Tot i
que aquesta seqiiencia inclou el domini AHD (Arv Homology Domain) tipic de les proteines
Arv, el fet que el gen codifiqués per una proteina tan curta suggeria que la prediccié de la
seqiiéncia d'aminoacids i/o l'estructura del gen no era la correcta. Per mirar d'esbrinar quina és

'organitzaci6 real d'exons i introns del gen Atlg01020 es va realitzar un analisi amb més
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profunditat. En primer lloc es va dur a terme una busca addicional en la base de dades TAIR
(www.arabidopsis.org) utilitzant la mateixa sonda utilitzada en la primera busca, que va
permetre identificar una entrada addicional (nimero d'accés AAF26477) que correspon a una
proteina de 245 aa, que també esta anotada com una possible proteina Arv. Cal destacar que els
118 aa de la seqiiéncia N-terminal d'aquesta possible proteina Arv coincideixen amb els de la
proteina codificada pels cinc teorics exons del gen At1g01020. Aquest fet ens va dur a analitzar
amb detall la seqiiéncia de nucleotids situada a 3' de I'hipotétic cinque ex6 d'aquest possible gen
ARV. Aquest analisis teoric ens mostra que la diferéncia que explicaria la generacié de la
proteina de 128 o a la de 245 aa es troba en el cinqué exd. Aixi, el teoric cinque exd de la
seqiiencia codificant que donaria lloc a la proteina de 128 aa tindria 102 nucleotids i acabaria
amb un codo6 d'aturada de la traduccio. En canvi, el que donaria lloc a la proteina de 245 aa
tindria els mateixos primers 72 nucleotids pero s'acabaria en un possible lloc d'splicing d'intr6.
En aquest cas, no apareixaria el codd d'aturada en el cinqué exd i la hipotética seqiiencia
codificant del gen Atlg01020 tindria 9 exons, els quals podrien codificar per a una proteina

ideéntica a la trobada en la segona busca (AAF26477).

Per definir 'organitzacio real d'exons i introns dels hipotetics gens ARV d'A.
thaliana 1 demostrar la funcionalitat de les proteines que codifiquen es van aillar els
corresponents ADNc utilitzant l'estratégia de RT-PCR amb ARN de plantules d'4Arabidopsis. En
el cas del gen Atlg01020 es va amplificar un fragment d'aproximadament 800 pb (figura 38)
amb els encebadors ARVI1Bam (sentit) i ARV1Sal (antisentit) dissenyats a partir de les
seqiiéncies nucleotidiques situades a 5' del codo d'inici de la traduccid predit i a 3' del codd
d'aturada de la traduccié del gen At1g01020, respectivament. L'ADNc obtingut es va clonar en
el vector pGEM®-T easy i es va seqiienciar. La seqiiéncia obtinguda mostra que I'ADNc té 825
pb (figura 39) i que és idéntica a la seqiiéncia dels 9 exons predits del gen At1g01020, que des
d'aquest moment s'ha anomenat gen AtARVI. La traducci6 d'aquest ADNc revela que pot

codificar per a una proteina de 245 aa (figura 39).

En el cas del gen At4g01510, tots els intents d'amplificar I'ADNc a partir
d'ARN de plantules de 10 dies utilitzant els encebadors ARV2S (sentit) i ARV2Sal (antisentit),
dissenyats a partir de les seqiiéncies nucleotidiques situades a 5' del teoric cod6 d'inici de la
traducci6 predit i a 3' del cod6 d'aturada de la traduccio6 del gen At4g01510, respectivament, van
resultar fallits. Aquest resultat podria indicar que o bé el gen At4g01510 té un patr6 d'expressio
molt especialitzat i/o un nivell d'expressido molt baix, o bé la prediccié sobre el codo d'inici de la

traducci6 del gen At4g01510 no era correcta. De fet, analitzant la seqiiéncia predita del primer
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ex0 del gen At4g01510 es troba un possible codd ATG d'inici de traducciéo més cap a 3'i en fase
amb el codd d'inici de traduccid predit. Per averiguar si existeix un ADNc que utilitzi aquest
segon ATG com a inici de traduccio, es va realitzar una reaccio de RT-PCR addicional,
utilitzant els encebadors ARV2Bam, que inclou els nucleotids -23 al -5 respecte el possible
codd ATG intern, i ARV2Sal, amb la qual es va amplificar un fragment d'uns 700 pb (figura
38) que es va clonar en el vector pGEM®-T easy. La seqiiéncia d'aquest ADNc té 732 pb i és
idéntica a la dels 9 exons predits del gen At4g01510, que des d'aquest moment s'ha anomenat
gen AtARV?2. La seva traduccié dona lloc a una proteina de 228 aminoacids (figura 39) enlloc
dels 252 predits en l'entrada de la base de dades CAB77721. Les seqiiéncies dels ADNc ARV1 i
ARV2 han estat dipositades en la base de dades GENBANK amb els numeros d'accés
AY7580701 AY758071, respectivament.

A AtARV1

800 pb»

Fig. 38. Amplificacié dels ADNc dels gens AtARV1 i AtARV2 per RT-PCR. Les reaccions s'han dut a
terme emprant 2,5 pg d'ARN total de plantules d'A. thaliana de 10 dies. En la figura es mostra l'amplificacié de
I'ADNc del gen AtARV1 (A carril 2; 825 pb) i de ' ADNc del gen AtARV2 (B carril 2; 732 pb). En els carrils 1 dA i B
es mostra un marcador de mida d'ADN en que la diferéncia entre els diferents fragments és de 100 pb.

Fig. 39. Seqiiéncia dels nucleotids dels ADNc i dels aminoacids de 'AtArvlp i I'AtArv2p d’A4. thaliana.
En negre es mostren les seqiiéncies de nucleotids dels ADNc i en verd les dels aminoacids de I'AtArvip i I'AtArv2p.
Els codon d’inici de traduccido (ATG) i els d’aturada de traduccié (TGA i TAA) estan marcats en vermell. A
I'esquerra es mostren les numeracions dels nucleotids dels ADNc i a la dreta les numeracions dels aminoacids de la
AtArvlpila AtArv2p.
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ARV1

1
63

123
183
243
303
363
423
483
543
603
663

723

acacccggactctaattgctccgtattcttcttctcttgagagagagagagagagagaga
gagagagagcaatggcggcgagtgaacacagatgcgtgggatgtggttttagggtaaagt
M A A S EHI R CV G C G F R V K S
cattgttcattcaatactctccgggtaacattcgtctcatgaaatgcggaaattgcaagg
L F 1 QY S P G N1T RL M KCGN C K E
aagtagcagatgagtacatcgagtgtgaacgcatgattattttcatcgatttaatccttc
vV A D EY I E CEWRMTI I F I DL I L H
acagaccaaaggtatatagacacgtcctctacaatgcaattaatccagcaactgtcaata
R P K VY R HV LYNATINWPATV NI
ttcagcatctgttgtggaagttggtcttcgectatcttcttctagactgttatagaaget
Q HL L WKL VFAYLULULDTCYR S L
tgctactgagaaaaagtgatgaagaatcgagcttttctgatagccctgttcttctatcta
L L R K SDUEES S FSDS PV L L S 1
taaaggttctgattggtgtcttatctgcaaacgctgcatttatcatctcttttgccattg
K v L 1 6V L S AN AAU F 1 I S F A 1 A
cgactaagggtttgctaaatgaagtttccagaagaagagagattatgttggggatattca
T K G L L NEV S RRIRETILI ML G I F 1
tctctagttacttcaagatatttctgcttgcgatgttggtatgggaattcccaatgtcag
s S Y F K 1 FLLAMULVWEFUPMS YV
tgattttttttgtcgatatacttctcttaacatcaaactccatggctcttaaagtgatga
I F F Vv DI L L LTSNS SMALI KV M T
ctgaatcaacaatgaccagatgcatagccgtatgcttaatcgcgcacttgattagattct
E S T Mm T R C 1T AV CL 1T A HL I R F L
tggtgggtcagatttttgagccgacaatatttttgatacaaattggatctctgttgcaat

783

v 6 Q I F EPT1T F L I QI G S L L QY

atatgtcttattttttcagaatcgtatgatcccatcagcttccag
M S Y F F R I V *

ARV2

1

62

122

182

242

302

362

422

482

542

602

662

722

caacagtcacagacacagagagatggcgagagagaagaagacgtgtgtagagtgtgggca
M A R E K K T C V E C G H
caaggttaaatctttgttcatacaatactctcctggaaattttcgtctcatgaaatgcga
K v K S L F 1 QY S P GNUFIRL MK C E
gaattgcgaagaagtagcagacgaatatgtcgagtgtgagctattgattattttcatcga
N CEEV A DEY V ECE L L 1T 1 F 1 D
cttgattcttcacaaaacaaaggcttatagacacttactctacaatgttgttaatcaaga
L I L HKTKAYRUHULIULY NV V N Q E
atctgcaaatgttcagcatctattatggaaattggtcttggcttatcttcttctagatac
S ANV QH L L WK L VL AY L L L DT
ttatagaagcttgctactgagaagaaccaatgacggatcaaatgtgtctatgagctttct
Y R $S L L L RRTNWDG SNV S M S F L
ttttgaatctctagaggttctggtcaatgtactatctgcgaatttcgecatttgttttcte
F E S L E VL VNV L S ANFAUFV F S
atttgcatttgctgctaagttgatgctggttatgccaagagggaaagagattcttttaac
F A F A AK LMLV MUPIRGI KE I L L T
gatcttaatctcgagttacgtcaagatctttctatttgctatgccggtctgggaattccce
I L I S S YyvVv K 1 F L FAMPV WE F P
agtttctgtgatcttcatcgtagatatgctcgttttaacctcaaacgcagttgctcttaa
v s v 1 F 1 vVDMULVLTSNA AV AL K
agtgatgactgaatcagcaacgagcagatgcttagcagtgtgtttcattgcacactcaat
v Mm T E S A T S R CUL AV CF 1 A H S I
tagattcttggtggatcagatctctggacacttaggatctgtcatgtaatcttctcttgce
R F LV DOQI1I S GHULGSV M *
aaggaacttgtg

175

17

37

57

77

97

117

137

157

177

197

217

237

245

13

33

53

73

93

113

133

153
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213
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1.2. Analisi de I'extrem 5' de I'ADNc del gen AtARV2 d'A.thaliana

Els resultats anteriors han posat de manifest que el cod6 d'inici de la traduccio
del gen AtARV?2 es troba a 3' del codd d'inici de la traduccié predit inicialment. Com ja s'ha
comentat, els dos codons ATG es troben en fase, motiu pel qual existia la possibilitat que en
algin altre teixit de la planta es pogués expressar un ARNm més llarg, que contingués el codd
ATG distal i, per tant, tingués capacitat per codificar una isoforma Arv2p amb 24 aminoacids

addicionals a l'extrem aminoterminal.

Per mirar d'amplificar aquest hipotétic ADNc més llarg del gen AtARV?2 es van
realitzar experiments de RT-PCR partint d'ARN total de diferents organs d'4.thaliana (arrels,
tiges, fulles i flors), de plantules crescudes durant deu dies en condicions de dia curt (16h de
foscor i 8h de llum) i en foscor, i de cél.lules de la linia cel.lular T87 d'A.thaliana (var.
Columbia) (Axelos et al., 1992) i utilitzant un encebador oligodT. En les reaccions de PCR es
van utilitzar els encebadors antisentit 'A2AS i sentit 'l ARV2 (Materials i Métodes, apartat 9.3).
Com a control de les preparacions d'ARN i de les condicions de les reaccions de RT-PCR, es va
analitzar I'expressio del gen de la ubiquitina 10 (UBQ10), ja que es considera que és el gen

d'ubiquitina amb I'expressio més estable en diferents organs i condicions (Sun et al., 1997).

Com es mostra a la figura 40, no s'amplifica el fragment corresponent al gen
AtARV?2 a partir dels ARNs analitzats. Aquest resultat ens indica que no hi ha un ARNm que
inclogui el codé ATG més distal, i per tant, que el gen AtARV2 comenga a traduir-se a partir del

codo ATG més intern.

M C- T87 PIL.F PIL.LI Arrel Fulla Tija Flor

uBQ10

Fig. 40. El gen AtARV2 genera un ARNm que només inclou el codo ATG més intern. Es va intentar
amplificar per RT-PCR l'extrem 5' d'un hipoteétic ADNc que codificaria per a una isoforma d'AtArv2p amb 24 aa
addicionals a l'extrem aminoterminal. Es va utilitzar 1 pg d'ARN total de diferents teixits d'A. thaliana (arrels, tiges,
fulles i flors), plantules de 10 dies crescudes en condicions de dia curt (P1.L1) i en foscor (PLF.), i cél.lules de la linia
T87. Els resultats mostren que en cap cas s'amplifica el fragment de la mida esperada (502 pb). Com a control de les
preparacions d'ARN i de les condicions de la reaccié de RT-PCR, es va amplificar un fragment de 218 pb de 'ADNc
del gen de la ubiquitina 10 (UBQ10).
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1.3. Organitzacio dels gens AtARV1 i AtARV?2

La comparaci6 de I'estructura dels gens AtARVI i AtARV2 d'A. thaliana posa de
manifest que ambdos gens poseeixen una organitzacido molt similar, 9 exons i 8 introns (figura
41). Els exons equivalents dels dos gens tenen la mateixa mida excepte en I'ex6 I, on la regio 5'
transcrita no traduida del gen At4ARVI té com a minim 71 pb, incloent-hi 15 repeticions GA, en
comparacié als com a maxim 50 o 60 pb de I'exd I del gen AtARV2, I'ex6 VI, que en el gen
AtARV1 té tres nucleotids addicionals, i I'ex6 IX, que en el cas del gen AtARV1 t¢ 48 nucleotids
més. Pel que fa a les regions introniques, els introns 3, 4, 51 6 del gen AtARV2 son més llargs. A
més tots els introns comencen i acaben amb els dinucleotids GT i AG, respectivament. La regio
5' transcrita no traduida (5'-UTR) del gen AzARVI inclou 15 repeticions del dinucleotid GA que
podrien tenir un paper en la regulacio de l'expressio del gen AtARVI, mentre que la regio 5'-
UTR del gen AtARV2, tot i que té una regio rica en G i A, no presenta les repeticions GA de la
regio 5'-UTR del gen AtARV1.

GA (15)

ATG TGA
AtARVl\-h—-—-----—-—d—
1 I m v Vi vl VIII X
ATG TGA
I
AtARV2 —EH:H:H:H e e ] —
1 1| m v Vi vl Vil X

Fig. 41. Organitzacié dels gens AtZARV1 i AtARV2.

A més de la conservacio estructural dels gens A¢2ARV1 i AtARV2, I'aliniament de
les seves seqiiencies revela que ambdos gens presenten un elevat grau d'identitat, no només en
la regi6 codificant, on hi ha una identitat global del 75%, sin6 també en les regions introniques,
on els valors d'identitat oscil.len entre el 56% i el 69% (Taula 3). L'elevada conservacié de
l'estructura i de la seqiiéncia dels gens AtARV1 1 AtARV2, fins i tot en les regions no codificants,

suggereix que ambdos gens s'han originat per una duplicacid recent d'un gen ancestral comul.

EXO 1* 2 3 4 5 6 7 8 9~
AtARV1 (pb) 96 | 48 | 90 | 46 [ 74 | 83 [ 67 [ 76 [ 104
AtARV2 (pb) 96 [ 48 | 90 | 46 | 74 | 86 | 67 | 76 [ 152

ldentitat nucleotids (%) | 76 | 83 | 80 | 88 [ 69 | 68 [ 75 | 76 | 65

Identitat aminoacids (%)| 72 | 69 | 63 | 87 [ 44 | 55 [ 76 | 70 | 43

* Les regions 5' 1 3' transcrites no traduides no han estat considerades en aquest estudi comparatiu.
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INTRO 1] 2 [ 3] 456 7] 8
AtARV1 (pb) 92| 96 [ 93 |68 | 71 [ 77 [ 153 99
AtARV? (pb) 106] 91 | 248 | 106 | 112 | 113 | 151 | 87

Identitat nucleotids (%) | 67 | 65 | 56 | 69 | 60 | 61 | 66 | 65

Taula 3. Comparacié de les mides i percentatge d'identitat a nivell de nucleotids i d'aminoacids entre
els exons i els introns equivalents del gens AtZARV1 i AtARV2, d'A. thaliana.

2. ESTUDI DE L'EXPRESSIO DELS GENS AtARV1 i AtARV2

2.1. Estudi de I'expressio dels gens AtARV1 i AtARV2 per Northern blot

Per tal d'obtenir una primera aproximacié del patré d'expressio dels gens
AtARVI i AtARV2, s'han realitzat experiments de Northern blot amb ARN total de diferents
organs d'A. thaliana (arrels, tiges, fulles i flors), de plantules crescudes durant deu dies en
condicions de dia curt (16h de foscor i 8h de llum) i de cél.lules en cultiu T87 d'4. thaliana
(Axelos et al., 1997). Com a sondes per a realitzar els experiments es van utilitzar els ADNc
sencers dels gens AtARVI i AtARV2 marcats amb *’P. Degut a que les regions codificants dels
gens AtARVI 1 AtARV?2 presenten una identitat global del 75% els experiments s'han realitzat en

condicions d'alta astringéncia per tal d'aconseguir la maxima especificitat possible de les sondes.

Els resultats dels experiments de Northern blot (figura 42) indiquen, en primer
lloc, que els dos gens s'expressen en tots els teixits analitzats, ja que en totes les mostres cada
sonda detecta un missatger d'aproximadament 900 pb en el cas del gen AzARV1 i de 800 pb en el
cas del gen AtARV2. Ambdds missatgers son d'una mida compatible amb la les dels ADNc
clonats. En segon lloc, els resultats de 1'analisi de Northern blot mostren que els dos gens tenen,
en general, un nivell d'expressio molt reduit, ja que es necessiten dues setmanes d'exposicio a -
80°C per obtenir els resultats mostrats. Només en les cél.lules en cultiu T87 d'4. thaliana hi ha
un nivell d'expressio prou elevat per ser detectat amb només dos dies d'exposicio. En tercer lloc,
els resultats de I'analisi de Northern blot mostren que els dos gens tenen un patrd d'expressio

molt similar.

178



Resultats

T87 Fruit Flor Fulla Arrel Plant.

T87 Fruit Flor Fulla Arrel Plant.

Fig.42. Analisi del patré d'expressié dels gens AtARV1 i AtARV?2 d'A.thaliana mitjancant Northern
blot. Mostres d'ARN (20 pg per carril) de diferents teixits d'A. thaliana (arrels, tiges, fulles, flors, plantules de deu
dies i cel.lules en cultiu de la linia cel.lular T87) van ser sotmeses a electroforesi en gel a 1'1% d'agarosa amb
formaldehid, i transferides a membranes de nylon carregades positivament. Les membranes van ser hibridades amb
sondes marcades amb **P, sintetitzades a partir dels ADNc dels gens AtARVI (A) i AtARV2 (B). El temps d'exposicio
va ser de 14 dies. Com a control de la carrega d'ARN, en els panells inferiors d'A i B, es mostren les imatges dels gels
tenyits amb bromur d'etidi abans de ser transferides a les membranes de nylon.

2.2. Estudi de I'expressio dels gens AtARV1 i AtARV2 per RT-PCR

Degut al baix nivell d'expressio dels gens ARV d'A. thaliana que en dificulta la
deteccio dels transcrits i per garantir l'especificitat de la deteccid de l'expressi6 de cada gen,

hem posat a punt la deteccié dels ARNm corresponents mitjancant la técnica de la RT-PCR.

Per dur a terme aquest analisis, es van amplificar fragments dels ADNc dels
gens AtARV1 1 AtARV?2 a partir d'ARN total de diferents organs d'4. thaliana (arrels, tiges, fulles
i flors), de plantules crescudes durant deu dies en condicions de dia curt (16h de foscor i 8h de
Ilum) i de cél.lules T87 d'A4. thaliana. Les reaccions de PCR es van dur a terme utilitzant els
encebadors sentit AIRTS i A2RTS 1 els encebadors antisentit AlSal 1 A2Sal (Materials i
metodes; Apartat 6), que permeten amplificar fragments d'ADNc de 395 pb en el cas del gen
AtARVI i de 404 pb en el del gen AtARV? (figura 44). Abans de dur a terme aquests
experiments i com que els dos fragments que s'esperava amplificar tenen una mida molt similar,
es va comprovar l'especificitat de les amplificacions mitjancant la digesti6 amb enzims de

restriccid dels fragments d'ADNc amplificats a partir d'ARN d'arrel. El fragment de I'ADNc del
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gen AtARV1 va ser digerit amb l'enzim de restriccié Ncol per donar lloc a dos fragments de 203
i 192 pb respectivament, mentre que el del gen AtARV2 va ser digerit amb l'enzim de restriccid
Xhol per donar lloc a dos fragments de 256 i 148 pb respectivament. Com es pot observar a la
figura 43, la digestio dels dos fragments d'ADNc amb els enzims de restricci6 fa desapareixer
la banda corresponent al producte d'amplificacid i dona lloc a dos fragments més petits de la

mida esperada en cada cas.

AtARV1 AtARV1 AtARV2 AtARV2

Ncol Xhol
ATG  203pp  Ncol 192pb 1CA
) 395 pb g
ATC 56 b ﬂ‘?' 148 pb |0
ARV2
) 404 pb i

Fig.43. Especificitat de I'amplificacié dels ADNc dels gens AtARV1 i AtARV?2 d'A.thaliana mitjancant
RT-PCR. Els fragments d'ADNc del gens AtARVI (395 pb) i AtARV2 (404 pb) han estat amplificats per RT-PCR a
partir d'l ug d'ARN total d'arrel. Un cop amplificats els ADNc van ser digerits amb els enzims de restriccio Ncol,
obtenint-se dos fragments de 203 i 192 pb, i Xhol, obtenint-se dos fragments de 256 1 148 pb. En vermell es mostren
la mida dels fragments d'ADN del marcador.

Un cop es va haver comprovat l'especificitat de les amplificacions dels fragments
d'ADNc dels gens AtARVI i AtARV?2, es van realitzar els experiments de RT-PCR per a la
deteccid dels nivells d'expressio dels dos gens en els diferents teixits analitzats. Com a control
de les preparacions d'ARN i les condicions de RT-PCR, es va analitzar l'expressio del gen
UBQI0. Tal i com s'observa en la figura 44, els dos gens s'expressen en tots els teixits
analitzats, ja que en totes les mostres s'amplifica un fragment d'ADNc d'aproximadament 395 pb
pel gen AtARVI i de 404 pb pel gen AtARV2. A més, els resultats de I'analisi per RT-PCR
mostren, al igual que en els experiments de Northern blot, que els dos gens tenen un patrd
d'expressio molt similar , sent a les fulles on els dos gens presenten un nivell d'expresié més

baix.
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Fig.44. Analisi de l'expressié dels gens AtARV1 i AtARV2 d'A .thaliana mitjancant RT-PCR. Els
fragments d'ADNc del gens AtARV1 (395 pb) i AtARV2 (404 pb) han estat amplificats per RT-PCR a partir d'l pg
d'ARN total de diferents teixits d'A. thaliana (arrels, tiges, fulles, flors i ceél.lules de cultiu T87). Com a control intern
s'ha amplificat un fragment de ' ADNc del gen de la UBQ10 (218 pb).

2.3. Estudi del patro d'expressio espaial i temporal dels gens AtARV] i

AtARV2 en plantes transgéniques portadores dels gens quimeérics AtARVI:GUS i
AtARV2:GUS

Per analitzar en detall el patrd d'expressio dels gens AtARVI i AtARV2, es va
procedir a l'obtencié de plantes transgeniques d'A. thaliana portadores dels gens quimeérics
AtARVI:GUS i AtARV2:GUS, en els que els promotors dels gens AtARVI 1 AtARV2 es van
fusionar traduccionalment al gen marcador uidA4, que codifica per a la f-glucoronidasa (GUS)
d'E.coli (figura 45). Per a obtenir els gens quimerics AtARVI:GUS 1 AtARV2:GUS, es van
amplificar per PCR les regions 5' flanquejants dels gens AtARVI i AtARV2, i es van clonar en
fase amb el gen GUS en el plasmidi pBI121, segons l'estratégia detallada en 1'apartat 12.6.1 de
Materials i Métodes. Aquestes regions, de 1574 1 1534 pb respectivament, comprenen 1547 pb
(gen AtARV1) i 1519 pb (gen AtARV2) de la sequéncia situada cap a 5' dels codons d'inici de la
traduccio, i els primers 27 pb (gen AtARVI) i 15 pb (gen AtARV?2) de la seqiiéncia codificant,
incloent-hi el codd d'inici de la traduccid. Els plasmidis obtinguts, pBIA1GUS i pBIA2GUS,
s'han introduit en Agrobacterium tumefaciens per a transformar plantes d'A. thaliana (Materials

i Métodes; Apartat 9.6.4) seguint el métode d'inmersi6 floral (Clough et al, 1998).

Mitjangant la sel.leccid6 de les plantules de la generacido F; resistents a

kanamicina, es van obtindre 15 linies transgéniques independents portadores del gen quimeéric
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AtARVI:GUS 1 10 linies portadores del gen quimeric AtARV2:GUS. En aquestes linies es va
analitzar 1'expressio dels gens quimérics mitjangant la deteccié histoquimica de l'activitat GUS
amb el substrat X-Gluc. De totes aquestes linies transgeéniques, 5 1 2 linies respectivament no
presentaven activitat GUS, rao per la qual van ser descartades. Les linies transgeniques restants,
10 portadores del gen quiméric AtARVI1:GUS i1 8 portadores del gen quiméric AtARV2:GUS,
presentaven un patréd d'expressio repetitiu des d'un punt de vista qualitatiu, si bé des del punt de
vista quantitatiu es van observar algunes diferéncies entre elles. Finalment, es van escollir 3
linies AtARVI1:GUS (2, 3 1 4) i 2 linies AtARV2:GUS (1 i 3) representatives i amb segregacio
mendeliana del caracter de resisténcia a kanamicina, que van ser dutes a homozigosis, obtenint-
se respectivament les linies homozigotiques AtARVI:GUS 2.26, 3.15 i 4.11, i les linies
homozigdtiques AtARV2:GUS 1.13 i 3.25, que es van utilitzar per a realitzar els estudis

definitius de tincid histoquimica de I'activitat GUS que es mostren en la figura 46.

AtARV1:GUS
ATG
ARV1Y
|
-1547 pb + 27 pb
AtARV2:GUS
ATG
ARV2 5’
|
-1519 pb + 15 pb

Fig 45. Representacié esquematica dels gens quimeérics AtARVI:GUS i AtARV2:GUS. La regio
codificant de l'ex6 I dels gens AtARVI i AtARV2 es mostra mitjancant les caixes verdes, la regio 5' flanquejant
mitjangant una linia, el gen GUS en una caixa blava i el terminador NOS en una caixa groga. També es mostra la
posicio dels codons d'inici de traduccio.

Fig.46. Deteccié histoquimica de 1'activitat GUS en plantes transgéniques d'A. thaliana portadores
dels gens quimerics ALARVI1:GUS i AtARV2:GUS. AtARV1:GUS: plantules d'1 (A), 2 (B) i 3 dies (C); apex de les
arrels (D) i inici de les arrels secundaries (E); plantules de 10 dies (F) i el detall del seu meristem apical (G); fulla de
la rosseta bassal (O); Flor madura (Q) i el detall de po.len (S); siliques inmadures (U) i siliques madures (V).
AtARV2:GUS: plantules d'l1 (H), 2 (I) i 3 dies (J); apex de les arrels (K) i inici de les arrels secundaries (L);
plantules de 10 dies (M) i el detall del seu meristem apical (N); fulla de la rosseta bassal (P); Flor madura (R) i el

detall de po.len (T); siliques inmadures (W) i siliques madures (X). Totes les mostres van ser incubades 16 hores en
preséncia del substrat X-Gluc.
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Tal i com es mostra en la figura 46, en els estadis inicials del desenvolupament
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vegetatiu s'observa una intensa expressié dels dos transgens, ja que les plantules d'l dia
presenten una intensa coloracio blava (figura 46, A i H). Aquesta intensa expressio disminueix
de forma drastica molt rapidament, ja que als 2 dies desapareix la tinci6 GUS de gaireb¢ tota la
plantula. En el cas de la fusio AtARVI:GUS només s'observa coloracioé blava al meristem apical
de l'arrel, i una lleugera expressio dels transgens en els cotiledons (figura 46 B). Al tercer dia
s'observa que, tot i que es manté el patrd d'expressid observat als 2 dies, la intensitat de
I'expressio del gen és encara més baixa (figura 46, C). En el cas de la fusi6 AtARV2:GUS, als 2
dies s'observa una tincidé molt feble a tota la plantula, sent una mica més intensa al meristem
apical (figura 46, I). Al tercer dia ja no s'observa tincid blava en cap part de la plantula (figura
46, J), si bé al observar la plantula a la lupa i modificant les condicions d'il.luminacié de la
mostra, es pot arribar a observar una molt lleugera tonalitat blava. A les plantules de 10 dies, es
manté l'expressio dels dos transgens al meristem apical de les arrels primaries i secundaries
(figura 46, D i K), pero s'observa també col.loracié blava en els punts de l'arrel que donaran
origen a les arrels secundaries. Quan l'arrel secundaria creix, l'expressio dels transgens al punt
d'origen de l'arrel desapareix i només s'expressa al meristem apical de la mateixa (figura 46, E i
L). També, i tot i que de manera feble i no en totes les plantules analitzades s'observa coloracio
blava en el teixit vascular de I'arrel. La diferéncia més aparent en l'expressio dels dos transgens

es dona a la part acria de les plantules, i en concret a la zona del meristem apical vegetatiu. En
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les plantes A4tARV1:GUS s'observa una intensa tinci6 en les fulles emergents (figura 46, F i G),
mentres que en les plantes AzARV2:GUS l'expressio es localitza preferentment al meristem
apical (figura 46, M i N). En les plantules AzARV1:GUS apareix també una lleugera coloracio
blava al teixit vascular dels cotiledons (figura 46, F), fet que no s’observa en les plantules
AtARV2:GUS on només observant la plantula a la lupa i modificant les condicions d'il.luminacié

de la mostra es pot arribar a observar una molt débil tonalitat blava.

En les fulles de la rosseta bassal de plantes adultes només s'observa una feble tincio en
el teixit vascular de les plantes AtARVI:GUS (figura 46, O), mentre que en les plantes
AtARV2:GUS no s'observa tincio blava aparent (figura 46, P), i només a I'observar la plantula a
la lupa i modificant les condicions d'il.luminaci6é de la mostra, es pot arribar a observar una
molt feble tonalitat blava. Pel que respecta a la fase reproductiva, els estudis realitzats han
mostrat una abséncia de tincid tan a la tija com a les fulles caulinars, en canvi, s'observa
expressio dels transgens a les flors. En aquest cas, la tincio es localitza de forma quasi exclusiva
en les anteres (figura 46, Q i R), i en particular als grans de pol.len, com es pot observar en el
pol.len després de l'antera i que ha quedat retingut dins de la flor (figura 46, S i T).
Ocasionalment i no en totes les plantes analitzades s'observa una lleugera tinci6 a I'estil. Durant
el desenvolupament del fruit, s'observa tincié blava en els ovuls fertilitzats (figura 46, U i W)
que desapareix al formar-se les llavors (figura 46, V i X). Tot i que no es detecta tinciéo GUS en
les llavors madures, probablement degut a que el substrat no pot atravessar la cuticula de la
llavor, si que es detecta expressio dels transgens en els teixits interns (resultats no mostrats), si

la llavor es talla abans d'incubar-la amb el substrat.

En conjunt, aquests resultats mostren que els promotors dels gens AtARVI i AtARV?2
presenten patrons d'expressio GUS altament solapants tot i que no idéntics, restringits a teixits
on les cél.lules es divideixen o expandeixen activament, suggerint que la funcié de les proteines
Arv pot ser important per l'expansi6 i la divisié cel.lular. A més, aquests resultats resulten
coherents amb els resultats obtinguts préviament mitjangant experiments de Northern blot, on
s'observa que l'expressio dels gens €és més intensa en cél.lules de cultiu de la linia T87 i en
plantules joves, que son teixits on hi ha una activa divisio i/o expansi6 cel.lular. A més aquests
resultats indiquen, com ja havien mostrat els experiments de Northern blot, que I'expressio dels
dos gens ¢és baixa ja que per observar tincid GUS es necessiten, en la majoria de teixits, temps

d'incubacid amb el substrat de més de 12 hores.
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3. CARACTERITZACIO DE LES PROTEINES AtArvl I AtArv2

3.1. Comparacio de la seqiiéencia aminoacidica de les proteines AtArvl i

AtArv2

Les proteines AtArvl i AtArv2 d’A. thaliana estan composades per 228 i 242
residus aminoacidics respectivament, sent a 1’extrem carboxiterminal on es troba la diferéncia
de longitud entre les dues proteines (figura 47). Les dues proteines Arv1 caracteritzades fins al
moment, la de llevat i la d’humans, son més llargues, ja que I’Arv1p de llevat té¢ 321 aminoacids
i la d’humans 271. Els aminoacids addicionals en la proteina de llevat estan a I’extrem

carboxiterminal, mentre que en la d’humans ho estan a I’extrem aminoterminal (figura 48).

L'aliniament de les seqiiéncies aminoacidiques de AtArvlp i AtArv2p (figura
47) indica que les dues proteines estan altament conservades, ja que presenten una identitat de
seqiiéncia global del 66% (amb una similitud del 76%). Es interessant destacar que la major
homologia de seqiiéncia es troba en el seu extrem aminoterminal, regié que correspon al domini
AHD (Tinkelenberg et., 2000) i que inclou un subdomini que conté quatre cisteines que podrien

formar un dit de zinc.

AtArvl EYVECEME] | |s{o

AtArv2 , QYSPGN CNE<EE BYESERVI 50
YN aVARF 1 DL I LHKPIKAYRHELYN NOISSANVOHLELWKLV{EAY LLEL DY RSLLLRuEe]e]
YN aVZA 1 DL 1 LHRIZKEVYRHVLY NATRNEATVNIQOHLELWKLVgAYLLEL D@YRSL L LRgIeLE]
AtArvl [FEINRGEINVEM NFEFESEE VNV L SAN[FAFEVIESFAR L MEV-MPRGME 149
AtArv2 $SDEESSFSD BPVLL HGVLSAN ISR VATING L{ENEVSERiEE 150
AtArvl HLETHLLERM FAWP EFPYSV I FUVDLMLTSNGERYAL KVMTE S[agmiele]
AtArv2 IMVIEGLFLERX F BAMEVEWEFPIUSV | HzlVDULEL TSNSIYAL KVMTESp el
AtArvl TS EAer] AeSLINRYD SG-—-——-- H |[EeNyM™* 228
AtArv2 MTe mvvel 1] el LINZRYG FEPTIFLIQ [IeNEL QYMSY FF* 242
Fig.47. Aliniament de la seqiiéncia aminoacidica de les proteines Arvl i Arv2 d'A. thaliana. En caixes
negres es mostren els aminoacids conservats en les dues proteines. En caixes grises es mostren els aminoacids
similars entre les dues proteines. El recuadre marca la seqiiéncia susceptible de formar una estructura de tipus dit de
zinc i les cisteines que interaccionarien amb el Zn es mostren en vermell i negreta. El domini "Arv Homolgy

Domain" (AHD) esta subratllat en blau. La numeracié dels aminoacids es troba a la dreta. Els guions son espais
introduits per optimitzar 1'alineament de les sequéncies.
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3.2. Comparacio de la seqiiéncia aminoacidica de les proteines AtArvl i

AtArv2 amb les proteines Arv de S. cerevisae i H. sapiens

La comparaci6 de la seqiiéncia aminoacidica de les proteines Arv d'4. thaliana,
S. cerevisiae 1 H. sapiens (figura 48) mostra que hi ha un molt baix nivell d'homologia global
entre elles. Les proteines Arvl i Arv2 d'A. thaliana presenten una identitat del 14% i del 17%
(similitud del 32% 1 33%) amb I'Arvlp de S. cerevisiae, i una identitat del 20% i 33% (similitud
del 36 1 39%) amb I'Arvlp d' H. sapiens. Com es pot observar en la figura 48 la regidé N-
terminal d'aquestes proteines presenta un nivell d'identitat molt més elevat que la resta de la
proteina. De fet, 15 dels 18 aminoacids conservats entre les quatre proteines es localitzen en la
regi6é que correspon al domini AHD. Aquest domini conté dos subdominis ben determinats. El
subdomini N-terminal ric en cisteines, que difereix en longitud depenent de 1'organisme, pero
sempre inclou un bloc de 28 aminoacids amb la signatura d'un motiu d'uni6 a zinc (Cis-X,-Cis-
X50-Cis-X,-Cis; posicions 8 a 35 de les proteines Arv d'A. thaliana), i el subdomini C-terminal

de 33 aminoacids (posicions 36 a 68 de les proteines Arv d'4. thaliana), amb una funcié encara

desconeguda.

ScArvi MIE1TBVRP DSEYTVEND| 20
AtArvl MAASE HREVGEGFR FIQMSPE 25
AtArv2 MAREK KT@VE@SGHK FIQMSPE 25
HsArvl M GNGGRSGLQQ GKGNVDGVAA TPTAAS&SCQ YR® 1 E@NQE E[@YRDYNHE 51
ScArvl Q=TVy I DNVLL[gEL LL@AGAYRHL VANALELHLS 70
AtArvl VABEMI(EC ERMIRAZIDIN BYIWAINPAT- 74
AtArv2 El=VABE| C ELLINNSLI®IN BYINVVNQES- 74
HsArvl QKPVEKI 1Y DPVLRILLNAL BFNTQINIH- 100
ScArvl DCQCLRDYTQ ALLFNVKNWF CKYDRLNRLW LLLLEFEIYL 118
AtArvl L-==—- LWKL VFAYLELBCY RSLLLRKSDE ESSFEDSPVL 114
AtArv2 L-———- LWKL VLAYLELETY RSLLLRRTND GSNVEMSFLF 114
HsArvl FCLLCEAY-- LRWWQEQESN QNTAPDDLIR YAKEWDFYRM 143
ScArvl TWVTEESKY1 YYLNRNNNDG KLIMLSKKLP ESFKWDSAIM RNTITS-[{V[j 168
AtArvl LSIKVEIGVL SANAAGIISF AIATKGLLNE VSRRREIMLG IFIEENFJI[F 164
AtArv2 ESLEVEVNVL SANFAGVFSF AFAAKLMLV- MPRGKEILLT ITLIEENVRI[F 163
AtArvl FATAABEQTA YFIGI[FTFLW VERPMTAKK- KPNFILLLKA LLLEENCGHELL 192
ScArvl TWSPPIQYLY FASYCILDYS LFHTFTQYFI [MEKLHWKHYS VSSKDYISYT 218
AtArvi  [LAMLVIEFP —MSYIF-FYD ILLIENSME EQMTESTMT —RCICLIA 211
AtArv2  [EFAMPVI[EFP —VEIF- 1D MLVIESNAVR EQIMTESATS —RCLIJCFIA 210
HsArvi  [EIPAVI[[EHD YTRYCLKLIK VFVIENFQA IRYTLNINRK LSFLAWLSGL 242
ScArvil IBLSYGAKIF PILMLIWPYD TLISMSIIKW VANLYIIESL KIVTNLSYWN 268
AtArvl HEIRFLYGQI FEPTIFLIQI GSLLQYMSYF FRIV* 242
AtArv2 HSIRFLYDQI SG------ HL GSVM* 228
HsArvl LMESIMYYFF QSMEWDVGSD YAIFKSQDF* 271
ScArvl FHKIFISVSL LRYFMVKPIL 1VFVAKFNFS VIKNLIHQEF ILLLQKSGTY 318
ScArvl LLL* 321

186



Resultats

Fig.48. Aliniament de la seqiiéncia aminoacidica de les proteines Arv d'A4 .thaliana, S. cerevisiae i H.
sapiens. En caixes negres s'indiquen els aminoacids conservats en les quatre proteines. En caixes grises s'indiquen els
aminoacids conservats en tres de les proteines. El recuadre marca la seqiiéncia susceptible de formar una estructura
de tipus dit de zinc i les cisteines que interaccionarien amb el Zn es mostren en vermell i negreta. El domini AHD
esta subratllat en blau. Els guions son espais introduits per optimitzar I'alineament de les sequencies.

Anteriorment s'havia descrit que les proteines Arv de S. cerevisae i d'humans
podrien ser proteines localitzades a les membranes de 1'Aparell de Golgi i el RE amb 6 dominis
de transmembrana (Tinkelenberg et al., 2000). Per estudiar quina podria ser la topologia de les
proteines Arv d'4. thaliana vam analitzar les proteines AtArvl i AtArv2 mitjangant eines
bioinformatiques. Aixi, el programa TOPPRED (von Heijne, 1992; Claros i von Heijne, 1994)
ens mostra que les AtArvp tindrien 6 regions hidrofobiques separades per regions hidrofiliques
de diferent longitud (figura 49, A i B). Comparant el perfil d'hidrofobicitat de les proteines
AtArvl (figura 49 A) i AtArv2 (figura 49 B) s'observen dues diferéncies principals. En primer
lloc la primera regio hidrofobica (del 1'aa 35 al 60) seria forca més hidrofobica en I'AtArv2p que
en I'AtArvlp. En segon lloc, la tercera, quarta i cinquena regions hidrofobiques d'AtArvip
estarien clarament separades per regions més hidrofiliques, mentre que en AtArv2p estarien més
agrupades formant una gran regio hidrofobica, amb tres regions que presenten un pic
d'hidrofobicitat separades per petites regions lleugerament menys hidrofobiques. Segons el
programa TOPPRED aquestes regions hidrofobiques formarien, en els dos casos, 6 dominis de
transmembrana, tot i que en el cas de la proteina AtArvl la probabilitat de que la primera regio
hidrofobica (aa 47 a 56), que correspon al subdomini C-terminal del domini AHD, sigui un

domini de transmembrana és menor (figura 49 C i D).

A c.2 T T T T T B 2.5 T T T
@ 2 b 4 v 2+ 4
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Fig.49. Perfil d'hidrofobicitat i topologia de les proteines AtArvl i AtArv2. La figura mostra els perfils
d'hidrofobicitat de les proteines AtArvl (A) i AtArv2 (B), i els dominis de transmembrana predits per a la proteina
AtArvl (C) i la AtArv2 (D) amb el programa TOPPRED. La linia blava mostra el nivell d'hidrofobicitat (segons
l'algoritme Kyle & Doolittle) dels aminoacids al llarg de la proteina, i les linies verdes i vermelles marquen el llindar
(inferior i superior respectivament) a partir del qual es considera una regié com a domini de transmembrana. Els
dominis de transmembrana que el programa TOPPRED prediu amb un alt grau de probabilitat estan en gris i els que
prediu amb un menor grau de probabilitat es mostren en blanc.

187



Resultats

4. AtArvlip I AtArv2p SON ELS ORTOLEGS DE LA PROTEINA
Arvlp DE LLEVAT

4.1. Les proteines AtArv complementen la soca de llevat YIJN1756 deficient

en la funcio Arvp

Per demostrar la funcionalitat de les proteines Arv d'A. thaliana es va analitzar
la capacitat de AtArvlp i AtArv2p per complementar la soca mutant de llevat (S. cerevisiae)
YJIN1756 deficient en la funcidé Arv (arvid). La soca YIN1756 conté una disrupcié del gen
ARVI (ARVI1::KAN), déna lloc a cél.lules arviA termosensibles, que poden créixer a 27°C

(temperatura permissiva), perd no a 37°C (temperatura restrictiva) (Swain et al. 2002).

Per dur a terme I'analisi de complementaci6 funcional, la soca YIN1756 es va
transformar amb els plasmidis pJRARV1 i pJRARV2, que contenen els ADNc dels gens
AtARVI 1 AtARV2 sota el control del promotor del gen de la gliceraldehid-3-fosfat
deshidrogenasa (GPD), i es va analitzar la seva capacitat de créixer a 37°C. Com a control
negatiu de creixement a 37°C, la soca YJIN1756 tamb¢ es va transformar amb el vector pJR1133.
Tal com s'ha dit anteriorment i s'observa en la figura 50, la soca YJIN1756 i la soca YIN1756
transformada amb el vector pJR1133 no creixen a 37°C pero si a 27°C. En canvi, la soca
YIN1756 transformada amb els plasmidis pJRARV1 i pJRARV2 creix tan a 27°C com a 37°C.
Aquest resultat indica que els plasmidis pJRARV1 i pJRARV2 complementen la disrupcio
ARV1::KAN de la soca YIJN1756, i per tant, confirma que els ADNc AtARV1 i AtARV2

codiquen dues isoformes funcionals de les proteines Arv.

Fig.50. Complementacié funcional de la soca mutant de llevat YJN1756 amb els plasmidis pJRARV1
i pJRARV2. La soca YIN1756 i les soques YIN1756 [pJRARV1], YIN1756 [pJRARV2]i YIN1756 [pJR1133] van
ser sembrades en medi YPG i incubades a 27°C 1 37°C durant tres i dos dies respectivament.
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pJR1133 - . YIN1756 pJR1133 YJN1756
S .

—

PJRARV2 pJRARVI

YPG 27°C YPG 37°C

4.2. AtArv2p suprimeix els defectes del metabolisme lipidic de la soca de

llevat YJN1756

Com ja s'ha descrit en la introduccid (apartat 6.3) la pérdua de funcié del gen
ARV dobna lloc a una série d'alteracions en el metabolisme lipidic, el resultat de les quals és la
impossibilitat de la soca mutant de créixer a 37°C. Entre aquestes alteracions lipidiques
destaquen una modificacié de la distribuci6 intracel.lular i el perfil d'esterols, una disminuci6 de
la sintesi d'esfingolipids i un increment en els nivells de ceramides (precursors de la sintesi

d'esfingolipids complexes) i del fosfatidilglicerol (Tinkelenberg et al., 2002).

En I’apartat anterior s’ha demostrat que les proteines AtArvl i AtArv2 sén
capaces de complementar el fenotip de termosensibilitat de la soca mutant de llevat YIN1756
que té inactivat el gen ARVI. Per demostrar que la restauraci6 de la capacitat de creixement a
37°C de la soca de llevat YIN1756 per les proteines Arv d'4. thaliana €s realment deguda al
restabliment del metabolisme lipidic normal, es va analitzar el perfil lipidic de la soca YIN1756
que sobreexpressa la proteina AtArv2 i es va comparar amb el de la soca parental W303-1A i el
de la soca mutant YJN1756.
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4.2.1. Restauracio dels nivells d'esterols

En primer lloc es van determinar els nivells de diferents esterols en cel.lules de
llevat W303-1A, cél.lules arviA i cel.lules arviA que sobreexpressen AtArv2p crescudes tan a
temperatura permissiva (27°C) com restrictiva (37°C) per cromatografia de gasos associada a
espectrometria de masses (GC/MS) (Materials i Métodes, apartat 18.1) (figura 51, A i B). Les
cel.lules que sobreexpressen AtArv2p acumulen més ergosterol, l'esterol majoritari de llevat,
que les cél.lules arvl1A a ambdues temperatures, tot i que no s'arriba als nivells de la soca W303-
1A. A 27°C (figura 51 A) les cel.lules arvIA que sobreexpressen AtArv2p acumulen un 65%
del contingut total d'esterols en forma d'ergosterol, mentre que en cél.lules de llevat W303-1A i
cel.lules arvIA els nivells d'ergosterol representen el 71% i el 55% del contingut total d'esterols
respectivament. A 37°C (figura 51 B) l'ergosterol representa el 55% del contingut total
d'esterols en cél.lules arviA que sobreexpressen AtArv2p, mentre que en cél.lules de llevat
W303-1A i cél.lules arviA els nivells d'ergosterol son el 59% i el 48% del contingut total
d'esterols respectivament. Pel que fa als esterols minoritaris, la sobreexpressio de la proteina
AtArv2 restaura els nivells de tots els intermediaris biosintétics en la soca YIN1756 fins a
valors similars als de la soca salvatge (figura 51, A i B), incloent-hi els de diversos
intermediaris no identificats. En conjunt, i tot i que existeixen petites diferéncies en els nivells
d'esterols entre les cel.lules arvIA i les cel.lules arviA que sobreexpressen AtArv2p, aquests
resultats indiquen que la proteina AtArv2 és capa¢ de suplir la funcié de la proteina Arvl de
llevat en el metabolisme dels esterols. També cal destacar que la diferéncia quantitativament
més significativa entre les cél.lules arviA i les cel.lules W303-1A es dona en els nivells de

lanosterol, que s'incrementen en les cel.lules arviA 5,22 vegades a 27°C i 3,25 vegades a 37°C.

Fig.51. La sobreexpressié de AtArv2p restaura els nivells normals d'esterols de la soca YJN1756. Els
nivells d'esterols individuals en cél.lules de llevat salvatge W303-1A (barres blaves), cél.lules arvIA (barres verdes) i
cel.lules arviA que sobreexpressen la proteina AtArv2 (barres vermelles) es van determinar a 27°C (A) i a 37°C (B)
utilitzant analisis per GC/MS. DMZ, dimetilzimoesterol; altres intermediaris de la biosintesis d'ergosterol no
identificats. Els nivells dels diferents esterols es representen com a % del contingut total en esterols. Els valors son la

mitja de tres experiments diferents.
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4.2.2. Restauracio del metabolisme d'esfingolipids

Com ja s'ha comentat en la introduccio (apartat 6.3) la proteina Arvl de
llevat, a part d'estar involucrada en la regulacié dels nivells intracel.lulars d'esterols, participa
també en la regulacio de la biosintesis i/0 metabolisme d'esfingolipids (Swain et al., 2002). Per
comprovar si la proteina Arv2 d'4. thaliana era capa¢ també de restaurar el metabolisme
d'esfingolipids en llevat, s'han mesurat els nivells de ceramides, precursores dels esfingolipids
complexos, i d'esfingolipids en cél.lules de llevat W303-1A, cél.lules arviA i cél.lules arviA

que sobreexpressen la proteina AtArv2 crescudes a temperatura restrictiva (37°C).

En primer lloc es van examinar els efectes de I'expressio de la proteina
AtArv2 en cél.lules arviA sobre els nivells de les ceramides, ja que son els precursors dels
esfingolipids complexes. Encara que els llevats contenen una mescla de cinc tipus de ceramida

(ceramides A, B, B', C i D), les quals tenen diferents graus d'hidroxilacid, només es van mesurar
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els nivells de les ceramides B i C, perqué son les tniques ceramides, els nivells de les quals
s'incrementen en les cel.lules arviA (Tinkelenberg et al., 2002). La determinacié de les
ceramides es va dur a terme mesurant la incorporacié de [*H]-dihidroesfingosina a les ceramides
(Materials i Métodes, apartat 18.). Els nivells de les ceramides B i C en les cel.lules arvIA son
respectivament d'un 245% i un 195% respecte els de les cél.lules W303-1A, mentre que les
cel.lules arviA que sobreexpressen la proteina AtArv2 tenen un nivells d'un 113% i d'un 94%

respectivament (figura 52 A).

Per acabar de confirmar la capacitat de la proteina AtArv2 de suplir la
funcio6 de la proteina Arvl de llevat en el metabolisme dels esfingolipids, es va investigar si la
sobreexpressid d'AtArv2p podria reestablir la biosintesis d'esfingolipids complexes en les
cél.lules arviA, la qual esta scériament compromesa a 37°C (temperatura restrictiva)
(Tinkelenberg et al., 2002). Per aconseguir-ho es va mesurar la incorporacié de [*H]-inositol als
esfingolipids (Materials i Me¢todes, apartat 18.3). La biosintesis d'esfingolipids és gairebé
inexistent en les cel.lules arvIA, ja que el nivell d'esfingolipids marcats és molt baix (figura 52
B). En canvi la sobreexpressio d'AtArv2p en les cel.lules arvIA restaura la biosintesis normal
d'esfingolipids, ja que els nivells d'incorporacio de [*H]-inositol a les especies de
inositolfosforilceramides (IPC) IPC-C i IPC-D, de mannosa inositolfosforilceramida (MIPC) i
de mannosa diinositolfosforilceramida (MI,PC) en les cél.lules arviA que sobreexpressen la

proteina AtArv2 son idéntics als de les cél.lules W303-1A (figura 52 B).

En conjunt, tots aquests resultats indiquen que la proteina AtArv2
també és capa¢ de suplir la funcidé de la proteina Arvl de llevat en el metabolisme dels

esfingolipids.

Fig.52. La sobreexpressi0 d'AtArv2p restaura el metabolisme lipidic normal d'esfingolipids i
fosfolipids en les cél.lules arvIA. (A) Nivells de ceramides. Nivells de ceramida B i ceramida C en cél.lules W303-
1A (barres marrons), arviA (barres violeta) 1 arvIA que sobreexpressen AtArv2p (barres taronges). Als nivells de
ceramides B i C de la soca W303-1A se'ls ha donat un valor del 100%. Les cél.lules van ser marcades durant 20
minuts amb [*H]-dihidroesfingosina a 37°C i es van deixar créixer 3 horés més en medi sense el substrat radioactiu.
Les ceramides van ser extretes i es van resoldre per CCF unidimensional utilitzant cloroform/metanol/acid acétic
(95:4.5:0.5, v/v). (B) Biosintesis d'esfingolipids. Les cél.lules W303-1A, arvIA i arvIA que sobreexpressen
AtArv2p es van incubar durant 5 hores a 37°C en preséncia de [*H]-inositol. Els esfingolipids marcats van ser extrets,
deacilats i resolts per CCF unidimensional utilitzant cloroform/metanol/acid acétic/aigua (16:6:4:1.6, v/v). (C)
Nivells de fosfatidilglicerol (FG). Les c¢l.lules es van marcar amb N 2P]-or’[ofosfat durant 20 minuts a 37°C. Els
fosfolipids es van extreure i posteriorment analitzar per CCF. El contingut de FG s'expressa coma % del contingut
total de fosfolipids. Els valors son la mitja de tres experiments diferents.
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4.2.3. Restauracio del metabolisme de fosfolipids

Estudis anteriors han mostrat que a 37°C el mutant YIN1756 té uns
nivells de fosfatidilglicerol incrementats respecte la soca salvatge W303-1A (Swain et al., 2002).
Per comprovar si la proteina AtArv2 també pot suplir la funcié de la proteina Arvl de llevat en
el metabolisme de fosfolipids es van mesurar els nivells de fosfatidilglicerol (FG) en cél.lules de
llevat W303-1A, cel.lules arviA i cél.lules arviA que sobreexpressen la proteina AtArv2
crescudes a temperatura restrictiva (37°C), ja que és el fosfolipid, el nivell del qual es veu més
afectat en les cél.lules arviA a aquesta temperatura (Tinkelenberg et al., 2002). La determinacid
del FG es va dur a terme mesurant la incorporacié de [*°P]-ortofosfat al FG (Materials i Métodes,
apartat 18.4). Els nivells de FG en les cél.lules W303-1A son d'un 7,5% del total de fosfolipids,
mentre que en les cel.lules arviA son d'un 23% (figura 52 C). La sobreexpressio de la proteina
AtArv2 fa dismininuir els nivells de FG de les cel.lules arvIA fins a un 11% del contingut total

d'esfingolipids (figura 52 C), valor proxim al de les c¢l.lules W303-1A.

En conjunt, tots els resultats descrits en aquest apartat indiquen que la
proteina AtArv2 ¢€s capag¢ de suplir la funci6 de la proteina Arvl de llevat en el metabolisme
dels esterols, esfingolipids i FG, i per tant demostren que la proteina AtArv2 és verdaderament

un ortoleg de la proteina Arvl de llevat.

193



Resultats

5. ANALISIS FUNCIONAL DE LA REGIO N-TERMINAL DE LA
PROTEINA AtArv2

Com ja s'ha comentat abans el domini AHD és la regid6 més conservada entre les
proteines Arv de diferents espécies. Aquesta elevada conservacid de seqiiéncia suggereix que la
preséncia de 'AHD és important per a la funcido de la proteina. Un cop comprovada la
funcionalitat de les proteines Arv d'4. thaliana s'ha intentat identificar regions del domini AHD
de 68 aminoacids de les proteines AtArv que siguin critiques per a la seva activitat. En el
domini AHD d'AtArvlp i AtArv2p poden distingir-se un subdomini N-terminal, que esta format
pels primers 35 aa, i un subdomini C-terminal de 33 aminoacids, que esta format pels aa 36 a 68
1 que estd més conservat entre les diferents especies que el subdomini N-terminal. Si s'analitza
el perfil d'hidrofobicitat de 'AHD (figura 53) s'observa que el subdomini N-terminal ric en
cisteines és lleugerament hidrofilic, mentre que el subdomini C-terminal inclou una seqiiéncia
hidrofobica (aminoacids 47-56) rica en leucines i isoleucines (en negreta i cursiva en la figura
53), que com s'ha comentat en l'apartat 3.2 podria constituir un domini de transmembrana, i

dues regions forga hidrofiliques (aminoacids 36-46 i 57-68) adjacents a la seqiiéncia hidrofobica.
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Fig.53. Perfil d'hidrofobicitat del domini AHD de la proteina AtArv2. La seqiiéncia dels 68 primers aa
de la proteina AtArv2p s'ha analitzat amb l'algoritme Kyle & Doolittle del programa ProtScale (www.expasy.org/cgi-
bin/protscale.pl). La linia negra marca el limit entre aminoacids hidrofilics (aminoacids situats per sota de la linia) i
hidrofobics (aminoacids situats per sobre de la linia). La linia vermella indica el subdomini N-terminal del domini
AHD i la linia blava el subdomini C-terminal del domini AHD. A sota es mostra la seqiiéncia aminoacidica del
domini AHD. El subdomini N-terminal esta requadrat. Les quatre cisteines que formarien el possible dit de zinc estan
en negreta i vermell. Els aminoacids que formen la regi6 hidrofobica del domini AHD es mostren en negreta i en
cursiva.
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5.1. Assaig de complementacio funcional de la soca YJN1756 amb versions

mutades d'AtArv2p-HA

Per a dur a terme aquest estudi es va generar mitjancant PCR una bateria de
construccions (figura 54) en el vector pJR1133 per a expressar en la soca YIN1756 diferents
versions de la proteina AtArv2p amb el domini AHD modificat: pJRArv2p4Ser-HA, que
expressa la proteina sencera amb les cisteines 8, 11, 32 1 35 mutades en serines, pJRArv2pA35-
HA, pJRArv2pA46-HA, pJRArv2pAS56-HA i pJRArv2pA68-HA, que son construccions que
codifiquen per a deleccions successives dels 35, 46, 56 i 68 primers aminoacids de la proteina
AtArv2p, i pJRArv2pA36-46-HA 1 pJRArv2pA47-56-HA, que construccions per a expressar
deleccions parcials dels 11 aminoacids inmediatament anteriors a la regio hidrofobica del
subdomini C-terminal de 'AHD (aa 36 a 46) i dels 10 aminoacids que formarien la regio
hidrofobica del subdomini C-terminal de ' AHD (aa 47 a 56). Per a poder determinar el nivell de
proteina expressada mitjangant Western blot en la soca YIN1756 transformada amb les diferents
construccions, a l'extrem C-terminal de totes les proteines es va fusionar l'epitop de
I'hemaglutinina (HA) (Mo et al., 2005). Amb les diferents construccions realitzades es va
transformar la soca mutant de llevat YIN1756 i es va realitzar 1'assaig de complementacio
funcional del fenotip de termosensibilitat a 37°C. També es van realitzar corbes de creixement

en medi liquid a 37 °C de les mateixes soques per estudiar-ne les cinétiques de creixement.

| A68
] A56
A35 A46
MAREKKTICVECGHKVKSLF 1QYSPGNFRLMKCENCEEVADEYVECELL I IFIDLILHKTKAYRHLLYN
A A A A
S S S S

‘W‘, |

A47-56

Fig. 54. Seqiiencia d'aminoacids del domini AHD d'AtArv2p i modificacions realitzades en el domini
AHD. Els 15 aminoacids del domini AHD conservats en A. thaliana, llevat i humans estan subratllats. El subdomini
N-terminal esta requadrat. Les quatre cisteines que formarien el possible dit de zinc i que s'han mutageneitzat en
serines estan en negreta i vermell. Els aminoacids de la regié hidrofobica del subdomini C-terminal estan en negreta i
cursiva. Les seqiiéncies del domini AHD del.lecionades s'indiquen amb les barres negres.

Per a dur a terme l'analisi de complementacié funcional, es va transformar la
soca YIN1756 amb els plasmidis pJRArv2p4Ser-HA, pJRArv2pA35-HA, pJRArv2pA46-HA,
pJRArv2pA56-HA, pJRArv2pA68-HA, pJRArv2pA36-46-HA 1 pJRArv2pA47-56-HA, que

contenen els ADNc que codifiquen per les diferents proteines AtArv2p mutades (figura 54) sota
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el control del promotor de la GPD de llevat, i es va analitzar la seva capacitat de creixer a 37°C.
Els resultats d'aquest experiment es mostren a la figura 55. L'expressio en la soca YIN1756 de
la proteina AtArv2p-HA amb les quatre cisteines del subdomini N-terminal del domini AHD
mutades (Arv2p4Ser-HA) permet que la soca creixi a 37°C, pero s'observa que les colonies son
més petites, fet que indica un creixement més lent. Sorprenentment, 1'expressié de la proteina
AtArv2p-HA a la que s'ha deleccionat els 35 primers aminoacids (Arv2pA35-HA), que
corresponen al subdomini N-terminal del domini AHD, no només permet créixer a la soca
YIN1756 a 37°C, sind que a més el creixement és ideéntic al que presenta la soca YIN1756 quan
s'expressen les proteines AtArvlp-HA i AtArv2p-HA. L'expressio de la resta de proteines
mutades (Arv2pA46-HA, Arv2pAS56-HA, Arv2pA68-HA, Arv2pA36-46-HA 1 Arv2pA47-56-

HA) no complementa el fenotip de termosensibilitat de la soca YIN1756.
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Fig.55. Complementacié funcional de la soca mutant de llevat YJN1756 transformada amb els
plasmidis pJRArv2p4Ser-HA, pJRArv2pA35-HA, pJRArv2pA46-HA, pJRArv2pAS6-HA, pJRArv2pA68-HA,
PJRArv2pA36-46-HA i pJRArv2pA47-56-HA. Les diferents soques van ser sembrades en plaques de medi YPG 1
incubades a 27°C i1 37°C durant tres i dos dies respectivament. Com a controls positius es van utilitzar les soques
YIN1756 [pJRArvlip-HA] i YIN1756 [pJRArv2p-HA] i com a control negatiu la soca YIN1756 [pJR1133]
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5.2. Cinética de creixement en medi liquid de 1a soca YJN1756 portadora de
versions mutades d'AtArv2p-HA

Per tal de confirmar els resultats de la complementacié del fenotip de
termosensibilitat de la soca YIJN1756 amb les diferents versions mutades de la proteina
AtArv2p, es va dur a terme un estudi de la cinética de creixement en medi liquid de les diferents
soques transformades. Com a control negatiu es va utilitzar la soca YIN1756 [pJR1133]i com a

control positiu es va utilitzar la soca salvatge parental W303-1A.

Per a realitzar aquest experiment es van inocular colonies individuals de totes
les soques en medi minim amb els suplements adequats fins a una 0.D.600~1-1,5. Les cél.lules
es van diluir fins a una O.D.600~0.05-0.1 en medi YPG, es van incubar a 37°C i es va mesurar
I'evolucio d'absorbancia dels cultius a diferents temps. Com s'observa a la figura 56, cls
resultats d'aquest experiment confirmen les observacions de l'apartat anterior. La soca YIN1756
[PJRArv2pA35-HA] creix igual que la soca YIN1756 [pJRArv2p-HA], mentre que la soca
YIN1756 [pJRArv2p4Ser-HA] creix pero ho fa més lentament. En canvi, les soques control
W303-1A i YIN1756 [pJR1133] i les soques YIN1756 [pJRArv2pA46-HA], YIN1756
[pPJRArv2pA56-HA], YIN1756 [pJRArv2pA68-HA], YIN1756 [pJRArv2pA36-46-HA] i
YIN1756 [pJRArv2pA47-56-HA] no creixen a 37°C.
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Fig. 56. Cinética de creixement en medi liquid de les soques W303-1A, YJN1756 [pJR1133], YJN1756
[pJRArv2p-HA], YIN1756 [pJRArv2p4Ser-HA], YIN1756 [pJRArv2pA35-HA], YIN1756 [pJRArv2pA46-
HA], YJN1756 [pJRArv2pA56-HA], YJN1756 [pJRArv2pA68-HA], YJIJN1756 [pJRArv2pA36-46-HA]| i
YJN1756 [pJRArv2pA47-56-HA]. Colonies individuals de les diferents soques van ser inoculades en medi minim i
incubades a 27°C fins a una O.D.600=1-1.5. Aleshores les cél.lules es van diluir en medi YPG liquid fins a una
0.D.600~0.05-0.1 i es va determinar I' O.D.600 als temps indicats. L'analisis es va dur a terme amb al menys cinc
colonies independents de cada soca. A la figura es mostra una corba representativa de cada soca.

5.3. Analisi per Western blot de 1'expressio de AtArvlip-HA, AtArv2p-HA i

les diferents versions mutades d'AtArv2p-HA

Per tal de completar els assaigs de complementacid funcional dels apartats
anteriors, es van determinar els nivells de la proteina expressada en cada una de les diferents
soques estudiades mitjangant assaigs de Western blot amb un anticos policlonal comercial
contra l'epitop de I'nemaglutinina (HA; Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz CA.) (Materials
i Métodes, apartat 15). Per a dur a terme 1'experiment, es van fraccionar en un gel SDS-PAGE
35 ng de proteina del sobrenedant de 10.000 xg d'extractes proteics obtinguts d'un cultiu liquid

de cada soca. Com a control negatiu es va utilitzar la soca YIN1756 [pJR1133].

Com es pot observar a la figura 57, en els extractes de les soques YIN1756
[pJRArvl-HA] i YIN1756 [pJRArv2-HA] es detecta una proteina majoritaria d'una massa
molecular coherent amb la deduida a partir de la seqiiéncia d'aminoacids d'AtArvlp i AtArv2p,
29.2127.1 kD respectivament. En els extractes de les soques que expressen versions mutades de
la proteina AtArv2p, les soques YIN1756 [pJRArv2pA35-HA], YIN1756 [pJRArv2pAS56-HA],
YIN1756 [pJRArv2pA68-HA] i YIN1756 [pJRArv2pA47-56-HA], es detecten nivells similars
de les corresponents proteines respecte als de la proteina AtArv2p expressada per la soca
YIN1756 [pJRArv2p-HA], que també tenen una massa molecular coherent amb la teodrica, de 23,
20.5, 19 i 259 kD respectivament. Per altra banda, en l'extracte de la soca YJN1756
[pJRArv2p4Ser-HA] es detecta una proteina de la massa molecular esperada (27 kD) pero en
uns nivells inferiors als de la proteina AtArv2p en la soca YIN1756 [pJRArv2p], mentre que en
els extractes de les soques YIN1756 [pJR1133], YIN1756 [pJRArv2pA46-HA] i YIN1756
[pJRArv2pA36-46-HA] l'anticos no detecta cap proteina. Aquests resultats suggereixen que la
complementacié parcial del fenotip de termosensibilitat observat en la soca YIN1756
[pJRArv2p4Ser-HA], tan en medi liquid com solid, podria ser deguda als baixos nivells
d'expressio de la proteina mutada. El fet que no es detecti I'expressio de les proteines
AtArv2pA46-HA 1 AtArv2pA36-46-HA, suggereix que 1’eliminacio dels aminoacids 36 a 46 de
la proteina AtArv2p provoca que la proteina no s’acumuli. A més, el fet que en les soques

YIN1756 [pJRArv2pA56-HA], YIN1756 [pJRArv2pA68-HA] i YIN1756 [pJRArv2pA47-56-
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HA] es detectin quantitats similars de proteina respecte les soques YIN1756 [pJRArv1-HA] i
YIN1756 [pJRArv2-HA] i de la massa molecular esperada indica que la incapacitat d’aquestes
proteines de complementar el fenotip de termosensibilitat no és deguda als nivells de la proteina
sind a la pérdua de funcio de les proteines mutades. En conjunt, aquests resultats indiquen que
per a la funcionalitat de les proteines AtArv és essencial la integritat del subdomini C-terminal

del domini AHD.

Arvip pJR Arv2p AZn A 35 A 46 A56 A68 A36-46 A47-56
(29.2) 1133 (27.1) (27) (23) (21.7) (20.5) (19) (25.7) (25.9)

Fig.57. Analisi per Western blot de 1'expressié d'AtArvlp, AtArv2p i les diferents versions mutades
d'AtArv2p en la soca de llevat YJIN1756. Analisis per Western blot d'extractes de proteina (35 pg) de les soques de
llevat amb les que es van realitzar els experiments de complementacid funcional del fenotip de termosensibilitat de la
soca de llevat YIN1756 (figura 55). Totes les proteines van ser marcades amb l'epitop HA. Els extractes proteics es
van obtindre per ebullicid de les cel.lules amb tampd d'extraccid. Aquests extractes es van centrifugar a 10.000 xg i es
va recollir el sobrenedant. Es van fraccionar 35 pg de proteina dels sobrenedants per SDS-PAGE al 15% i es van
transferir a una membrana de PVDF. Com a anticos primari es va utilitzar un anticos policlonal anti-HA (Santa Cruz
Biotec.) a una dil.lucié 1:200 i com a anticos secundari es va utilitzar un anticos anti-IgG de conill conjugat a
peroxidasa a una dil.lucié 1:5000. La massa molecular predita de cada proteina (en kD) s'indica entre paréntesis. Les
posicions dels marcadors de massa molecular s'indiquen a l'esquerra. A sobre de cada carril s'indica amb el simbol +
les proteines que complementen el fenotip de termosensibilitat de la soca YIN1756, amb el simbol - les que no el
complementen i amb el simbol +/- les que el complementen parcialment.

6. LOCALITZACIO SUBCEL.LULAR DE LES PROTEINES AtArvl
I AtArv2

Anteriorment s'havia descrit que la proteina Arvl de S .cerevisae es localitza en el
reticle endoplasmatic (RE) o en I'aparell de Golgi, probablement depenent de la fase de
creixement (Swain et al., 2002), mentre que en humans la proteina Arv1p es localitza al RE (Liu,
2004). En el cas de les proteines Arv d'A. thaliana 1'analisi amb eines bioinformatiques prediu
una proteina de membrana amb 6 segments transmembrana. Per complementar els estudis
realitzats sobre les proteines AtArvl i AtArv2 es va estudiar la localitzacié subcel.lular
d'ambdues proteines. Per a realitzar aquest estudi, es van generar construccions que codifiquen
per a les proteines quimériques GFP-AtArvlp i GFP-AtArv2p, fusionant les dues proteines a

I'extrem C-terminal de la proteina marcadora GFP. Per estudiar si el domini AHD és important
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per a la localitzacié subcel.lular de les proteines AtArv es van generar construccions en que la
versio mutada de la proteina AtArv2 a la que s'havia del.leccionat el domini AHD sencer
(AtArv2pA68) 1 el domini AHD de la proteina AtArv2 (AtArv2pAHD) es van fusionar a
I'extrem C-terminal de la proteina marcadora GFP, obtenint-se les proteines quimeriques GFP-
AtArv2pA68 i GFP-AtArv2pAHD. Per a generar aquestes construccions es van amplificar per
PCR les seqiiéncies corresponents dels ADNc AtARV1 i AtARV2 i es van insertar en el
plasmidi pGFP-MRC (Rodriguez-Concepcion et al., 1999), que conté una versioé millorada de la
GFP (S65CGFP) sota el control del promotor 35S del virus del mosaic de la col-i-flor, obtenint-
se els plasmidis pGFP-AtArvlp, pGFP-AtArv2p, pGFP-AtArv2pA68 1 pGFP-AtArv2pAHD.
També es va generar una proteina quimeérica en que es va fusionar la proteina AtArv2 a l'extrem
N-terminal de la proteina marcadora GFP amb ['objectiu de determinar si el canvi en la posicid
relativa de la proteina i la GFP altera la localitzacié subcel.lular de la proteina quimeérica.
Aquesta construccioé es va generar amplificant per PCR 'ADNc del gen AtARV?2 i es va clonar
en el vector pPGFP-MRC-N, versi6 del plasmidi pGFP-MRC en que es van incorporar dianes de
restriccid a 5' de la seqiiéncia que codifica la GFP, obtenint-se el plasmidi pAtArv2p-GFP. Com
a control de localitzacid subcel.lular al reticle endoplasmatic (RE) es va utilitzar una variant de
la proteina fluorescent vermella de Discosoma (T3RE-DsRed) a la que s'havia fusionat el peptid
de transit al RE de la quitinasa i el senyal de retencié al RE KDEL (Materials i Métodes, apartat
13). Un cop obtingudes les construccions, es van expressar de forma transitoria en cel.lules
epidérmiques de ceba transformades mitjangant la técnica de biolistica. Per a aixo, es van
bombardejar trossos de ceba amb microparticules de tungsté sobre les que préviament s'havia
precipitat 'ADN de les diferents construccions juntament amb la construccié que expressa la
proteina marcadora de RE T3RE-DsRed (apartat 13 de Material i Métodes). Després d'una
incubacio de 16h en foscor per a permetre 1'expressid dels gens quimérics, es va analitzar el
patrd de distribucid de la fluorescéncia en les cél.lules transformades mitjangant observacid al

microscopi laser confocal.

En la figura 58 es mostren els resultats obtinguts amb cada una de les construccions.
L'analisis per microscopia confocal de les cél.lules que expressen les proteines quimeériques
GFP-AtArvlp, GFP-AtArv2p i AtArv2p-GFP revela en els tres casos un patrd reticulat de
fluorescéncia verda (figura 58 A, D i G), que ¢és idéntic al patrd de fluorescéncia vermella
emesa per la proteina T3RE-DsRed (figura 58, B, E i H). En aquestes cel.lules no es detecta
fluorescencia al citoplasma, a organels ni en el nucleoplasma. La superposicié d'imatges de la
fluorescencia derivada de la GFP i la T3RE-DsRed (figura 58, C, F i I) confirma que les
proteines GFP-AtArvlp, AtArvip-GFP i GFP-AtArv2 co-localitzen amb la T3RE-DsRed, fet
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que demostra que en les cel.lules epidérmiques de ceba les dues proteines AtArv es localitzen de

forma exclusiva al RE.

L'analisi per microscopia laser confocal de cel.lules transformades que expressen les
proteines quimeériques GFP-AtArv2pA68 i GFP-AtArv2pAHD, revela en el primer cas un patro
reticulat de fluorescéncia verda (figura 58, J), que és idéntic al patr6 de fluorescéncia vermella
emesa per la proteina T3RE-DsRed (figura 58, K). La superposici6 d'imatges de Ia
fluorescencia derivada de la GFP i la T3RE-DsRed (figura 58, L) confirma que la proteina
GFP-AtArv2pA68 co-localitza amb la T3RE, fet que demostra que en les cél.lules epidérmiques
de ceba la proteina AtArv2pA68 es localitza de forma exclusiva al RE. En el segon cas
s'observa el patrd caracteristic de fluorescéncia de la GFP sola amb una distribucié de la
fluorescéncia verda en tota la cél.lula, (figura 58, M). La superposicié d'imatges de la
fluorescéncia derivada de la GFP i la T3RE-DsRed (figura 58, N) confirma que la proteina
GFP-AtArv2pAHD no co-localitza amb la T3RE-DsRed (figura 58, O). El conjunt dels
resultats demostra que les proteines AtArvl i AtArv2 es localitzen exclusivament al reticle
endoplasmatic. També demostren que la localitzacié de les proteines AtArv al RE no depen del
domini AHD i suggereixen que la falta de complementaci6 funcional del fenotip de
termosensibilitat de la soca de llevat YIN1756 per les proteines AtArv2 a les que s'ha alterat el

subdomini C-terminal del domini AHD no és deguda a un canvi en la localitzaci6 subcel.lular.

Fig. 58. Localitzacié subcel.lular de les proteines quimériques GFP-AtArvlp, GFP-AtArv2p,
AtArv2p-GFP, GFP-AtArv2pA68 i GFP-AtArv2pAHD. Microfotografies de microscopia laser confocal mostren
la distribucio de la fluorecéncia en cél.lules epidérmiques de ceba expressant la proteina T3RE-DsRed en combinacid
amb les proteines GFP-AtArvlp (Panells A-C), GFP-AtArv2p (Panells D-F), AtArv2p-GFP (Panells G-I), GFP-
AtArv2pA68 (Panells J-L) i GFP-AtArv2pAHD (Panells M-O). AHD; Arvl Homology Domain. QT; péptid de
transit de la quitinasa. KDEL; senyal de retenci6 al RE. La co-localitzaci6 de la GFP i la DsRed es mostra en groc.
Les imatges son projeccions tridimensionals de 20 seccions d'l1pm cada una. Les barres blanques representen 20 pm.
En els esquemes que representen les diferents proteines quimeériques, les caixes verdes representen la GFP, les caixes
vermelles la RFP, les caixes blaves el peptid de transit de la quitinasa i les caixes taronges les proteines que s’han
fusionat a la GFP.
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7. CARACTERITZACIO DE MUTANTS D'INSERCIO DELS GENS
AtARVI 1 AtARV?2

Un cop demostrat que A. thaliana conté dos gens homolegs al gen ARV de llevat, els
quals codifiquen per dues proteines funcionals que es localitzen al RE, el segiient pas seria
comengar a investigar quina €s la funcio biologica d'aquestes proteines. Per a aixo, una de les
eines de que es disposa actualment, especialment si es treballa amb A. thaliana, soén els mutants
de pérdua de funcid . En aquest treball s'ha iniciat la caracteritzacid del mutant insercional
SALK 090151 (Apartat 1 dels Materials i Métodes) de la col.leccido SALK del Salk Institute
(CA, USA), que segons s'indica a la pagina web http://signal.salk.edu/cgi-
bin/tdnaexpress 'ADN-T esta inserit a +16 pb respecte el codd d'inici de la traduccio del gen
AtARVI. També s'ha iniciat la caracteritzacio del mutant insercional ET8675 (Apartat 1 dels
Materials i Métodes) de la col.lecci6 "Enhancer Trap" del Cold Spring Harbour, que segons
indica la pagina web www.cshl.org conté un transposo6 inserit a -6 pb respecte el cod6 d'inici de

la transcripcio del gen AtARV2.

7.1. Confirmacio de la posicio de la insercio per PCR

El primer pas en la caracteritzaci6 del mutant SALK 090151, que hem
anomenat mutant arvi, va ser confirmar per PCR sobre ADN genomic que la inserci6 en la
posicio indicada del gen AtARVI. A més aquest pas va servir per identificar plantes
homozigotiques per a l'al.lel mutant. Per a dur-ho a terme, es va obtenir ADN genomic de 15
plantes diferents, i per a cada una de les plantes analitzades es van dur a terme dues reaccions de
PCR (punt 16.2 dels Materials i Métodes) utilitzant un encebador antisentit comt (A1-3') situat
a 3’ de la insercio, i dos encebadors sentit, un d’intern de I’ADN-T (Lbal) i I’altre a 5* de la
mateixa (A1-5") (figura 59). D’aquesta manera si una planta és heterozigotica per a 1'al.lel mutat
s’amplifiquen dos fragments, un de 917 pb corresponent al fragment que s’amplifica amb
I’encebador A1-3' i I’encebador Lbal, i un altre de 566 pb, corresponent a I’amplificacio de la
seqiiencia compresa entre els encebadors Al-3' i A1-5'. Si la planta és homozigdtica per a

’al.lel mutat només s’amplifica el fragment de 917 pb.

En la figura 59 es mostren els resultats de les amplificacions per PCR amb

ADN genomic de 5 plantes independents. De les 5 plantes, una (Sk 2.6) és heterozigotica per a
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I'al.lel mutat, ja que com s’observa a la figura s’han amplificat tan el fragment de 917 com el de
566 pb. Les 4 plantes restants (Sk 2.7, 2.8, 2.9 i 2.10) s6n homozigotiques, ja que només s’ha
amplificat el fragment de 917 pb. Aquests resultats confirmen que I'ADN-T esta situat a la

posici6 indicada.

A1-5'ATGA1BamA1+106 _AIRT TAG
[ ]

| [ |
_>
LBal

917 pb
566 pb

<4 1000 pb

<4500 pb

Wt Sk2.6 Sk2.7 M Sk2.8 Sk2.9 Sk2.10 Controls -

Fig.59. Confirmacié per PCR de la posicié de la insercié6 d'ADN-T en el mutant SALK_090151. Els
fragments amplificats en cas d’haver-hi 1'al.lel mutat del gen AzARV1 (917pb) i en el cas de I'al.lel salvatge (566 pb),
es van obtindre per PCR a partir d’ADN genomic de plantules de 10 dies de 5 linies independents del mutant
SALK 090151. Per a cada planta analitzada, en el carril de l'esquerra es mostra 1'amplificacié amb els encebadors
A1-5'1 A1-3"1 en el carril de la dreta es mostra 1'amplificacié amb els encebadors Lbal i Al-3". En les linies
heterozigotiques s’amplifiquen els dos fragments, mentres que en les homozigotiques per a la insercid només
s’amplifica el fragment de 917 pb. En l'esquema del gen AtARV1 es mostra la posicié de ' ADN-T en el gen AtARV1 i
la posici6 dels encebadors utilitzats per determinar la posicid de la inserci6 i analitzar els nivells d ARNm del gen
AtARV1. A la dreta es mostren la mida de tres dels fragments del marcador d'ADN (M).

En el cas del del mutant d'insercio ET8675, que hem anomenat mutant arv2,
mitjangant reaccions de PCR sobre ADN genomic de 7 plantes diferents es van identificar
plantes homozigotiques per a 1'al.lel mutant i es va confirmar la posicio de la inserci6. Per a les
PCRs es va utilitzar un encebador sentit comu (A2-5") situat a 5' del transposé inserit i com a
encebadors antisentit es van utilitzar els encebadors A2-3', que permet amplificar un fragment
de 1530 pb del gen AtARV2, i I'encebador DS5.1, situat en el transposo i que ens permet detectar
la preséncia de l'al.lel mutat mitjangant 1'amplificacié d'un fragment de 750 pb. En les plantes
heterozigotiques per a l'al.lel mutant s'amplifiquen els dos fragments, mentre que en les plantes

homozigotiques s'amplifica només el fragment de 750 pb.
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En la figura 60 es mostren els resultats de les amplificacions per PCR amb
ADN genomic de 7 plantes independents. De les 7 plantes, 4 (ET 2.1, 4.1, 6.1 i 8.1) son
heterozigotiques per a 1'al.lel mutat ja que com s’observa a la figura s’han amplificat tan el
fragment de 750 com el de 1350 pb. En les 3 plantes restants (ET11.1, 14.4 1 16.4) només s’ha
amplificat el fragment de 1350 pb, per tan son plantes homozigotiques per a 1'al.lel mutat.

Aquests resultats també confirmen la posicio del transposo inserit.

[T o] |
4_
DS5.1
1530 pb 1500 pb
<€1000 pb
750 pb

<4500 pb

ET 21 ET41 ET6.1 ET8.1 M ET 11.1ET 14.4ET 16.4 Controls -

Fig.60. Confirmacié per PCR de la posicio de la insercio d'ADN-T del mutant ET8675. Els fragments
amplificats en cas de I'al.lel mutat (750pb) i en el cas de l'al.lel salvatge (1530 pb), es van obtindre per PCR a partir
d’ADN gendmic de plantules de 10 dies de 7 linies independents del mutant ET8675. Per a cada planta analitzada, en
el carril de I'esquerra es mostra I'amplificacié amb els encebadors de 1'al.lel mutat i en el carril de la dreta es mostra
I'amplificacié amb els encebadors de 1'al.lel salvatge. En les linies heterozigotiques s’amplifiquen els dos fragments,
mentres que en les homozigotiques per a la insercié només s’amplifica el fragment de 750 pb. En l'esquema del gen
AtARV2 es mostra la posicid del transposé inserit en el gen AtARV2 i la posicid dels encebadors utilitzats per
determinar la posici6 de la insercié i analitzar els nivells d'ARNm del gen Az4RV2. A la dreta es mostren la mida de
tres dels fragments del marcador d'ADN (M).

7.2. Nivells d'expressio dels gens AtARV] i AtARV?2 d'A. thaliana en el
mutant arvl

El seglient pas en la caracteritzaci6 del mutant arv/ va ser determinar si la
inserci6 situada aproximadament a +16 pb respecte el codd d'inici de la traduccié del gen
AtARV1 provoca la inactivacid del gen. Paral.lelament es va determinar el nivell d’expressio del

gen AtARV?2.
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Per a aixo, es van amplificar fragments dels ADNc dels gens AtARV1 i AtARV?2
mitjancant reaccions de RT-PCR a partir d'ARN total de plantules de 10 dies de la linia
homozigotica per a l'al.lel mutant Sk2.8. Les reaccions de PCR es van dur a terme amb els
encebadors sentit AIRT i A2RT i els encebadors antisentit AlSal i A2Sal respectivament
(figures 59 i 60). Els fragments amplificats (figura 61) van ser de 395 pb en el cas de 'ADNc¢
AtARV1 i de 404 pb en el cas de 'ADNc AtARV2, els quals es corresponen amb la mida
esperada. Com a control de les preparacions d'ARNm i de les reaccions de PCR es va amplificar

un fragment de 296 pb de I'ADNCc del gen de la actina 2 (ACT2).

<500 pb
<€ 400 pb
<4300 pb

C- A1 A2 M A1 A2 C-
Wt Col.0 arvl

Fig.61. Determinacio dels nivells d'expressié dels gens AtARVI i AtARV2 en el mutant arvl
mitjancant RT-PCR. Els fragments de 'ADNc del gens AtARVI (Al; 395 pb) i AtARV2 (A2; 404 pb) van ser
amplificats per RT-PCR a partir d'l pg d'ARN total de plantules de 10 dies. Com a control intern es va amplificar un
fragment de I'ADNc del gen de la ACT2 (296 pb). A l'esquerra de la figura es mostren les mides dels fragments
amplificats i a la dreta la mida de tres dels fragments del marcador d'ADN (M).

Com es mostra en la figura 61, en el mutant arv/ continua detectant-se una
banda corresponent a I’amplificacio del fragment de 395 pb de 'ADNc del gen AtARV1, tot i
que la intensitat de la banda és molt menor respecte a la planta control. Pel que fa al gen
AtARV2, s’observa una banda corresponent a I’amplificacio del fragment de 404 pb de ' ADNc
AtARV2 de la mateixa intensitat tan en el mutant com en la planta control. Aquests resultats
mostren que el mutant arv/ tot i tenir una insercié d'un ADN-T a +16 pb de I'ATG, el gen
AtARV1, encara expressa un ARNm tot i que els nivells ' ARNm sén menors als detectats en la
planta control. Es a dir, el mutant avI és un mutant "knock-down" i no un mutant "knock-out",

com es podria esperar per la posici6 de la insercio d'ADN-T.

Com s'ha demostrat abans (Apartat 5.1), la perdua dels 35 primers aa de la
proteina AtArv2p no altera la capacitat de la proteina per complementar la soca mutant de llevat
YIN1756, per tant I'ARNm del gen AtARVI que s'expressa en el mutant arvl podria codificar

per una proteina funcional. Per a determinar de forma aproximada a partir de quina posicio de la
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seqiiencia codificant comenga a expressar-se 'ARNm de l'al.lel mutant arv/ i si 'ARNm
resultant pot codificar per una proteina Arv funcional, es va amplificar 'ADNc del gen AtARV1
en les mateixes condicions que en l'experiment anterior amb tres encebadors sentit diferents i
I'encebador antisentit comu AlSal. Els tres encebadors sentit son: AlBam (que permet
amplificar un fragment de 'ADNc a partir de la posicid +1 respecte el codd d'inici de la
traduccid), A1+17 (que permet amplificar un fragment de 'ADNc a partir de la posicio +17
respecte el codo d'inici de la traduccid, just a 3' de la posicid on segons la base de dades de la
col.leccido SALK s'ha inserit 'ADN-T) i A1+106 (que permet amplificar un fragment de I'ADNc
a partir de la posicio +106 pb respecte el codd d'inici de la traduccid, és a dir, a 3' del codd que
codifica per la quarta cisteina del domini AHD). Com s'observa en la figura 62 en el cas de les
plantes control es detecta amplificacié dels fragments d'ADNc del gen AtARVI de la mida
esperada (825, 732 1 695 pb respectivament) amb els tres diferents encebadors sentit, mentre
que en el cas del mutant arvl només es detecta amplificacio, i amb molta menys intensitat, de
fragments d'ADNc de la mida esperada (732 i 695 pb respectivament) en el cas dels encebadors
Al+17 1 A1+106.

<700 pb
<4500 pb

A B C M B C A

Wt COL.0 arvl

Fig.62. Determinacio de I'expressié6 de I'ARNm del gen AZ4ARV1 en el mutant arvl mitjancant RT-
PCR. Es van amplificar fragments de 'ADNc del gen AtARVI amb l'encebador antisentit comu AlSal i els
encebadors sentit A1Bam (A; 825 pb), l'encebador A1+106 (B: 695 pb) i I'encebador A1+17 (C: 732 pb) tan en
plantes control (Col. 0) com en plantes mutants arvI. Aquests ADNc van ser amplificats per RT-PCR a partir d'l pg
d'ARN total de plantules de 10 dies. A 'esquerra de la figura es mostren les mides dels fragments amplificats i a la
dreta 1a mida de dos dels fragments del marcador d'ADN (M).

Aquest resultats mostren que la insercid d'ADN-T només anul.la I'expressio de
I'ARNm sencer. En canvi si que s'expressa, tot i que a un nivell molt inferior respecte a les
plantes control, un ARNm que podria comencar al voltant de la posicié +17 pb respecte el codo
d'inici de la traduccio del gen AtARVI. Aquest ARNm podria codificar per una proteina que si
es comenga a traduir pel codd ATG que correspon a la Met30 de la AtArvlp contindria el
subdomini C-terminal del domini AHD amb els 6 ultims aa del subdomini N-terminal del
domini AHD, incloent-hi dues de les cisteines que formarien el possible dit de zinc del domini
AHD. Aquesta proteina seria teoricament funcional, ja que com s'ha demostrat abans, la
del.lecci6 del subdomini N-terminal del domini AHD no altera la funcionalitat de la proteina

AtArvl.
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7.4. Nivells d'expressio dels sens AtARV1 i AtARV?2 d'A. thaliana en el

mutant aryv2

En el cas del mutant arv2, un cop confirmada l'existéncia d'un transposé inserit al
voltant de la posicio +16 pb respecte el codd ATG del gen AtARV2, es va determinar el nivell
d’expressio dels gens AtARVI i AtARV2 en el mutant arv2. Per a aixo, es van amplificar els
ADNCc dels gens AtARVI i AtARV2 mitjangant reaccions de RT-PCR a partir d'ARN total de
plantules de 10 dies de 3 linies homozigotiques independents utilitzant un encebador oligodT.
Les reaccions de PCR es van dur a terme utilitzant els encebadors sentit AIRT i A2RT i els
encebadors antisentit AlSal i A2Sal respectivament (Materials i métodes; apartat 6). Els
fragments amplificats (figura 63) han estat de 395 pb per l'amplificaciéo de 'ADNc AtARV1 i
de 404 pb per la de I'ADNc AtARV2.

Com es mostra en la figura 63, en cap de les 3 linies homozigotiques
analitzades es detecta la banda corresponent a I’amplificacié de 'ADNc del gen AtARV2, que si
es detecta en la planta salvatge. Pel que fa al gen At4ARV1, s’observa un lleuger increment de la
banda corresponent a 1’amplificacié6 de 'ADNc del gen AtARVI en les 3 linies del mutant
ET8675 respecte a la salvatge. Aquest resultats demostren que la insercié de 'ADN-T a -6 pb
respecte el codo d'inici de la traduccid del gen A¢tARV2 anula completament l'expressio del gen

AtARV2.

500 pb»
400 pb» _ggg glg

300 pb»>

200 pb> —218 pb

C- A2UA1 A2 UA1 A2UA1T M A2 U A1 C-

ET11.1 ET14.4 ET16.4 Le

Fig.63. Determinacié dels nivells d'expressi6o dels gens A7ARVI i AtARV2 del mutant ET8675
mitjancant RT-PCR. Els ADNc del gens AtARV1 (A1; 395 pb) i AtARV2 (A2; 404 pb) van ser amplificats per RT-
PCR a partir d'1 pg d'ARN total de plantules de 10 dies. Com a control intern es va utilitzar un fragment de ' ADNc
del gen de la UBQI10 (U; 218 pb). A l'esquerra es mostren les mides de quatre dels fragments del marcador d'ADN
(M) i a la dreta es mostren les mides dels fragments amplificats.
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7.5. Analisi fenotipic dels mutants SALK 090151 i ET8675

Per determinar si la inactivacié del gens AtARVI 1 AtARV2 provoca alguna
alteracié fenotipica durant el desenvolupament de les plantes, s’ha comparat tot el
desenvolupament de plantes homozigotiques dels mutants SALK 090151 i ET8675 amb plantes
control Col.0 i Le, respectivament. Per a aix0, s’ha analitzat el creixement i desenvolupament de
12 plantes de la linia homozigotica Sk2.8 del mutant Salk 09015, 12 plantes Col.0, 15 plantes
de la linia homozigotica ET16.4 del mutant ET8675 i de 15 plantes Le, en diferents condicions
de fotoperiode des de la germinacié fins a la produccié de llavors. Fins al moment no s’ha
detectat cap alteracid fenotipica en els mutants SALK 090151 i ET8675. Aquest resultat
suggereix que l'abséncia d'un dels dos gens pot ser suplerta per l'altre, fet que indicaria una

possible redundancia funcionals dels gens AtARVI 1 AtARV2.

8. EFECTES DE LA INHIBICIO DE LA SINTESIS
D'ESFINGOLIPIDS EN LA VIA DE SINTESIS D'ESTEROLS D'A.
THALIANA

Com ja s'ha comentat en la introduccid, tot i que els mecanismes a nivell molecular que
regulen I'homeostasis lipidica encara sén poc entesos, estudis recents suggereixen l'existéncia
d'una regulacié coordinada del metabolisme d'esterols i esfingolipids en animals i llevats. Pel
que fa a les plantes, estudis recents suggereixen que aquesta regulacid coordinada també hi té
lloc. En concret, la inhibici6 de la via de sintesis d'esterols en plantes de porro amb
fenpropimorf, inhibidor de la cicloeucalenol-obtusifoliol isomerasa, no només altera de forma
notable el perfil d'esterols sind que també altera els nivells d'altres espécies lipidiques. Aixi
mentre l'inhibidor fa disminuir de forma importants els nivells de fosfolipids com la
fosfatidilserina i esfingolipids com la glucosilceramida, també incrementa els nivells de TAG
(Hartmann et al., 2002). Per aprofundir en I’estudi de la regulaci6 coordinada d’esterols i
esfingolipids en plantes hem inhibit la via de sintesis d’esfingolipids i n'hem estudiat els efectes
sobre la via de sintesis d’esterols en A. thaliana mesurant l'activitat HMGR (un dels principals
enzims reguladors de la sintesis d'esterols) i els nivells d'esterols. La inhibicié de la sintesis

d'esfingolipids s'ha dut a terme amb dos inhibidors que actuen en dos punts diferents de la ruta,
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la miriocina, que inhibeix la serina-palmitoil transferasa, i la fumonisina By, que inhibeix la

ceramida sintasa.

8.1. Activitat HMGR en plantes tractades amb miriocina

Per estudiar els efectes de la inhibicioé de la via de sintesi d’esfingolipids
amb miriocina sobre la via de sintesis d’esterols, s’ha determinat I’activitat de la HMGR en la
fraccio sobrenedant de 200 x g d'extractes de plantes Col.3 crescudes durant 20 dies en medi
MS i després en medi MS suplementat amb 0.1, 0.5, 1, 2.5 1 10 uM de miriocina durant 3, 91 14
dies. Com s'observa en la figura 64, als 3 dies ja s'observa una disminucié significativa de
l'activitat HMGR, respecte a les plantes crescudes en medi MS sense inhibidor, particularment a
0.51 1 pM. La disminuci6 d'activitat HMGR és menor en la resta de concentracions assajades
(0.1, 2.51 10 uM). Els nivells d'activitat HMGR en les plantules crescudes durant 9 o 14 dies en
preséncia de la miriocina presenten un comportament similar respecte al que presenten les
plantules crescudes amb l'inhibidor durant 3 dies. A partir d'aquests resultats vam decidir
continuar 1’estudi dels efectes de la miriocina en la via de sintesis d’esterols deixant créixer les

plantules durant 9 dies en preséncia de I’inhibidor.

X

20

Act. Especifica (U/mg prot.)

3 dies 9 dies 14 dies

WO pM HO0,1 pM H0,5 M B 1 pM E2,5 pM 010 pM

Fig.64. Efecte de la miriocina sobre el nivell d'activitat HMGR. Activitat HMGR en plantes Col.3 que
es van créixer durant 20 dies en medi MS, i després durant 3, 9 1 14 dies més en medi MS i en medi MS suplementat
amb 0.1, 0.5, 1,2.51 10 uM de miriocina. L'activitat HMGR es va medir en tots els casos en la fraccio 200 x g dels

extractes de les plantes senceres i s'expressa com a activitat especifica (U d'HMGR).
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L’assaig d'activitat HMGR en plantules tractades amb miriocina durant 9 dies es
va repetir tres vegades amb resultats idéntics (figura 65 A). A una concentracié de miriocina de
0,1 uM es produeix una lleugera disminuci6 de 'activitat HMGR, la qual és maxima a 0,5 uM,
concentraci6 en la qual l'activitat HMGR dismuneix al voltant de 2.5 vegades. Al augmentar la
concentraci6é de l'inhibidor (1 i 2,5 uM) es recupera I'activitat de I'enzim, de tal manera que a la
concentracié de 2,5 uM, s'obtenen nivells d'activitat només lleugeraments inferiors als de
plantes crescudes sense 1'inhibidor. En canvi, en les plantes crescudes amb la dosi maxima de
miriocina assajada (10 pM) els valors d'activitat HMGR tornen a disminuir fins a valors similars

als obtinguts a 1 pM.

Per demostrar que la inhibici6é observada no es deu a un efecte inhibitori directe
de la miriocina sobre la HMGR, es va mesurar 'activitat HMGR en preséncia de les mateixes
concentracions de miriocina. Com es pot observar a la figura 65 B, cap de les concentracions de

miriocina assajades té efectes directes sobre 'activitat HMGR.

A - B 1

12 1 12

Activitat Especif
Activitat Especifi
o
Il

‘-ouvlu 0,1uM®m 05uMa 1 uME 2,5 Ma 10pM‘ ‘IOpMI:IOA M@ 05 uMa 1 uMaE 2,5 M@ 10 M

Fig.65. Efecte de la miriocina sobre el nivell d'activitat HMGR. A: Activitat HMGR en plantes Col.3
que es van créixer durant 20 dies en medi MS, i després durant 9 dies més en medi MS i en medi MS suplementat
amb 0.1, 0.5, 1, 2.5 i 10 uM de miriocina. B: Activitat HMGR mesurada en preséncia de les concentracions de
miriocina indicades. L'activitat HMGR es va medir en tots els casos en la fraccid 200 x g dels extractes de les plantes
senceres 1 s'expressa com a activitat especifica. Els valors obtinguts son la mitja + desviacid estandar de tres
experiments.

8.2. Activitat HMGR en plantes tractades amb fumonisina f;

Els efectes de la inhibicid de la via de sintesis d’esfingolipids amb fumonisina
B, sobre la via de sintesis d’esterols, s’ha estudiat mitjancant la determinacié de 1’activitat

HMGR en la fraccioé sobrenedant de 200 x g d'extractes de plantes Col.3 crescudes durant 28
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dies en medi MS i després en medi MS suplementat amb 0.01, 0.1, 0.2, 0.5 i 1 uM de
fumonisina B; durant 5 i 9 dies. Com s'observa en la figura 66, als 5 dies només s'observa un
lleuger increment de l'activitat HMGR, respecte a les plantes crescudes en medi MS sense
inhibidor a 1 uM, mentre que a la resta de concentracions no s’observa cap alteracido en els
nivells d’activitat HMGR. Als 9 dies s'observa un increment més evident de l'activitat HMGR a
0.51 1 uM, mentre que a la resta de concentracions no s’observa cap alteracid en els nivells
d’activitat HMGR. A partir d'aquests resultats vam decidir continuar I’estudi dels efectes de la
fumonisina ; en la via de sintesis d’esterols deixant créixer les plantules durant 9 dies en

presencia de 1’inhibidor.

20

15

10

Act. especifica (U/mg prot.)
n

5 dies 9 dies

[0 yM m0,01uM 00,1 yM 00,2 uM H0,5 uM B 1 pM

Fig.66. Efecte de la fumonisina f; sobre el nivell d'activitat HMGR. Activitat HMGR en plantes Col.3
que es van fer créixer durant 28 dies en medi MS, i després durant 9 dies més en medi MS i en medi MS suplementat
amb 0.01, 0.1, 0.2, 0.5 i 1 pM de fumonisina B;. L'activitat HMGR es va medir en tots els casos en la fraccio 200 x g
dels extractes de les plantes senceres i s'expressa com a activitat especifica.

L’assaig HMGR es va repetir en plantules tractades amb fumonisina ; durant 9
dies, i els resultats (figura 67 A) ens confirmen els resultats mostrats a la figura 66. A les
concentracions més baixes (0.01, 0.1 i 0.2 pM) no es detecta variacié en els nivells d'activitat
HMGR, mentres que en les dues concentracions més altes (0.5 i 1 uM) s'observa un augment de

l'activitat HMGR de gairebé dues vegades.

De nou, i per demostrar que els efectes observats no es deuen a un efecte directe
de la fumonisina B; sobre la HMGR, es va mesurar l'activitat HMGR en preséncia de les
mateixes concentracions de fumonisina ;. Com es pot observar a la figura 67 B, cap de les

concentracions de fumonisina 3, assajades té efectes directes sobre I'activitat HMGR.
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Act. Especifica
Act. Especifica

a0uMe001Mp01Mo02Ma05Mm1 ;M‘ mwt+0Mowt+0,1 pMowt+02Ma wt+05 Mmwt +1M

Fig.67. Efecte de la fumonisina f; sobre el nivell d'activitat HMGR. A: Activitat HMGR en plantes
Col.3 que es van fer créixer durant 28 dies en medi MS, i després durant 9 dies més en medi MS i en medi MS
suplementat amb 0.01, 0.1, 0.2, 0.5 i 1 pM de fumonisina ;. B: Activitat HMGR mesurada en preséncia de les
concentracions de fumonisina B, indicades. L'activitat HMGR s'ha medit en tots els casos en la fraccio 200 x g dels
extractes de les plantes senceres i s'expressa com a activitat especifica. Els valors obtinguts son la mitja + desviacid
estandar d'almenys dos experiments

En conjunt, aquests resultats indiquen que la inhibicié de la biosintesis
d’esfingolipids afecta 1’activitat de la HMGR, i suggereixen que existeix una regulacid
coordinada d’ambdues vies. A més, el fet que la inhibicid de la biosintesis d’esfingolipids a dos
nivells diferents (SPT i ceramida sintasa) de la via provoqui efectes oposats sobre I’activitat
HMGR, suggereix que alguna base hidroxilada de cadena llarga (LCB’s), que com ja s'ha
comentat en la introduccio (figura 15) son el producte de la SPT i substrat de la ceramida

sintasa, podria actuar com a mediador en aquesta resposta coordinada.

8.3. Analisi per Western blot dels nivells de proteina HMGR en

plantes tractades amb miriocina i fumonisina 1

En l’apartat anterior s’ha demostrat que la inhibici6 de la biosintesis
d’esfingolipids provoca canvis en ’activitat HMGR. Per determinar si aquests efectes son
deguts a canvis en els nivells de proteina HMGR, es van dur a terme analisis per western blot de
la fracci6 sobrenedant 200 x g de les plantes tractades amb miriocina i fumonisina ;. Com es
pot veure a la figura 68, l'anticos detecta una banda majoritaria d'aproximadament 63 KDa,
corresponent a la isoforma HMGRIS, i una banda més feble d’aproximadament 69 KDa,
corresponent a la isoforma HMGR 1L. A diferéncia de 1'activitat HMGR, que disminueix per
efecte del tractament amb miriocina, no s'observa disminucié de la quantitat de proteina HMGR

en les diferents mostres de plantes tractades amb concentracions creixents de miriocina (figura
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68, A). Pel que respecta a les plantes tractades amb diferents concentracions de fumonisina B,
tampoc s’observa cap canvi en la quantitat de proteina HMGR en les diferents mostres de
plantes tractades amb concentracions creixents de fumonisina ;. Aquests resultats suggereixen
els canvis d'activitat HMGR en resposta a la inhibicié de la biosintesis d'esfingolipids son

deguts a mecanismes que actuen a nivell post-traduccional.

A -
— D G —— — — 15
59 KDa p
OpuM 0,1 uM 05uM 1uM 2,5uM 10 uM
B
59 KDa p

OpM 0,01uM 0,1 pM 0,2 uM 0,5 uM 1pM

Fig.68. Analisis per western blot dels nivells de proteina HMGR en plantes tractades amb miriocina
(A) i fumonisina p; (B). Es van fraccionar en cada carril 3 pg de proteina de la fraccid sobrenedant 200 x g
d’extractes de plantes Col.3 tractades durant 9 dies en medi MS i en medi MS suplementat amb 0.1, 0.5, 1, 2.5 1 10
UM de miriocina i amb 0.01, 0.1, 0.2, 0.5 1 1 uM de fumonisina ;. Com a anticds primari es va utilitzar un anticos
policlonal de conill generat contra el domini catalitic comu de les isoformes HMGR1S i 1L a una dil.lucié 1:5000 i
com a anticos secundari es va utilitzar un anticos anti-IgG de conill conjugat a peroxidasa a una dil.lucié 1:10000. La
posicio del marcador de massa molecular s'indica a I'esquerra.

8.4. Determinacio dels nivells d'esterols en plantes tractades amb

miriocina i fumonisina B1

En els apartats anteriros s'ha demostrat que la miriocina inhibeix indirectament
l'activitat de la HMGR, mentre que la fumonisina B; en produeix un increment. Per estudiar si
aquests efectes sobre I'activitat HMGR es tradueixen realment en una variaci6 en els nivells dels
productes finals majoritaris de la via del MVA, els esterols, es van determinar els nivells
d'aquests productes en plantes Col.3 crescudes en medi MS durant 20 i 28 dies respectivament, i
després durant 9 dies en medi MS suplementat amb 0,5 pM de miriocina i 1 pM de fumonisina
B1, ja que son les concentracions dels inhibidors que produeixen un efecte més important sobre
l'activitat HMGR. El contingut en esterols de les mostres es va analitzar per cromatografia de

gasos acoblada a un espectometre de masses (Apartat 17; Materials i Métodes).
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A les plantes tractades amb 0,5 uM de miriocina s'observa una disminucio en el
contingut total d'esterols d'un 18% respecte al contingut d'esterols de plantes control crescudes
sempre en abséncia d'inhibidor (figura 69 A). Pel que respecta als tres esterols majoritaris en 4.
thaliana els nivells de sitosterol han disminuit un 14%, els de campesterol un 15 %, mentres que
la disminucié més important es dona en els nivells d'estigmasterol, els quals disminueixen un
328%. Els nivells de isofucosterol, cicloartenol i altres esterols disminueixen un 29%, un 28% i
un 25%, respectivament. Aquests resultats indiquen que la inhibici6 de la via de sintesis
d'esfingolipids amb miriocina produeix una disminucié en el flux de la via que es tradueix en
una disminuci6 en els nivells d'esterols. En les plantes tractades amb fumonisina f; (figura 69 B)
no es detecta cap canvi important en els nivells d'esterols, si bé en general s'observa una lleugera

tendéncia a la disminucio6 dels nivells d'esterols.
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Fig.69. Determinacié dels nivells d'esterols en plantes tractades amb miriocina (A) i fumonisina p, (B).
Els resultats es comparen amb els obtinguts amb plantes control crescudes en abséncia dels inhibidors. Es van
analitzar plantes crescudes en medi MS durant 20 i 28 dies respectivament, i després cresucudes durant 9 dies en
medi MS amb 0,5 uM de miriocina i 1 uM de fumonisina B;. EI contingut en esterols es va analitzar per GC/MS. Els
nivells dels diferents esterols s'expressen com a mg d'esterols per g de teixit sec. A la figura es mostra un resultat
representatiu de tres experiments.
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8.5. Activitat HMGR en plantes que sobreexpressen la proteina HMGRI1S

tractades amb miriocina

En l'apartat 8.1 s'ha demostrat que la inhibici6 de la via de sintesis
d'esfingolipids amb miriocina produeix una disminucié de l'activitat HMGR, tot i que aquesta
inhibicié no és deguda a una disminucio en la quantitat de proteina HMGR com s'observa en
l'analisis per western blot mostrat a I'apartat 8.3. Aquests fets suggereixen que la inhibici6 de
l'activitat HMGR per la miriocina té lloc a través d'un mecanisme post-traduccional. Per
investigar aquesta possibilitat es van analitzar els efectes de la miriocina en plantes
transgeéniques que expressen I'ADNc que codifica per la isoforma HMGRI1S sota el control del
promotor constitutiu 35S del virus del mosaic de la col-i-flor (Manzano et al., 2004). Aquestes
plantes contenen uns nivells d'activitat HMGR 20 vegades superiors als de les plantes control.
Per a dur a terme aquest experiment es van créixer plantes Columbia 24 (C24) i plantes
HMGRIS en plaques amb medi MS durant 20 dies i després es van passar a plaques amb medi

MS que contenen 0,5 uM de miriocina durant 9 dies.

Com s'observa en la figura 70, els resultats preliminars mostren que tan en les
plantes control C24 com en les plantes HMGRI1S la miriocina provoca una disminucié de
l'activitat HMGR d'unes dues vegades. Aquest resultat ens indica que els efectes de la miriocina
sobre l'activitat HMGR tenen lloc a nivell post-transcripcional, ja en les plantes HMGRI1S
I'expressio de la isoforma HMGRIS no esta sotmesa a la regulacié de la transcripcié del gen
salvatge. A més, aquest resultat, juntament amb el fet que la reduccio de l'activitat HMGR que
provoca la miriocina no s'acompanya d'una disminucio en els nivell de proteina HMGR (com es
mostra en l'apartat 8.3), ens indiquen que la miriocina provoca una disminucié de l'activitat

HMGR mitjang¢ant un mecanisme post-traduccional.
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Fig.70. Efecte de la miriciona sobre el nivell d'activitat HMGR de plantes que sobreexpressen la
isoforma HMGRI1S. Activitat HMGR en plantes salvatges control (Col.24) i plantes que sobreexpressen la isoforma
curta de la proteina HMGR1 (HMGRI1S), que es van créixer durant 20 dies en medi MS, i després durant 9 dies més
en medi MS i en medi MS suplementat amb 0.5 pM de miriocina. L'activitat HMGR es ha medit en tots els casos en
la fracci6 200 x g dels extractes de les plantes senceres i s'expressa com a activitat especifica.
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